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RESUMO
Estudos mostram que a perda de desempenho em sistemas fermentativos apos 20
dias de operacdo pode estar associada ao crescimento inadequado de
microrganismos, resultando em excesso ou falta de biomassa nos reatores. O
parametro que permite medir a relacdo alimento/microrganismo e consequentemente
controlar a biomassa nos reatores é chamado de carga organica volumétrica
especifica (COVe). Desta forma, desenvolver um projeto de reator que permita o
controle adequado da COVe pode ser um fator chave na producdo de biohidrogénio
(BioH2) a longo prazo. Neste contexto, os reatores continuos de tubos multiplos
(RCTMs) tem se destacado como uma tecnologia promissora devido a sua estrutura
fornecer uma regido de tubos para fixacdo da biomassa microbiana, sem utilizacao de
material suporte e ainda permitir a manutengdo da COVe, por meio do descarte
continuo da biomassa. Nesta sequéncia, o objetivo desta pesquisa foi estudar RCTMs
com 10 (RCTM10) e 18 (RCTM18) tubos no controle de processo em fungcédo da COVe.
Na primeira etapa, o RCTM18 foi operado sob condicdo mesofilica de temperatura
(25°C), inoculado por processo de autofermentacéo e alimentado com agua residuéaria
sintética, a base de sacarose como fonte de carbono. Os resultados mostraram que o
RCTM18 apresentou o controle adequado de COVe (3,3 — 6,33 gDQOg'SSV d1),
porém apresentou baixo rendimento médio de hidrogénio (0,043 + 0,006
molH2.molCH1), com uma producéo volumétrica maxima igual a 415,1 + 422,1 mLH2
L-d!, em faixa de operacdo de pH 4-5,5. Na segunda etapa, os RCTMs sob
condicBes termofilicas de temperatura (55°C) foram inoculados por processo de
autofermentacdo e alimentados com vinhaca de cana-de-acucar, como fonte de
carbono. O RCTM18 apresentou o melhor resultado no controle da COVe (2,0 - 8,0
gDQO.g'SSV.d?) em comparagdo com o RCTM10 (0,5 — 4,0 gDQO giSSV d?), e
semelhante a faixa 6tima (2,0 - 7,0 gDQO.g'SSV.d?) encontrada na literatura. O
RCTM18 (0,0006 + 0,014 molH2.gDDQO) e 0 RCTM10 (0,0013 + 0,003 molH2.gDQO"
1) apresentaram rendimentos médios de hidrogénio quase nulos. Na terceira etapa,
as biomassas acidogénicas dos RCTMs obtidas na operacéo continua foram testadas
em reatores em modo batelada, as quais produziram hidrogénio e acidos organicos.
A guarta e ultima etapa consistiu no estudo de biologia molecular para a quantificagédo
de metabdlitos e caracterizagdo da microbiota, o qual apresentou valores de
abundancia relativa ao género Clostridium sensu stricto 7 (19,87%) no RCTM10 e

Bacillus (18,32%) no RCTM18. Isto permitiu a discussédo e fundamentacdo dos


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/clostridium

resultados desta pesquisa, verificando que os RCTMs se mostraram configuracdes
com potencial para o controle da COVe em meio sintético e vinhaca de cana-de-
acucar, sem a necessidade de descarte de biomassa ou material suporte para adesao

dos microrganismos.

Palavras-chaves: Fermentacdo escura, biomassa microbiana, carga organica

volumétrica especifica, vinhaca de cana-de-acucar.



ABSTRACT
Studies have shown that the loss of performance after 20 days of operation may be
associated with factors such as inadequate growth of microorganisms (excess or lack
of biomass in the reactors). The specific organic loading rate (SOLR) is the parameter
that allows to measure the food/microorganism ratio and consequently control the
biomass in the reactors. Thus, developing a reactor design that allows adequate
control of the SOLR may be a key factor in long-term BioH2 production. Based in this
background, continuous multiple tube reactors (CMTRs) have stood out as a promising
technology due to their structure providing a region of tubes for microbial biomass
retention, without the use of support material and also allowing the maintenance of the
SOLR, by continuous biomass disposal. Accordingly, the aim of this study was to
evaluate the performance of two CMTRs with different number of tubes in controlling
SOLR. At first step, the control reactor (CR) and the CMTR18 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 results showed the CMTR18 presents the adequate SOLR control (3,3 — 6,33
gCDO ¢SSV d?) but showed low yield of hydrogen (0,043 + 0,006 molH2.molCH1),
maximum volumetric production equal 415,1 + 422,1 mLH2 L1d"%, working in a range
of pH pH 4-5,5. At second step, CMTRs with 10 and 18 tubes were operated under
thermophilic temperature conditions (55°C), inoculated by a natural fermentation
process and fed with sugarcane wastewater. The CMTR18 presented the best
performance in the SOLR (2,0 - 8,0 gDQO.g'SSV.d?) relate to CMTR10 (0,5 — 4,0
gDQO g1SSV d?), and similar to the optimal SOLR control range found in the literature
(2,0-7,0gDQO.g'sSSsV.d ). CMTR18 (0,0006 + 0,014 molH2.gDDQO 1) and CMTR10
(0,0013 + 0,003 molH2.gDQO™) have obtained average yields of hydrogen near zero.
At third step, the acidogenic biomasses produced in the CMTRs were tested in batch
mode reactors to check the hydrogen production potential of these biomasses. The
final step consisted of the molecular biology study for the quantification of metabolites
and characterization of the microbiota in strategic points of all operations, which
presented values of relative abundance to the genus Clostridium sensu stricto 7
(19.87%) in CMTR and Bacillus (18.32%) in CMTR18. This allowed the discussion and
substantiation of the results of this research, verifying that the CMTRs showed

configurations with potential for the control of SOLr in synthetic medium and sugarcane



vinasse, without the need to discard biomass or support material for adhesion of
microorganisms.

Keywords: Dark fermentation, biomass, specific organic loading rate, sugarcane
vinasse.
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1. INTRODUCAO E MOTIVACAO DO PROJETO

A ciéncia esta conectada com todas as transformacdes mundiais, sejam
transformacdes econbdmicas, politicas, industriais, energéticas, etc. Projetos e
pesquisas sdo desenvolvidos para buscar solu¢cdes as problematicas que tem
impactado cidades, paises, mundo. Desta forma, esta pesquisa foi motivada em uma
das tematicas mais discutidas nos ultimos anos: a transi¢cao energética.

A transi¢cdo na matriz energética mundial tem sido discutida por organizacdes
como o Conselho Mundial de Energia, a Organizacdes das Nac¢des Unidas, e pode
ser entendida como a transformacdo da matriz energética mundial. Esta
transformacao significa mudar a fonte de geracdo de energia, isto €, ao invés de
utilizar fontes ndo renovaveis como os combustiveis fésseis (petréleo, carvao e gas
natural) para gerar energia, passa-se a utilizar fontes renovaveis como a solar
fotovoltaica, eolica, biomassa, geotérmica, hidrogénio, entre outras. Umas das
principais motivacdes desta transicdo é a protecdo de vida no planeta e do meio
ambiente, consequentemente a conservacao de recursos naturais, combate as
mudancas climéticas e desenvolvimento de praticas de producdo e consumo mais
sustentaveis. No entanto, esta transicdo ndo é simples, envolve alteracdes nos
setores de ciéncia e tecnologia, pesquisa, economia, meio ambiente, politica, ainda,
engloba desafios e entendimento de conceitos importantes como economia circular,
sustentabilidade, industria 4.0, descarbonizacéo, entre outros.

Considerando este cenario de transicao e desafios, trabalhos cientificos tém
procurado tecnologias alternativas para a geracao de energia com o uso de fontes
renovaveis, com objetivo de contribuir para a reducdo dos impactos ambientais como
a emissdo de gases poluentes na atmosfera. Assim, as tecnologias de producéo do
hidrogénio (H2) tem se destacado como potenciais sucessoras aos combustiveis
fosseis. Isto porque 0 Hz é visto como carreador de energia do futuro por ser destacar
como o elemento mais abundante no universo, e ainda ser considerado um
combustivel com alto valor energético em relacdo aos combustiveis convencionais
(poder calorifico do Hz2 = 28.642 kcal kg*; Gasolina = 11.00 kcal kg?), além de gerar
apenas vapor d’agua como subproduto apés combustédo (PARSAEE et al., 2019;
CASTELLO et al., 2020).

Nos ultimos anos, 0s processos hioldgicos tém se destacado como tecnologias

alternativas para a geracéao de Hz, a partir de residuos e subprodutos provenientes de
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diferentes setores industriais. Além de promover a utilizacdo de fontes de energia
renovaveis, 0s processos biolégicos representam economia com etapas de tratamento
de residuos uma vez que estes processos promovem o reaproveitamento de residuos
gerando um valor agregado a estes materiais que, na maioria das vezes, sdo apenas
descartados. Um exemplo de substrato utilizado em pesquisas brasileiras de producao
biol6gica de Hz, é a vinhaga de cana-de-agucar. Esta agua residuéria é utilizada por
apresentar elevada quantidade de matéria organica biodegradavel a qual serve como
substrato (alimento) para microrganismos (FUESS & GARCIA, 2014; MORAES et al.,
2014). Além disso, € um subproduto abundante no Brasil (Estado de Sdo Paulo), o
qual é obtido na etapa de destilacdo da producdo de etanol, em que cada litro de
etanol gera em torno de 10 a 15 litros de vinhaga (PARSAEE et al, 2019; MILANEZ et
al., 2018; CONAB, 2020).

Dentre os processos biologicos, o processo de fermentacdo escura
(acidogénese) vem sendo abordada pela literatura em diferentes configuracdes de
reatores continuos e também em modo batelada. Diversos artigos abordam que o
rendimento da producédo de H2 em reatores anaerobios usando vinhacga de cana-de-
acucar, por exemplo, ainda é baixo (< 2 molH2 molcarboidrato!) quando comparado
com os rendimentos de processos e tecnologias convencionais de H2 como: eletrolise
da agua, reforma de CHa, gaseificacdo do carvdo, entre outros, porém estes
processos consomem elevadas quantidades de energia de origem fossil (GHIMIRE et
al., 2015; PARSAEE et al., 2019).

De uma forma geral, a justificativa para os baixos rendimentos na fermentacao
escura (acidogénese) associa-se a diversos fatores como o tipo de configuracdo do
reator utilizado, tipo de suporte, retencdo de biomassa dentro do reator, otimizacao e
controle de parametros operacionais, como por exemplo, o tempo de detencao
hidraulica (TDH), tipos e concentracao de substrato, pH, temperatura, pressao parcial
e aplicacdo de sub ou sobrecargas de matérias organicas (substratos) (FUESS et al.,
2016; CASTELLO et al., 2020). Além disso, a producéo de BioH2 esta associada a
producdo de metabolitos secundarios como acidos organicos volateis e solventes,
assim o tipo de biomassa envolvida no processo e as condi¢cdes operacionais
aplicadas na adesédo desta biomassa pode influenciar na definicdo de rotas
metabdlicas favoraveis ou desfavoraveis a producgéo de hidrogénio (ANZOLA-ROJAS
et al., 2015).
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Em todo este contexto, varios estudos destacam que a escolha bem-sucedida
do reator no processo de producéo de bioenergia envolvendo aguas residuérias esta
relacionada, principalmente, com a retengéo de biomassa adequada dentro do reator.
Varias configuracdes novas e/ou modificadas tem sido estudadas visando melhorar o
crescimento de biomassa, por exemplo, reatores com células suspensas, células
aderidas, sistemas de leitos fixos, ou ainda as combinacgdes deles (LETTINGA et al.,
1980; BAL & DHAGAT, 2001; CHERNICHARO et al., 2015; LEITE et al., 2008;
GOMES et al., 2015; GOMES et al., 2016; CORBARI et al., 2019; FUESS et al., 2017,
2019, 2021; OLIVEIRA et al., 2020).

Em resumo, a chave para a producdo continua e estavel de hidrogénio pode
ser o controle da carga organica volumétrica especifica (COVe), a qual representa a
relacdo alimento/microrganismo, ou seja, a quantidade de substrato disponivel por
microrganismo. O controle deste parametro permite controlar a retencédo de biomassa
dentro do reator. De acordo com Anzola-Rojas (2015), a COVe representa um fator
significativo na producéo continua e estavel de hidrogénio, pois observa-se que baixos
valores de COVe, ou seja, excesso de microrganismo em relagdo ao alimento podem
causar influéncia direta na conversédo do substrato e mudancas nas rotas metabdlicas
dos microrganismos.

Desta forma, a configuracdo de reator continuo de tubos mudiltiplos (RCTM)
destaca-se como uma proposta de unidade de trabalho para o controle de processo
em funcdo de COVe, na producéo de H2 sem material suporte. Esta configuracéo de
reator, apresentada por Gomes et. al. (2015), tem uma estrutura que fornece uma area
de superficie maior para a fixacdo de soélidos em comparacédo com reatores tubulares
convencionais sem material suporte, jA que a regido de reacdo é formada por um
grupo de tubos paralelos de pequeno diametro com ranhuras internas. Tem como
diferencial a descarga continua da biomassa devido ndo apresentar material suporte,
assim, facilitando o arraste de biomassa ao longo da operacao. Ainda, pode evitar o
acumulo de biomassa e auxiliar na manutencdo da carga organica volumétrica
especifica (COVe) (GOMES et al., 2015; 2016).

O desempenho de RCTMS na producéo de hidrogénio € discutido em poucos
trabalhos na literatura. Alguns fatores investigados até agora foram: tempo de
detencdo hidraulica (TDH), material suporte na camara de saida, diferentes
concentracfes do meio sintético em termos de DQO (demanda quimica de oxigénio),

estratégias de alimentacdo (GOMES et. al., 2015; 2016) e o acumulo e adesédo de
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biomassa no interior destes reatores (GOMES et al., 2015; 2016; TREVISAN et al.,
2019). Estas publicacbes reportam testes de RCTM com 12 tubos na producéo de
biohidrogénio a partir de 4gua residuéria sintética com base sacarose e a partir de
agua residuaria real (processo de mandioca), ainda relacionam dados de acumulo de
biomassa no interior do reator através do controle de COVe. Em geral, os testes de
operacdo com as caracteristicas construtivas originais dos RCTMs foram
caracterizados por instabilidade no inicio de producdo, com rendimentos maximos
observados que ndo superaram 0,6 molH2.molCH. Logo, ainda é necessario propor
e realizar pesquisas cientificas a nivel de bancada para testar esta configuracéo e
verificar, por exemplo, se o aumento de niumero de tubos pode influenciar a producéo
de biohidrogénio uma vez que ocasiona alteracdo da area superficial do reator e isto
pode permitir ou n&o mais espaco para a adeséo de biomassa. Ainda, se as ranhuras
nos interiores dos tubos maximizam a retencdo de biomassa.

Diante deste cenario, a proposta deste trabalho foi avaliar o desempenho dos
RCTMs, modificados em numeros de tubos e ranhuras internas, como unidades de
controle de processo, em funcdo da COVe relacionada a producdo de Hz em um
sistema termofilico alimentado com vinhaca de cana-de-acucar. As configuracdes de
RCTMs modificadas com 12 e 18 tubos nunca foram testadas para producéo de BioH:z

a partir de vinhaca de cana-de-acglcar e nem em processo anaerébio termofilico.

2. HIPOTESE E OBJETIVOS

O desenvolvimento desta pesquisa baseou-se na ideia central de que, embora
a acidogénese da vinhaca seja um processo consideravelmente explorado nos ultimos
10 anos, ainda existem limitac6es referentes as configuracbes de reatores comumente
usadas, principalmente devido ao crescimento e aderéncia de microrganismos nestas
tecnologias, isto é, no controle adequado da relagdo alimento/microrganismo dentro
do reator para um crescimento adequado de biomassa. Por isso, 0 objetivo principal
deste trabalho focou no estudo tecnolégico de RCTMs, um com 10 tubos (RCTM10)
e outro com 18 tubos (RCTM18), com volumes finais proximos de 2L, no controle do
parametro operacional carga organica volumétrica especifica (COVe), ao longo do
processo de producdo de biohidrogénio a partir de uma agua residuaria complexa
(vinhaca de cana-de-agucar), na presenca de culturas mistas de microrganismos

anaerobios termofilicos.
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Para atingir o objetivo principal foram formulados os seguintes objetivos
especificos:

e Objetivo especifico 1: Avaliar experimentalmente o controle da COVe no
RCTM18 em relacdo ao tempo de detencdo hidraulica (TDH, 4 horas) e a
concentracdo de substrato, para a producdo de BioHz, a partir de agua residuaria
sintética na presenca de culturas mistas de microrganismos anaerobios mesofilicos;

e Objetivo especifico 2: Avaliar experimentalmente o controle da COVe nos
RCTMs aplicando trés diferentes TDHs e COVas, no processo de produ¢ao de BioH2
utiizando a vinhaca de cana-de-aclUcar na presenca de culturas mistas de
microrganismos anaerébios termofilicos;

e Objetivo especifico 3: Avaliar experimentalmente os metabdlitos secundarios
produzidos durante o processo de obtencéo de biohidrogénio;

e Objetivo especifico 4: Avaliar experimentalmente em reatores em batelada o
potencial de producdo de hidrogénio das biomassas acidificadas provenientes dos
RCTMs operados em condi¢des termofilicas;

e Objetivo especifico 5: Caracterizar o consorcio microbiano presente em pontos
estratégicos do processo de obtencao de biohidrogénio em operacao continua e em

batelada.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta informacg6es consultadas na literatura, conside-
radas fundamentais para a contextualizacdo e o entendimento dos assuntos aborda-
dos neste projeto de doutorado, atuando como base para a discusséo, validacéo e
conclusao dos resultados obtidos em todas as etapas experimentais. Portanto, a revi-
sao bibliografica inclui:

i. Contextualizacdo e importancia do hidrogénio na transicdo de matriz energé-
tica mundial e nacional, bem como a apresentacao dos principais processos de pro-
ducéo de hidrogénio e a relagdo com o meio ambiente;

ii. Conceitos e fundamentos da producéo de etanol e a aplicacédo da vinhaca de
cana-de-agucar como substrato em processos biologicos;

iii. Conceitos e fundamentos da digestao anaerdbia, destacando a etapa de aci-
dogénese (fermentacdo escura) na producdo de Hz e metabolitos secundarios, e as

rotas metabdlicas envolvidas neste processo;
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iv. Parametros que exercem influéncia na producdo de Hz, com destaque para
COVe, pH e substratos;

v. Conceitos sobre os diferentes tipos de configuragdes de reatores e suas re-
lagbes com estabilidade e rendimento de producgao.

3.1. Transicao energética mundial

Estudos mostram que nos ultimos 30 anos, um dos assuntos mais discutidos é
a necessidade de transicdo energética, isto €, a necessidade de mudanca nos
modelos de producdo e consumo de energia que movem o mundo na era pos-
revolucdo industrial. Isto porque os modelos atuais tém afetado, principalmente o
ambiente, com poluicdo do ar, poluicdo de rios, mares e oceanos, entre outros.
(INGRAO et al., 2018). Neste cenério, acdes e politicas tem surgido para incentivar o
consumo de energias renovaveis e 0 aproveitamento de residuos para esse fim. Um
exemplo é a Agenda das NacBes Unidas a qual apresenta os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Estes objetivos visam o desenvolvimento de
acOes que ajudem a combater as alteracdes climaticas e garantir o acesso universal
a energia limpa e ao ar. Além disso, envolvem a preocupacdo da segurancga
energética, seguranca alimentar e a reducédo dos residuos eliminados no ambiente
(BIJARCHIYAN et al., 2020; HOLM-NIELSEN et al., 2009). No entanto, sabe-se que
nenhum processo de transicdo € rapido, demanda tempo, principalmente, quando
envolve varios setores, como € o caso da transicdo energética, a qual esta conectada
com setores de economia, meio ambiente, ciéncia e tecnologia, dentro de um pais.

No contexto de transicdo de energia, em que se considera o reaproveitamento
de residuos industriais, a transformacao de “lixos organicos” em energia renovavel
pode ser um caminho com oportunidades de producdo e modelos de consumo
circular, em que os recursos sao utilizados e reutilizados, assegurando que a procura
de energia possa ser satisfeita enquanto o ambiente pode ter beneficios mais amplos
(BIJARCHIYAN ET AL., 2020; VALENTI et al., 2020).

Nesta linha, a producéo de energia renovavel torna-se uma chave importante
para a transicdo da sociedade e economias mais sustentaveis (INGRAO et al., 2018).
No entanto, € importante citar que sistemas como 0s socioecondmicos, politicos,

industriais, agricolas, empresariais, energéticos, entre outros, terdo de se adaptar a
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mudancas significativas, bem como ao desenvolvimento de sistemas energéticos mais
competitivos, seguros e sustentaveis (MCCORMICK & KAUTTO, 2013).

Dados mostram a mudanca de uma economia linear para uma economia
circular proporciona ndo so a substituicdo de matérias-primas foésseis, mas também a
adocao de um sistema regenerativo, no qual recursos e residuos, incluindo emissées
e perdas de energia, sdo atenuados pelo fluxo fechado de processamento de
matérias-primas e utilizacdo de energia. No mesmo contexto, o estudo de
Geissdoerfer et al. (2017) afirma que projetos que abrangem, por exemplo,
reciclagem, tratamento de residuos e outras formas de gestéo integral da recuperacéo
de matérias-primas apresentam a capacidade de gerar conhecimentos para o
desenvolvimento econdémico, social e ambiental sustentavel (GEISSDOERFER et al.,
2017).

Desta forma, seguindo o conceito de economia circular, a proposta de obter
fontes de energia mais limpas a partir de fontes renovaveis, promove a reducdo de
emissodes de poluentes na atmosfera, um caminho para a melhor gestédo de residuos
e utilizacdo de recursos, além de maior integracdo entre as comunidades rurais e
industriais resultando em uma nova perspectiva do setor energético (BELAUD et al.,
2019).

3.2. Energiarenovavel, meio ambiente e politicas

Ao longo dos anos, o mundo tem vivenciado transformacfes e desequilibrios
ambientais. Um exemplo é a intensificacdo do efeito estufa.

O efeito estufa é o mecanismo natural responsavel por manter a temperatura
terrestre em intervalos aceitaveis para a sobrevivéncia. Este fenbmeno engloba gases
passiveis de reconducdo como o diéxido de carbono (CO2), metano (CHa), 6xido ni-
troso (N20), halocarbonos e vapor de agua. Estes gases sao responsaveis pela ab-
sorcao de uma fracdo dos raios solares e os distribuem sob a forma de radiacéo in-
fravermelha para a atmosfera, aguecendo assim o planeta (AKITT, 2018). Desta
forma, cerca de 70% dos raios solares sao absorvidos por estes gases e 30% nao
conseguem ultrapassar esta barreira, de tal modo que séo refletidos de volta para o
espaco. No entanto, o aumento da emisséo dos gases citados, oferece uma maior
resisténcia a dissipagao de calor, causando assim um desequilibrio do efeito de estufa
(KIRK-DAVIDOFF, 2018).
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Estudos mostram que a intensificacdo do efeito pode ser explicada pelo au-
mento das fontes antropogénicas, entre elas, principalmente, a queima de combusti-
veis fosseis, atividades industriais, crescimento acelerado da economia e aumento da
populacdo nos paises em desenvolvimento (KANG et al., 2016).

O resultado do aumento do efeito estufa leva ao aquecimento global, uma vez
gue a temperatura do planeta tenta compensar este desequilibrio energético aumen-
tando a sua média. Neste sentido, um dos principais desafios nos proximos anos é
assegurar uma certa qualidade de vida para a populagcdo mundial e ao mesmo tempo
minimizar os impactos no meio ambiente. Considerando isto, uma das formas de re-
duzir impactos ambientais é visto na reducéo da dependéncia de fontes de energia
ndo renovaveis, isto €, no aumentar da utilizacdo de energias renovaveis (LEE, 2017;
LINDOSO et al., 2011).

Com base nesta premissa, a energia renovavel é qualquer fonte de energia em
gue, além de nédo ser derivada de uma fonte finita como o petroleo e o carvao, contribui
para a reducao real das emissdes de gases com efeito de estufa (KANG et al., 2016).
E ainda, permite a diversificagdo da matriz energética, descentralizando assim a de-
pendéncia da energia féssil.

Algumas das principais fontes de energia renovavel ja sdo utilizadas ha mais
tempo, como a energia solar (SANSANIWAL et al., 2018), edlica (ISHAQ et al., 2018),
geotérmica (MANZANO-AGUGLIARO et al., 2013) e centrais hidroelétricas (APERGIS
et al., 2016). No entanto, quando comparadas com fontes de energia convencionais,
algumas fontes de bioenergia tém um caracter instavel, tais como a energia solar e
eolica (SANSANIWAL et al., 2018, ISHAQ et al., 2018). Isto porque 0 comportamento
da radiacéo solar e da velocidade do vento pode variar ao longo da estacdo. Como
solucao, o que tem sido explorado € a integracéo de varias fontes de bioenergia, uma
vez que como uma Unica fonte ndo é suficiente para o fornecimento continuo. Assim,
a utilizagado de fontes bioenergéticas combinadas, inicialmente notada em éareas re-
motas, tem sido vista em grandes centros e cidades (GUO et al., 2018).

Outro ponto em destaque, é o aumento no interesse de bioenergia derivadas
de biomassa, como por exemplo, biodiesel, bioetanol e biogas. A producao deste tipo
de energia envolve culturas energéticas, residuos agricolas ou industriais ou, ainda,
aguas residuais. Aléem disso, pode ser visto como um processo estratégico que en-
globa uma solucao viavel: destino correto para os varios fluxos de residuos e producao

de energia (SAHOTA et al., 2018). Desta forma, a diversificacao das fontes de energia
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a fim de intensificar a utilizacdo da bioenergia € vista como uma das formas mais
eficazes de promover solugcbes energéticas com baixo teor de carbono. Utilizando
cada vez mais estas fontes de forma sustentavel e alargando a utiliza¢do da bioener-
gia a outras regides, as reducdes das emissdes de carbono podem ser alcancadas
mais rapidamente (DAHAL et al., 2018).

Estudos mostram que existem muitas tecnologias de producéo de bioenergia,
as quais podem ser categorizadas em: tecnologias quimicas, bioquimicas e térmicas
(SILVA et al.,, 2014) Independentemente da tecnologia escolhida, cada uma
apresentara vantagens e desvantagens, bem como 0s requisitos para a sua
implementacéo (FIORESE et al., 2014).

No cenério brasileiro, a expansdo do tratamento de efluentes urbanos, a
recuperacao de aterros sanitarios e o desperdicio de alimentos podem tornar o Brasil
um dos maiores produtores de bioenergia a partir de fontes renovaveis. E importante
destacar que o perfil brasileiro de geracdo de bioenergia € mais robusto e tecnoldgico,
focado no desenvolvimento de energias renovaveis, porém necessita de mais
incentivos e investimentos econdmicos para desenvolver processos de producao de
energia a partir de biomassa (MILANEZ et al., 2018).

Desta forma, é possivel concluir que para produzir energia por via sustentavel
€ necessario investimento de capital para desenvolver biotecnologias eficientes de
producdo, armazenamento e distribuicdo da bioenergia. Isto envolve também a poli-
tica de cada pais e os incentivos relacionados com a transicao do sistema energético.
Vale ainda ressaltar que esta transi¢do da cadeia de fornecimento de energia inclui
mudancas nas tecnologias energéticas, politicas sociais, econémicas e reguladoras
em cada pais (DAHAL et al., 2018).

3.3. Hidrogénio: o carreador de energia do futuro

O atomo de hidrogénio (H) € o elemento mais leve, sendo o0 seu is6topo mais
comum constituido apenas por um préton e um elétron. Este elemento € um
importante constituinte da agua e de toda a matéria organica, além de estar distribuido
nao s6 na terra, mas também por todo o Universo. Pode formar moléculas de
hidrogénio (H2) as quais s&o as menores quando comparadas com a maioria das
outras moléculas. A molécula H:z é incolor, inodora e insipida (semelhante ao metano)

e difunde-se mais rapidamente que qualquer outro gas (APERGIS et al., 2016) .
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O hidrogénio apresenta uma densidade de 0,09 kg/m? e, ainda, se destaca por
apresentar significativa capacidade térmica (14,4 kJ/kg K) (PAREEK et al., 2020).

O hidrogénio €, sem duavida, o portador de energia do futuro. Ao contrario dos
combustiveis fosseis, este elemento tem um baixo impacto ambiental, especialmente
no que diz respeito a sua combustao limpa, com a formacdo de apenas agua como
subproduto (OLABI et al., 2021). Além disso, o hidrogénio € um combustivel atraente
por apresentar um elevado teor energético (141,9 MJ kg-1) quando comparado com o
gasoleo (45 MJ kgt), gasolina (47 MJ kgt) e CH4 (50,02 MJ kgt), por exemplo, (SETA
et al., 2018).

Estudos afirmam que Hz apresenta potencial para ser um dos substituintes dos
combustiveis fésseis como centro de producado de energia em todo o mundo, atuando
como fonte de energia primaria para a geracdo de eletricidade, combustivel para
aguecimento central, e combustivel para transporte de caminhdes, navios e avides
(OLIVEIRA et al., 2020). Portanto, o Hz2 € um promissor vetor energético no panorama
de transicdo energética mundial de combustiveis fésseis para energia limpa e susten-
tavel (EGELAND-ERIKSEN et al., 2021).

3.4. Processos de producao de hidrogénio

A escolha do melhor método de producéo de H2 dependera da quantidade de
energia a ser produzida e do seu grau de pureza. A literatura relata varios exemplos
de tecnologias disponiveis para a produgédo de Hz, as quais podem ser tecnologias
convencionais e tecnologias biolégicas (ANZOLA -ROJAS et al., 2015).

As tecnologias de producao de Hz2 convencionais podem ser a reforma a vapor
do gas natural e do petréleo, a decomposicdo catalitica do gas natural, a oxidagao
parcial da fracdo de hidrocarbonetos pesados do petréleo e a gaseificacdo do carvao
ou coque (HOLLADAY et al., 2009). Estes métodos sao caracterizados por elevadas
demandas de energia e requerem altas temperaturas (> 700 °C) (HOLLADAY et al.,
2009).

Outro método convencional de producdo de H:z € eletrélise da agua, o qual
requer eletricidade proveniente de centrais elétricas, carvao ou gas natural ou, ainda,
de centrais nucleares. Este processo resulta na emisséo de diéxido de carbono para
a atmosfera (DINCER & ACAr, 2014). Estudos ainda mostram outros métodos para

produzir Hz, como por exemplo, a gaseificacdo fotocatalitica, plasmoquimica,
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magnetolitica ou radiolitica da agua, a gaseificacdo de hidrocarbonetos por plasma a
alta temperatura (PAREEK et al., 2020), ou ainda, a producéo de Hz por decomposicéo
da &gua através da divisdo mecanocatalitica (FATSIKOSTAS et al., 2002)

De uma forma geral, 0s processos basicos para a producao do gés hidrogénio,
a partir de fontes primarias de energias nao-fosseis demandam energia, estrutura e
custo (CHANDRASEKHAR et al., 2015). Por isso, o maior desafio envolvido na
utilizagdo do Hz2 como transportador de energia é o desenvolvimento de uma producao
sustentavel e de baixo custo. E neste contexto que entram as tecnologias bioldgicas
para produzir Hz.

Os processos bioldgicos séo vistos como rotas econdmicas e promissoras por
envolverem a agéo de microrganismos sob métodos, como a fermentagdo (METCALF
& EDDY, 2003), em que matéria organica é convertida em bioenergia pela acdo destes
microrganismos. Além disso, estas rotas verdes empregam condicdes amenas de
temperatura e pressdo resultando em um menor consumo energético
(ALEXANDROPOULOU et al., 2018; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FERNANDES et
al., 2013; LUO et al., 2010) e, também, permitem a utilizacdo de residuos industriais
e aguas residuarias como susbtratos o que contribui para a reducéo de utilizacdo de
fontes ndo renovaveis, e consequentemente para a protecdo ambiental como a
reducado de gases de efeito estufa. No entanto, a aplicacdo industrial para a producéo
de H2 em larga escala ainda nao foi implementada devido a desafios de processo
como a producdo estavel em processo continuo acima de 30 dias de operacéo,

armazenamento e transporte do gas.

3.5. Processos bioldgicos

Uma alternativa limpa e promissora é a producéo de hidrogénio através de vias
bioldgicas. O biohidrogénio (BioH2) pode ser obtido por meio de processos fotossinté-
ticos, como por exemplo, a biofotdlise da agua por cianobactérias e algas verdes, e a
foto decomposicdo de matéria organica por bactérias fotossintéticas (ANWAR et al.,
2021). Ainda, o BioHz pode ser obtido por processos fermentativos independente de
energia luminosa (dark fermentation, do inglés) por meio da degradacao de compostos
organicos em condi¢cdes anaerdbias(DAS, 2002; GHIMIRE ET AL., 2015). Em resumo,

a obtencdo de BioH: a partir de vias biolégicas pode ocorrer por meio de processos
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dependentes de energia luminosa e independentes de energia luminosa, conforme é
apresentado na Figura 1.

O hidrogénio produzido por via biolégica é chamado de biohidrogénio (BioH2).

Figura 1. Processos biologicos dependentes e independentes de energia luminosa aplicados para a
producéo de hidrogénio

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

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

Dependente de

energia luminosa

Processo Fotofermentativo

CeHy1,06 + 6H,0 — 60, + 12H, (bactéria

biolégico para fototrofica)

producéo de

BioH .
? Independente de Fermentativo
— CoHyz0g + 2H,0 — 2CH5COOH + 2C0, +
energla Iumlnosa 4H,(bactérica heterotroéfica)

Fonte: Adaptado de Ghimire et al. (2015) e Trevisan et al.(2019).

A producéo de BioHz por fermentacdo escura tem se destacado entre os pro-
cessos bioldgicos, principalmente, por ser um processo robusto e econémico que ndo
precisa de fonte luminosa aliado a acdo de microrganismos fermentativos os quais
sao vistos como mais eficazes na producdo de hidrogénio, em um curto intervalo de
tempo, quando comparados aos microrganismos responsaveis pelos processos de-
pendentes de luz (HALLENBECK, 2009). Além disso, a fermentacdo escura é
considerada um método mais sustentavel e atrativo devido a utilizacdo de residuos
organicos como substrato, integrando simultaneamente o tratamento de residuos e a
producéo de energia limpa (URBANIEC & BAKKER, 2015).
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3.6. Digestao anaerdbia

7

Para entender o conceito de fermentagdo escura é necessario entender
primeiro o conceito de digestdo anaerobia (DA), uma vez que a fermentacdo escura
ou acidogénese € uma etapa dentro do processo de DA.

A digestao anaerdbia € uma tecnologia consolidada na qual ocorre a producéo
de biogas através da degradacdo de matéria organica na auséncia de oxigénio. As
transformacdes bioquimicas da DA resultam em quatro fases principais (hidrdlise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese) as quais envolvem um complexo
consorcio de microrganismos (Figura 2).

Nas etapas de hidrélise e acidogénese, é possivel observar a acdo de bactérias
hidroliticas e fermentativas as quais convertem compostos de cadeia longa
(carboidratos, lipideos e proteinas) em compostos de cadeia simples, produzindo
acidos graxos volateis (AGVs), alcoois, CO2 e H2. Na etapa de acetogénese ocorre a
acdo de bactérias acetogénicas as quais transformam &cidos organicos e alcoois em
acido aceético, H2 e CO2. Estes compostos sdo os substratos utilizados na etapa
seguinte (metanogénese) em que ocorre a producdo de metano pelas arqueias
metanogénicas. Por sua vez, as arqueias metanogénicas hidrogenotréficas
convertem Hz e CO2 em CHa4, enquanto as metanogénicas acetoclasticas utilizam o
acetato (CHERNICHARO et al, 2015).

Geralmente, a composi¢cdo do biogas produzido na DA consiste em 35-75%
metano, 25-65% dioxido de carbono, 1-5% hidrogénio e quantidades vestigiais de
outros gases, tais como vapor de agua, amoniaco, sulfeto de hidrogénio e halogenetos
(YENTEKAKIS & GOULA, 2017). E importante ressaltar que a qualidade e rendimento
deste biogas esta estreitamente ligada ao tipo de matéria-prima utilizada na DA, além
de fatores ambientais e parametros fisicos - quimicos que podem influenciar as etapas
do processo (BIJARCHIYAN et al., 2020; GHIMIRE et al., 2015; MAO et al., 2015).
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Figura 2. Sequéncias metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestédo anaerébia.

Hidrdlise : Acidogénese : Acetogénese : Metanogénese
Agucar
Alcoois : ) — o —
. . - ~ . .
. Polissacarideos . . Acetoclasticas
Carboidratos ——— Oligossacarideos —
’ Monossacarideos ’
| Acetato
(. ) l
|| Acidos graxos de i Hidrogenotréficas
Lipidios = cadeia longa Acidos orgénicos 9
Glicerol
. | A . O
Proteinas Aminoacidos - . Arqueas
J . . metanogénicas
o Amonia . — -
Aceftwbng H,S Clostridium ) . Syntrophomonadaceae Methanobacterium
Eubacterium Acetobacterium Syntrophaceae Methanococcus
Halocella ’ Syntrophomonadaceae ’ Syntrophomonas Methanosarcinaceae
Thermanaerovibrio Syntrophaceae Syntrophospora Methanosaetaceas
Clostridium Sporanaerobacter Thermosyntropha ;
L . Methanosarcinales
Proteiniborus Proteiniborus )
Ny ; . Methanobacteriales
Trichococcus Aminobacterium
Devosia
Psycrobacter

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2021b).
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Em geral, varios microrganismos estéo envolvidos nas etapas do processo DA,
tais como Clostridium spp., Peptococcus anaerobus, Bifidobacterium spp.,
Micrococcus ssp., Bacillus ssp., Desulphovibrio spp., Corynebacterium spp.,
Lactobacillus, Actinomyces, Staphylococcus ssp, Escherichia coli, Methanobacterium,
Methanobacillus, Methanococcus, Methanospirillum, Methanosaeta, Methanothrix e
Methanosarcina (LIU et al., 2020; CHERNICHARO, 2007), como é possivel identificar
na Figura 2. Quando os substratos utilizados na DA sé&o ricos em sulfato, pode ocorrer
a reducao do sulfato para sulfeto durante o processo e isto sera realizado por um
grupo especifico de bactérias redutoras de sulfato (BRS) (LIMA et al., 2015).

E importante citar que nas etapas de hidrélise, acidogénese e acetogénese
pode estar presente bactérias anaerébias obrigatdrias (ou estritas) ou facultativas, ou
seja, cujo metabolismo funciona na auséncia de oxigénio (O2) (SANTOS et al., 2014).

Ainda sobre o processo de DA, podem ser gerados metabolitos secundarios de
valores biotecnoldgicos e agregados, além do hidrogénio, tais como acidos organicos
volateis (acético, butirico, propibnico, capréico, latico, valérico), 1,3 propanodiol (1,3
PD) e alguns biocombustiveis (etanol, butanol, metanol) que sao produzidos na fase
acidogénica e acetogénica (NDABA et al., 2015). Estes subprodutos gerados
dependem do tipo de substrato utilizado na DA, por exemplo, podem ser residuos
agroindustriais, tais como glicerol bruto, residuos lacteos, residuos de fruta, vinhaca
da producdo de agucar e etanol, etc.

Considerando todo o conceito sobre DA, quando o objetivo € obter taxas
elevadas de Hz, € necessario gerar condigbes que permitam restringir o processo de
DA a fase acidogénica. Em outras palavras, devem ser estabelecidas condi¢cdes
favoraveis para as bactérias acidogénicas, enquanto a atividade dos microrganismos
consumidores de H2como as bactérias homoacetogénicas e arquéias metanogénicas,
deve ser evitada (MAINTINGUER et al., 2011; PACHIEGA et al., 2019; ROSSI et al.,
2011).

3.6.1. Fermentacao escura: fundamentos

Na literatura, a digestdo anaerobia para producdo de hidrogénio € também
referida como fermentacéo escura (FE) e é realizada na fase acidogénica a partir da
inibicdo da fase metanogénica, principalmente através da aplicacdo de cargas
organicas adequadas e condi¢cdes de pH (METCALF & EDDY, 2003). Este processo
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€ uma abordagem atrativa para a geracdo de bioenergia porque tem o potencial de
reutilizar aguas residuais e residuos como fontes de carbono e, ainda, apresenta o
potencial de produzir metabolitos secundarios de interesse industrial tais como acidos
organicos e biopolimeros (FUESS et al., 2016).

A FE é baseada na oxidacado parcial da matéria organica por microrganismos
sob condicfes anaerobias e sem luz (CABROL et al., 2017)Este processo ocorre nas
primeiras etapas da digestéo, principalmente na etapa acidogénica. Nestas primeiras
etapas, a conversdo do substrato € mediada por bactérias hidroliticas e fermentativas.
O BioH:2 é gerado nos processos redox juntamente com acidos graxos volateis (AGV)
e/ou alcoois como o aceptor final de elétrons (CABROL et al., 2017). O rendimento do
BioH2 depende da via metabdlica adotada pelo consdércio microbiano para converter
0 substrato e os compostos organicos intermediarios formados.

Os principais substratos utilizados para produzir BioH2 s&o ricos em
carboidratos devido ao maior rendimento obtido pelos microrganismos que utilizam
estes compostos (SHARMA et al., 2020)Dependendo da complexidade do substrato,
pode ser necessario submeté-lo a uma etapa biologica ou fisico-quimica para quebrar
a matriz de carboidratos complexos e liberar dissacarideos ou monossacarideos
capazes de atravessar a célula microbiana para iniciar o processo de fermentacéo
(SHARMA et al., 2020).

A hidrélise da sacarose na fermentacdo escura da origem a glicose e frutose.
Durante a degradacado da sacarose, pode ocorrer a producéo de hidrogénio de acordo
com reacdes, como por exemplo: (i) consumo de sacarose e geracao de acido acético
e (i) consumo de sacarose e geracdo de acido butirico, conforme descrito nas
Equacbes 1 e 2. Ainda, pode ocorrer a producdo de etanol sem producdo de
hidrogénio, conforme a Equacéo (3), e a rota de producao de etanol e hidrogénio ao
mesmo tempo, apresentada na Equacdo (4), em que o rendimento maximo de
producédo é igual a 4 mol H2 por 1 mol de sacarose. Vale citar que acido propibnico

também é formado a partir da sacarose.

Rota produtiva de 4cido acético
Cy,H,,0,;1 + 5H,0 — 4CH;COOH + 4CO, + 8H, Eq.(1)

Rota produtiva de acido butirico
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C,2H,50,; + H,0 » 2CH,CH,CH,COOH + 4CO, + 4H, Eq.(2)

Rota produtiva de etanol
Cy,H,,0;, + H,0 — 4CH;CH,0H + 4CO, Eq.(3)

Rota produtiva de etanol e hidrogénio
C,,H,,04; + 3H,0 — 2CH3CH,0H + 2CH3COOH + 4CO, + 4H, Eq.(4)

A conversao tedrica maxima de sacarose em BioH:z é igual a 1 mol de sacarose,
gue gera 8 moles de gas hidrogénio na producédo do acido acético. No entanto, a
producdo de 4 moles de BioH2 por 1 mol de sacarose ocorre se a sacarose for
convertida em acido butirico. Desta forma, a principal producéo teérica de hidrogénio
engloba o acetato como o produto final da fermentacéo.

Na pratica, a alta producdo de BioH: esta relacionada a presenca de produtos
de fermentacdo, como acidos acético e butirico; enquanto a baixa producéo de BioH:2
esta associada a formacéao de acido propidnico e produtos como alcoois e 4cido latico.

De acordo com Sa et al. (2014), a acdo dos microrganismos na decomposicao
de um determinado substrato em H: estd relacionada a presenca de enzimas
especificas, como por exemplo, as hidrogenases, as quais sdo responsaveis pela
catalise da reacao reversivel de oxidacao do hidrogénio, apresentado na Equacéo 5.

2H* + 2e~ & H, Eq.(5)

O hidrogénio por ser obtido a partir da glicose proveniente da degradacao da
sacarose. Assim, sabe-se que um mol de glicose formam 2 moles de piruvato, junta-
mente com 2NADH, e isto pode acontecer por duas rotas principais: (I) piruvato: for-
miato liase (PFL) comumente encontrado em anaerdébios facultativos, tais como Ente-
robacteria (Equagdes 6-7); e (ll) piruvato: ferredoxina oxidorredutase (PFOR) gerando
ferredoxina reduzida, acetil CoA e CO2z (Equagdes 8-10) (CABROL et al., 2017).

Rota PFL:
Piruvato — Acetil CoA +HCOOH Eq.(6)
HCOOH - H, + CO, Eq.(7)

Rota PFOR
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Piruvato — Acetil CoA + Fd H2 + CO: Eq.(8)
NADH < FdH, + NAD* Eq.(9)

Na rota do PFL, o BioH2 é produzido pela reagéo do formiato liase e hidrogénio,
em que ocorre a quebra do formiato em Hz e CO2 (Equagédo 7). Enquanto, a rota
PFOR, resumida pela equacao (3), tem-se a producédo de acetil CoA acoplada a redu-
cdo de NAD+, o qual é reoxidado depois pela ferredoxina e gera BioH2 na rota NADH:
ferredoxina oxidorredutase (NFOR) (Equacdes 9-10) (CAI et al., 2011). Da mesma
forma, microrganismos capazes de realizar a via do PFOR podem reoxidar o NADH
da glicélise através do NFOR, resultando no rendimento teérico maximo de BioHz igual
a 4 mols por 1 mol de glicose (CAl et al., 2011). A obtencdo do rendimento teorico
maximo de BioH2 seria possivel produzindo acetato como metabolitos sollveis a partir
de acetil CoA através da via PFOR (Tabela 1 — reacdo 1), embora o crescimento mi-
crobiano desvie parte do NADH reduzido durante a glicélise tornando o rendimento
real de BioH2 menor do que 4 mols (CABROL et al., 2017;GONZALEZ-CABALEIRO
et al., 2015).

E importante ressaltar que a rota metabdlica deve fornecer o equilibrio redox e
ser termodinamicamente favoravel; assim, a reducéo do metabdlito sollvel produzido
se torna uma alternativa para reoxidar o NADH (Tabela 1) (GONZALEZ-CABALEIRO
et al., 2015).

A formacéo de acido butirico a partir de acetil CoA proporciona a regeneracao
de 2 mols de NADH e produz 2 mols de BioHz (Tabela 1 — reacéo 2) (SAADY, 2013).
As bactérias laticas produzem &cido latico diretamente via piruvato como estratégia
para garantir a disponibilidade de NAD+ e impedir o aumento da pressédo de Hz2 do
sistema (Tabela 1 — reacédo 6) (SAADY, 2013).

A producédo de etanol € resultado da converséo de acetil CoA e pode ser con-
siderada uma alternativa para diminuir a pressao de H2 do sistema, pois demanda os
4 mols de NADH reduzidos no processo (Tabela 1 — reacédo 7) (SAADY, 2013).

Alguns microrganismos desenvolvem o metabolismo heterofermentativo, as-
sim, dois ou mais metabdlitos solUveis podem ser formados a partir da converséao do
substrato (Tabela 1 — reac¢des 3,4,8) (GUO et al., 2008; ZIDWICK et al., 2013). Além

disso, em um sistema de cultivo misto, os metabdlitos sollveis gerados por alguns
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microrganismos podem ser utilizados como substratos para outros no consércio mi-
crobiano. Além disso, o BioH2 pode ser usado como substrato na rota Wood-Ljungdahl
(homoacetogénese) em sistemas sob alta presséo de H2 ou baixa concentracao de
substrato organico (Tabela 1 — reagéo 9) (SAADY, 2013).

3.7. Interferentes do processo

De acordo com diversos estudos, ocorreu um aumento em pesquisas voltadas
producgéo de biohidrogénio (BioH2) por via biotecnoldgica, como a FE. O processo de
FE permite a agcao de microrganismos na transformacéao de substratos em bioprodutos
como o BioHz2. Em contraste, pesquisas afirmam que baixos rendimentos na FE estao
associados a diferentes fatores, como tipo de efluente, configuracédo do reator, con-
centracdo de substrato, pH, temperatura, presséo parcial de Hz, sub ou sobrecargas
de taxas de carregamento organico e concentracdo de células dentro do reator.

Para entender como e quais sao 0s parametros operacionais interferentes da
FE, € necessario entender primeiro como ocorrem as rotas de conversao da matéria
organica no processo anaerébio (Figura 2). Com base nestas rotas, observa-se que 0
acumulo de BioH2 no meio € apresentado a partir de um desequilibrio entre as popu-
lagbes acidogénicas e metanogénicas no reator, ocasionado pelo controle de diversos
parametros operacionais: pH, TDH, relacdo carbono/nitrogénio (C/N), tipo de indculo
(cultura mista ou pura) e de pré-tratamento aplicado, tipo de substrato, condi¢cdes de
temperatura, tipo de material suporte (para o caso de reatores de leito fixo), tipo de
configuracdo do reator, COVa, COVe, entre outros (FERNANDES et al., 2013;
PENTEADO et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015, FUESS
et al. 2016; SANCHEZ et al., 2021; FUESS et al., 2021). Este controle é feito na etapa
acidogénica da DA, como mencionado anteriormente, de modo que ocorre a elimina-
cao das principais bactérias consumidoras de BioH2 arqueias metanogénicas hidroge-

notroéficas).



Tabela 1. Reacdes envolvidas na fermentacéo escura.
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N©° Reacéo

AG° (kJ.mol?)

Referéncia

Rotas produtoras de BioH:2
1  CgHy20¢ + 2H,0 — 2 CH;COOH + 4H, + 2CO,
CgH,204 —» CH3(CH,),COOH + 2H, + 2CO,
CgH,204 — 0.75CH3(CH,),COOH + 0.5CH3COOH + 2H, + 2CO,
Ce¢H1,0¢4 + H,0 —» CH3;CH,0H + CH3COOH + 2H, + 2CO,
CH;COOH + 2CH3;CH(OH)COO
- H, + 1.5CH3(CH;),COOH + 2C0O, + H,0
Rotas nédo produtoras de BioH:2
6 CgH; 205 » 2CH;CH(OH)COOH + H*
7  Cg¢H1,04 » 2CH3CH,0H + 2CO,
8 1,5C¢H;,04 - 2CH;CH,COOH + CH;COOH + CO, + H,0

g b~ W N

Rotas consumidoras de BioH2
9 2C0,+ 4H, » CH3COOH + 2H,0
10 C6H1206 + ZHZ d 2CH3CH2COOH + ZHzo

-206.0
-254.0
-357.0
-205.2
-156.6

-225.4
-164.8
-374.6

-104
-279.4

(SAADY, 2013)
(SAADY, 2013)
(GUO et al., 2008)
(GUO et al., 2008)
(FUESS et al.,
2018)

(SAADY, 2013)
(SAADY, 2013)
(ZIDWICK et al., 2013)

(SAADY, 2013)
(SAADY, 2013)

Fonte: Autor (2022).
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Apesar do fato da produgéo de BioH2 por FE ser considerada uma tecnologia
estabelecida, ainda existem desafios na analise e o entendimento da influéncia dos
parametros operacionais na FE, o que nos leva a um leque de oportunidades de
estudos para verificar a influéncia destes parametros nas variaveis respostas do pro-
cesso, até atingir a padronizacao que existe com os sistemas metanogénicos.

Os principais parametros operacionais que influenciam a FE s&o descritos nos
itens 3.7.1 a 3.7.8.

3.7.1. Tempo de detencéao hidraulica — TDH

O TDH é um parametro indispensavel na FE e pode ser controlado através da
vazéo do fluxo que alimenta o reator em estudo, com a inten¢éo de observar o com-
portamento da producéo de biogas (AMORIM et al., 2009). Este parametro € o tempo
em que um substrato permanece em uma camara de reator. Trabalhar com uma
faixa de TDH minimo reduz o volume do reator e, consequentemente, reduz 0s cus-
tos de capital (SPEECE et al., 1997). Tem um grande impacto na produtividade do
biogas durante o processo quando realizado em modo continuo ou semi-continuo.

A Literatura discute que uma das principais influéncias do TDH na producéao
de BioH: é a capacidade de induzir um balanco de biomassa favoravel a producéo
de H2. Nesse contexto, este parametro se torna uma ferramenta operacional que
pode ser usada para selecionar populacdes microbianas pois as taxas de
crescimento sdo capazes de acompanhar a diluicdo mecanica criada pela vazéo
continua. Ainda, quando as operacdes sao realizadas com valores baixos de TDH
isto contribui para inibicdo da atividade metanogénica através da lavagem das
arqueas metanogénicas dos reatores ao longo da operacgéo (LEE, 2017) A lavagem
de arqueias produtoras de metano dos reatores ocorreu a velocidade especifica de
crescimento (M) - cerca de 0,4 dia* (ou 0,0167 h't) enquanto a velocidade especifica
das bactérias acidogénicas é de aproximadamente 0,083 h'. Isto evidencia que a
taxa especifica de crescimento pode provocar o arraste completo das arqueias
metanogénicas, enquanto que a populacdo de produtoras de hidrogénio permanece
no sistema (HALLENBECK, 2009)Portanto, isso ratifica que o TDH apresenta a
capacidade de inibir a metanogénese na producdo de hidrogénio por digestdo

anaeroébia.



44

Considerando a influénica do TDH, pode-se afirmar que este parametro afeta
a formacéo de metabdlitos, uma vez que a diminuicdo do TDH € capaz de reduzir a

diversidade microbiana associada a inibicdo da producdo de &cido propidnico, e
resultando no aumento no rendimento de hidrogénio ( MARTINS & AMORIM, 2016).

3.7.2. Potencial hidrogeniénico — pH

A concentracao de ions H+ desempenha um papel importante no processo de
FE, pois o valor do pH tem um impacto direto na atividade da microbiota, nas vias
metabolicas dos microrganismos, bem como na sua morfologia e estrutura celular
(LIN e outros, 2012). O que direciona para a importancia do controle adequado do
pH do efluente, pois sistemas acidogénicos operados sem o devido controle do pH
se tornam vulneraveis a perdas de desempenho devido a inumeros fatores que de-
pendem estritamente deste parametro, tais como a atividade das hidrogenases, as
rotas metabdlicas predominantes e ainda, fendémenos de floculagéo e aderéncia mi-
crobiana (FUESS et al., 2016).

Os microrganismos acidogénicos sédo capazes de crescer em uma ampla faixa
de pH produzindo continuamente BioH2. No entanto, o pH interno da célula da
maioria dos microrganismos € mantido em torno do valor neutro para garantir a
integridade das macromoléculas por mecanismo homeostatico, permitindo o
transporte de compostos através da membrana celular semipermeéavel (GONZALEZ-
CABALEIRO et al., 2015).

Estudo como o de Fuess et al. (2019) afirma que o pH do efluente do reator
foi o principal fator que influenciou a producgao de BioH2 a partir da vinhaga de cana-
de-actcar usando um reator com material suporte, e impés mudancas na via
metabdlica, ou seja, producao de lactato em pH < 5,0, producgéo de BioH: através de
acido butirico na faixa de pH de 5,0 a 5,5, e redutor de sulfato, juntamente com a
producédo de BioH2 em pH > 6,0, na razdo DQOt/SO4? igual a 24. Esses autores
observaram rendimentos de BioH2de 0,2+0,2,3,0+2,8,4,4+0,8e 3,8 £ 1,5 molH2
g! DQO convertido, respectivamente, para pH 4,44 + 0,06, 4,78 + 0,41, 5,24 + 0,16
e 6,51 + 0,64, o que indica a faixa de pH de 5,0 a 5,5 a mais adequada para a
producéo de BioH2 a partir da vinhaca de cana-de-acucar. Os resultados obtidos por

Toledo-Cervantes et al. (2020) para a producéo de BioH2 a partir da vinhaca de
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tequila ratifica os resultados obtidos, atingindo pH ao final dos ensaios em batelada
igual a 5,5 (FUESS et al., 2019).

A literatura apresenta que embora seja possivel encontrar alguma concordan-
cia para pH inicial em torno de 6,5-7,0 e pH do efluente em torno de 5,0-5,5 para a
producéo de BioH2, a fermentacdo escura sob pH mais baixo também é possivel.
Oliveira et al. (2020)demonstraram que a producdo continua de BioH2 também é
possivel em valores baixos de pH operando um ASTBR alimentado com melaco de
cana a 60 gDQO Ld?, favorecendo a via metabdlica para producéo de acido butirico
e BioH2 a partir da conversao de acidos acético e latico (Tabela 1 — Reagéo 5) com

predominéancia do género Thermoanaerobacterium.

3.7.3. Temperatura

A temperatura afeta a taxa de crescimento das bactérias e a eficiéncia de
convers&o dos substratos em BioH2 no processo de FE (SANCHEZ et al., 2021b)

Os microrganismos podem ser classificados em varios grupos de temperatura
. psicroéfilos (0-25 °C), mesdfilos (25-45 °C), termdfilos ( 45-65°C), termdfilos extre-
mos (65-80°C) e hipertermdfilos (acima de 80°C) (LEVIN et al., 2004). Neste con-
texto, 0s microrganismos possuem uma temperatura 6tima de crescimento, portanto,
o controle da temperatura operacional é uma ferramenta para selecionar os consor-
cios microbianos no reator. Na temperatura minima, o transporte na célula microbi-
ana e outras atividades metabdlicas tornam-se prejudicadas devido a solidificacao
da membrana citoplasmatica semifluida (MADIGAN et al., 2012).A temperatura ma-
xima provoca a desnaturacdo das enzimas, a lise térmica e o colapso da membrana
citoplasmatica (MADIGAN et al., 2012).

Estudos como o de Toledo-Cervantes et al. (2020) sobre a temperatura otimi-
zada para condi¢cdes mesofilicas (27,92 - 42,7°C) e termofilicas (47,92 - 62,07°C)
para producao de BioH:2 a partir da vinhaga de tequila mostram que os valores otimi-
zados obtidos foram, respectivamente, 35°C e 55°C, alcancando rendimento de
BioH2 sob condi¢cdes mesofilicas de 15% maior do que em condi¢cdes termofilicas.
Apesar de operar reatores anaerébios em batelada sequencial (ASBR) nas condi-
¢bes mesofilica (37°C) e termofilica (55°C), o reator termofilico apresentou melhor
desempenho que o mesdfilo e obteve um rendimento de BioH2 22% maior. Esses

autores afirmaram que a menor solubilidade do H2 em temperatura mais alta pode
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ter dificultado as vias de consumo de hidrogénio em condi¢des termofilicas em com-
paracdo com a condicdo mesofilica, uma vez que o teor de H2 no biogas a 55°C foi
duas vezes maior que o teor em 35°C e a formacgéo de acido propidnico foi observado
apenas na condicao mesofilica.

FlutuacGes na temperatura de operacdo de reatores com biomassa aclima-
tada podem causar mudancas na comunidade microbiana com diminui¢cao no rendi-
mento de BioH2, como observado quando um inéculo enriquecido a 55°C foi subme-
tido a variacdo de temperatura de 35 - 45°C e 65 - 75°C) (OKONKWO et al., 2019,
2020). A dominancia de Thermoanaerobacteriales (98-77%), seguida de Bacillales
(<1-22%) e Clostridiales (<1-3%) a 55°C foi deslocada para dominancia de Clostridi-
ales em direcdo a uma condicdo mesofilica, com abundéancia relativa igual a 84% e
74% obtidas para as respectivas temperaturas 35 e 45°C, enquanto Thermoanaero-
bacteriales manteve a dominancia para a condicao hipertermofilica (97%). Apesar
da pequena mudanca na dominancia microbiana em temperaturas mais altas, esses
autores verificaram que a perda na diversidade, devido ao desaparecimento de Clos-
tridiales presentes no consércio apés o retorno a 55°C, prejudicou a recuperacao do
rendimento de BioH2. A diminui¢cdo da temperatura levou a um aumento nas vias
consumidoras de H2, como homoacetogénese e producéo de acido latico, enquanto
a 65°C a via metabdlica mudou da via do acetato butirico para a via etanol-acetato,
com apenas 5% de degradacao do substrato a 75°C. No entanto, a producéo conti-
nua de BioH2 hipertermofilico de 1,9 molH2 mol-glicose poderia ser alcancada em
um reator anaeroébio de leito estruturado, utilizando vinhaca de cana-de-acucar como
substrato, através da via do acido butirico quando o inéculo é fermentado natural-
mente a 70°C (NIZ et al., 2019).

Portanto, € importante ressaltar que a selecdo da temperatura ideal depende
do tipo de bactéria utilizada durante a fermentacgéo, tanto para culturas puras quanto
para consorcios. Além disso, a atividade de enzimas especificas, responsaveis pela
producdo de BioH2, dependera da temperatura e ao mesmo tempo a temperatura
ideal da fermentacdo dependera do tipo de bactéria e do tipo de substrato utilizado.
Vale ressaltar que temperaturas maiores sao favorecidas devido a alta temperatura
de geracado (LUKAJTIS et al., 2018).
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3.7.4. Substratos

A literatura apresenta que os substratos usados para FE podem ser sdlidos,
semi-solidos ou liquidos. Substratos em estado solido, que possuem alto teor de
umidade em sua composicdo, ganham notoriedade para uso em processos de
geracdo de biogas, pois deixaram de ser utilizados para geracdo de energia em
usinas térmicas e podem ser gerados em diversos segmentos industriais. Assim,
esta € uma rota mais sustentavel para o seu destino. Substratos liquidos, geralmente
chamados de efluentes, podem apresentar altas concentracdes de matéria organica
em sua composicédo diluida em agua cuja concentracdo varia de acordo com cadeia
produtiva que originou o efluente (FAN et al., 2018). Neste contexto, a escolha
adequada de uma matéria-prima na FE deve ser aquela que apresenta uma fonte de
compostos organicos que sirvam como substratos no processo. Diferentes acucares
tém sido utilizados como substratos, por exemplo, monossacarideos, como glicose,
e dissacarideos, como lactose ou sacarose, sdo as fontes de carbono mais
preferidas para conversfées metabdlicas de microrganismos em processos
fermentativos (LUKAJTIS et al, 2018). Além disso, materiais como esgoto doméstico,
vinhaca, restos de alimentos, milho, arroz, papel e outras fontes de matéria organica
podem ser utilizados como substratos (MCCARTY, 2001). De uma forma geral, todos
os tipos de biomassa podem ser usados como matéria-prima para a producao de
biogas se contiverem carboidratos, proteinas e gorduras como componentes
principais.

Varios estudos relatam sobre diferentes efluentes organicos (substratos
liguidos) aplicados a sistemas anaerébios para producdo de bioenergia como o
BioH2. Por exemplo, estudos utilizando solu¢des de efluentes sintéticos a base de
sacarose e glicose (ANZOLA-ROJAS et al.,, 2015; FERNANDES et al., 2013;
GOMES et al., 2015b; LEITE et al., 2008; LIMA et al., 2013; SANTOS et al., 2014;
TREVISAN et al., 2019) e agua residuaria de soro de queijo sintético (BLANCO et
al., 2019) Estudos utilizando aguas residuarias industriais, como soro de queijo
(AZBAR et al., 2009; DAMASCENO et al., 2008; LIMA et al., 2015; PERNA et al.,
2013), aguas residuarias de mandioca (GOMES et al., 2016), soro de leite (DAVILA-
VAZQUEZ et al., 2011; LIMA et al., 2016), efluentes de processamento de laticinios
e alimentos (AHMAD et al., 2019; SCOMA et al., 2013; TIKARIHA & SAHU, 2014,
VAN GINKEL et al., 2005), cervejarias (DE ARAUJO et al.,, 2016), vinicolas



48

(PENTEADO et al., 2013), refrigerantes (PEIXOTO et al., 2011). Ainda, alguns
autores relataram o uso de aguas residuéarias a base de glicerina (BRAVO et al.,
2015; LOVATO et al., 2015) e aguas residuarias ricas em sulfato (SARTI et al., 2009).
Além disso, estudos tem focado na utilizacdo de vinhacas produzidas a partir de
diferentes matérias-primas, como tequila (BUITRON et al., 2014; BUITRON &
CARVAJAL, 2010), mandioca (WANG et al., 2013), cana-de-acucar (FERRAZ
JUNIOR et al., 2015; FUESS et al., 2019), milho (FERNANDES et al., 2013) e outros.

3.7.4.1. Vinhaca de cana-de-acucar

A producéo e utilizagédo do BioHz como fonte de energia ainda estd em estagio
de desenvolvimento e consolidagcdo no Brasil, isto €, ainda € um estudo recente que
demanda muita investigacdo (FUESS et al., 2016; FUESS et al., 2021; IEA, 2020;
JAIN, 2019; MERCOSUR, 2017) Para entender o interesse de utilizacdo da vinhaca
de cana-de-acUcar como substrato na FE, primeiramente é necessario entender de
onde vem a vinhaca e 0 que esta agua residuaria apresenta que a diferencia de
outras aguas residuarias na produgédo de BioH2. Neste cenério, é importante citar
gue o interesse de utilizar a vinhaca de cana-de-acgUcar para producao de Hz é devido
esta agua residuéria apresentar residual de carboidratos, acido latico e glicerol os
quais podem ser utilizados durante a FE como substratos (alimento) para os
microrganismos (FUESS et al., 2018).

Para entender sobre a origem da vinhaca de cana-de-agUcar, o contexto sobre
o mercado brasileiro de aclcar e alcool é importante. O Brasil se tornou altamente
competitivo a partir do Prodlcool, programa em que foi implementado a obrigatorie-
dade de misturar alcool com gasolina, juntamente com o surgimento de legislacdes
ambientais mais rigorosas quanto a utilizacdo de biocombustiveis, fazendo com que
a producdo brasileira de alcool se expandisse.

No territério brasileiro, as regides tradicionais de plantio da cana-de-acucar
sao o Triangulo Mineiro, os estados de S&o Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Pa-
rand e algumas regiées do Nordeste, sendo S&do Paulo o maior produtor atualmente
(CONAB, 2022). Um resumo sobre os ultimos anos de safra da cana mostra que a
producédo de cana-de-acucar na safra 2020/21 foi estimada em 665 milhdes de tone-
ladas, com um acréscimo de 3,5% da producéo referente a safra anterior de 2019/20,

representando uma reducédo de 7,9% da producéo de etanol em relagcdo a safra do
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ano anterior, equivalente a reducao de 35,7 bilhdes para 32,9 bilhdes de litros de
etanol, anidro e hidratado (CONAB, 2020). Por outro lado, a safra 2021/22 ainda em
andamento, apresenta resultados parciais de producdo até o més de abril igual a
585,2 milhdes de toneladas, representando um volume de matéria-prima 10,6% me-
nor em relacdo ao da safra 2020/21. Essa reducéo é justificada pela diminuicdo de
3,5% na area cultivada e, também, aos efeitos climaticos adversos da estiagem du-
rante o ciclo produtivo das lavouras. Na safra 2021/22 houve maior destinagao per-
centual da cana-de-agUcar para a producao de etanol, principalmente, etanol anidro
utilizado na composicao da gasolina, esta producéo teve aumento de 13,8% alcan-
cando 10,6 bilhdes de litros, enquanto o total produzido de etanol hidratado ficou em
16,18 bilhdes de litros. A estimativa de producado até o final da safra € de 26,78 bi-
Ihdes de litros, reducéo de 10% em comparagédo com a safra do ano anterior.

Neste cenario de producdo de cana-de-acUcar, o Brasil € o maior produtor
mundial e ocupa o segundo lugar na producéo de etanol ( FUESS et al., 2017). Isto
0 destaca na geragdo de bioenergia em larga escala a partir dos residuos gerados
em todas as etapas da cadeia produtiva do etanol de cana-de-aglucar FUESS et al.,
2016, RODRIGUES et al., 2021). Estas informacdes ratificam que o Brasil lidera o
cenario mundial de cana-de-acucar. Ao avaliar o cendrio agroindustrial brasileiro, é
importante mencionar que o Estado de Sdo Paulo € o maior produtor de etanol do
Brasil, e consequentemente, € o maior produtor de vinhaca, apresentando um grande
potencial de geracdo de energia limpa como o biogas da vinhaca através da rota
biotecnolégica (FUESS et al., 2018, 2019).

A vinhaca ou vinhoto € uma agua residuaria gerado na cadeia produtiva do
etanol como subproduto obtido na etapa de destilacdo. Esta agua residuaria
apresenta matéria organica a qual pode ser utilizada como substrato na FE, isto
justifica o potencial de aplicacdo em processos biotecnoldgicos para recuperacao de
energia ou obtencdo de outros produtos de interesse, como &cidos organicos
(FUESS & GARCIA, 2014; MORAES et al., 2014).

Quando se trata de producdo de etanol, no ambito das questbes ambientais,
alguns beneficios importantes podem ser destacados como seu carater renovavel e
seu potencial para reduzir a emissdo de GEEs. Assim, 0 expressivo o emprego da
cana-de-acucar, a partir da producéo de etanol, agucar, vapor e eletricidade, também
compreende outro ponto positivo da industria sucroalcooleira, a qual pode ser carac-
terizada como biorrefinaria (TAKEDA, 2021).
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A Figura 3 apresenta o processo produtivo de etanol a partir de cana-de-
acucar e consequentemente a producédo da vinhaca.

Resumidamente, o processo de producéo de etanol inicia com a colheita da
matéria-prima (cana-de-agucar), a qual é lavada para retirada de material
particulado, e moida para extracdo do caldo, desta etapa é obtido o subproduto
bagaco. Em sequéncia, o caldo extraido € submetido a um tratamento fisico-quimico
para retirada de impurezas, gerando a torta de filtro e, depois, € direcionado para os
processos de evaporagdo, cozimento, centrifugacdo e secagem na producéo de

acucar, gerando como subproduto o melaco de cana-de-acucar (TAKEDA, 2021).

Figura 3. Fluxograma simplificado da producéo de agucar e etanol.
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Fonte: Takeda, (2021).

Apoés a fermentacdo do melaco, do mosto (caldo + melago) ou do caldo de
cana, a partir de microrganismos fermentadores capazes de romper as moléculas de
glicose e produzir etanol e gas carb6nico, o liquido resultante (vinho), composto for-
mado pela mistura de leveduras, aglucares ndo fermentaveis e etanol, € encami-
nhado para as colunas de destilacao para separagao do etanol, em que, por sua vez,

produz um residuo denominado vinhaca ou vinhoto. O produto da destilacdo do vinho
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passa por retificacdo gerando o etanol hidratado, com grau alcodlico de 93,5%, o
qual, por desidratacdo obtém-se o produto final: etanol anidro (SALOMON & LORA,
2009), conforme apresentado na Figura 3.

Em termos de caracteristicas gerais, a vinhaga apresenta cor escura, elevada
concentracdo de matéria organica, assim como de potéassio e sulfato, elevada cor e
salinidade, caracteristicas acidas e corrosivas, e elevada temperatura, aproximada-
mente 65-107°C, ainda pH na faixa de 3 a 5. Umas das justificativas da caracteristica
acida da vinhaca é a adi¢cdo de &cido sulfarico na etapa de fermentacao do processo
e a presenca de compostos organicos acidos, sobretudo, o lactato, também contri-
buem para isso. A presenca de melanoidinas, compostos poliméricos de elevado
peso molecular, formadas por reacdes de Maillard também comp&em a vinhaca e
s&o responsaveis pela coloracdo marrom escura deste subproduto (ESPANA-
GAMBOA et al., 2012; MORAES et al., 2015; SALOMON & LORA, 2009).

Em termos de composicao, a vinhaca apresenta de cerca de 93% de solucéo
aquosa e 7% de soélidos em suspensdo, sendo que 5% desses Ultimos sdo constitu-
idos de matéria organica, enquanto os 2% restantes sdo identificados como subs-
tancias minerais como, por exemplo, nitratos, fosforo, célcio, magnésio, potassio e
sulfato. A diversificada composicéo da vinhaca pode proporcionar um ambiente de
fermentacao favoravel a inibicdo dos microrganismos em reatores anaerobios (FU-
ESS et al, 2019).

Dados da literatura afirmam que sdo gerados cerca de 10 a 15 litros de
vinhaca por litro de alcool na cadeia produtiva de etanol, conforme visto na

Figura 3. Isto informa que, por exemplo, se sédo produzidos 20 bilh&es de litros
etanol, consequentemente sao produzidos 200 a 300 bilhdes de litros de vinhaga. No
entanto, cerca de 97% desse subproduto é utilizado em préticas de fertirrigagdo em
lavouras de cana-de-acgUcar devido conter potassio, calcio e outros micronutrientes
(FUESS et al., 2016; PARSAEE et al., 2019).

Estas informacdes direcionam a discussédo de aplicacédo inadequada desse
tipo de vinhaca a longo prazo e os impactos ambientais que podem ser gerados,
como a salinizacdo do solo, poluicdo de aquiferos, lixiviagdo de metais e sulfatos,
emissado de gases de efeito estufa, como o 6xido nitroso (N20), contaminacdes das
aguas subterraneas, bem como problemas no solo entre outros impactos (FUESS &
GARCIA, 2015, FUESS et al., 2016, 2022).
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Estudos mostram que no Brasil, € comum a disposicéo da vinhaca como fer-
tilizante e fonte de potassio em areas agricolas. Embora isto aconte¢ca com frequén-
cia, essa pratica ndo é recomendada sem a andlise das caracteristicas do solo e da
vinhaca de acordo com os 6rgdos regulamentadores responsaveis, pois o resultado
seria impactos ambientais (SALOMON & LORA, 2009).

No Estado de S&o Paulo, os critérios para disposi¢ao da vinhaca em uso agri-
cola sdo regulamentados pela Portaria Estadual n° 4.231, estabelecida pela Compa-
nhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2015), entretanto, nessa regula-
mentacdo consta apenas dados de potassio, desconsiderando a quantidade de
carga organica e outros componentes (MORAES e al., 2015). De acordo com Salo-
mon e Lora (2009) despejar a vinhaca diretamente em corpos hidricos pode ocasio-
nar a poluicdo de mananciais, destruicdo da fauna e flora aquéticas, prejudicando o
abastecimento de agua potavel. Estudos, ainda, mostram que a disposicdo sem fis-
calizacdo da vinhaca em solos pode causar modificacdes em suas propriedades qui-
micas e fisicas, como por exemplo, aumento da probabilidade de lixiviagdo de ions,
principalmente do nitrato e do potassio. Ainda, pode ocasionar a contaminacéo de
aguas superficiais e subterraneas (FUESS et al., 2016). De fato, ainda existem mui-
tas controvérsias sobre a utilizacdo da vinhaca e sua disposicdo no meio ambiente,
estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de métodos e operacdes de
tratamentos, como por exemplo, a reciclagem da vinhacga na fermentacéo, fertirriga-
cao e a producéo de bioenergia (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Como resultado,
a FE pode ser uma alternativa para a utilizacdo da vinhaca, gerando valor agregado
a um residuo ao invés de lanca-la no meio ambiente. Em contrapartida, é importante
ressaltar que durante a FE ocorre a conversdo da matéria organica em bioenergia,
isto significa que ndo ocorre o tratamento da vinhaga, isto €, ndo ha remocgéo de
nutrientes no processo, isto €, a vinhacga acidificada ndo pode ser utilizada como
fertilizante na prética de fertirrigagdo. Apenas a vinhaca biodigerida a qual € obtida
apos a digestao anaerobia, ou seja, ap0s o0 processo metanogénico pode ser despe-
jada no solo ou usada em praticas de fertirrigacdo (FUESS & GARCIA, 2014; MO-
RAES et al., 2015; DEL NERY et al., 2018).

Alguns estudos brasileiros relataram o uso da vinhaca de cana-de-agUcar
como substrato na producao de BioH2 nos ultimos anos, mas ainda Sao poucos 0s
relatos (Albanez et al., 2018; Almeida et al., 2017; Koyama et al., 2016)FERRAZ
JUNIOR et al., 2015b, 2015a; FUESS et al., 2016; MORAES et al., 2015; NIZ et al.,
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2019; OLIVEIRA et al., 2020; SANCHEZ et al., 2021). Entretanto, a maioria destes
trabalhos utilizou a vinhaca diluida, o que do ponto de vista ambiental, pode inviabi-
lizar o escalonamento dos sistemas acidogénicos uma vez que a vinhaca aplicada
na prética de fertirrigacdo ndo precisa ser diluida, dessa forma, o objetivo é utilizar a
vinhaca bruta ou in natura, coletada direto na usina e transportada para o laboratorio
para ensaios com concentracdes reais. A nivel de escala industrial, a vinhaca bruta
pode ser direcionada para alimentar um reator anaerobio instalado direto na usina,
caso trabalhe com a vinhaca diluida, teria que direcionar mao-de-obra para realizar
esta diluicao.

Essencialmente, estes estudos demonstram o potencial deste substrato na
producédo de bioenergia e os principais desafios que este substrato apresenta como
um namero significativo de particulas sélidas, a presenca de compostos quimicos
como o sulfato e outras caracteristicas que podem afetar a producdo de bioenergia.
O que, finalmente, direciona para novas pesquisas para explorar o potencial e obter

maior entendimento desta agua residuaria complexa.

3.7.5. Indculo e pré-tratamento

Existem véarias espécies de microrganismos capazes de realizar a
fermentacdo escura. O cultivo de cultura pura para BioH2 permite a operagédo do
reator em condi¢Bes 6timas, no entanto, esta abordagem requer um controle rigoroso
do processo, por exemplo. esterilizacdo de meios e equipamentos, inviabilizando o
reaproveitamento de efluentes e matérias-primas residuais como substrato em um
conceito de biorrefinaria (CASTELLO et al., 2020). Por outro lado, a diversidade de
microrganismos no indculo de cultura mista garante maior robustez ao reator e
menores custos operacionais.

Diversos estudos mostram a influéncia do pré-tratamento do inoculo, por
exemplo, Kumari & Das (2017) avaliaram o pH acido (pH 3 por 24h), pH alcalino (pH
11 por 24h), choque térmico (100°C por 10min) e liofilizag&o (-24°C por 24h) como
pré-tratamentos e obtiveram maior rendimento de H2 com o calor gerado no pré-
tratamento de choque, respectivamente, 114% e 35% maior do que o inoculo ndo
tratado e o pré-tratamento acido, o segundo maior rendimento de Hz, sem producéo

de CHa4. O choque térmico levou a predominéncia de Clostridium sp. e a principal via
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observada foi a formacdo do acido butirico, seguido pelo acido acético, com baixa
producao de etanol.

Outra abordagem para obter um inoculo acidogénico em sistemas continuos
é a fermentacdo natural do substrato, seguida de sua recirculagdo no reator para
garantir a adesao microbiana (LEITE et al., 2008).

O estudo de Penteado et al., 2013 mostrou que a fermentacdo natural apre-
sentou resultados semelhantes ao pré-tratamento acido (pH do lodo em 3,0 por 24 h
depois ajustado para pH 7,0) para efluentes sintéticos a base de sacarose em reator
de leito empacotado. Apesar de maior instabilidade, esses autores destacaram que
a fermentacao natural é de facil aplicacdo e ndo agrega custos ao processo. A fer-
mentacao natural mostrou-se uma estratégia adequada para a producédo de BioH:2
utilizando efluente real de fécula de mandioca sem diferenca do lodo anaerébio sub-
metido ao pré-tratamento térmico (95°C por 15 min) em reator anaerébio de leito fixo
de fluxo ascendente (CORBARI et al., 2019a).

Ainda, outro estudo utilizando o efluente de mandioca contendo concentracao
de &cido latico (316 — 4100 mg L!) como substrato para alimentar um reator anaero-
bio de biofiime em batelada sequencial (ASBBR), investigou um indculo pré-tratado
termicamente (95°C por 15min) e concluiu que este foi mais eficiente para a produ-
cdo de BioH2 em comparagédo com o in6culo proveniente da fermentagdo natural.
Segundo os autores do estudo, o crescimento de bactérias lacticas autdctones do
substrato foi responséavel pela falha no uso da fermentacéo natural, indicando que a
composicdo do substrato é muito relevante nesta estratégia de inoculacéo
(ANDREANI et al., 2019).

A literatura apresenta trabalhos, como o de Wang & Wan (2009), que
argumentam que a utilizacao de indculos com culturas mistas apresentam vantagens
econdmicas e operacionais, quando comparados com a utilizagdo de culturas puras,
além de apresentarem a possibilidade de utilizar diferentes tipos de substratos.
Entretanto, a desvantagem de utilizar in0culos com culturas mistas esta relacionada
a presenca de arqueias metanogénicas, homoacetogénicas e redutoras de sulfato e
nitrato, que consomem o hidrogénio produzido pelas bactérias fermentativas
acidogénicas (TREVISAN, 2020).

Neste contexto, a pesquisa de Castell6 et al. (2020) concluiram que a
instabilidade na producé&o de hidrogénio pode estar associada aos aspectos bioticos

do processo, isto &, a alteragbes na composi¢cdo da comunidade microbiana, como
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a presenca de organismos que consomem hidrogénio e competem pelo substrato e
acumulo de produtos de fermentacéo.

Apesar dos diferentes estudos, este trabalho escolheu o indculo proveniente
da fermentacao natural da vinhaca de cana de agucar, como j4 relatado em outros
estudos de FE com vinhaca de cana-de-acicar (SANCHEZ et al., 2021). Desta
forma, o in6culo € obtido de uma determinada quantidade de vinhaca exposta a
atmosfera local durante 3-7 dias para estimular o crescimento de populacdes
microbianas usando a vinhaca como meio de cultura, isto facilita o uso da vinhaca
no processo da forma que € coletada na usina, sem necessitar de etapas de pré-

tratamento.

3.7.6. Carga organica volumeétrica - COVa

A COVa refere-se a quantidade de material organico por unidade de volume
do reator que € submetida ao processo fermentativo em um determinado periodo de
tempo (ARIMI et al., 2015).

Pesquisas de dados relacionam a producdo de BioH2 no FE com a COVa
aplicada no reator (ARIMI et al., 2015). No entanto, diferentes modelos de reatores
com diferentes fontes de alimentacdo podem operar melhor em diferentes faixas de
COVa. Como o valor de COVa € o resultado da combinac¢éo entre TDH e concentra-
cao de substrato, o valor 6timo depende da capacidade de operacdo do sistema
(ARIMI et al., 2015). A capacidade operacional entre as diversas configuracdes de
reatores anaerdbios também pode estar ligada ao crescimento da biomassa em cada
sistema e também deve ser considerada a biodegradabilidade de cada substrato
(FUESS et al., 2016).

A COVa pode ser influenciada pela concentracdo do substrato e pelo tempo
TDH, mas a variacao desses parametros, afeta o sistema de forma diferente. Estu-
dos mostram que o aumento da concentracdo do substrato gera um aumento na
COVa, e isto pode melhorar a producéo de BioHz, mas altas concentragdes de subs-
trato podem gerar inibigcdo no sistema ou mesmo mudancgas nas vias microbianas. A
COVa, influenciada pela concentracao de substrato e tempo TDH, pode afetar nega-

tivamente o rendimento de BioH2 enquanto aumenta a taxa de produc¢ao volumétrica
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desviando o fluxo de elétrons para produtos finais reduzidos, por exemplo. vias sol-
ventogénicas e, nas causas graves, inibicdo imediata por excesso de substrato
(HAFEZ et al., 2010).

A carga organica de efluentes reais geralmente varia devido a mudangas no
processo industrial, e a COVa pode representar uma ferramenta para controlar a
fermentacdo escura em reator continuo. Fuess et al. (2019) otimizaram a COVa de
um ASTBR para 70 gDQO L d*? para producdo de BioHz a partir de vinhaca de
cana-de-agucar a 55°C, e encontraram uma correlacdo direta entre rendimento de
BioH: e via de producéo de &cido butirico.

De fato, existe uma grande variabilidade de condi¢cdes testadas para COVa e
que sao 6timas em diferentes situacdes considerando o tipo de reator e o efluente
ou substrato utilizado. No estudo de Jung et al. (2010), os autores observaram um
rendimento maximo de Hz de 1,29 molH2 mol*hexose em COVa de valor igual a 80
gDQO Lt d?! em um UASB usando efluente de fabricacdo de bebida de café,
enquanto Martins & Amorim (2016) atingiram o rendimento de hidrogénio igual a 2,45
molH2 mol-glicose em COVa semelhante (84 gDQO L d?!), mas usando outro tipo
de substrato. Em contraste, Intanoo et al. (2016) observaram uma COVa igual a 25
gDQO L1d?! como valor limitante ao utilizar Agua residuaria de mandioca como
substrato na mesma configuracao.

Estudos considerando valores de COVa acima de 90 gDQO L d* como Vilela
et al. (2019) mostraram que um reator de leito estruturado de fluxo ascendente
alimentado com melaco de cana resultou em uma taxa de producao de hidrogénio
de 0,73 LH2.L* d* a COVa igual 120 gDQO L-! d%, enquanto Anzola -Rojas et al.
(2016) encontraram uma taxa de producao de hidrogénio no valor igual a doze vezes
maior (8,9 LH2 L-1d!) em COVa igual a 96 gDQO Lt d.

No entanto, como pode ser observado nos muitos exemplos citados, uma
ampla faixa de valores de COVa (20 — 120 gDQO L d*) direciona a uma producéo
variada de BioHz em diferentes sistemas de FE. Alguns autores tém alcangado maior
eficiéncia com o aumento da COVa. Em contrapartida, existem algumas limitacdes
gue devem ser consideradas, como sobrecargas do sistema (ANZOLA-ROJAS &
ZAIAT, 2016; FERRAZ et al. 2014; WANG & WAN, 2009). Sendo assim, utilizar
apenas a COVa como parametro chave pode nao ser adequado em muitos casos,
uma vez que a producdo de BioH2 ocorre através do metabolismo das bactérias

fermentativas e o valor da COVa mede apenas a quantidade de matéria organica
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aplicada no reator. Assim, € necessario ter um parametro que meca adequadamente
a disponibilidade de substrato, ou seja, a relacdo alimento/microrganismo (F/M) para
melhor relacionar a quantidade de substrato fornecida pela quantidade de biomassa
retida em qualquer tipo de reator (HAFEZ et al., 2010). Neste contexto, a COVe
ganha espaco como um fator que influencia significativamente a producéao de BioH:2
em sistemas fermentativos e informacgdes sobre este parametro sédo descritas no item

a sequir.

3.7.7. Carga organica volumétrica especifica — COVe

Ndo é féacil discutir sobre a producdo de BioHz por meio de rotas
biotecnoldgicas. Nos ultimos anos, varios grupos cientificos tém argumentado sobre
a producéo bioldgica de BioH2 e os principais desafios enfrentados no processo para
manter os rendimentos de BioH:2 estaveis e continuos em longos dias de operagao
como exemplo, o trabalho de Fuess et al. (2016). Para superar esses desafios,
pesquisadores tém buscado avaliar a influéncia de diversos fatores no processo,
principalmente aqueles relacionados ao desenvolvimento de microrganismos dentro
dos reatores.

Estudos apontam a concentragdo celular como o principal fator na
determinacao de altas producdes de BioH2 por um longo periodo. Compreender e
conhecer o acumulo de biomassa fornece informacdes importantes sobre a
influéncia da relacdo alimento e microrganismo (A/M) no reator, a qual representa o
parametro COVe. O controle do parametro COVe pode ajudar a melhorar a producéo
de BioH2 em diferentes sistemas. Além disso, o controle da COVe em sistemas
acidogénicos ainda é pouco discutido na literatura, o que abre um leque de
oportunidades de pesquisa sobre o acumulo de biomassa relacionado com o controle
da COVe, e ainda a decomposicdo anaerébica de muitos substratos bem como a
estabilidade da producéo de BioH2. Assim, este tipo de estudo cientifico da uma visao
ampla sobre as estratégias de controle COVe em diferentes sistemas.

Considerando o contexto de biomassa, novas propostas cientificas tém
investigado a COVe como um parametro ideal para comparar sistemas similares e
diferentes no desempenho da producédo de BioH2, com base em faixas Otimas
encontradas na literatura como a faixa igual a 4,0 — 6,0 gDQO g'SSV-! (HAFEZ et

al., 2010). Além disso, a COVe pode ser vista como a relacdo entre a COVa e a
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concentracdo de células no reator, ou seja, um parametro que descreve a razao
alimento/microrganismo. Sendo assim visto como o parametro chave que afeta a
producédo de BioH2 em reatores acidogénicos.

E necessario entender que a COVa (gDQO Ld 1) e a COVe (gDQO giSSV
d?) séo dois fatores que tém um efeito importante no controle da biomassa dentro
dos reatores e também no desempenho da producdo de BioH2 (CORBARI et al.,
2019a; HAFEZ et al., 2010; ANZOLA-ROJAS & ZAIAT, 2016; ANZOLA-ROJAS et
al., 2016). Valores diferentes de COVe podem afetar a dindmica da comunidade
microbiana, interferindo na estabilidade da producéo de hidrogénio. Resultados da
literatura tém demonstrado que valores relativamente altos e a diminuicdo constante
da COVe podem causar altera¢cdes negativas nas rotas metabdlicas, contribuindo
para a predominancia de microrganismos consumidores de hidrogénio (HAFEZ et
al., 2010; ANZOLA-ROJAS et al., 2016).

Ainda existe uma certa variacdo quanto aos valores de COVe relatados na
literatura para a producao de hidrogénio. Dependendo do tipo de agua residuéria, a
COVe pode variar entre valores de 10 a 100 g DQO g* SSV d7, esta faixa de
variacdo pode estar associada a condi¢cdes operacionais estaveis em diferentes
sistemas acidogénicos (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FUESS et al., 2016; BLANCO
et al., 2017). De fato, varios estudos demonstram que maiores rendimentos de
hidrogénio tendem a ocorrer em uma COVe adequada como por exemplo, faixas de
valores entre 4,4-6,4 gDQO g~' VSS d™' (FUESS et al., 2016; HAFEZ et al., 2010;
ANZOLA-ROJAS et al., 2015; BLANCO et al., 2017) ou 2,0-7,0 gDQO g''SSV d*t. A
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Tabela 2Tabela 2 apresenta diferentes valores COVe associados com diferentes
configuracdes de reatores e alimentados com diferentes substratos.

De uma forma geral, os valores de COVe nas faixas recomendadas
representam uma quantidade adequada de alimento para 0s microrganismos, tanto
valores mais altos quanto mais baixos séo adversos a estabilidade da producédo de
hidrogénio. Diferentes configuracdes de reator ou estratégias operacionais podem
levar a diferentes faixas 6timas de COVa, mas a faixa 6tima de COVe serd a mesma
para altos rendimentos de BioH2 (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FUESS et al. 2016).

De acordo com o estudo de Anzola-Rojas et al. (2015), valores elevados de
COVe e a diminuicéo constante deste parametro podem causar alteracdes negativas
nas vias metabdlicas devido ao desenvolvimento de microrganismos consumidores
de hidrogénio. Isso ocorre porque o acumulo de biomassa pode causar uma baixa
disponibilidade de substrato para os microrganismos, influenciando aqueles que
vivem heterotroficamente e autotroficamente, a priorizar a rota autotréfica, o que
resulta no consumo de Hz e COa.

Segundo Anzola-Rojas & Zaiat (2016) valores maiores de COVe podem
causar inibicdo por sobrecarga de substrato, enquanto valores menores de COVe
podem indicar alteracBes na cultura microbiana, ambas desfavoraveis para a
producdo de hidrogénio. Ainda, estudos mostram que para valores de COVe mais
baixos, ou seja, altas concentracdes de biomassa, as condicbes de escassez de
substrato tendem a aumentar a homoacetogénese (via Wood-Ljungdahl) (FONTES
LIMA et al., 2013), dentro do sistema. Além disso, estudos demonstraram que em
reatores continuos com imobilizacéo de células a tendéncia da COVe é diminuir ao
longo da operagéo, pois o crescimento natural da biomassa causa acumulo de lodo
no sistema, afetando negativamente a producao de hidrogénio (FUESS et al., 2016;
FERRAZ-JUNIOR et al., 2015).

E importante mencionar que as concentracbes excessivas de biomassa
podem fornecer limitacdes adicionais, como o estabelecimento de altas pressdes
parciais de H2 em sistemas com suporte de material, o que também leva a alteracdes
nas rotas metabdlicas, resultando na producéo de compostos intermediérios, como
acidos propidnico e butirico (BRAGA et al.,, 2016). A producdo de &cidos na
fermentacdo escura também é notada com a aplicacdo de cargas organicas
crescentes como estratégia para superar as perdas de desempenho (HAFEZ et al.,
2010; PERNA et al., 2013; FERRAZ JUNIOR et al., 2014). No entanto, esta
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estratégia pode levar a condi¢des de sobrecarga organica nos reatores, uma vez que
altas concentracdes de substrato sdo aplicadas em TDHs relativamente curtos.
Como resultado, o acumulo de acidos organicos, principalmente os &cidos butirico e
propidnico, € frequentemente relatado em sistemas acidogénicos operados com
efluentes  submetidos a cargas superiores a 100 kgDQOm-3d?
(SEARMSIRIMONGKOL et al., 2011).



Tabela 2. Resumo de valores de COVe em que ocorreu producao de Ho.
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] Tipo de .
Substrato In6culo COvVa TDH COve Referéncia
reator
. " 6,5-206 4,4 - 6,4
Glicose Lodo anaerébio 8h CSTR HAFEZ et al. (2010)
g DQO L1d? g DQO g'Sssvd?
4,8 ANZOLA-ROJAS e
Sacarose Autofermentacéo 2gDQOL? 2h ASTBR
g Sac g'tSSvd! ZAIAT (2015)
. 12-96 3,8-6,2 ANZOLA-ROJAS et al.
Sacarose Autofermentacéo 2-4h  ASTBR
g DQO L1d? g Sacg!lsSsvd! (2016)
Vinhaca de 84,2 6,3-6,4
. Autofermentacéo 7,5h APBR FUESS et al. (2016)
cana-de-aclcar kg DQO m3d* gCHg?t'sSsvd?
. 24 kg 4,2-6,9
Sacarose Autofermentacédo 2h ASTBR BLANCO et al. (2017)
DQO m3d* g DQO g'SSvd?
Vinhaca de 40-120 20-7,0
] Autofermentacéo 24-4h  ASTBR FUESS et al. (2019)
cana-de-acgucar kg DQO m3d+? g DQO g!Ssvd?
. Lodo anaerobio
AR de fecularia de 0,6-5,3
_ e 10-20gCH Ltd? 2-4h AFBR CORBARI et al. (2019)
mandioca g Sacg!lSsvd?
Autofermentacéo
_ _ 90-160 12-38 MONTOYA-ROSALES
Soro de leite Lodo anaerdbio 6h CSTR

g lactose L1 d*t

g DQO g1 SSV d'

et al. (2020)
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1,0-5,0
Vinhaca de . 20-90
] Autofermentacéo 6-24h  ASTBR g-DQO g PIFFER et al. (2021)
cana-de-acucar kg DQO m3d+?
SSvd?
4,03-7.18
Melaco de . 86 kg
] Autofermentacéo 6-12h ASTBR g-DQO g FUESS et al. (2021)
cana-de-acglcar DQO m3d? sV g

Siglas: Reator: AFBR = reator anaerdbio de leito fluidizado (anaerobic fluidized-bed reactor), APBR = reator anaerébio de leito empacotado (anaerobic packed-
bed reactor), ASTBR = reator anaerdbio de leito estruturado (anaerobic structured-bed reactor); CSTR = reator anaerébio continuamente agitado (continuously
stirred-tank reactor), COVa = carga organica volumétrica aplicada (concentracdo de substrato), TDH = tempo de detenc¢éo hidraulica, COVe = carga volumé-

trica especifica.

Fonte: Autor (2022).
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O estudo de Peixoto et al. (2011) sugere que o crescimento excessivo de
biomassa causado pela adicdo de nutrientes afetou o padréo hidrodinamico do
reator, dificultando a transferéncia de massa liquido-gas de hidrogénio. Além disso,
na revisdo de Castelld6 et al. (2020), os autores discutem que 0 crescimento
excessivo de microrganismos em sistemas continuos pode diminuir a carga organica
especifica devido ao acumulo no leito que também leva a alteracdes no fluxo padréo,
como curto-circuito e formagao de zonas mortas. Desta forma, a COVe pode ser um
fator chave de controle de biomassa no processo de digestdo anaerdbica, uma vez
que uma relacdo F/M adequada pode resultar em uma maior porcentagem do
substrato sendo convertido em hidrogénio (WON & LAU, 2011).

No geral, pesquisas mostram que sistemas acidogénicos continuos com
retencdo de biomassa apresentam um perfil de instabilidade da produc&o de BioHz2.
Sistemas acidogénicos tem apresentado altos rendimentos de hidrogénio nos
primeiros 10 — 20 dias de operacdo, mas esses rendimentos diminuem ao longo da
operacao até atingir rendimentos baixos ou proximos de zero (FONTES LIMA et al.,
2013; PENTEADO et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015;
GOMES et al., 2016; TREVISAN et al., 2019). Segundo Hafez et al. (2010), Peixoto
et al. (2011) e Anzola-Rojas et al. (2015), essa instabilidade pode estar associada a
fatores como o acumulo excessivo de biomassa nos reatores. Por outro lado,
pesquisa como Ferraz Jr. et al. (2014) argumentam que essa instabilidade esta
relacionada a aplicacao de sub ou sobrecargas organicas em sistemas acidogénicos.

Em resumo, € muito importante considerar o controle COVe em sistemas de
FE, pois o crescimento excessivo de biomassa tende a afetar o padrdo de fluxo no
reator, limitando a transferéncia de massa liquido-gés. Além disso, pode promover o
estabelecimento de microrganismos consumidores de hidrogénio no sistema e
também a producéo de acidos ou solventes. Desta forma, o controle de COVe pode
ser a principal estratégia para superar as limitacdes de rendimento na fermentagéo
escura, pois os valores obtidos a partir da razdo F/M podem ajudar a entender e
conhecer a relagédo entre a COVa e o acumulo de biomassa, levando a aumentos no
rendimento de biomassa e podem também ser essencial para a produgéo de BioH:2

em condi¢des de maior tempo de operagéao.
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3.7.8. Configuracéo de reatores

Os sistemas anaerobios tém sido desenvolvidos desde o final do século XIX.
Esses sistemas foram criados para o tratamento de residuos e semissolidos biolégi-
cos, como esterco animal, residuos domeésticos e estabilizacéo de lodo de efluentes
primarios e secundarios (MCCARTY, 1982; VAN HAANDEL et al., 2006).

Como resultado, esses primeiros sistemas sao caracterizados como sistemas
de taxa baixa (BAL & DHAGAT, 2001a; VAN HAANDEL et al., 2006). A reducéo do
TDH neste sistema convencional diminui o nimero de soélidos biolégicos dentro do
reator induzido pela lavagem de biomassa na corrente efluente (BJORNSSON et al.,
1997; RAJESHWARI et al., 2000; SCHINK, 2002). No entanto, a manutencdo da
atividade biologica é necessaria para valores elevados de TDH independente da taxa
de crescimento dos microrganismos, seja rapido ou lento. Por isso, essas configura-
cOes de baixa taxa foram consideradas sistemas limitados quando aplicadas a pro-
cessos anaerdbios envolvendo residuos altamente concentrados (BAL & DHAGAT,
2001b).

A partir da década de 1970, reatores anaerObios de contato foram
desenvolvidos para tratar efluentes liquidos, como efluentes industriais. Esses
reatores estdo associados a maiores niveis de retencao celular e ddo origem a uma
melhor interacdo entre a biomassa e o substrato em baixos valores de TDH
(CHERNICHARO et al., 2015; LETTINGA, 1995). Os novos processos de alta taxa
permitem trés mecanismos béasicos de imobilizacdo da biomassa: (i) formacao de
granulos altamente sedimentaveis (automobilizacdo), combinados com estruturas
gue permitem a separacao do biogas e a sedimentacéo do lodo granular, (ii) adeséo
de microrganismos em materiais de suporte que podem ser fluidizados devido a
aplicacao de velocidades de ascensao apropriadas, e (iii) retencdo de agregados de
lodo e formacédo de biofilme em material suporte fixo dentro de um reator (BAL &
DHAGAT, 2001b; CHERNICHARO et al., 2015).

Os reatores de alta taxa foram desenvolvidos porque grandes volumes de
efluentes devem ser tratados, e biorreatores projetados de forma otimizada podem
diminuir o tempo de tratamento enquanto aumentam a eficiéncia do tratamento,
resultando em altos rendimentos de energia. Além disso, essas configuracdes sdo
consideradas robustas, simples e podem reduzir o custo do bioprocesso, além de
torna-lo mais eficiente e adequado a protecdo ambiental (LETTINGA et al., 1999) .No

entanto, reatores anaerobios de alta taxa foram usados pela primeira vez na
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producdo de metano depois que essas configuracdes foram usadas e modificadas
para a producdo de BioHz a partir de diferentes efluentes industriais (MCCARTY,
2001).

Neste contexto, nas ultimas décadas tem aparecido varias tecnologias novas
e modificadas visando melhorar o crescimento de biomassa, seja a partir de sistemas
com células suspensas, células aderidas, sistemas de filmes fixos, ou ainda as
combinagdes deles (BAL & DHAGAT, 2001). Segundo Oliveira et al. (2020), a
producdo de BioH2 em processos fermentativos estd relacionada a diversos
parametros e um dos mais importantes é a configuracao do reator. Portanto, varios
estudos relataram diferentes tipos de configuracbes de reatores aplicados em
sistemas acidogénicos (BANU et al., 2021); FUESS et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2020). Os mesmos tipos de reatores aplicados em sistemas anaerdbios
convencionais, isto é, direcionados a producdo de metano (CH4), podem ser
aplicados na producéo de BioH2. Ainda, trabalhos sobre a aplicacéo de diferentes
configuragdes de reatores podem ser encontrados na literatura para obter maiores
rendimentos de hidrogénio e melhorar as taxas de producdo volumétrica desse
biogas (PARSAEE et al., 2019; CASTELLO et al., 2020). Alguns exemplos de
configuracbes de reatores utilizadas na producédo de BioH2 por via biologica sao:
reatores de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB - upflow anaerobic sludge
blanket reactor), reatores de leito fixo (APBR -anaerobic packed-bed reactor) e
reatores de leito fluidizado (AFBR - anaerobic fluidized-bed reactor), leito de lodo
granular expandido (EGSB), biorreatores de membrana (MB), reator de mistura
perfeita (CSTR) e reatores continuos de tubos multiplos (RCTM) (LEITE et al.,2008;
FONTES-LIMA et al., 2013; GOMES et. al., 2015 e 2016; FUESS et al., 2017 e 2019;
CORBARI et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020).

N&do é simples definir o tipo de configuracdo do reator adequado ao
bioprocesso energético. Otimizacdo e estudos sdo necessarios. Na literatura, o
reator mais utilizado € o modo de operacdo em batelada devido a facilidade de
operacdo e controle, mas para operacdes em larga escala a producédo continua é
utilizada por razdes praticas de engenharia (WANG & WAN, 2009).

Para obter uma producdo continua e estavel de hidrogénio, estratégias
operacionais apropriadas precisam ser adotadas para cada tipo de reator. Varios
estudos mostraram que o principal desafio dos sistemas acidogénicos € diminuir a

instabilidade na producédo de hidrogénio que pode estar relacionada a COVa e a
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relacdo alimento-microrganismo (F/M), que pode atingir valores que diminuem ou
aumentam a producéo de hidrogénio. (HAFEZ et al., 2010; TREVISAN et al., 2019;
DAMASCENO et al., 2008; MOCKAITIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos argumentam que os reatores de células imobilizadas os quais
possuem biomassa que fica aderida a superficie do material de suporte € uma
configuracdo robusta em comparacdo com sistemas com células suspensas (células
em meio liquido) para separar as fases liquida e solida de forma mais eficiente e
suporta a aplicacao de altas taxas de carga organica (COV) (FUESS et al., 2017,
FUESS etal., 2018; OLIVEIRA et al., 2020). Assim, uma variedade de materiais pode
ser utilizada como material de suporte. Nos casos em que o reator com células
suspensas € semelhante a um reator uniforme, ndo ha material de suporte para a
adesao do microrganismo. A literatura apresenta diversos trabalhos sobre os tipos
de materiais utilizados como material de suporte em reatores de células imobilizadas.
Os mais utilizados séo carvao ativado e particulas de rocha, espuma de poliuretano,
anéis plasticos e ceramicos (FERNANDES et al., 2013; RAJESHWARI et al., 2000).
Exemplos desse tipo de configuragdo sdo os reatores anaerdbios de leito
empacotado — APBR (LEITE et al., 2008; PEIXOTO et al., 2011; PENTEADO et al.,
2013), e os reatores anaerobios de leito fluidizado — AFBR (CHAVES et al., 2021,
GOMES et al., 2015).

A utilizacéo da configuracao de reator anaerébio de leito fixo na producédo de
hidrogénio tem sido objeto de vérios estudos. Na literatura é possivel encontrar
estudos deste reator relacionado a: material suporte, porosidade do leito, TDH
(FERNANDES, 2008; ANDREANI et al., 2015), condi¢cao de mistura (FONTES LIMA
& ZAIAT, 2012), origem e formas de pré-tratamento do in6culo (PENTEADO et al.,
2013), concentracao de calcio (BLANCO et al., 2017), relagéo carbono/nitrogénio e
controle da carga organica volumétrica especifica (COVe) (ANZOLA-ROJAS et al.,
2015). Anzola-Rojas et al. (2015) apresentam que na operagdo do reator anaerdbio
de leito fixo, em diferentes condi¢des, foram identificadas anomalias hidrodinamicas
(curtos circuitos e zonas mortas), devido ao acumulo de biomassa que pode ter
dificultado a liberacéo do biogas produzido e provocado a diminui¢do constante da
COVe (ANZOLA-ROJAS, 2014).

A Tabela 3 apresenta trabalhos dos dudltimos 20 anos que mostram
configuracdes de reatores utilizados na producéo de hidrogénio. Apés um estudo de

coleta de dados, verificou-se que os dois tipos de configuracdo de reatores mais
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utilizados na producdo de hidrogénio foram o reator continuo de mistura perfeita
(CSTR) e o reator anaerébio de leito empacotado (APBR). Observa-se o uso de
reator anaerobio de manta de lodo (UASB) e as configuracdes menos utilizadas
foram digestor anaerdébio tipo termostato (CTAD) e reator anaerébio (ABR). Desde
2015, a configuracdo RCTM tem sido aplicada na fermenta¢éo escura como um novo
tipo de reator para melhorar o rendimento de hidrogénio e o controle da biomassa
dentro do reator.

Na configuracdo CSTR, a taxa de crescimento microbiano € controlada pelo
tempo de detencao hidraulica (TDH), igual ao tempo de retencéo celular (TRC). Para
gue este sistema funcione melhor, o parametro TDH deve ser maior que a velocidade
méaxima de crescimento da bactéria, pois valores menores causariam uma diluicdo
e, consequentemente, a lavagem do sistema (HALLENBECK, 2009). De acordo com
Castell6 et al. (2020) os reatores CSTR operam com o TDH igual a TRC. Outros
reatores com retencdo de biomassa, como UASB, EGSB, AFBR e RCTM, o TDH
também afeta a comunidade microbiana; logo o TDH ideal dependera principalmente
de operacao de sistemas com substratos utilizados em valores de TDH na faixa de
4-24h.

O UASB ¢é uma configuracdo muito utilizada para efluentes de diferentes
aguas residuais. Altas cargas organicas podem danificar o sistema causando lava-
gem de biomassa suspensa. O maior desafio no reator UASB é a ocorréncia de gra-
nulos, ou seja, apos a inoculacao do reator, € necessario ter a formacao de granulos
para que ocorra a retencdo de bactérias (JHUNG & CHOI, 1995). Embora esses
reatores ndo possuam material de suporte, sua estrutura € simples, facil de operar e
possuem pouca perda de biomassa (JHUNG & CHOI, 1995; SEGHEZZO et al.,
1998).

A grande vantagem dessa configuragao de reator, quando comparada um sis-
tema de leito fluidizado, é que necessita de menos investimentos. Uma desvantagem
deste sistema é que tem um longo tempo de partida e precisa de uma quantidade
suficiente de lodo de semente granular para partidas mais rapidas (RAJESHWARI et
al., 2000) afirmam que no reator UASB sdo necessarios longos periodos de 10-12
horas para que ocorra a producéo de hidrogénio quando o reator é inoculado com
lodo granular. No entanto, a producao de hidrogénio leva 70 horas quando o reator

€ inicializado com graos desagregados.
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Tabela 3. Apresentacdo de trabalhos dos Ultimos 20 anos sobre as principais configuracdes dos reatores utilizados na producéo de hidrogénio.

Tipo de reator Substrato Condicdes operacionais Rendimento de H2 Referéncia
Melago dt,a cana-de- T=30-370°C N
CSTR (170L) agucar TDH=74d 8,4 LH2Lvinhaca VATSALA (1992)
DQO=128¢gL? B
T=35°C
CTAD (4 L) Agua sintética COV=52- 4_136 1 33,3 - _7111. LIN & CHANG
DQO = 20 g L mmol glicose m-d mmolHz2 mol-glicose (1999)
TDH=0,25-2d
T=35°C
. : COV =52 -416 1 MIZUNO et al.
CSTR (1.2 L) Leite de soja mmol glicose m-3d- 2,54 molHz mol*hexose (2000)
TDH=10h
Agua residuéria de
arroz T=20-55°C 1,37-2,14
UASBBL)  poo-14-36gL" TDH=2-24h molH2 mol-thexose YU etal. (2002)
Agua sintética T=35%C
COV =40-120 0,6-2,6
ANSBR (5L D =2 Lt ’ '
SBR(GL) Q0=209 kg DQO m-=3d* molH2 mol-tsacarose LIN & JO (2003)
TDH=4-12h
Agua sintética
T=35°C CHANG & LIN
= -1 1 )
UASB (3 L) DQO=20¢gL TDH =4 — 24 h 53,5 mmol Hz d (2004)
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< o T=35-38°C
Agua residuaria COV = 10 — 75
UASB (8 L) citrica kg DQO m3d-! 0,84 molH2 molthexose  YANG et al. (2006)
- _ -1
bRo=15-21glL TDH=8-48h
T=55°C
Soro de queijo COv=21,35e47 BLANCO et al.
TR(3L ’ - 1 ’
CSTREL) DQO = 86,3 g L1 kg DQO m-3d- 5 - 22 mmolHz g"DQO (2019)
TDH=1,2e3,5d
Tequila r=35°%
COVvV=18-30 BUITRON;
= — _ -1 ’
ASBR (7 L) DQO 29,_’.? 30,5 kg DQO m-3d-1 44,4-57,6 MLH2g"DQO .\ o/ ja) (2010)
g TDH = 24 h
Manipueira T=55°C
CSTR (2L) DQO = gl 9q Ll COV =3 kg SVm3d? 69 mLH2 g'1SV LUO et al. (2011)
B TDH=3d
Tapioca T=32.3°C
ABR (24 L) DQO =16,3gL*? COV =16,15g DQO L*d* 5,7 — 18,7 mLH2g'DQO THAN\(/?OSEE) etal
TDH=3-24h
. T=30°C
Soro de queijo COV =22-37 PERNA et al
APBR (3,75 L -1 '
(3,75L) DQO = 25 g L1 kg DQO M3 1,1 molH2 mol-lactose (2013)
TDH = 24h
T=55°C
Vinhaga de cana-de- .
COV =54,3 -108 FERRAZ JUNIOR
¥ ' _ -1
APBR (2,3 L) acucar kg DQO m?d 0,3 -1,4 molH2 mol*CH et al. (2014)

DQO =352gL?

TDH = 24-8 h
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Vinhaca de cana-de- T=55°C .
APBR (2,3 L) acUcar COV = 84,2 kg DQO m-3d+1 1,6 molH2 mol*CH FERRAZ JUNIOR
_ et al. (2015a)
DQO =35,2 g L1 TDH = 10,2 h
Vinhaca de cana-de- T=25° .
APBR (2,3 L) agucar COV = 36,4 kg DQO m=3d* 0,6 molH2 mol*CH FERRAZ JUNIOR
A et al. (2015b)
DQO = 35’2 g L1 TDH =24 h
< e T=25°
RCTM (1 L) Dg%“f ;"ltit'c"’l‘__l COV =24 g DQO L-1d 0,4 — 0,5 molHz mol'CH Go'é'gfse)t al
R TDH=2-4h
. . T=25°C
RCTM (1 L) 5 gg”_'p;:'ral__l COV =24 g DQO L-id 0,73 molH2 mol*CH GO'E’;(E)TGE)H al
=>4 TDH = 4 h
PALOMO-
CSTR (2L) Agua sintética TDH=6-24h 0,86 molH2 mol-lactose BRIONES et al.
(2017)
Vinhaca de cana-de- T=55°C
APBR (2,3 L) acucar COV = 82,4 kg DQO m3d? 1,6 — 3,0 molH2 molCH: Fu(zifsit) al
DQO=20-30¢gL* TDH=75h
CSTR (2L) Agua sintética T=37°C 1 PACHIEGA et al.
DQO=3-10g L% TDH = 169 h 0,3 - 1,4 molHz mol~CH (2019)
Vinhacga de cana-de- T=55°C
acucar COV =40-120 4 FUESS et al.
ANSTBR (1,9 L) DQO = 165 — 49 kg DOO m3d+ 0,2 — 15,6 mmolHz g'CH 2019)
gLt TDH=6-24h
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- T =250C
RCTM (1 L) Aguasintetica ooy - 94 _ 48 g DQO L1d? 0,48 0,51mmolHa gicH | EvioAN etal
DQO=2-4gL (2019)
TDH=2h
Melagzdgc;?na-de_ T=557C OLIVEIRA et al
ANSTBR o COV = 60 g DQO L1d- 1,18 molHz molCH '
DQO = 7308 on = AT (2020)

gOz2 kg moles

Legenda: CSTR = reator continuo de mistura perfeita, CTAD = digestor anaerdbio tipo termostato, UASB = reator anaerdbio de manta de lodo, ASBR=
reator anaerébio de batelada sequencial, ABR = reator anaerobio, ASBR = reator anaerobio de batelada sequencial, APBR = reator anaerébio de eleito
empacotado, RCTM= reator continuo de tubos multiplos, ANSTBR = reator anaerébio de leito estruturado. Condi¢des operacionais: DQO = demanda
guimica de oxigénio, T = temperatura, COV = carga organica volumétrica, TDH = tempo de detencéo hidraulico. Fonte: Autor (2022).
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Em estudo realizado por FERRAZ JUNIOR et al. (2015b), o melhor material
utilizado em uma APBR alimentada com vinhaca de cana-de-acucar € o polietileno de
baixa densidade em relacdo a argila expandida por ser um material com baixa
suscetibilidade ao desgaste. No entanto, a principal limitacdo desse tipo de
configuracdo é o entupimento do leito em operacdes de longa duracdo que pode ser
causado pelo acumulo de sélidos em suspenséao, resultando em falhas operacionais
como a formacao de caminhos preferenciais e zonas mortas (van LIER et al., 2015).

O ASTBR é utilizado em sistemas acidogénicos para produzir hidrogénio a partir
da vinhaca para evitar problemas operacionais como entupimento do leito e lavagem
de biomassa durante a aplicacdo de altas cargas hidraulicas e organicas (FUESS et
al., 2017). Os ASTBR sao reatores com suporte de material e funcionam da seguinte
forma: o fluxo de efluente é alimentado no reator por um caminho ascendente, passa
por uma regido de suporte de material quando o biofilme é formado por células
imobilizadas. A fracdo liquida do reator contendo microrganismos pode ser coletada
por uma saida de efluente, por fim, o biogas produzido é coletado na saida de gas
(BLANCO etal., 2019; NIZ et al., 2019). As principais diferengas entre APBR e ASTBR
€ o tipo de material utilizado como suporte e a forma de organizacédo desse material.

De uma forma geral, € possivel verificar na literatura que a maioria dos
estudos de fermentacéo escura vem sendo realizados em configuracfes de reatores
de modo batelada, por outro lado também séo relatadas, operacdes com reatores
continuos usando diferentes substratos e consoércios microbianos (GRANGEIRO et
al., 2019). Vale ressaltar que a maioria dos estudos de producéo de hidrogénio tem
focado em batelada devido a facilidade e flexibilidade destes sistemas (WANG &
WAN, 2009). Entretanto, quando o objetivo é desenvolver uma operacao em grande
escala, processos de producgéo continua sdo os mais indicados por razdes praticas de
engenharia.

Portanto, a escolha do projeto de reator e a sua constru¢éo é um fator que
influencia o rendimento do processo fermentativo de producéo de hidrogénio, uma vez
que este a estrutura do reator afetara a retencdo da biomassa, o comportamento
hidrodindmico, a populacdo microbiana e a efetividade do contato substrato/biomassa
(GRANGEIRO et al., 2019; TREVISAN, 2020).
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3.8. Reatores continuos de tubos multiplos

Pesquisas conduzidas para superar limitag6es na producéo de BioH2 em varios
aspectos mostram que o controle da concentracdo de biomassa € uma das
caracteristicas mais importantes (TREVISAN, 2020).

Neste contexto, é relevante investigar configuragfes de reatores que auxiliem
no controle da COVe, promovendo uma lavagem de biomassa de forma controlada e
ininterrupta, assim, oferecendo condi¢cdes de maior autossuficiéncia operacional. Essa
condicdo representa uma vantagem operacional em relacdo aos processos que
dependem de interrupcbes para descarte do excesso de biomassa, como é
apresentado em alguns reatores com crescimento de biomassa aderido em material
suporte (FUESS et al., 2016).

Considerando os desafios da producao bioldgica de hidrogénio associado ao
controle de concentracdo celular dentro dos reatores para alcancar a producéo de
bioenergia estavel a longo prazo, configuracdo de reator continuo de tubos multiplos
(RCTM) surge como uma configuracéo de reator com potencial para controlar a COVe
em sistemas de FE, e superar as dificuldades de manutencdo e problemas de
instabilidade na producéo de H2, associados a falta de biomassa.

O RCTM é uma configuracao que se destaca como uma unidade de trabalho
proposta para produzir BioH2 sem suporte material uma vez que sua estrutura
apresenta uma regidao de tubos. Por sua vez, esta regido de tubos € composta por
varios tubos paralelos de pequeno diametro com ranhuras nas paredes internas para
facilitar a adesdo de microrganismos a superficie, proporcionar uma alta relacédo
comprimento/diametro e consequentemente melhorar o controle sobre a velocidade
superficial do fluxo no “leito” proporcionando, assim, o melhor controle sobre a COVe
(GOMES et al., 2015, 2016; TREVISAN et al., 2019).

De forma simples, a proposta é utilizar o interior dos tubos como material de
suporte e area para o desenvolvimento do biofilme (biomassa), caracterizando a nova
configuracdo como um reator hibrido de células imobilizadas simples e de baixo custo
guando comparado aos reatores de leito fixo (APBR, ASTBR). Quando se refere a
este reator como hibrido é devido ser visto como uma configuragao intermediaria entre
um reator de tubo Unico sem leito e um reator de leito fixo empacotado, uma vez que
a regiao de tubos funciona como o material suporte para desenvolvimento de biofilme

e nas camaras de entrada e saidas apresenta area livre para crescimento de células
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suspensas. Além disso, 0 RCTM é analogo aos reatores multitubulares comumente
usados em processos quimicos, nos quais o controle adequado da temperatura é
fornecido pela maior &rea de superficie (comparado aos reatores de tubo Unico). Outro
ponto relevante a ser citado é que a estrutura desta configuracdo de reator pode
proporcionar uma maior area de superficie para fixacdo de biomassa em relacdo aos
reatores tubulares convencionais sem material de suporte (GOMES et al., 2015).

Alguns pesquisadores, como Anzola-Rojas et al. (2015), relatam que COVe é
um fator significativo na producéo continua e estavel de BioH2, pois observa-se que
altos valores de COVe podem afetar a conversdo de substratos e causar alteracdes
nas rotas metabolicas de microrganismos durante a FE. Portanto, 0 RCTM é proposto
como uma nova abordagem para controlar a FE em funcdo da COVe.

Este reator foi investigado pela primeira vez por Gomes et al. (2015) e
posteriormente por Trevisan et al. (2019) e Trevisan (2020) e outros trabalhos ainda
nao publicados, porém, ndo ha estudo da configuracdo RCTM na producao de BioH:2
a partir de vinhaca de cana-de-acucar.

Antes de citar a performance do RCTM nos poucos estudos ja realizados, é
necessario entender as suas caracteristicas construtivas. Assim, O RCTM é dividido
em trés partes: camaras de entrada e saida, confeccionadas em acrilico, e regido
intermediaria de tubos de policloreto de vinila (PVC). A superficie interna dos tubos
apresenta ranhuras no formato de rosca sem fim, com o objetivo de melhorar a adesao
da biomassa. Estas ranhuras apresentam espacamento de aproximadamente 0,5 cm
e 0,21mm de profundidade. As caracteristicas construtivas do reator e a indicacdo das

ranhuras confeccionadas sdo apresentadas na Figura 4 (GOMES et al. 2015).
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Figura 4. Caracteristicas construtivas do RCTM: A) dimensdes do reator e B) ranhuras confeccionadas nas paredes internas dos tubos no formato rosca sem
fim. Legenda: 1) saida de efluente, 2) tubos de PVC, 3) camara de saida do efluente, 4) saida Caracteristicas construtivas do RCTM com 12 tubos: A) dimensdes
do reator e B) ranhuras confeccionadas nas paredes internas dos tubos no formato rosca sem fim. Legenda: 1) saida de efluente, 2) tubos de PVC, 3) camara
de saida do efluente, 4) saida do biogas, 5) dreno do efluente.
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A configuracdo RCTM ja foi investigada em relacéo ao TDH, material de suporte
na camara de saida, diferentes concentracdes do meio sintético e agua residuaria de
mandioca em termos de DQO (demanda quimica de oxigénio), estratégias de
alimentacdo (GOMES et al., 2015) e acumulo e fixacdo de biomassa dentro desses
reatores (GOMES et al., 2015, 2016; TREVISAN et al., 2019).. Esses estudos
abordaram testes de RCTM com doze tubos (RCTM12) em fermentacédo escura de
efluente sintético a base de sacarose e efluente de mandioca, e dados de acumulo de
biomassa relacionados dentro do reator através do controle de COV, COVe e baixos
rendimentos de hidrogénio.

Devido a dificuldade de manter a producdo de BioH2 no RCTM por longos
periodos, (GOMES et al., 2015) sugeriram aumentar a rugosidade interna dos tubos,
como estratégia para promover maior retencao de biomassa no reator, e assim atingir
valores de COVe mais préoximos da faixa recomendada na literatura por (ANZOLA-
ROJAS et al., 2015).

O estudo de Gomes et al. (2015) mostrou que os altos valores de COVe
caracterizados pelo excesso de substrato podem ter influenciado o comportamento da
biomassa produtora de BioH2 diante do estabelecimento de condi¢des de sobrecarga
organica. Estudos anteriores em sistemas acidogénicos relataram o estabelecimento
de homoacetogénese em condicdes de excesso de substrato, tendo em vista a
inibicdo da via heterotréfica para obtencao de energia. Ainda, os autores consideraram
que a producédo continua de BioHz por longos periodos nédo foi alcancada devido a
menor fixacdo da biomassa nas paredes internas dos tubos e consequentemente uma
grande lavagem dos microrganismos do reator.

Gomes et al. (2016) operaram o mesmo reator RCTM com 12 tubos com
efluente de farinha de mandioca (manipueira) e observaram um comportamento
semelhante ao descrito por Gomes et al. (2015) com produc¢ao de BioH2 apenas nos
primeiros dias de operacéo do reator. No entanto, as limitagcdes associadas ao tipo de
efluente utilizado, ou seja, uma inibicdo por nisinas produzidas por bactérias lacticas
nativas do residuo, limitaram a avaliacéo tecnoldgica da configuracdo nesse caso.

Neste cenario, Trevisan et al. (2019) aumentaram a rugosidade da parte interna
dos tubos para melhorar a capacidade de controle da biomassa no RCTM. Ainda,
estudaram a influéncia do TDH e da concentracéo de substrato na producéo continua
de BioH2 a partir de efluentes sintéticos a base de sacarose. A hipotese levantada

sobre o potencial do RCTM foi comprovada, pois a producédo continua de BioH:2 foi
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registrada por periodos de aproximadamente 100 dias, superiores aos periodos
maximos relatados em muitos estudos: 25 dias (GOMES et al.,, 2016), 30 dias
(CASTELLO et al., 2018), 30 dias (ANDREANI et al., 2019) e 38 dias (CORBARI et
al., 2019).

Em estudo posterior, Trevisan (2020) mostrou que o RCTM com 12 tubos com
ranhuras no interior dos tubos no formato rosca sem fim, atingiu a producao continua
de BioH2 por longos periodos, sem a necessidade de utilizacdo de estratégias
operacionais para o descarte da biomassa. A producdo ocorreu durante longos
periodos de operacao (~ 90 dias), em condicdes de faixa de valores médios de COVe,
entre 4,39 e 19,8g sacarose g SSV d?. Ainda, a producédo de BioH2 se mostrou
dependente da concentragao do substrato, indicando inibigéo do processo, a partir de
DQO afluente de 12g L (COVa=72 g DQO L* dt; TDH=4h). Em que, o melhor
desempenho do RCTM, na producéo de BioH2 (PVH=1593,6 mL Hz L* d!; HY=0,50
mol Hz2 mol? sac), foi obtido na condicdo em que a COVa foi igual a 48g DQO L*d*
(DQO 4000mg DQO L*; TDH 2h). Em termos de metabdlitos secundarios produzidos
durante a operacao dos ensaios, obteve-se: acido acético, acido latico, etanol e &cido
butirico.

Ainda sobre o estudo de Trevisan (2020) em termos de informacfes sobre o
controle de COVe, é importante citar que a autora identificou que a lavagem continua
de biomassa resultante desta configuracao de reator, o que permitiu a manutencao de
valores de COVe adequados para a producédo de BioH2 na faixa de valores igual a 4,3
—6,9 g DQO g-1SSV d- ! durante o periodo total do experimento, tais resultados foram
confirmados por Hafez et al. (2010), Anzola-Rojas et al. (2015) e Trevisan (2020). De
uma forma geral, estudos sugerem que na faixa de valores indicados para COVe, a
taxa de crescimento dos microrganismos é favorecida pela relacéo F/M, que interfere
na estabilidade da producéo e no rendimento de BioH2. Valores relativamente altos ou
muito baixos de COVe podem causar alteragdes na comunidade microbiana, como a
presenca de organismos que consomem hidrogénio e competem pelo substrato
(ANZOLA-ROJAS et al., 2015, GOMES et al., 2015, FUESS et al., 2016, TREVISAN
et al., 2019, TREVISAN 2020).

Embora Trevisan et al. (2019) e Trevisan (2020) tenham estudado obtido a
producdo continua de BioH2 por longos periodos, os perfis de producdo ainda sao

instaveis, com grande variacao ao longo do tempo até atingir regime permanente. Esta
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instabilidade tem sido observada com frequéncia em estudos com producao biologica
de BioH2 (GOMES et al., 2015; ANZOLA-ROJAS et al., 2016).

Os resultados de rendimento de BioH2 observados nos trabalhos de Gomes et
al. (2015) e Trevisan (2020), apresentaram valores semelhantes, porém, o aumento
da DQO (2000 para 4000 g DQO L) afetou negativamente o valor de rendimento de
BioHz2. Comparando os resultados de rendimentos obtidos com dados da literatura,
Anzola-Rojas et al. (2015) obteve para um reator de leito fixo e fluxo ascendente,
também alimentado com efluente sintético a base de sacarose como fonte de carbono
e COVa de 24 g DQO Lt d?, valor igual a 3,5 mol H2 mol sac, superior aos obtidos
nos ensaios estudados. Lima e Zaiat (2012) também observaram melhor desempenho
que o RCTM a partir da operagdo de um APBR com diferentes taxas de recirculagéao
(0,25; 0,5; 1,0 e 2,0). Neste caso, os valores de rendimento de H2 variaram de 0,9 a
1,4 mol H2 mol* sac.

Ainda sobre os trabalhos de Gomes et al. (2015) e Trevisan (2020), os autores
obtiveram o valor médio do pH de operacao inferior a 5, quando comparado ao pH
inicial de 6,5. Estudos mostram que o pH étimo, em termos de producéo de hidrogénio,
estd na faixa de 5 a 7, com um pH em torno de 5,5 relacionado aos melhores
rendimentos de producdo de hidrogénio (KHANAL et al., 2004; VAN GINKEL et al.,
2001). O comportamento apresentado pela literatura aponta a producéao de BioH2em
pH mais elevado. Essas alteragbes nos valores de pH podem estar relacionadas
principalmente a acidificacdo do meio pela a¢do de metabdlitos produzidos durante a
fermentacao.

Com base em todos os resultados citados, o RCTM ainda precisa ser
investigado a nivel ndo apenas de controle de parametros ao longo da FE, mas
também a nivel de estrutura de reator para tentar melhorar seu desempenho em
termos de controle de COVe e producao de BioH2.

Considerando o cenario de oportunidades de estudo para o RCTM, este projeto
de doutorado estudou dois RCTMs modificados. Os novos RCTM, sendo um com 10
tubos (RCTM10) e outro com 18 tubos (RCTM18) possuem caracteristicas
construtivas semelhantes as citadas em Gomes et al. (2015), (2026), Trevisan et al.
(2019) e Trevisan (2020).

Desta forma, é importante mencionar que as primeiras operacdes com
RCTM12 foram caracterizadas por instabilidade durante a producéao de BioH2, em que

ao mesmo tempo que ocorre uma producao de gas continua em periodos de 90-100
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dias, ainda sdo obtidos rendimentos pouco maiores que 0,6 molH2 molCH?. E ao
considerar estas limitacdes, € valido desenvolver mais pesquisas cientificas em nivel
de bancada para testar essa configuracéo e verificar, por exemplo, se o0 aumento do
namero de tubos pode influenciar na produgcédo de biohidrogénio, pois permite o
aumento da area superficial do reator e pode oferecer mais espaco para aderéncia da

biomassa, entre outros fatores.
4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e procedimentos metodologicos
utilizados para alcancar os objetivos principal e especificos deste projeto de

doutorado. Os principais tépicos incluem:

I. Preparacao de solucdes e seus respectivos protocolos de referéncia;

ii. Caracteriza¢cdo e obtencdo dos indculos por meio do processo de autofermen-
tacao;

iii. Montagem dos aparatos experimentais para a operacao dos reatores acido-
génicos;

iv. Apresentacao das condi¢cbes experimentais e operacionais dos reatores aci-
dogénicos, bem como da periodicidade de analises dos experimentos;

v. Descri¢do dos procedimentos de céalculo dos parametros analisados durante

0S experimentos

4.1. Instalacéo e organizagdo dos experimentos

A parte experimental deste projeto de pesquisa foi desenvolvida no Laboratério
de Processos Bioldgicos (LPB), localizado no Centro de Pesquisa, Desenvolvimento
e Inovacdo em Engenharia Ambiental da Escola de Engenharia de S&o Carlos —
EESC, Universidade de Sao Paulo — USP, campus Sé&o Carlos.

A Figura 5 (A-B) apresenta os fluxogramas das etapas envolvidas no processo
de obtencado de hidrogénio a partir de agua sintética e vinhaca de cana-de-agucar. O
projeto e a montagem dos reatores para a agua residuaria sintética e para a vinhaga
foram baseados na literatura de Gomes et al. (2016), Gomes et al. (2015), Anzola-
Rojas et al. (2015), Fuess et al. (2016) e Trevisan et al., 2019.
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Figura 5. Fluxograma das etapas do processo de obtencdo de hidrogénio: A) Operacao com agua sintética e B) Operacédo com vinhaca de cana-de-acucar.
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4.2. Metodologia aplicada para a operagdo com agua sintética

4.2.1. Substrato sintético

O substrato utilizado como fonte de carbono na operacédo dos reatores acido-
génicos foi a agua residudria sintética a base de sacarose com concentracdo igual a
14263,4 mg L. Esta 4gua é composta por uma solucdo de nutrientes proposta por
Del Nery (1987) e adaptado por Penteado et al. (2013), conforme descrito na Tabela
5. Para o preparo da solucdo de micronutrientes foram preparadas quatro solucées
concentradas (A, B, C e D) e armazenadas em camara fria (4 °C) para conservacao,
conforme é apresentado na Tabela 4.

Desta forma, a 4gua sintética foi preparada a partir de aliquotas retiradas das
solugcBes concentradas, isto €, de cada solucdo concentrada foi retirado um volume
de 0,25 mL para 1 L de meio sintético. Em sequéncia, o pH da solu¢éo foi ajustado
para 6,50 com adicdo de 500 mg L de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e adicéo de
0,25 mL L1 de solugéo de &cido cloridrico (HCI) 12 M.

Tabela 4. Solugdo de micronutrientes (agua residudria sintética).

Solugao Reagente Concentracédo (mg L)
A Di6xido de selénio (SeO2) 0,036
B Cloreto de célcio (CaCl2.6H20) 2,06
C Fosfato de potassio monobésico 5,36

(KH2PO4)
Fosfato de potassio dibasico 1,30
(K2HPO4)
Fosfato de sédio dibasico 2,70
(Na2HPO4.2H20)
D Sulfato de niquel (NiSO4.6H20) 0,50
Sulfato ferroso (FeS04.7H20) 2,50
Cloreto férrico (FeClz.6H20) 0,25
Cloreto de cobalto (CoCl2.2H20) 0,04

Fonte: Adaptado de Del Nery (1987).
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E importante citar que o substrato foi composto de 16000 mg DQO L, COVa
igual a 96 g DQO L d, considerando a relacdo carbono/nitrogénio (C/N) de 140 e
como fonte de nitrogénio utilizou-se a ureia (11,51 mg L'1), seguindo o protocolo des-
crito por Anzola-Rojas et al. (2015). Em resumo, primeiro foi calculado a DQO a partir
do valor de COVa estabelecido, em seguida calculou-se a quantidade de sacarose
equivalente a DQO de 16000 mg DQO L. Esta condicdo de sobrecarga organica foi
definida a partir do estudo comparativo com o trabalho de Trevisan, 2020. A ideia foi
comparar o estudo de sobrecarga no RCTM18 com o estudo no RCTM12 realizado
por Trevisan (2020).

4.2.2. In6culo

O in6culo utilizado nos reatores acidogénicos foi obtido a partir da fermentacao
natural da 4gua residuaria sintética, de acordo com o protocolo descrito por Leite et
al. (2008). Desta forma, um volume inicial de 15 L de substrato sintético, com pH
corrigido em 6,50, foi mantido em repouso e a temperatura ambiente (25°C - 30°C)
por trés dias. Em seguida, o substrato sintético fermentado foi bombeado para os
reatores e recirculado por um periodo de cinco dias em camara fechada climatizada a
25°C. A recirculacdo ocorreu para promover a adesédo da biomassa acidogénica no
interior das paredes dos tubos dos reatores. Ao término da recirculacao, iniciou-se a
alimentacéo continua dos reatores com o meio sintético.

O in6culo sintético continha DQO igual a 16000 mg L* e relacdo C/N de 140
(ANZOLA-ROJAS et al., 2015).

4.2.3. Montagem e operacgao dos reatores acidogénicos

O sistema experimental foi composto pelo RCTM18 confeccionado em trés
segmentos: camaras de entrada (altura de 100 mm) e saida (altura 250 mm),
confeccionadas em acrilico, e regido intermediaria, composta por 18 tubos de
poliamida (PA) com diametro externo e altura de 12 e 710 mm, respectivamente. A
superficie interna dos tubos foi adaptada no formato de rosca sem fim com o intuito
de melhorar a adeséo da biomassa. O volume de operacao inicial do RCTM18 foi de
1800 mL.
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O aparato experimental foi montado da seguinte forma: (1) reservatério de
afluente sintético (agua sintética), (2) bombas dosadoras (Grundfos® modelo DDA 30-
4 AR), para alimentar os reatores acidogénicos com a agua sintética afluente, (3)
reator continuo de tubos mudiltiplos (RCTM18), (4) medidores de gas e (5) sistema
arduino. A representacdo esquematica do aparato experimental utilizado e detalhes
deste sistema séo apresentados nas Figuras 6 e 7.

De acordo com os objetivos apresentados no item 2, o ensaio em escala de
bancada foi por 70 dias em condi¢cBes anaerdbias, escoamento ascendente, alimen-
tacao continua por bomba dosadora e mantidos em camara fechada e com tempera-
tura controlada a 25 °C. A carga organica volumétrica aplicada (COVa) foi mantida em
aproximadamente 96 kg DQO m d-1, atingindo um TDH de aproximadamente 4 h. Os
valores para os parametros TDH e concentrag&o do substrato de alimentagéo em ter-
mos de DQO foram selecionados com base nos estudos ja realizados com essa con-
figuracdo de reator (GOMES et al., 2015; GOMES et al., 2016, TREVISAN et al.,
2019).

A medicéo do volume de biogas produzido foi realizada por meio de um medidor
em formato U, grafites HB, retirados de lapis preto (9000 HB Faber-Castell), como
material condutor, acoplado a um sistema arduino de medi¢éo de pulsos obtidos por
deslocamento de uma solucéo salina (NaCl) — 37 mL, 270 g L' em pH 2,0, desenvol-
vido no Laboratério de Processos Biologicos — LPB. O sistema de medicdo de gas
(medidor/arduino) foi previamente calibrado, em que cada pulso contabilizado n canal
1 - C1 do arduino equivale & uma producdo de biogas equivalente a 9,17 NmL
(RCTM18).



Figura 6. Representacdo esquematica do aparato experimental utilizado. Legenda: 1 reservatdrio de afluente sintético; 2- bombas peristalticas, 3- RCTM, 4-

medidores de gas, 5- sistema Arduino, (00) correntes liquidas, (--) correntes de biogas.

Fonte: Autor (2022).
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Figura 7. Detalhes do aparato experimental utilizado: A) Montagem dos reatores na camara
climatizada, B) Reservatério para alimentacao dos reatores acidogénicos, C) Medidor tubo em U e
sistema Arduino.

Fonte: Autor (2022).

4.3. Metodologia aplicada para a operagcdo com a vinhaca de cana-de-agucar

4.3.1. Origem, coleta e caracterizacao da vinhaca

O substrato utilizado como fonte de carbono foi a vinhaga bruta disponibilizada
pela Usina Sdo Martinho, localizada no Municipio de Pradépolis, Estado de Séao Paulo.
Os principais produtos desta usina compreendem o agucar e o etanol, desta forma, a
unidade faz uso de melaco e caldo de cana no processo fermentativo.

O periodo de coleta ocorreu na safra 2019 de cana-de-acucar, e foram realiza-
das cinco coletas de vinhaca durante o periodo experimental. Apés a coleta, as amos-
tras de vinhaga bruta foram armazenadas em reservatorios plasticos (volumes de 10
e 20 L) e congeladas (-20°C), buscando-se manter as suas caracteristicas fisico-qui-

micas preservadas, especialmente quanto a concentracao de carboidratos.
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A Tabela 5 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca, as quais
foram realizadas de acordo com os procedimentos e metodologias descritos no Stan-
dard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), Stickland
(1951), Dubois et al. (1956), Taylor (1996), Buchanan e Nicell (1997), Greenhill (2004)
e (Adorno et al., 2014).

Tabela 5. Caracterizacao fisico-quimica das amostras de vinhaca de cana-de-acUcar coletadas na safra
de 2019 para alimentar os reatores.

Periodo de coleta (2019)

Parametro 1 2 3 4 5 Referéncia

29/jun 29/ago 18/set 07/out 15/out

DQOt (g LY 28,0 29,2 29,0 27,4 28,6

DQOs (g L% 21,0 22,6 20,3 20,0 25,3

pH (g LY 4,55 4,58 4,54 4,69 4,42

SST (mg L) 1740 2085 2675 2610 2360

SSF (mg LY 225 245 212 308 137 APHA (2012)

SSV (mg L?) 1576 1840 2463 2302 2223

Fendis totais  1610,0 1750,0 1820,0 1680,0 1936,6 BUCHANAN &

(mg LY NICELL (1997)

CH (mgL?) 5880,0 5856,7 4853,3 4573,3 6556,7 DUBOIS et al.

(1956)

Glicerol 3476,0 3422,0 2868,0 2484,0 2485,0 GREENHILL

(mg LY (2004)

Acetona 41 4,3 54 97,7 51

(mg L™

Metanol 11,8 12,4 51,2 9,1 80,2

(mg L)

Etanol 277,4 280,2 225,6 183,7 4943

(mg L™

Acido acético  859,6 863,4 855,5 9356  1311,0 ADORNO et al.

(mg LY (2014)

Acido

propidnico 70,7 73,1 42,4 145,9 66,2

(mg L™

Acido 3,7 4,0 0 7,3 1,6

butirico (mg

LY

Acido

Isobutirico 0 0 0 7.3 0

(mg L)

Acido 0 0 0 0 0,5

valérico (mg

LY

Acido

isovalérico 0 0 0 4,9 0

(mg L)

Acido 5,3 5,8 0 1,3 0

caproico

(mg L™
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Acido latico  747,0 1936,7 19200  2053,3 27233  TAYLOR (1996)
(mg L)

Legenda: pH: potencial; DQOt: Demanda quimica de oxigénio total; DQOs: Demanda quimica de oxi-
génio sollvel; SST: Sdlidos suspensos totais; SSF: Sélidos suspensos fixos; SSV: Solidos suspensos
volateis; NTK: Nitrogénio total Kjeldahl; CH: Carboidratos totais. Fonte: Autor (2022).

4.3.2. Indculo

O indculo utilizado nos reatores acidogénicos foi obtido a partir da fermentacéo
natural da vinhaca coletada na usina, de acordo com o protocolo descrito por Fuess
et al., (2016). Desta forma, um volume inicial de 20 L de substrato real (vinhaca bruta)
com pH corrigido em 6,5 com solucédo de &cido cloridrico (HCI) 12mol L e solugéo de
bicarbonato de sédio (NaHCO3s) 500 mg L, foi mantido em repouso e em camara
fechada climatizada a 55°C durante trés dias. Em seguida, a vinhaca fermentada foi
bombeada para os reatores tubulares e recirculada por um periodo de 10 dias a um
TDH igual a 12h para promover a adesdo da biomassa acidogénica no interior das
paredes dos tubos dos reatores. No inicio da recirculagdo o volume inicial da vinhaca
fermentada foi 15 L e ao término da recirculacdo o volume foi igual a 10L. Em sequén-

cia, iniciou-se a alimentacao continua dos reatores com a vinhacga bruta.

4.3.3. Montagem e operacao dos reatores acidogénicos

O sistema experimental foi composto de dois reatores continuos: (i) um reator
continuo de tubos multiplos (RCTM) confeccionado em trés segmentos: camaras de
entrada (altura de 100 mm) e saida (altura 250 mm), confeccionadas em acrilico, e
regido intermediaria, composta por 18 tubos de poliamida (PA) com diametro externo
e altura de 12 e 710 mm, respectivamente; (ii) um reator continuo de tubos multiplos
(RCTM) confeccionado em trés segmentos: camaras de entrada (altura de 100 mm) e
saida (altura 250 mm), confeccionadas em acrilico, e regido intermediaria, composta
por 10 tubos de poliamida (PA) com diametro externo e altura de 15 e 710 mm,
respectivamente. A superficie interna dos tubos foi adaptada no formato de rosca sem
fim com o intuito de melhorar a adeséo da biomassa. O volume de operacéo inicial do
RCTM10 e do RCTM18 foi igual a 2000 mL. A Tabela 6 apresentam as caracteristicas
dos RCTMs.



Tabela 6. Resumo das dimensdes dos reatores RCTM10 e RCTM18.
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Dimensdes RCTM10 RCTM18
Altura zona tubos (mm) 710 710
Raio interno (mm) 6 4,5
Diametro interno (mm) 12 9
Diametro externo (mm) 15 12
Area superficial (mm2) 263893,6 356256,3
Volume Total (mL) 2598 2829

Fonte: Autor (2022).

O aparato experimental foi montado da seguinte forma: (1) reservatério de

vinhaca de cana-de-aclcar (2) bombas dosadoras (Grundfos® modelo DDA 30-4 AR),

para alimentar os reatores acidogénicos com a vinhaca, (3) reator de tubos mdltiplos
(RCTML10), (4) reator continuo de tubos multiplos (RCTM18), (5) medidores de gas e

(6) sistema arduino. A representacdo esquemaética do aparato experimental utilizado

e detalhes deste sistema sao apresentados nas Figuras 8, 9 e 10.

A medicdo do volume de biogas produzido foi realizada da mesma maneira

descrita na operacdo com agua sintética (item 4.3.2). Parao RCTM10 e RCTM18 cada

pulso contabilizado equivale a uma producéo de biogas equivalente a 9,39 NmL e 9,17

NmL, respectivamente.
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Figura 8. Representacdo esquematica do aparato experimental utilizado. Legenda: 1 reservatério de vinhaca de cana-de-agUcar; 2- bombas dosadoras, 3-
RCTML10, 4- RCTM 18, 5- medidores de gés, 6- sistema Arduino, (0) correntes liquidas, (--) correntes de biogas.

Fonte: Autor (2022).
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Figura 10. Detalhes do aparato experimental utilizado: A) Montagem dos reatores na camara
climatizada, B) Reatores acidogénicos, C) Medidor tubo em U e sistema arduino.

Fonte: Autor (2022).

De acordo com os objetivos apresentados no item 2, 0 ensaio em escala de
bancada foi desenvolvido por 99 dias em condi¢cdes anaerdbias, fluxo ascendente
continuo e mantidos em camara climatizada a 55 °C.

Com base em estudos realizados com a configuracdo do RCTM por Gomes et
al. (2015), Trevisan et al. (2019), Trevisan (2020) e ainda considerando as indicagfes
propostas por Anzola-Rojas et al. (2015), a operacao consistiu em uma varredura de
dados para determinar os valores 6timos para a COVa e o TDH para os RCTMs
modificados. Isto porque os RCTMs modificados ainda n&o tinham sido testados para
produzir Hz a partir de vinhaga de cana-de-agucar. Desta forma, os valores escolhidos
para a investigacdo da varredura (TDH e COVa) podem ser vistos na Tabela 7. E
importante ressaltar que esses dados foram escolhidos com o intuito de verificar o
controle da COVe a medida que os reatores eram submetidos ao aumento da COVa,
isto €, situacdes de sobrecarga de matéria organica, consequentemente diminuigdo
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de TDH. Ao final, isto permitiria verificar a resposta do reator quanto a robustez
estrutural e também hidrodinamica.

Assim, a operagéo foi dividida em trés etapas diferenciadas por meio da varia-
cdo do TDH, concentracao de vinhaga de cana-de-aglcar e COVa, conforme descrito
na Tabela 8. Os valores de COVa (32, 57 e 71 g DQO L*d?) foram calculados em
funcdo da concentracdo da vinhaca afluente (vinhaca bruta com a concentracéo da
usina em mg DQO L) e do TDH (24, 12 e 8 h). A duracéo de cada etapa operacional
foi determinada conforme a resposta do reator quanto a sua estabilizacéo.

Em termos de concentracdo do substrato de alimentacédo (DQO), utilizou-se a
vinhaca concentrada, isto €, a vinhaca bruta coletada na usina, sem considerar

diluicdo.

Tabela 7. Resumo das condi¢fes operacionais da operacdo com os RCTMs.

Parametro
Etapa da operacéao
TDH (h) DQO (mg L?) COVa (g DQO L1 d?)
El 24 32000 32
E2 12 28500 57
E3 8 23667 71

Fonte: Autor (2022).

4.4. Metodologia aplicada para a operacao com reatores em modo batelada

Ao término das operacdes dos RCTMs, as biomassas acidogénicas produzidas
foram testadas como in6culos em experimentos de reatores em modo batelada para
verificar a producéo de hidrogénio destas biomassas na presenca de vinhaca bruta
diluida. A vinhaca utilizada € a mesma descrita no item 4.3.1. Desta forma, o
experimento dos reatores em bateladas foi realizado segundo a metodologia descritas
em Fuess et al. (2020) e Sancheéz et al. (2021).

De acordo com os objetivos apresentados no item 2, a fermentacéo da vinhaga
de cana-de-aclucar em modo batelada foi realizada em frascos Duran® de 500 mL
preenchidos com um volume de meio de cultura (indculo + substrato) na faixa 190-
193 mL e volume de in6culo liquido considerando a relagéo alimento/microrganismo

(A/M) igual a 3,7. Os meios de cultura foram preparados utilizando a vinhaga diluida
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para uma DQO igual a 9,1 g L1. N&o foi realizado procedimento de esterilizacdo na
preparacao da vinhaca, uma vez que o experimento visou a exploracdo de populacbes
microbianas presentes na vinhaca. Desta forma, ap0s o processo de inoculacao, 0s
frascos submetidos a fluxionamento com nitrogénio durante 5 min para garantir um
ambiente anaerdbio (anaerobiose) e, em seguida, foram selados com rolhas de bor-
racha de butila e tampas de plastico. Em sequéncia foram incubados em agitador or-
bital (Digital Orbital Shaker) a 100 rpm, 55°C e monitorados durante 10 dias. A repre-
sentacdo esquematica do sistema experimental é apresentada na Figura 11.

Em relacdo a estrutura de reatores, estes tinham uma valvula de trés vias
acopladas na tampa de butila. Uma via foi usada coletar amostra liquida, a qual era
coletada com uma seringa que se encaixara na entrada da valvula., enquanto, a coleta
do gas e medida de pressao eram realizados direto na borracha de butila com auxilio
de uma seringa e agulha.

Em relacdo ao monitoramento dos reatores, a amostragem na fase liquida foi
realizada considerando a retirada do volume maximo de 10% do volume do final do
reator em operacao durante a fase exponencial (producdo de gas), enquanto as
analises na fase gasosa foram realizadas a cada quatro horas até atingir o regime
permanente em relacdo a producdo de gas, ap0s este tempo, as analises foram
realizadas apenas uma vez ao dia. A Figura 12 apresenta detalhes do sistema
experimental. Ainda, o resumo das condicbes experimentais € apresentado nas
Tabelas 8 e 9, para os RCTMs em estudo.

As amostras da fase liquida coletadas foram congeladas para realizacdo de
analises de acidos organicos e solventes por cromatografia liquida, ocorridas no
Laborat6rio de Bioprocessos — UNESP/IQ. Ainda, como foi observado a producéo de
hidrogénio, no final do experimento, foram retiradas amostras de cada reator para

caracterizacao de microbiota presente no experimento.
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Figura 11. Representacédo esquematica do sistema experimental em batelada.

RCTM10

RCTM18

1.1 1.2 1.3
21 2.2 2.3
Figura 12. Detalhes do sistema experimental dos reatores em batelada: A) Montagem dos reatores no

shaker com agitagdo e temperatura, B) Inoculagéo dos reatores e C) Fluxionamento de nitrogénio para
anaerobiose.

Fonte: Autor (2022).

Fonte: Autor (2022).
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Tabela 8. Condi¢6es operacionais do reator em batelada com biomassa obtida do RCTM10.

RCTM10
Condicdes iniciais 1.1 1.2 1.3
Volume final (mL) 193 190 193
Inéculo (mL) 43,23 44,53 45,23
Volume de vinhacga (mL) 147,77 145,47 147,77
Tempo de operacgao (d) 10 dias
Temperatura (°C) 55
Agitacdo (rpm) 100
pH 6,5

Fonte: Autor (2022).

Tabela 9. Condicdes operacionais para o reator em batelada com biomassa obtida do RCTM18.

RCTM18
Condicdes iniciais 2.1 2.2 2.3
Volume final (mL) 190 190 190
Inéculo (mL) 13,45 13,45 13,45
Volume de vinhaga (mL) 176,55 176,55 176,55
Tempo de operacgéao (d) 10 dias
Temperatura (°C) 55
Agitacdo (rpm) 100
pH 6,5

Fonte: Autor (2022).

4.5.Avaliacdo e monitoramento dos reatores acidogénicos

A avaliacdo e monitoramento do desempenho dos reatores nas operacoes re-

alizadas (a4gua sintética e vinhaca de cana-de-acucar) foram baseados na coleta e

analises de amostras: na fase liquida e na fase gasosa.

Para a operacdo com agua sintética, as amostras na fase liquida foram coleta-

das na entrada (afluente) para analises demanda quimica de oxigénio total (DQOt) e

soluvel (DQOs), concentracdo de carboidratos totais (CH) e concentracdo de acido
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latico. Na saida foram coletadas amostras para monitorar 0s mesmos parametros na
entrada juntamente com pH, teor de solidos suspensos volateis (SSV) e concentracao
de &cidos organicos volateis e de solventes. As amostras na fase gasosa foram cole-
tadas através de um septo acoplado no headspace dos reatores para determinar a
composicao do biogas produzido.

Para a operacao com vinhaca de cana-de-acgucar foram realizadas as mesmas
andlises descritas para a operacdo com meio sintético com a adicdo da analise de
glicerol.

Em resumo, o desempenho dos reatores em estudo baseou-se no monitora-
mento analitico de amostras do afluente, efluente e biogas. Os parametros fisico-qui-
micos, as metodologias de referéncia e a frequéncia das analises empregados séo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Analises e metodologias utilizadas para 0 monitoramento dos reatores acidogénicos

Frequéncia
Parametro na semana Metodologia Referéncia

pH 3x Potenciométrico APHA (2012)
DQO: e DQOs 3X Espectrofotométrico APHA (2012)
CH 3X Espectrofotométrico DUBOIS et al. (1956)
Glicerol 3X Enzimatico GREENHILL (2004)
Fendis totais 3X Espectrofotométrico BUCHATS;% NICELL
SSV 2X Gravimétrico/Calcinagéo APHA (2005)
Aci ani o

cidos organicos 3X Cromatografia Liquida GOMES et al. (2015)
e solventes
Acidos organicos . ADORNO et al.
e solventes 3X Cromatografia Gasosa (2014)
Vazéo de biogas Diaria Sistema arduino GYALAI-KORPOS et al.,

(2014)

Composicdo do 3X Cromatografia Gasosa PERNA et al. (2013)

biogas

Legenda: DQOt: demanda quimica de oxigénio total; DQOs: demanda quimica de oxigénio sollvel;
SSV: solidos suspensos volateis; CH: carboidratos totais. Fonte: Autor (2022).

As andlises de DQOt, DQOs e SSV foram realizadas de acordo com 0s proto-
colos descritos no Standard Methods of Water and Wastewater (APHA, 2012). Para
as analises de DQOs, as amostras foram previamente filtradas em membranas de
0,45 uym. E para as analises de SSV, as amostras foram filtradas em membranas de
1,2 um.
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As analises de carboidrato total foram realizadas de acordo com a metodologia
fenol-sulfarico proposta por Dubois et al. (1956), por espectrofotometria. O método
possibilita a leitura da absorbancia (490nm) da concentracéo de carboidrato total em
uma amostra apos desidratacao dos agucares na presenca de acido sulfarico, seguido
da complexacéo dos produtos com adicao de fenol.

O glicerol, por sua vez, foi determinado pelo método enzimatico proposto por
Greenhill (2004), enquanto as analises de fendis totais foram realizadas de acordo
com a metodologia proposta por Buchanan e Nicell (1997). As amostras para as
analises citadas foram filtradas em membranas de 0,45 um.

A vazdo de biogas foi monitorada continuamente por medidores de gas
acoplados ao headspace do sistema e conectados a um sistema arduino. O cédigo
de programacao do sistema Arduino foi desenvolvido pelo Engenheiro Guilherme
Oliveira, pos-doutorando lotado no Instituto Maua de Tecnologia e atuante no LPB,
baseado. Os tubos de vidro de borosilicato em formato de U foram confeccionados na
vidraria do Instituto de Quimica — UNESP. Varios testes de calibracdo foram realizados
para chegar a um sistema otimizado e eficiente.

A analise da composicao das correntes de hidrogénio (Hz2), gas carbbnico (COz2)
e metano (CHa4) foi realizada em cromatografo gasoso modelo GC 2010 (Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MD, EUA), com coluna Supelco Carboxen® 1010
Plot (30 mx0,53 mm de diametro externo, 0,30 um de espessura), e argbnio como gas
de arraste (5,66 mL mint). A rampa de aquecimento da coluna foi de 130 a 135°C, a
46 min't (PERNA et al., 2013), com tempo de corrida aproximado de 6 min. A partir da
area encontrada obteve-se o niumero de mols e a concentracdo de hidrogénio (Hz).

As analises de acidos organicos volateis e solventes para determinacédo das
concentracdes de metanol, etanol, acido acético, propibnico, isobutirico, butirico, iso-
valérico, valérico e caproico, foram realizadas utilizando metodologias diferentes para
0 ensaio com 4gua sintética e para o ensaio com vinhaca. Para 0 ensaio com agua
sintética foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em sis-
tema Shimadzu® RID — 10A. O sistema foi equipado com uma coluna Aminex® HPX
— 87H (300 mm comprimento e 7,8 mm de diametro interno, BioRad) e dois detectores
por indice de refracdo (RID). As condi¢Bes cromatogréaficas foram: volume de amostra
de 20 pL, eluente acido sulfarico 0,01 N, fluxo de 0,6 mL/min. A temperatura de aque-
cimento da coluna foi de 60°C mint, com tempo de corrida aproximado de 40 min.

Para o ensaio com vinhaca de cana-de-acucar, os acidos orgéanicos e solventes foram
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analisados por cromatografia gasosa, previamente filtradas (0,45 ym), em cromato-
grafo modelo GC 2010 em sistema Shimadzu® equipado com detector de ionizagao
em chama e coluna HP-INNOWAX (30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro in-
terno e 0,25 um de espessura do filme), segundo a metodologia descrita por Adorno,
Hirasawa e Varesche (2014).

Apos todas as analises realizadas, as variaveis resposta para a verificacdo do
desempenho dos reatores com as &aguas residuarias foram: pH, eficiéncia de
conversao de DQO: e DQOs (ECbgo, em %); eficiéncia de conversdo de CH (ECcH,
em %); eficiéncia de converséo de glicerol (ECcL, em %); eficiéncia de converséo de
acido latico (ECaL, em %); vazéo de biogas (VBG, em mL d1); producéo volumétrica
de hidrogénio (PVH, em mL H2L*d1); vazdo molar de hidrogénio (VMH, em mmol Hz
h1); rendimento de hidrogénio (HY, em mmol Hz g *DQO™); conteido de hidrogénio
no biogas (%H2, em %) e o perfil de variagéo temporal da carga orgénica volumétrica
especifica (COVe, em gDQO g SSV d?).

E importante citar que os valores para as variaveis resposta referentes a
producéo de biogas correspondem as condi¢cdes normais de temperatura e pressao
(CNTP) de 1 atm e 0°C (273,15K).

4.6. Principais equacdes utilizadas para verificacdo do desempenho dos

reatores

Este projeto baseou-se em célculos descritos em trabalhos de Anzola - Rojas
et al., (2015), Fuess et al., (2016) e (2017), Trevisan (2020) e Takeda (2021). Desta
forma, as principais equagdes aplicadas nos procedimentos de quantificacdo dos
parametros usados para avaliar o desempenho dos RCTMs sdo apresentadas a
sequir.

A vazdo do afluente alimentado nos RCTMs (Q), em L h, foi calculada
conforme a Equacéo (11), na qual, Vr corresponde ao volume util do RCTM em estudo

e TDH ao tempo de detenc¢éo hidraulica teoérico aplicado em horas (h).

Quf = = Eq.(11)

A determinacdo da eficiéncia de conversao de carboidrato (ECcH), em %, é
dada pela Equacdo (12), em que o0s termos CHar e CHet correspondem,
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respectivamente, a concentracédo de carboidratos totais afluente ao RCTM (g L) e a

concentragdo de carboidratos totais efluente ao RCTM (g L™).

CHy¢ — CHer

. ) 100 Eq.(12)

ERcy = (

O célculo da eficiéncia de conversao de DQO (ECbqo), em % foi realizado pela

Equacdo (13). Em que, DQOas corresponde a DQO afluente ao RCTM (g L), e DQOef,
é a DQO efluente do RCTM (g L).

DQO4¢ — DQO,
ERpgo = (DfQ—Off) 100 Eq.(13)

O caélculo da eficiéncia de conversédo de glicerol (ECcL), em %, foi realizado
considerando a Equacéo (14). Em que, GLlaf corresponde a concentragéo de glicerol
afluente ao RCTM (g L1), e GLlIef corresponde a concentracdo de glicerol efluente do
RCTM (g LY).

_ (GLI4¢ — GLI¢f
ERgy; = (Tt

GLI¢ )100 Eq.(14)
A vazéo de biogas (VBG), em mL d, foi calculada por meio da Equacéo (15),
em que Vgassmetro € t cOorrespondem, respectivamente, ao volume de gas medido no

gasémetro (mL) e ao tempo de medicao (d).

Vgasémetro

VBG = Eq.(15)

medicao

Os célculos do conteudo de hidrogénio (%H2) e dioxido de carbono (%C0O2) no biogas
sao apresentados nas Equacdes (16), (17) e (18), em que os termos nH2 representa
o numero de mols de Hz (mol), nCO2 representa o nimero de mols de COz2(mol)e n o

namero de mols totais na amostra de gas injetado (mol).

nH2

%H, = x 100 Eq.(16)

Ntotal

I'ICOZ

%C0, = x 100 Eq.(17)

Ntotal

Niota] = NH, + nCO, Eq.(18)
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O célculo da vazéo molar de hidrogénio (VMH), em mmol H2 h'%, foi determinado

de acordo com a Equacéao (19), em que, VBG corresponde a vazao de biogas (mL h-

1), fH2 é a fracdo de H2 no biogas e Vi é o volume de gas (mL) injetado no
cromatdgrafo.

VMH = (V—BG ' fHZ) Eq.(19)

Vi

O célculo da produgédo volumétrica de hidrogénio (PVH) em mL Hz L't d*? foi

baseada na Equacao (20), em que os termos VBG, %H:2 e Vu representam a vazao de

biogas (mL d?), o conteido de hidrogénio no biogas (%) e o volume Util do RCTM

estudado (L), respectivamente.

VBG ) %H2
PVH = ——— Eq.(20)
r

Por fim, o célculo do rendimento de hidrogénio (HY), em mol H2 g* DQO, foi
definido pela razdo entre VMH (mol Hz2 d!) que representa a vazéo molar de hidrogénio
, Qaf (L dY) que representa a vazdo afluente, DQOafu (g L) que representa DQO
afluente de todos os compostos utilizados como substratos, no caso deste trabalho:
carboidrato total, glicerol e acido latico, conforme apresentado na Equagéo (21).

VMH

HY = ———
Qaf- (DQOaf)

Eq.(21)

4.7. Calculo da Carga Organica Volumétrica Especifica (COVe)

Como ja foi mencionado, o foco principal deste trabalho foi investigar o
crescimento de microrganismos nos RCTMs a medida que estes reatores eram
alimentados continuamente com agua residuaria (real ou sintética). No entanto, nao
existem muitos artigos publicados que apresentem uma padronizacao para o calculo
deste parametro. Desta forma, com base na metodologia previamente descrita por

Anzola Rojas et al. (2015) e discussbes de grupo de pesquisa para adaptacdes e
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correcbes nos calculos, seguem as etapas de determinacdo de biomassa aderida,
suspensa e da COVe.

O estudo iniciou com o calculo do coeficiente de rendimento celular da
biomassa acidogénica (Yx,s,gSSV g*DQO), conforme Equacéo 22. Vale ressaltar que
a aplicacao de diferentes substratos influencia em tal coeficiente. Este trabalho, por
exemplo, considerou que além do carboidrato total da vinhaca de cana-de-acucar
como substrato, os microrganismos também utilizaram como substratos o glicerol e o
acido latico presentes na vinhaca. Na Equacao 22, os termos Xa, Xs, Xe € Xd referem-
se a quantidade de biomassa aderida a parede do RCTM, ao final da operacao
(gSSV); a quantidade de biomassa suspensa do liquido drenado do RCTM, ao final
da operacdo (g); e a quantidade total de biomassa lavada do RCTM, na corrente
efluente, ao longo do periodo de operacéo (g). O termo Sc representa a massa total
de substrato consumida durante o periodo operacional em termos de DQO.

Xa+ X +Xe + Xy Eq.(22)
YX/S = S
C

Para o célculo de Xa, ao final da operagdo do RCTM e apods a sua drenagem
completa, suas paredes foram lavadas com um volume conhecido de agua destilada
(4L) para a remocéo da biomassa aderida nos tubos dos RCTMs. Desta solucdo de
solucdo final de lavagem foram retiradas amostras para determinacdo de solidos.
Resumidamente, as amostras foram filtradas, secas em estufa por 24h a 105°C e,
posteriormente, calcinadas em mufla por 20 min a 550°C, para determinacdo da
concentracdo de SSV, em que, considera-se o valor final de Xa obtido pela
multiplicacdo da concentracdo pelo volume da lavagem. Para a determinacéo de Xs
seguiu-se 0 mesmo protocolo, em que amostras do volume drenado ao final da
operacao forma retiradas e submetidas a etapa de determinacéo de solidos (filtracéo,
secagem e calcinagéo).

A determinagéo de Xe foi baseada no célculo da integral da vazdo massica de
sélidos eliminados na corrente efluente ao RCTM durante o periodo da operacional
(Equacéo 23). Na Equacéo 23, os termos SSVe, Q e t representam, respectivamente,
a concentracdo de soélidos suspensos volateis no efluente (gSSV L), a vazéo afluente
ao RCTM (L d?) e o tempo de operacéo do sistema. Para a resolugéo das equacoes

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



102

X, = f {(SSV, - Q) dt Eq.(23)
0

O termo Xa foi considerado nulo uma vez que durante a operagédo nao foram
realizados descartes de biomassa contida no reator.

O termo Sc foi calculado a partir da equacédo integral da vazdo massica de
substrato consumido ao longo da operacéo, isto é, a massa total de carboidrato total,
glicerol e &cido latico consumidos ao longo da operacédo. A Equacao 24 apresenta o
calculo da referida equacdo integral, em que os termos Q, DQOaf, DQOef e t
representam a vazao afluente ao RCTM (L d!), a concentracdo da matéria organica
afluente e efluente (gDQO L1) e o tempo total de operacdo do sistema,

respectivamente.

t
Sc = jo Q- (DQO,; — DQO,) dt Eq.(24)

A partir do calculo de Yx/S foi possivel determinar a producéo de biomassa pelo

consumo de substrato em um determinado intervalo de tempo (Px) conforme indicado

na Equacéao (25).
Py = Q" (Csyr — Csep) - YX/S Eq.(25)

Considerando a Equacéo 26, calculou-se a quantidade de biomassa acumulada
no interior do RCTM, em um determinado tempo (Xn). Na Equacéo 27 tem-se que Vr
corresponde ao volume util do reator (L), Xt € a quantidade de biomassa total
produzida ao longo da operacdo do RCTM (Xa + Xs + Xe, em gSSV), Xn € a quantidade
total de biomassa no interior do RCTM no tempo n @SSV L™ reator), Xn-1 € a quantidade
total de biomassa no interior do RCTM no tempo n-1 (gSSV L reator) € D € @ massa de
solidos descartados.

D
+ Xn—l — V_ EQ(26)

_ fnn_l P, dt . X, + X + X4
B A X,
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No tempo t = 0, a quantidade de biomassa, no interior do RCTM (Xo), foi
estimada a partir da Equacédo 27, em que Vin corresponde ao volume de substrato
utilizado para a inoculacao (autofermentacéo); no caso deste trabalho, utilizou-se o
volume igual a 15 L para a operagédo com o meio sintético e o volume igual a 20 L para

a operacdo com a vinhaca.

. CSO " YX/S - Vin

X = v Eq.(27)
r

Antes de apresentar o calculo da COVe, é necessério relembrar o calculo da
COVa apresentado na Equacdo 28, em que os termos Car € Q correspondem a
concentracdo de afluente ao reator (g L!) e a vazdo afluente, respectivamente, ao

reator no tempo n (L d1), e V: representa o volume (til de operacéo do reator (L).

Eq.(28)

Finalmente, a COVe (gDQO g!SSV d?), em um determinado tempo n de
operacdo foi obtida pelo quociente entre a carga organica volumétrica aplicada
(COVa) ao RCTM e a quantidade de biomassa retida neste (Xn, gSSV L reator),
conforme apresentado na Equagéo (29).

CoV,
Xn

cov, = Eq.(29)

4.8. Balanco de massa

Sabe-se que a Lei de Conservagao de Massa de Antonie Lavoisier afirma que
a massa ndo pode ser criada e nem destruida. Assim, em todos 0s processos a massa
inicial em algum equipamento é igual a massa final, caso ndo ocorra acumulo no inte-
rior do equipamento. Por isso, 0 balango de massa é importante no estudo de um
processo.

Desta forma, para entender os processos de remocéo de matéria organica bem
como a producdo de metabdlitos secundarios ao longo da fermentacédo escura reali-
zada neste trabalho, foram obtidos dois balancos de massa distintos, seguindo meto-

dologia descrita em Fuess et al. (2016). Primeiro foi realizado o balan¢co de massa da
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fracédo solavel (BMFS) nas correntes de afluentes (vinhaca e agua sintética) e efluen-
tes dos RCTMs (agua sintética e vinhacas acidificadas). Em segundo, o balango de
massa global (BMG) do sistema foi obtido a partir do monitoramento das correntes
dos efluentes envolvendo os compostos soluveis, a producéo de Hz e os sélidos ao
longo da operacao.

O desenvolvimento do calculo do BMFS envolveu os acidos organicos e sol-
ventes analisados por cromatografia gasosa (operacéo com a vinhaca) e cromatogra-
fia liquida (operacdo com agua sintética) os quais foram convertidos em equivalentes
de matéria organica, dado em forma de DQO, de acordo com suas respectivas rea-
cOes de oxidacdo apresentadas na Tabela 11.

Assim, a determinacdo do BMFS foi baseada na Equacao 30, em que a DQO
referente aos &cidos orgéanicos, ou metabdlitos secundarios, € a concentracao de cada
acido ou solvente multiplicado por seu respectivo fator de equivaléncia. Os termos
DQOcH e DQOgcL representam a concentragdo de matéria organica em DQO equiva-
lente aos carboidratos totais e glicerol, respectivamente. E o termo DQOsef corres-
ponde a DQO soluvel na corrente efluente.

DQOmetabélitos + DQOCH + DQOGLI
DQOser

BMFS = ( )100 Eq.(30)
O BMG considerou, além dos compostos solaveis, a producéo de hidrogénio e
sélidos ao longo da operacdo dos RCTMs, apresentado na Equacao 31. Este balanco
expressa a relagéo entre a DQOt equivalente efluente aos reatores e a DQOt afluente
a estes. O termo DQOw2 corresponde a vazdo de hidrogénio convertida para carga
equivalente em DQO (g d?), dada segundo fator de equivaléncia apresentado na Ta-
bela 11. O termo DQOssv corresponde a concentracdo de matéria organica em DQO
equivalente a producéo de SSV (g d?), considerando fator de equivaléncia igual a 1,42
gDQO g'SSV (FERRAZ JR. et al., 2014). E o termo DQOtaf representa a concentra-

cao de matéria organica em DQO total na corrente afluente.

DQOSmedida efluente + DQOHZ + DQOSSV
DQOtmedida afluente

BMS = ( )100 Eq.(31)



Tabela 11. Fatores de equivaléncia aplicados no balanco de massa.
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Composto Simbolo Formula Massa molar Reacéo de oxidacao Fator de equivaléncia
(g mol)
Carboidratos CH C12H22011 342,29 C12H22011 + 1202 > 12CO2 + 11H20 1,12 gDQO g*CH
Glicerol GLI CsHsOs 92,09 CsHsO3 + 7/202 - 3CO2 + 4H20 1,22 gDQO g*GLI
Acido Latico HLa C3HsO3 90,08 C3HsO3 + 302 2 3CO2 + 3H20 1,07 gDQO g'HLa
Acido acético HAC C2H402 60,05 C2H402 + 202 > 2CO2 + 2H20 1,07 gDQO gHAC
Acido propibnico HPr C3HsO2 74,08 CsHeO2 + 7/202 - 3CO2 + 3H20 1,51 gDQO gtHPr
Acido butirico HBuU C4HsO2 88,11 C4HsO2 + 502 = 4CO2 + 4H20 1,82 gDQO g*HBuU
Etanol EtOH C2HeO 46,07 CsH1202 + 802 - 6CO2 + 6H20 2,09 gDQO g*EtOH
Hidrogénio H2 H2 2,02 H2 + 1/202 - H20 8,00 gDQO gtH2

Fonte: Autor (2022).
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4.9, Analises moleculares

A microbiota desenvolvida ao longo da operagédo de fermentagdo escura com
vinhaca de cana de cana-de-acucar foi caracterizada a partir de analises de biologia
molecular em amostras de biomassa coletadas: (i) no inoculo (processo de
autofermentacéo), (i) nas biomassas acidificadas obtidas no final da operacao
continua dos RCTMs e (iii) nas biomassas obtidas apds o ensaio de reatores em
batelada, conforme é apresentado no esquema da Figura 13.

Figura 13. Fluxograma informativo de quantidades de amostras coletadas para realizacéo de andlise
de biologia molecular.

Producéo do inoculo (autofermentacéao)
*Coleta de amostra

U

Operacdao continua dos RCTms
*Coleta de amostra

L

Operacao em modo batelada
*Coleta de amostra

Fonte: Autor (2022).

Apbs a coleta das amostras, estas foram preparadas a partir da separacao e
lavagem de células suspensas por meio de centrifugacdo (5min a 4000rpm) e solugéo
de PBS, com o objetivo de obter pellets de 1,0g de biomassa. Posteriormente, estes
pellets foram submetidos ao processo de extracdo de DNA utilizando-se o kit FastDNA
SPIN para solos (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA), e ainda seguindo todas as
instrucdes fornecidas pelo fabricante para adicdo e tempo de reag&o. Os principais
componentes do kit sdo: Lysing Matrix E 50x tubos de 2.0 mL, tampéao de fosfato de
sodio 60 mL, tampé&o de MT 8 mL, solugédo de PPS 25 mL, matriz de ligagdo 66 mL,
modulos de SPIN, tubos de captura, concentrado SEWS-M 12 mL, DES 20mL, BBS
Gel Carga 200 pl.
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Em sequéncia, o DNA extraido foi enviado para o Laboratério NGS Solucdes
Genobnimas para a analise de amplificacdo do DNA com primers para regido de inte-
resse 16S v3-v4 (341F-785R), incluséo dos barcodes, pool das amostras, quantifica-
¢do do pool e sequenciamento (2x150 ou 2x250, média de cobertura de 50.000 paired-
end reads por amostra), e também para analise de bioinformatica basica para identifi-

cacao taxondémica.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados e discusséo referentes aos
objetivos propostos no presente trabalho. O estudo do controle em funcdo da COVe
da producéo de hidrogénio, a partir de agua sintética a base de sacarose e a partir de
vinhaca de cana-de-acucar, em reatores continuos de tubos multiplos (RCTMs).
Inicialmente, foram analisados os resultados do ensaio dos reatores no periodo de 70
dias com agua sintética em condicdes de operagéo iguais a COV = 96g DQO L' d'a
e TDH = 4h, na segunda etapa foram analisados os resultados do ensaio dos reatores
no periodo de 93 dias com vinhaca de cana-de-agUcar nas seguintes condicdes de
operacdo: E1 (TDH =24 h, COVa = 33,6 gDQO.L*.d1); E2 (TDH =12 h, COVa=57,6
gDQO.L1.d?) e E3 (TDH =8h, COVa = 72,0 gDQO.L.d?).

Nesses ensaios foram avaliados o crescimento de biomassa e o controle da
COVe, além da influéncia da carga organica 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 bioldgicos anaerébios de
producao de hidrogénio, a fim de discutir as potencialidades e futuras perspectivas da

configuracéo estudada.

5.1. Desempenho do RCTM18: agua sintética

5.1.1. Producéo e Rendimento de hidrogénio

Destaca-se no perfil temporal de produgdo volumétrica (PVH) e rendimento de
hidrogénio (HY) na Figura 14 A-B, que embora as curvas apresentem periodos de
instabilidade na producdo de hidrogénio com sacarose, € possivel notar um pico

crescente de producdo de gas nos primeiros 20 dias de operacdo. Este
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comportamento € comum em reatores anaerébios acidogénicos e esta associado a
fase de aclimatacdo a biomassa, como é discutido e estudado em trabalhos como
Gomes et al. (2015), Anzola-Rojas et al. (2015), Gomes et al. (2016), Fuess et al.
(2016), Fuess et al. (2017), Fuess et al. (2019), Trevisan et al. (2019).

Figura 14. Produgdo de BioH2: A) producdo volumétrica de hidrogénio (PVH), B) rendimento de
hidrogénio (HY), C) propor¢éo de Hz e CO2 na composicao de biogas. Legenda: A) PVH (-m-); HY (-
o-), B) CO2(-m-); H2 (-0-)
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A producéao volumétrica de hidrogénio (PVH) apresentou oscilacao apos o 25°
dia até o final da operacdo (Figura 14). Assume-se, entdo, que neste periodo a
biomassa ja estava estabelecida e aclimatada para a producédo de H2. Uma vez que,
de acordo com Anzola-Rojas et al. (2016), a fase de aclimatagéo pode ser dividida
em: fase transiente e fase de estabilidade. Entretanto, ndo se observou producdo
volumétrica significativa de hidrogénio no RCTM18.

Na comparacéo do valor médio de PVH do RCTM18 (415,3 mLH2L? d? + 4)
conclui-se que a esta baixa producdo de hidrogénio pode estar associada a
estabilizacdo de bactérias consumidoras de hidrogénio, ou a microbiota voltada para
rotas de producdo de metabdlitos secundarios como acido acético via
homoacetogénese e etanol. Ainda, os valores baixos de PVH podem estar associados
ao fenbmeno de lavagem de biomassa onde uma parte da biomassa produzida é
carregada para saida do reator e liberada juntamente com o efluente, isto é visto
também em condicdes de sobrecarga organica (COVa ~100 kg DQO m= d?)
(ANZOLA-ROJAS et al., 2015), caso deste trabalho que verificou o rendimento de
hidrogénio a partir de agua sintética (base sacarose) com aparente valor de
sobrecarga organica de 96 kg DQO m=d-.

De acordo com os estudos de Gavala et al. (2006) e Lo et al. (2008) relatados
no trabalho de Trevisan (2020), maiores producdes de Hz2 podem ocorrer com 0
aumento de concentracéo de carboidratos, porém existe um limite em que acontece a
alteracdo do metabolismo bacteriano, e inicia-se a producdo de metabdlitos
secundarios como alcoois que podem direcionar a rotas consumidoras de hidrogénio.
Como resultado, tem-se a diminuicdo da producédo de Ha.

O aumento de producéo de hidrogénio no inicio da operacao, principalmente a
producdo maxima obtida (1315,45 mLH2 Ld! + 424), pode indicar a presenca de
bactérias produtoras de hidrogénio (BPH), o que permite um aproveitamento mais
eficiente do substrato em termos de manutengédo celular nos primeiros dias de
operacédo (ANZOLA-ROJAS et al, 2015; FUESS et al, 2018).

A PVH média observada no RCTM18 (415,3 mLHz2 Lt d! + 424) é menor que
o valor da PVH reportado em Gomes et al. (2015) igual a 1470 mLH2.L! d, e foi
investigado a mesma configuracdo RCTM, porém com menor numero de tubos (12
tubos). Pode-se inferir que a proposta de aumentar a area superficial com o aumento

da quantidade de tubos néo favoreceu a producao de hidrogénio ou o rendimento do
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processo nas condicfes operacionais desta pesquisa, porém nao se pode associar a
producao de hidrogénio apenas com a estrutura do reator em estudo.

Trevisan (2020) operou o0 RCTM12 nas mesmas condi¢cdes testadas neste
estudo com RCTM18 (TDH = 4h e COVa = 96 g DQO L1 d!) em sistema continuo e
0 mesmo meio sintético a base de sacarose. A autora também relatou valores
reduzidos de PVH ao longo de uma operacéao de 80 dias. No estudo, a pesquisadora
obteve o valor médio de PVH (209,3 mLH2L* d* + 130,6) menor que o encontrado no
RCTM18 (415,3 mLHz2 L d1 + 424,1), indicando que a quantidade de substrato em
situacdes de sobrecarga pode ter causado inibicdo aos microrganismos presentes no
meio. Em comparacdo com a PVH méaxima, o RCTM18 apresentou melhor
performance menor (1315,45 mLH2 L''d? + 424) que a encontrada pelo RCTM12
(453,8 mLH2 L*d*! + 130,6). Estes resultados demonstram que a condicdo de
sobrecarga afeta a producéo de Hz na configuragdo RCTM em meio sintético a TDH
igual a 4h, e que a diferenca de numero de tubos (area superficial) pode minimizar os
efeitos de sobrecarga na producéo de Hz, e melhorar a producéo de Ho. E relevante
citar que a producédo de H2 pode ser vista como resultado da agdo de um conjunto de
parametros como pH, configuracdo de reator, temperatura, controle em funcao da
COVe. Por isso, é importante otimizar o processo a partir da investigacdo da
interferéncia do conjunto de parametros e ndo apenas de um deles, de forma isolada.

Em termos de HY, a configuracdo RCTM18 apresentou o valor HY médio igual
a 0,0023 molH2 molCH! 40,0006 enquanto o RCTM12 de Gomes et al. (2015)
apresentou valores de HY entre 0,4 — 0,6 molH2.molCH! nas trés condi¢des estudadas
E1(TDH=2heDQO=2gL?'),E2(TDH=2he DQO =4gL')eE3(TDH=4he
DQO = 2 g.L?) para sistema alimentado com agua sintética com base sacarose. De
uma forma geral, observa-se que a configuracdo RCTM12 apresentou rendimentos
baixos em relacéo a producéo de BioH2assim como o RCTM18, os autores associam
estes rendimentos de hidrogénio devido a controle da COVe acima de 10 gDQOg™?
SSvd.

Os valores nulos de PVH e HY nos dias 47° e 55° dias de operacéo podem ser
justificados, por exemplo pelo pH, os quais comprovam que valores abaixo de 5
resultam em baixa producdo de hidrogénio e na faixa de 5 a 7, relacionado aos
melhores rendimentos de producdo de hidrogénio (TREVISAN, 2020) (Figura 14). O
pH ao longo da operacéo neste estudo se manteve em média a 4,4 £ 0,9, pH menor

que 5 e ndo propicio para producdo de hidrogénio, entretanto, o valor de pH de
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operacdo meédio estudado por Trevisan (2020) igual a 4,2 + 0,5 para a mesma
condicdo de sobrecarga, aponta um rendimento médio de hidrogénio igual 0,10 mol
H2 molt Sac + 0,1, o qual € maior que rendimento apresentado por RCTM18 (0,043
molH2.molICH + 0,006). Isto nos direciona a discussdo da presenca de bactérias
ativas dentro do reator ao longo a operacédo para a manutencao celular, isto é, ativas
na producdo de substancias poliméricas extracelulares (exopolimeros) para a
microbiota se fixar na superficie interior dos tubos (BRAGA et al., 2016). Ao relacionar
a taxa de producao de H2 com a dindmica da COVe, é possivel observar na Figura
14, que o valor de COVe médio determinado no RCTM18 (4 gDQOg* SSVd'+0,5)
esta relacionado com rendimentos baixos de hidrogénio verificados na

Figura 14 A-B. A literatura reporta que para valores de COVe na faixa 4,0-6,0
gDQOg? SSVvd?, encontram-se rendimentos significativos de BioH2, como 4,9 mol H2
mol sacarose! ( Van GINKEL et al., 2001) e 2,2 mol H2 mol sacarose* (ANZOLA-
ROJAS & ZAIAT, 2016). Embora o RCTM18 tenha apresentado um 6timo controle de
COVe, os valores de rendimento de BioH2 ao longo da operacdo foram baixos
atingindo valor médio igual a 0,043 molH2.moICH! + 0,006, isto pode indicar que as
bactérias presentes no RCTM18 estavam ativas para a manutencdo celular. Esta
hip6tese para as taxas reduzidas de Hz podem ser justificadas pelos estudos de Hafez
et al. (2010) e Anzola-Rojas et al. (2016), que avaliaram a resposta da biomassa em
sistemas acidogénicos, em condi¢cdes de excesso de substrato ou elevados valores
de COVe, e verificaram que que a perda de desempenho, quanto a producdo de
hidrogénio, tende a ocorrer em razdo da inibicdo da biomassa pelo substrato
(condicdes de sobrecarga), o que também foi discutido e verificado em Trevisan
(2020).

De uma forma geral, os valores baixos de PVH e HY no RCTM18 podem ser
associados com a instabilidade na producéo ao longo da operacgéo e rendimentos nu-
los no periodo entre 55° a 61° dias de operacao, tais valores nulos para PVH e HY
nestes dias podem estar associados ao acumulo de biomassa ocorrido na camara de
entrada de ambos os reatores em estudo, resultando em entupimento dos tubos do
reator. Isto pode ter ocasionado a diminui¢cao do fluxo do fluido ao longo do reator e
consequentemente a perda na eficiéncia de producéo de hidrogénio. Ainda, esta baixa
producdo pode estar associada a baixa remocéo de sacarose nestes dias em torno
de 25%.
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Ainda na Figura 14B, é possivel verificar a composicédo de biogas produzido,
atingindo porcentagem maxima de 48,9%. No dia 47° e 55° dias, a composi¢cao do
biogas foi, predominantemente, formada por gas carbénico, o que é confirmado com
valores de HY nulos (Figura 14) e os baixos valores de COVe (Figura 16) nestes dias
de operacéo, isto pode estar associado também com erros de operacdo. Em nenhum
reator foi detectada a presenca de metano.

A Tabela 12 apresenta um resumo do desempenho do reator estudado neste

trabalho.

Tabela 12. Desempenho do RCTM18 no ensaio realizado com agua sintética.

Variaveis COVa =96 gDQO L1d?
Resultados
4,4+0,9
pH
5,7 (20)
1518,2
ERbqor (%) 23,9 (20)
51,4 (20)
23,54+14,1
ERcH (%)
42,7 (20)
0,2+1,3
SSVe(g LY
6,88 (20)
o (biogas) (%) 42,1%6,5
2 (biogas) (%
J 48,9 (20)
415,1+422,1
PVH (mL Hz L d?)
1345 (20)
HY (mol H2 mol* Sac) 0,042+0,006
0,01 (20)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao nimero de amostras, considerado no calculo da
média. Valores em italico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.
Variaveis-resposta: pH = pH de saida; ERpqot = eficiéncia de remogao de DQO total; ECsac = eficiéncia
de conversao de sacarose; SSVe = concentracado de solidos suspensos volateis no efluente do reator;
H: (biogéas) = proporg¢édo de hidrogénio no biogas; VBG = vazéo de biogés; PVH = produgéo volumétrica
de hidrogénio; HY = rendimento de hidrogénio. Fonte: Autor (2022).
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5.1.2. Converséao de substratos e pH

O perfil temporal para o pH ao longo da operacdo com agua sintética é apre-
sentado na Figura 15A. Diversos estudos tém destacado a influéncia do pH em
sistemas anaerobios para produzir biogas, seja rico em metano ou rico em hidrogénio,
seja para agua residuaria sintética ou agua residuaria real. Com os dados obtidos
neste trabalho, verificou-se um comportamento semelhante de variagdo de pH na
configuracéo estudada ao longo da operagdo com agua sintética e vinhaca.

Na Figura 15A observa-se que o pH permaneceu entre a faixa de 4,0-4,5 no
RCTM18 faixa proxima de pH (3,9 — 4,7) reportada por Gomes et al. (2015), para a
mesma configuracdo RCTM. Estes valores estdo abaixo da faixa 6tima (5,0-7,0) para
producdo de hidrogénio termofilica indicada na literatura para reatores que
apresentam material suporte (leito fixo) (FUESS et al., 2016).

O pH médio ao longo da operacdo do RCTM18 (4,4 +0,9) foi pr6ximo ao valor
médio de pH obtido por Trevisan (2020) (4,2+0,5). Estes resultados encontram-se
abaixo do pH adequado de sistemas fermentativos aplicados a producdo de H:
(pH=5,5) (OLIVEIRA et al., 2020). Ainda, estes resultados mostram que, apesar da
diferenca de tubos dos reatores, os valores médios do pH efluente foram similares na
condicéo de operacdo (DQO =16 g Lt e COVa = 96 g L' d!) testada em ambos os
RCTMs.

Evidencia-se que a PVH no RCTM18 aumentou nos primeiros 20 dias de ope-
racédo e depois permaneceu em torno de 600 mL Hz L* d* entre o periodo de 50° e
60° dias, este perfil de producdo pode estar associado a valor de pH igual a 4, e atin-
gindo a producéo nula de hidrogénio no 57° dia. O valor de pH ao longo da operacéo
em torno de 4,4 esté abaixo do valor 6timo para o processo fermentativo (5,5), e revela
a importancia de controlar e manter o pH na faixa ideal para obter uma producéo es-
tavel e otimizada de hidrogénio. N&o se pode afirmar que a producdo de hidrogénio
baixa neste dia é exclusivamente ligada ao pH, ja que a producédo depende de um
conjunto de parametros monitorados ao longo da operacao, por isso, esta baixa pro-
ducéo pode estar associada a estrutura do reator, a variacado da carga organica neste
dia.

Considerando que o controle adequado do pH permite verificar alteracdes nas
vias metabdlicas ou nos fendbmenos de producdo e adesdo de biomassa
(ANTONOPOULOU et al., 2010; DAREIOTI et al., 2014; FUESS et al., 2019), a partir
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do 47° dia de operacéo, optou-se por néo corrigir o pH com acido cloridrico, apenas
adicionou-se o bicarbonato de sodio, porém néo se verificou aumento significativo no
pH dos reatores em estudo.

A conversdo de matéria organica é expressa em DQO e carboidratos totais.
Desta forma, o perfil temporal da conversdo de carboidratos (ERcH) ao longo da
operacédo de 70 dias com agua sintética pode ser vista na Figura 15 B.

Na Figura 15B observa-se o valor minimo de conversédo obtidos o RCTM18
igual a 12,16% + 14,1 no 21° dia. A conversdo maxima de carboidratos obtida 48,54%
+ 14,6, respectivamente no ultimo dia de operacédo. Ao validar esses resultados com
os resultados encontrados na literatura, verifica-se que a conversdo média de carboi-
dratos do RCTM18 (23,45% + 14,1) ficaram abaixo do valor da conversdo média de
carboidratos (64,4%) reportada no trabalho de Gomes et al., (2015), no qual investigou
a producédo de hidrogénio em meio sintético em um RCTM com 12 tubos, TDH de 4h,
COVa 24 gDQO Lt d'e temperatura de 25°C.

Estes resultados também diferem do valor reportado no estudo de Gomes et al.
(2016), o qual obteve uma conversao de carboidratos igual a 98,4% para producao de
hidrogénio em RCTM com 12 tubos nas condi¢cdes de sistema continuo, meio sinté-
tico, material suporte na saida, TDH = 4 h, COVa = 24 gDQO L d1. A configuracéo
RCTM também foi estudada no trabalho de Trevisan et al. (2019) em sistema continuo
nas condicdes de TDH =2 h e COVa = 24 gDQO L d!, meio sintético igual ao repor-
tado neste estudo, os autores reportam um consumo de carboidratos igual a 77,7% o
gual é semelhante ao valor reportado por Anzola-Rojas et al. (2016), ambos maiores
gue as conversdes obtidas neste estudo para RCTM-18. O trabalho de Anzola-Rojas
et al. (2015) obteve eficiéncia média de conversdo de sacarose na faixa de 48% - 71%
em reator de leito fixo, operado com e sem descartes de biomassa. No entanto, o valor
converséo de carboidratos obtido no RCTM18 (23,45% + 14,1) é semelhante ao valor
determinado (21,9+12,1) no trabalho de Trevisan (2020), a qual operou o RCTM12
nas mesmas condicdes do estudo realizado nesta tese.

E interessante citar que Trevisan (2020) também estudou a condicido de
sobrecarga (COVa = 96) em TDH igual a 2h. Nesta condi¢do, o percentual médio de
conversdo da sacarose obtido foi igual a 69,7+£10,4, valor maior em relagéo ao valor
meédio encontrado pela prépria autora em TDH igual a 4 (21,9+12,1) e maior que o
valor encontrado no RCTM (23,45% + 14,1). Estes resultados podem sugerir o

aumento do TDH tenha influenciado negativamente a conversao de sacarose, porém,
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de acordo com os estudos de Manssouri et al. (2013), Inoue et al. (2014) e Anzola-
Rojas et al. (2016), estes resultados nao indicam que o TDH pode reduzir a conversao
de sacarose. Por outro lado, pode-se inferir que as menores conversbes de
carboidratos obtidas nos ensaios de TDH igual a 4h, podem estar relacionadas ao
aumento da concentracao de substrato (sobrecarga orgéanica), em termos de DQO.

E importante entender que escolha do substrato na operacdo de um reator
considera critérios como a disponibilidade, custo e conversao (biodegradabilidade)
(HAWKES et al., 2002). Neste contexto, carboidratos simples, como sacarose, €
utilizada como substrato modelo para a producdo do biohidrogénio uma vez que
permite o maior controle a nivel de biodegradabilidade ao longo do processo (VAN
GINKEL et al., 2005; TREVISAN et al., 2020). Por outro lado, fontes puras de
carboidratos representam matérias-primas caras para a produgdo de hidrogénio em
grande escala, sendo viaveis apenas quando baseadas em fontes renovaveis e de
baixo custo (Das, 2002).

Ainda na Figura 15C é possivel verificar o perfil temporal para a remocao de
DQO (total) ao longo da operacdo com agua sintética. O valor de remocédo de DQOt
maximo obtido foi igual a 17,92% + 5,4 para RCTM18. A eficiéncia de remocéo de
DQOt média observada na operacdo com a agua sintética resultou em 11,59% + 5,4,
este valor foi inferior ao reportado em Gomes et al. (2015) e Trevisan et al. (2019),
igual a 12 - 19,2% e 19,1%, respectivamente. Logo, em termos de reducéo de DQO,
o RCTM na presenca de agua sintética apresentou valor abaixo da faixa de valores
esperados quando comparados com outros sistemas que utilizaram agua sintética. E
importante destacar que a eficiéncia de remocdo de DQOt obtida neste projeto esta
relacionada com a COVa de 96 kgDQO.L'd!, uma COVa considerada alta comparada
com os trabalhos citados.

Em comparagédo com o trabalho de Trevisan (2020) para o RCTM12 a COVa
de 96 kgDQO.L'd?, o valor médio obtido para remocé&o de DQOt igual a 21,9% +12,1
€ maior quando com o valor obtido para RCTM18 neste estudo (11,59% + 5,4). Ainda,
estudos como o de Lovato et al. (2015) também relata valores de remocao de DQO
maxima de 38% e minima de 17%, valores maiores que 0s encontrados no RCTM18
e. Pode-se concluir que 0o RCTM18 nao apresentou boa performance na reducéo de

DQOt ao longo da operacao, o que pode ser investigado em trabalhos futuros.
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Figura 15. Monitoramento do RCTM18: A) pH, B) conversao de carboidrato total, C) reducdo DQOt.
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5.1.3. Producéo de biomassa e dinamica da COVe

Para acompanhamento do desenvolvimento de biomassa no reator, analises
de SSV dos efluentes acidificados foram realizadas semanalmente. As determinacfes
de COVe foram realizadas ao final de cada ensaio. Os resultados da Figura 16
retratam a dindmica do acumulo de biomassa no RCTM e apresenta a variacdo da
COVe ao longo do tempo de operagéo.

Observa-se que embora o reator tenha acumulado biomassa ao longo do
tempo, a producdo H2 (Figura 14) e consumo do substrato (Figura 15B) acabaram
sendo afetadas negativamente na COVa igual 96 gDQO L d?, a qual é considerada
uma sobrecarga para reatores acidogénicos e afeta a producéo de Hz, de acordo com
Manssouri et al. (2013). Esses autores discutem que a geracao de Hz pode ser afetada
pela maior retencdo de biomassa, devido o consumo de substrato seguir o perfil de
rotas metabdlicas desfavoraveis a producao de Hz. Ainda, os autores observaram por
meio de monitoramento dos metabdlitos, que, nos ensaios de maior concentracéo de
substrato, a formacé&o de etanol se mostrou significativa desde o inicio do ciclo, o que
fez com que reduzisse a producédo. Portanto é importante analisar a concentracéo de

biomassa pois afeta a estabilidade do sistema e o rendimento de hidrogénio.

Figura 16. Dindmica da reten¢&o e acumulo de biomassa no RCTM18.
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Os dados da producdo e retencdo de biomassa para cada ensaio estao
resumidos na Tabela 13.

O valor médio de COVe para o ensaio com RCTM18 obtido foi igual a 4,264 g
DQOg? SSV d! + 0,561. Este resultado de COVe média é semelhante aos valores
recomendados pela literatura para a producéo de hidrogénio em reatores acidogéni-
cos. Hafez et al. (2010) associaram os maiores valores de HY para valores de COVe
entre 4,4 a 6,4 g DQOg™* SSV d'. Semelhantemente a esses valores, Anzola-Rojas
et al. (2016) relataram que as melhores producdes de hidrogénio coincidiram com va-
lores de COVe na faixa de 4,3 a 6,99 DQOg* SSV d1. Da mesma maneira, Anzola-
Rojas e Zaiat (2015) justificaram o valor de 4,89 Sac g* SSV d! como condi¢éo ideal
para estabilidade na producdo de Hz. Por sua vez, os resultados de Anzola-Rojas et
al. (2015) mostraram que os maiores valores de HY foram observados para uma
COVe média de 6,0g Sac g' SSV d.

O trabalho de Trevisan (2020), o qual foi o trabalho base para definir as con-
dicdes operacionais no estudo do RCTM18, logo o principal modelo comparativo, ob-
teve a COVe média igual a 19,26 g Sacarose g* SSV d* + 12,3, valor maior que a
COVe média para o RCTM18 (4,264 g DQO g* SSV d* + 0,561). Os autores afirmam
que COVe média igual a 19,26 + 12,3 é superior aos valores recomendados pela lite-
ratura (HAFEZ et al., 2010; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015), como
resultado a producdo continua e constante de H2 ndo é alcancada eficientemente,
uma vez que valores de COVe fora das faixas adequadas podem ocasionar prejuizos
na producao de Hz pelo excesso de biomassa arrastada (lavagem celular) do reator,
ou seja, pelo desequilibrio na relagédo alimento/microrganismo.

O valor de COVe médio obtido no RCTM18 (4,0 gDQOg* SSVvd?) foi menor
gue o valor de COVe médio estimado por Anzola-Rojas et al. (2015) no estudo de um
reator de leito fixo mesofilico alimentado com agua sintética. Os autores mostram que
a COVe apresentou uma diminuicdo ao longo da operacédo de 60 dias, e os melhores
rendimentos de hidrogénio foram obtidos quando a COVe atingiu o valor igual a 6,0
gDQOg™ SSVd. Ainda, eles verificaram que para valores de COVe abaixo do 6timo
encontrado (6,0 gDQOg* SSVd?), ocorreram mudancas nas rotas metabdlicas
direcionadas para a predominéancia de bactérias homoacetogénicas. Ressalta-se que
o reator RCTM18 € uma configuracdo que nao precisa realizar descartes periodicos e

nao apresentou problemas de entupimento ao ponto de parar a operacgéao.
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Tabela 13. Balanco de biomassa no RCTM18 com TDH de 4h.

Biomassa/Substrato Ensaio
96 g DQO L1d?

Biomassa dentro do reator (g) 15,47
Biomassa aderida (Q) 2,5
Biomassa suspensa (Q) 1,2

Biomassa arrastada natural- 654,0

mente (Q)
Total biomassa gerada (Q) 673,17
Total sacarose consumida (g) 39596,34
Coeficiente de rendimento ce- 0,185

lular da biomassa Yxs (g SSV

glsac)
Biomassa arrastada (%) 97%
Biomassa dentro do reator (%) 2,2%
4,264 +£0,561
COVe (g Sac gtSsSvd?)
(24)

Nota: Valor entre parénteses corresponde ao niimero de amostras considerado no calculo da média.
Fonte: Autor (2022).

E valido citar que o valor da COVe apresenta influéncia sobre a producdo de
hidrogénio e o desempenho dos reatores, principalmente em sistemas de culturas
mistas, porém atingir o valor adequado deste parametro no processo depende de va-
rios fatores como a distribuicéo da estrutura microbiana dentro do reator, e isto envolve
condi¢cbes de temperatura, tipo de substrato, acao de interferentes, entre outros (AN-
ZOLA-ROJAS et al., 2015).

O RCTM18 apresentou valores adequados de COVe controlados na faixa de
4,2-6,3 gDQO g'SSV d. Estes valores de COVe foram diferentes dos valores de
COVe reportados no trabalho de Gomes et al. (2015), o primeiro trabalho com a
configuracdo RCTM. Os autores testaram 0 RCTM com 12 tubos no controle de COVe
na producao de hidrogénio a partir de agua sintética com composicao similar utilizada
neste estudo. Gomes et al. (2015) afirmam que néo foi possivel controlar a COVe

devido a grandes variagOes deste parametro ao longo da operacédo. Eles discutem
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valores na faixa de 29,29-5,77 gDQO g*SSV d?, 39,74-4,54 gDQO g 1SSV d'e 16,68-
3,15 gDQO g'SSV d?, para as condicdes COVa=2gL'e TDH=2h, e COVa=4g
Lt e TDH = 4 h, em que nas condicdes testadas a camara de saida do reator foi
preenchida com material de suporte poroso. Esta abordagem de utilizar material
suporte nao foi verificada no RCTM18. Isto evidencia que a proposta de aumento de
area superficial na configuracdo RCTM18 permite a melhor adesao de biomassa sem
necessitar de preenchimento de material suporte em partes especificas do reator,
como por exemplo, camera de entrada ou saida. Com os resultados obtidos foi
possivel verificar que a configuracdo RCTM18 apresenta melhor performance de
controle da COVe em relacdo ao RCTM12 para sistema acidogénico alimentado com
agua sintética a base de sacarose, sem necessidade de adicdo de material suporte.

Os valores de COVe na faixa de 4,2-6,3 gDQOg* SSVd* mostraram que a
configuracdo RCTM18 apresentou um controle adequado de COVe com valores
semelhantes a faixa 6tima encontrada na literatura de 2,0-7,0 gDQOg? SSVd para
reatores de leito fixo que apresentam crescimento de biomassa aderida (ANZOLA-
ROJAS et al.,, 2015; FUESS et al.,2016, FUESS et al.,, 2019). Isto ratifica que o
RCTM18 é uma tecnologia eficiente e de baixo custo a qual pode ser utilizada no
controle em funcdo da COVe assim como os reatores de leito fixo.

Ao comparar a faixa de valores de COVe obtidos com o RCTM18 (4,2-6,3
gDQOg* SSVd?) com a faixa de valores encontrados no trabalho de Anzola-Rojas et
al. (2016) igual a 3,8-6,2 gDQOg* SSVd, no qual foi utilizado um sistema acidogénico
de leito estruturado com material suporte (polietileno de baixa densidade) em varios
estagios e alimentado com 4gua sintética (base sacarose), observa-se que os valores
sdo semelhantes e se encontram dentro da faixa Otima citada na literatura. Desta
forma, a tecnologia robusta RCTM, por dispensar a utilizagdo de material suporte
apenas usando tubos com ranhuras de rosca sem fim, para a fixacdo de células, pode
ser considerada uma tecnologia economicamente mais viavel que os reatores de leito
fixo estruturado com polietileno de baixa densidade.

Ainda, no trabalho Anzola-Rojas & Zaiat (2016) foram testados trés tipos de
material suporte (polietileno de baixa densidade, espuma de poliuretano e ceramica),
considerando periodos de descarte de biomassa e periodos sem descarte de
biomassa. O valor de COVe médio igual a 4,8 gDQOg* SSVdfoi obtido sem realizar
descarte de biomassa ao longo do experimento, enquanto, o valor de COVe médio

igual a 4,0 gDQOg™* SSvd* foi obtido com descartes periddicos de biomassa,
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considerando que os melhores desempenhos de retencdo de biomassa foram
encontrados para o polietileno de baixa densidade e a espuma de poliuretano.
Comparando valores, observa-se que o valor de COVe (4,0 gDQOg* SSVd1) obtido
com descarte periddico de biomassa no estudo de Anzola- Rojas & Zaiat (2016) foi
igual ao valor de COVe médio obtido para o RCTM18 (4,0 gDQOg* SSvd1), isto
ratifica que a regido de tubos do RCTM18 apresenta potencial para adesdo de
biomassa como o material suporte utilizado em reatores de leito fixo.

O estudo de Blanco et al. (2017) em reator mesofilico de leito fixo alimentado
com agua sintética (base sacarose) investigou que o acumulo de biomassa pode
afetar diretamente a COVe do sistema, estimulando mudancas metabdlicas que
podem interromper a producédo de BioH2 apds alguns dias de operacéo. Ainda, eles
afirmam que, para baixos valores de COVe (altas concentracdes de biomassa), as
condicBes de escassez de substrato tendem a facilitar a rota de homoacetogénese
que utiliza H2 como doador de elétrons assim como Anzola-Rojas et al. (2015), o que
explicaria os baixos niveis de producao de biogas observados em diferentes reatores
de leitos fixos. Além disso, este estudo mostrou que os maiores rendimentos de BioH2
foram associados a faixa de COVe entre 4,3—-6,6 gDQOg™* SSVd, como resultado do
estabelecimento de condicdes equilibradas em termos de disponibilidade de substrato
e retencdo de biomassa dentro do reator estudado. Os resultados de COVe do
RCTM18 (4,2-6,3 gDQOg* SSVd?) sdo semelhantes aos valores de COVe obtidos
em Blanco et al. (2017), entretanto foram observados baixos rendimentos de
hidrogénio no RCTM mesmo com este controle adequado de biomassa.

Quando se compara a faixa de COVe do RCTM18 (4,2-6,3 gDQO g''1SSV d?)
com a faixa obtida (11,9-61,0g sacarose g* SSV d?) pelo estudo de Trevisan (2020),
€ possivel observar que que o controle da COVe € melhor em RCTM18, o que con-
firma a hipétese de que quanto maior a area superficial da regido de tubos, melhor o
controle em fungéo da COVe, como resultado melhor retencao de biomassa.

De uma forma geral, a utilizacdo da energia proveniente do substrato pode
ser redirecionada para o crescimento e manutencao celular, ao invés da producéo de
BioH2 (TREVISAN et al., 2020) e isto foi verificado no teste de RCTM18 alimentado
com meio sintético, esta configuracdo apresentou perfil estavel de controle em funcéo
da COVe, porém nenhuma producéo de hidrogénio significativa foi observada durante
a operacdo (0,043 molHz2.mol*CH) quando comparado com outros rendimentos de

hidrogénio encontrados na literatura, por exemplo, 0,4 — 0,6 molH2.mol*CH (GOMES
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et al., 2015), 3,5 molHz.mol*sacarose (ANZOLA — ROJAS et al., 2015), 0,48 — 0,51
molHz2.mol'sacarose (TREVISAN et al., 2019) e 0,1 molH2.mol*sacarose (TREVISAN,
2020).

Considerando alguns trabalhos na literatura, a producdo e o controle de
biomassa também podem ser avaliados pela determinacdo do coeficiente de
rendimento celular (Yx/s), o qual representa o quanto de substrato foi convertido em
células (biomassa). Neste trabalho, o valor obtido para 0 RCTM18 (0,18 gSSV g'CH)
foi préoximo dos valores de Yx/s iguais a 0,2 e 0,3 gSSV ¢g'CH os quais estdo
associados a menores rendimentos de hidrogénio (HAFEZ et al., 2010). Aumentos
nos valores de Yxis em reatores acidogénicos indicam alteracdo na microbiota, com
aumento da populacdo de microrganismos néo produtores de hidrogénio ou mesmo
de seus consumidores.

O resultado de Yx/s igual 0,18 g.SSVg1.CH é maior que o valor obtido por
Trevisan (2020) igual a 0,054 g SSV g sacarose e ainda maior quando comparado
aos resultados relatados por Anzola-Rojas et al. (2015) e Anzola-Rojas & Zaiat (2016),
estes autores encontraram valores de Yx/s préximos de 0,06 g.SSVg1.CH, o que
caracteriza sistemas associados a bons rendimentos de hidrogénio. Além disso, o
valor obtido neste trabalho de doutorado (0,18 gSSV gCH) foi maior do que o valor
encontrado por Gomes et al. (2015) de ~0,07g SSV g sac, no qual a producéo de
hidrogénio diminuiu continuamente até o 22° dia e praticamente cessou.

De acordo com Blanco et al. (2017), quando a biomassa € submetida a
condi¢Bes de arraste, 0 metabolismo das células é direcionado para o crescimento,

a fim de manter uma alta densidade celular dentro do reator. Por outro lado, quando
a biomassa é submetida a condi¢cdes de adeséo, a energia metabdlica é utilizada
principalmente em diferentes vias, ao invés da sintese celular. Considerando este
contexto, o valor de Yxs igual 0,18 gSSV g'CH pode estar associado ao maior

arraste de biomassa.

5.1.4. Producédo de metabdlitos secundarios para RCTM18 com agua sintética

E comum a producdo de metabdlitos secundarios no processo fermentativo
anaerobio de producéo de BioH2, uma vez que a este processo pode ocorrer por via
piruvato, ou seja, por uma rota metabolica da glicose, onde o acucar é quebrado a

piruvato gerando ATP e NADH, por acao de microrganismos (ANZOLA-ROJAS et al.,
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2015). Dependendo das condicbes de operacdo (TDH, substrato, temperatura,
COVe), os microrganismos podem seguir rotas metabodlicas diversas (ANZOLA-
ROJAS et al., 2015).

Além de ser observada a producao de BioH2 nos reatores acidogénicos na fer-
mentacao da agua sintética, outros metabdlitos solaveis (acido latico, acido férmico,
acido acetico, acido propibénico, acido butirico, etanol) foram produzidos e suas con-
centragdes podem ser observados na Figura 17 A-B. Os principais metabdlitos quan-
tificados no RCTM18 foram o acido acético (0,6 g L1+ 0,2) e etanol (0,42 g L1+ 0,2),
exceto entre o periodo compreendido entre o 0° e 0 14° dias de operacédo. Neste caso,
verificou-se um aumento na proporc¢ao de acido butirico (HBu) na corrente efluente ao
reator (~24%).

A producdo de etanol é associada a baixos valores de pH, o processo de
fermentacao do tipo etanol é caracterizado por ocorrer na faixa de pH 4,0-5,0, (FUESS
et al., 2017; FUESS et al., 2019), o que pode justificar os resultados obtidos para a
producédo de etanol, uma vez que o pH observado durante todo o periodo experimental
foi em torno de 4,5 (Figura 17A). Este resultado de pH é validado com o estudo de
Ren et al. (2007) o qual informa que a faixa adequada para a fermentacao do etanol
esta entre 4,0-5,0. Vale ressaltar que a producédo de EtOH em sistemas fermentativos
tem sido associada com a preferéncia dos microrganismos produtores de H2 para
produzir solventes em condicdes de baixos valores de pH, corroborando o
comportamento observado neste trabalho. Ainda, algumas espécies de Clostridium
geralmente produzem etanol apés a producédo de hidrogénio a baixos valores de pH,
em sistemas continuos (ANZOLA-ROJAS & ZAIAT, 2016; TREVISAN, 2020).

Nao foram observados acumulos significativos dos &cidos latico, formico pro-
pibnico e butirico, o que pode ser justificado pelos valores de concentragcdo media
iguais a 0,19 g.L*+ 0,1, 0,08 g.L*+ 0,1, 0,07 g.L1+ 0,1, 0,08 g.L"1 + 0,1 respectiva-
mente, ratificando que a producéo de metabdlitos secundérios foi predominantemente
composta por acido aceético e etanol. Os valores médios dos acidos produzidos no
reator sdo apresentados na Tabela 14.

Trabalhos tidos como referéncia em estudos de sistemas acidogénicos como
Anzola-Rojas et al. (2015), Gomes et al. (2015), Ferraz-Jr et al. (2014b), Fuess et al.
(2016), Gomes et al. (2016), Fuess et al. (2019) confirmam que o desempenho da fase
acidogénica quanto a producao de hidrogénio pode ser melhor compreendida ao es-

tudar o calculo da razdo entre as concentragbes de acido butirico e acido acético
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(HBu/HAc). De fato, observa-se valores da razdo HBu/HAc menores que 1 para o
RCTM-18 (0,3), porém valores baixos de HY foram verificados neste trabalho. Para o
RCTU, o valor observado foi igual a 5,3 sugerindo que a principal rota fermentativa
associada a producao de hidrogénio no reator RCTU pode ter sido tipo butirica.

Tabela 14. Resultados principais de metabolitos produzidos.

Metabolitos secundarios
Ensaio Acido Acido Acido Acido Acido Etanol

Latico Formico Acético  Propibnico  Butirico (EtOH)
(HLa) (HFo) (HAc) (HPr) (HBu) (gLh
@@Ly  (@LYh 9L (gL (9 L-1)

96 gDQO L 0,19+0, 0,08+0,0 0,59+0,2 0,07+0,06 0,08+0,1 0,42+0,2

Ldt 1 60,2 6 0,16 1 4
0,3 (20) 0,9 (20) 0,36 0,81
(20) (20) (20) (20)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao nimero de amostras considerado no calculo da

média. Valores em italico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.
Fonte: Autor (2022).

A Figura 17 A-B apresenta a producdo de metabdlitos secundéarios no RCTM
em estudo.



125

Figura 17. Metabdlitos soltveis quantificados no RCTM18 ao longo da operacgéo da fase acidogénica:
A) perfil temporal de concentracdo de metabdlitos e B) propor¢cdo de metabdlitos Concentragdo e
distribuicao de acidos.
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5.2. Desempenho dos RCTM10 e RCTM18: vinhaca de cana-de-acucar
5.2.1. Producao e rendimento de Hz

A configuragdo RCTM ainda néo tinha sido testada para vinhacga de cana-de-
acucar, desta forma, este trabalho é o primeiro com esta aplicacdo. Neste contexto,
os dados de referéncia para estes parametros serdo com base em estudos de reatores
acidogénicos de leito fixo alimentados com vinhaca.

Para realizar este estudo, um teste de varredura foi realizado considerando trés
condi¢cBes. Este teste de varredura consistiu em valores de TDH méximo para um
minimo (24, 12 e 8 h) e valores de COVa iguais a 32, 57 e 71 gDQO L "'d*. O objetivo
de testar estes parametros de operacao foi determinar o valor de COVa 6tima para a
configuracdo RCTM alimentada com vinhaca de cana-de-agucar, porém nao foi pos-
sivel obter uma COVa 6tima nas condicfes testadas para os RCTMs, uma vez que o
reator continuou apresentou um rendimento de hidrogénio crescente a medida que a
COVa aumentava, o sugere um estudo com valores de COVa maiores que 71 gDQO
L-tdt

Na Figura 18 A-B é possivel notar o perfil temporal de producéo e rendimento
de hidrogénio na operagédo com a vinhaga. Observa-se um comportamento quase nulo
de producao de hidrogénio nos primeiros 60 dias de opera¢éo. Considerando o estudo
de varredura, neste periodo, os valores de TDH testados foram 24h para uma COVa
de 31,87 gDQO L' d'e TDH de 12h para uma COVa de 61,83 gDQO L* d}, a partir
do 60° observa-se um periodo consideravel de instabilidade nas producbes e
rendimentos de hidrogénio. Isto pode ser a resposta a perturbacéo de troca de TDH e
COVa (8h e 71 gDQO L d1). Neste periodo de 60° a 70° dias de operacéo atingiram-
se os valores maximos para PVH e HY de 2243,3 mLH2L* d* e 4 molH2.molCH! para
o RCTM10, 1901,9 mLH2L* d* e 4 molH2moICH! para o RCTM18. Esses valores
maximos de PVH sdo maiores que os valores reportados em alguns sistemas
acidogénicos de leito fixo alimentados com vinhaca e mantido a 55 °C, como é visto
no estudo de Ferraz et al. (2015a) com uma PVH de 762 mLH2L™* d™* para uma COVa
igual a 84,2 kg DQO m=3d™, e no estudo de Fuess et al. (2016) com o valor de PVH
igual a 1604 mLH2.L*d™* para uma COVa igual a 84.2 kg DQO m==3d™.
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Figura 18. Producdo de BioH2 nos RCTMs: A) Producdo volumétrica de hidrogénio (PVH). B)
rendimento de hidrogénio (HY) na operagédo dos RCTMs com vinhaga de cana de agucar.
Legenda: RCTM10 (-e-); RCTM18 (-0)
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Fonte: Autor (2022).

O valor de HY médio obtido no RCTM18 (0,0006 molH2 mol*CH + 0,014) e no
RCTM10 (0,0013 molH2 mol*CH * 0,003) foram inferiores em relacdo ao valor médio
de HY igual a 1,5 molH2 mol'*CH, apresentado no estudo de Fuess et al. (2016). Os
autores reportam que o rendimento de hidrogénio obtido esta associado a valores de
pH de efluentes na faixa de 5,1-5,2, e embora a COVe nao tenha sido controlada
adequadamente devido ao acumulo de solidos retidos no leito do reator, nos primeiros
100° dias de operacéo foi possivel obter uma COVe 6tima de 6,3-6,4 g CH g''1SSV d-
. Em contraste, os RCTM18 e RCTM10 apresentaram operagdo com controle de pH
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meédio na faixa igual 4,0-5,5, a qual esta proximo da faixa 6tima (5,0-5,5) para
producado de hidrogénio indicada na literatura para reatores que apresentam material
suporte (leito fixo) (FUESS et al., 2016).

Ferraz-Jr et al. (2014b) apresentou a melhor performance de HY médio igual a
1,4 molHz2 mol'*CH em 4 condicdes testadas no reator do tipo leito fixo estruturado
enquanto Ferraz-Jr et al. (2015a) reportaram o valor de HY médio igual a 1,6
molH2mol*CH. Todos estes valores também foram maiores que os valores
encontrados no RCTM18 (0,0006 molH2 mol*CH + 0,014) e RCTM10 (0,0013
molH2mol*CH + 0,003), isto pode ser justificado pelo pH de operacdo dos RCTMs, o
qual permaneceu entre a faixa de 4,0-5,5, para ambos os reatores. No entanto, 0
trabalho de Fuess et al. (2019) associou a boa performance do reator de leito fixo em
termos de producéo volumétrica e rendimento de hidrogénio a estratégia operacional
de controle de pH na faixa ideal de 5,0-5,5 para direcionar a fermentacao anaerébia
para a producéo de BioH2-butirato. Ainda os autores afirmam que o controle do pH no
processo de fermentacdo pode ajudar a minimizar os impactos negativos associados
a variabilidade composicional da vinhaca da cana-de-aclcar. Desta forma, é valido
realizar um estudo sobre o controle de pH nos RCTMs ao longo de um periodo de
safra de cana-de-acucar para verificar o rendimento de producdo desta tecnologia
diante da variagédo de pH.

Observando ainda a Figura 18 A-B, os valores nulos de PVH e HY obtidos no
RCTM-18 nos 42° e 46° dias ndo podem estar associados a valores de pH (5,33 e
5,44), esses valores estdo proximos dos valores 6timos da literatura para sistemas
acidogénicos.

O que é possivel inferir € que a producédo de gas e do rendimento de hidrogénio
é calculada levando-se em consideracdo o numero de pulsos de gas contabilizados
no medidor Arduino, verificando os dados obtidos nestes dias de operacdo observa-
se que o numero de pulsos contabilizados no canal do medidor conectado ao reator
RCTM18 foi igual a zero, logo conclui-se que ocorreu uma falha na medicdo que
impossibilitou o calculo de pulsos de gas e consequentemente o calculo de PVH e HY.
N&o se pode afirmar que a producdo nula de hidrogénio baixa neste dia é
exclusivamente ligada a falha no medidor, ja que a producé&o depende de um conjunto
de parametros monitorados ao longo da operacao, por isso, a baixa producédo pode

estar associada a estrutura do reator, a variagao da carga organica neste dia e ainda
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a producdo de metabdlitos secundarios como acidos organicos. Este comportamento
nao foi observado para o RCTM10.

Na Figura 19 A-B observa-se a composi¢céo de biogas, a qual apresentou valo-
res médios semelhantes de hidrogénio para o RCTM10 (29,3%) e RCTM18 (30,2%),

nenhum percentual de metano foi detectado.

Figura 19. Composicao de biogas nos reatores acidogénicos: A) composicao de biogas no RCTM10 e
B) composicao de biogas no RCTM18.
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5.2.2. Converséao de substratos e pH

A analise dos dados de pH obtidos nos reatores RCTM10 e RCTM18 (Figura
20 A) mostram que o pH permaneceu entre a faixa de 4,0-5,5, uma faixa de pH
proxima da faixa otima (5,0-5,5) para producdo de hidrogénio indicada na literatura
para reatores que apresentam material suporte (leito fixo), reportada em Fuess et al.
(2016).

A faixa de valores de pH (4,0-5,5) na fermentacao da vinhaca de cana-de-acu-
car ficou proxima da faixa de valores otimizados de pH (5,0-5,5) reportado por Fuess
et al. (2019). E importante controlar o pH na faixa otimizada durante a fermentacéo,
pois isto € uma estratégia que permite manter estabilidade do sistema acidogénico em
termos de consumo de DQO, consumo de carboidratos, producdo de hidrogénio, em
sistema acidogénico submetido a variabilidade composicional de vinhaca (FUESS et
al., 2019).

Estudos sobre sistemas acidogénicos reportaram condi¢des 6timas de produ-
cao de hidrogénio para valores de pH proximos a 5,2 em reatores continuos, conside-
rando o uso de diferentes tipos de aguas residuarias e residuos (MIZUNO et al., 2000).
Para sistemas acidogénicos utilizando-se vinhaca de cana-de-acucar como substrato,
os valores de pH associados as producdes de hidrogénio sédo reportados em Santos
et al. (2014a, b ec) 4,1, 4,5-4,9 e 4,2-4,6, sem ajuste prévio de pH na corrente aflu-
ente. Estes resultados sdo similares da faixa de pH de operacao obtida para ambos
RCTMs (4 — 5,5) com ajuste prévio do pH na corrente afluente aos reatores, porém
néo ocorreu producdo de H2 no RCTM18 (0,0006 molHz2 mol*CH + 0,014) e nem no
RCTM10 (0,0013 molH2 mol*CH * 0,003) como foi observado na Figura 18 B.

Embora a literatura indique que para valores de pH inferiores a 5,0 ocorre per-
das na producédo de hidrogénio, confirmando a tendéncia observada neste trabalho.
Estas perdas podem estar associadas a efeitos inibitorios causados pela permeabili-
dade de &cidos nédo dissociados pela membrana celular (van GINKEL e HALLEN-
BECK, 2009; ANTONOPOULOU et al., 2010).

Em condi¢cbes acidas extremas, a energia proveniente dos substratos organi-
cos pode ser direcionada para a manutencao das células, ocasionando producdes
nulas de hidrogénio, como foi observado nos RCTMs. A diminui¢gdo do pH no interior
das células também afeta negativamente a atividade das hidrogenases, enzimas en-

volvidas na producéo de hidrogénio (DAREIOTI et al., 2014). Estudos em sistemas
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fermentativos direcionados para a producao de hidrogénio normalmente associam ele-
vadas atividades das enzimas hidrogenases em valores de pH préximos a 5,5
(CASTELLO et al., 2020), pH maximo obtido nos RCTMs ao longo da operacgéo. O
desempenho dos reatores foi analisado a partir da conversao de carboidratos totais,
consumo de glicerol, producéo de acido latico, conversao da demanda quimica total e
producao de fenol.

A converséo de carboidratos da operacdo com a vinhacga ao longo de 99 dias
pode ser vista na Figura 20B. E possivel observar que os reatores operados com
vinhaca apresentaram periodos de instabilidade na conversao de carboidratos.

Ao comparar a conversao meédia dos reatores RCTM10 (45,10 + 18,30%), e
RCTM18 (44,42 + 18,80%) com trabalhos precursores do estudo de sistemas acido-
génicos de leito fixo e vinhaca de cana de agucar, observa-se que a conversao média
de carboidratos observada nos reatores em estudo foi inferior. Por exemplo, os auto-
res do trabalho de Ferraz Jr. et al. (2015a) reportaram a eficiéncia média de conversao
de carboidratos acima de 60%, considerando o substrato a vinhaga de cana de agucar,
enquanto o trabalho de Fuess et al. (2017) apresentou uma conversao média de 63,6
+ 9,9% para o estudo de reator de leito fixo (COVa = 84,2 kg DQO m~ d*, 55°C) ope-
rado com vinhaca de cana de acucar.

Estudar a fermentacéo da vinhaca de cana-de-acucar tem sido um desafio ha
anos. Com base na abordagem de Fuess et al. (2019), este trabalho considerou além
do carboidrato total, o glicerol e o &cido latico como substratos relevantes para a pro-
ducédo de hidrogénio. Estudos na literatura como Fuess et al. (2016) e Ferraz-Jr et al.
(2014b, 2015a) sao exemplos de trabalhos que consideraram apenas a conversao de
carboidrato total para explicar e determinar a producao de hidrogénio e os metabdlitos
secundarios gerados na fermentacdo, porém isto limita o entendimento acurado das

rotas de conversao de substrato.



132

Figura 20. Monitoramento dos reatores acidogénicos em relacdo: A) pH, B) consumo do carboidrato
total, C) consumo de glicerol e D) DQOL.
Legenda: RCTM10 (-e-); RCTM18 (-0)
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Considerando os avancos nos estudos dos processos de fermentacao da vi-
nhaca, na Figura 20C é possivel observar o perfil temporal da conversao de glicerol
ao longo da operacéo de 99 dias. A converséo do glicerol apresentou valores maximos
de 98% no 46° dia para 0 RCTM10 e 84% no 72° dia para o RCTM18. A presenca de
glicerol na constituicdo da vinhaca pode favorecer a manutencdo da populacao micro-
biana, ainda a elevada carga organica biodegradavel presente no glicerol pode resul-
tar em rdpida conversdo e acumulo de &cidos orgéanicos, inibindo a metanogénese.

Os valores de conversao média de cada reator RCTM10 (48% =+ 28) e RCTM-
18 (61% + 22) foram menores que a conversao média de 90% obtida por Fuess et al.
(2019). Os autores concluem que esses resultados de conversao de glicerol néo
podem ser considerados determinantes na producao de hidrogénio, uma vez que ao
associar esses resultados de pH, a conversao de glicerol ocorreu em pH menor que 5
e maior que 6, ou seja, em condicfes favoraveis e condi¢cbes desfavoraveis de pH
para producgdo de hidrogénio. Ao verificar os resultados de pH (Figura 20A) nos dias
méaximos de conversdo de glicerol observa-se que a conversédo de 98% encontrada
no reator RCTM10 ocorreu a um pH igual 5, enquanto no RCTM18 foi igual a 5,22,
dessa forma, tem-se que a maior conversao de glicerol entre os reatores estudados
foi a um pH 5, o que foi verificado em Fuess et al. (2019), no entanto, vale ressaltar
gue os autores verificaram conversao de glicerol acima de 90% em pH menor que 5 e
também acima de 6.

Na operacdo com a vinhaca, os valores médios remoc¢do de DQOt obtidos
foram 11,0% * 6,8 e 15,0% + 8,0 para RCTM10 e RCTM18 respectivamente. Em
trabalhos reportados na literatura, para uma carga organica volumétrica Otima
aplicada (COVa) de 84,2 kg DQO m d1, em diferentes configuracdes de reatores com
material suporte, a reducdo média de DQOLt obtida encontra-se na faixa de 15 - 25%
(FERRAZ-JR. et al., 2014b, 2015a; FUESS et al., 2016, 2017 e 2019). Logo, em
termos de reducao de DQOt, o RCTM18 apresentou valor dentro da faixa dos valores
reportados nestes trabalhos anteriormente citados, uma vez que um dos valores de
COVa testados nestes reatores foi igual a 71 gDQO.L*d%, valor préoximo da COVa
Otima reportada nos trabalhos citados. Entretanto, o RCTM-10 apresentou valor de
remocdo 11,0% + 6,8, o qual esta dentro da faixa aceitavel para sistemas
acidogénicos.

Esses resultados mostram que o desempenho do RCTM18 quanto a remocéao

de DQOt foi maior quando comparado com o desempenho de remocédo do RCTM10,
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isto pode ser explicado pela diferenca de tubos dos reatores, evidenciando que quanto
maior a quantidade de tubos, maior a area superficial para aderir biomassa e reduzir

a matéria organica presente na agua residuaria.

5.2.3. Producéo e dinamica da COVe

A proposta da configuragdo RCTM é verificar a retencdo de biomassa na pro-
ducéo de hidrogénio em um reator sem material suporte, a partir do crescimento de
biomassa aderida em tubos com ranhuras internas em forma de rosca sem fim, o que
torna o controle da COVe importante na operacédo de um RCTM. Para esta discussao
deve ser destacado que os trabalhos que apresentam o estudo de COVe em RCTM
sdo, em sua maioria, referentes a sistemas acidogénicos de leito fixo alimentados com
vinhaca de cana-de-acucar. Uma vez que diversos estudos sobre sistemas acidogé-
nicos continuos com células imobilizadas relataram instabilidades operacionais (FON-
TES LIMA et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FERRAZ JR. et al., 2015a), afe-
tando a producao de H2 e resultando em um perfil de producdo com picos no periodo
inicial da operacéo e valore quase zero no decorrer desta. Ainda, entre os diversos
fatores operacionais que podem ocasionar essa instabilidade na producao de H2 em
reatores de leito fixo, destaca-se o acimulo excessivo de biomassa nos reatores (PEI-
XOTO et al., 2011; ANZOLA-ROJAS et al., 2015, FUESS et al. 2016).

Na Figura 21A, para os reatores RCTM10 e RCTM18 observa-se um perfil de
continuidade na retencéo de biomassa resultando em valores de COVe médios iguais
a3,24gDQO g'sSsvd! + 7,06 e 6,80 gDQO.g1SSV.d ! + 9,09, respectivamente para
cada reator. O valor de COVe médio obtido no RCTM18 é similar ao valor de COVe
médio obtido (6,21 + 2,1 gDQO.g*SSV.d') no estudo de Fuess et al. (2021). Isto mos-
tra que o RCTM18 apresentou uma performance em controle de COVe similar ao do
reator de leito fixo estudado pelos autores, porém o RCTM10 ndo apresentou a
mesma performance quando comparado com o RCTM18 e o reator de leito fixo. Em
outras palavras, os RCTMs quando comparados entre si evidenciam que a diferenca
na quantidade de tubos disponiveis para adesao de biomassa (area superficial) afeta
positivamente o controle em fungédo da COVe, quanto maior o nimero de tubos, maior
a retencéo de biomassa.

Os RCTMs também apresentaram faixas de valores de COVe (RCTM18 - 2,0
—8,0gDQOg1SSV d?1; RCTM10 - 0,5 - 4,0 gDQO.g1SSV.d?1) préximos da faixa 6tima
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da faixa (2,0-7,0 gDQO ¢SSV d?) indicada na literatura (ANZOLA-ROJAS et al.,
2015; FUESS et al., 2016; FUESS et al., 2019). Entretanto, estes reatores ndo apre-
sentaram producao de hidrogénio. De fato, os RCTMs apresentaram o controle em
func@o da COVe, mas a hipotese para justificar a faixa otimizada de COVe e o baixo
rendimento de Hz (Figura 18B), € de que a biomassa retida e ativa nos RCTMs estava
voltada para a manutencéo celular (producdo de SPE) e ndo para a producéo de hi-
drogénio (BRAGA et al., 2016).

Figura 21. Dindmica da reten¢&o e acimulo de biomassa nos reatores acidogénicos.
Legenda: A) RCTM10 e B) RCTM18.
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Fonte: Autor (2022).

Quando analisamos o controle da COVe em relacao as condi¢des de varredura

testadas, observamos que a faixa Otima encontrada pelos RCTMs apresentou perfil



136

de estabilidade ao longo do experimento. Em relacdo ao perfil de acumulo de bio-
massa (Xn), este permaneceu crescente em ambos os reatores ao longo da operacao.
O RCTM10 apresentou acumulo maximo em torno de 45 g SSV L™ reator enquanto o
RCTM18 apresentou acimulo maximo em torno de 18 g SSV L™ reator. E possivel
ainda observar na Figura 21 de dinamica da retencédo e acumulo de biomassa que
embora o RCTM10 tenha apresentado maior acimulo de biomassa ao decorrer do
tempo de operagéo em comparacdo com o RCTM18, o melhor controle em fungéo da
COVe ocorreu no RCTM18.

A faixa de controle em funcdo da COVe encontrado nho RCTM18 (2,0 — 8,0
gDQOg1SSV d?) para sistema alimentado com vinhaca de cana-de-actcar foi melhor
do que a faixa 6tima citada na literatura para a configuracao de leito fixo, por exemplo,
reator de leito fixo empacotado (APBR) apresentado em trabalhos como de Anzola-
rojas et al. (2015), Ferraz-Jr et al. (2015) e Fuess et al. (2016). Estes autores discutem
gue a maior retencao de células em sistemas de leito fixo empacotado apresenta con-
dicdes desequilibradas de disponibilidade de substrato a longo prazo, e ainda pode
resultar na manutencéo de valores de COVe abaixo de 3,0 g CHt g'VSS d (ou 3,4
gDQO g VSS d?) ap6s aproximadamente 30 dias de operacdo em sistemas alimen-
tados com vinhaca, em condi¢cdes de temperatura termofilicas (55°C), mesma tempe-
ratura no estudo dos RCTMs.

Quando comparamos o RCTM18 com o reator de leito fixo, por exemplo, reator
de leito estruturado (ASTBR), verificamos que o RCTM18 apresentou também melhor
controle em funcdo da COVe em relacdo a faixa obtida por Anzola-Rojas & Zaiat
(2016). Embora este trabalho ndo tenha sido realizado com vinhaca e sim, com agua
sintética, foi o primeiro trabalho a estudar o controle em funcdo da COVe em ASTBR
evidenciando uma faixa 6tima de controle COVe igual a 3,0-7,0g de sacarose g'VSS
d? independentemente da COVa relativamente baixo (24,0 g DQO L d1). Assim, es-
tudos como o Blanco et al. (2017) também destacou o potencial do ASTBR de manter
valores 6timos de COVe na faixa igual a 4.0-6.0 g COD g''VSS d, para longos peri-
odos de operacéo (superiores a 40 dias) quando comparado com o APBR. Entretanto,
o0 RCTM18 superou os resultados tanto para o ASTBR quanto para o APBR e obteve
a faixa 6tima (2,0 — 8,0 gDQOg'SSV d*) para o periodo longo de operacéo acima de
70 dias, ainda que néo tenha apresentado producao de hidrogénio. Isto confirma a
hipétese de que o RCTM tem potencial de controle em funcdo da COVe pois sua

regido de tubos trabalha como material suporte para adesdo de biomassa.



137

Além disso, os resultados de controle em funcdo da COVe encontrados para o
RCTM18 mostram que esta configuracdo ndo precisa de intervencdo operacional
como descarte de biomassa para renovar a biomassa dentro do reator ou ainda evitar
entupimento, o que é carateristica tipica de reatores de leito fixo. Uma vez que, em-
bora um controle efetivo da COVe néo tenha sido relatado adequadamente, € comum
0 acumulo continuo de biomassa nos reatores de leito fixo sob operacéo a longo prazo
(FUESS et al., 2019), direcionando as acdes paliativas como descargas periddicas de
biomassa, para tornar os sistemas de leito fixo mais eficazes no controle da COVe e
consequentemente na retencéo de biomassa (ANZOLA-ROJAS & ZAIAT, 2016).

De uma forma geral, é valido citar que os RCTMs apresentaram boa perfor-
mance no controle em fungcéo da COVe, destacando o RCTM18. Desta forma, esta
configuragéo pode ser validada como um sistema otimizado para o controle em fungéo
da COVe para operacao continua com vinhaca de cana-de-acucar.

Os resultados deste estudo séo relevantes dentro do cenario de acumulo de
biomassa, uma vez que este pode impactar significantemente a razdo alimento/mi-
crorganismo aplicada no reator. Concentracdes excessivas de solidos podem propi-
ciar condicbes de escassez de substrato no meio, estimulando o consumo de H2 por
populacdes homoacetogénicas (FONTES LIMA et al.,2013; ANZOLA-ROJAS et al.,
2015; FERRAZ JR. et al., 2015a; ANZOLA-ROJAS e ZAIAT, 2016). Ainda, limitagdes
decorrentes do acumulo de sélidos podem ocasionar, por exemplo, o estabelecimento
de elevadas pressdes parciais de Hz no leito empacotado, ou ainda podem levar as
alteracdes nas rotas metabdlicas como a producao de compostos intermediarios mais
reduzidos, tais como os acidos propiénico e butirico (HALLENBECK, 2009; BRAGA et
al., 2016).

O estudo de Fuess et al. (2019) ratifica a relevancia deste estudo sobre a im-
portancia de investigar configuracfes adequadas de biorreatores e estudar a quanti-
dade de biomassa dentro dos reatores conectado aos caminhos metabdlicos associ-
ados a conversao dos substratos organicos encontrados na vinhaca de cana-de-acgu-
car. Os autores afirmam que os sistemas acidogénicos de leito fixo sdo as melhores
opcOes para alcancgar atividades hidrogénicas elevadas devido a sua eficiente capaci-
dade de retencgéo celular (FERNANDES et al., 2013). Por outro lado, outros estudos
indicam efeitos negativos do acumulo excessivo de biomassa em sistemas acidogé-

nicos ja que a relacéo desequilibrada alimento/microrganismo (F/M) permite que du-
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rante a operacao se estabelecam vias ndo produtoras ou consumidoras de Hz consu-
midoras (ANZOLA-ROJAS et al., 2015). Assim, sistemas acidogénicos adequados de-
vem simultaneamente fornecer superficie para fixacdo da biomassa como € identifi-
cado nos RCTMs por meio da regido de tubos. Tal regido apresentou capacidade de
reter biomassa de forma equilibrada dentro dos sistemas estudados.

Desta forma, a configuracdo RCTM pode ser estabelecida como uma alterna-
tiva de reator com caracteristicas otimizadas de controle em funcdo da COVe em uma
operacdo com uma vinhaga bruta com elevado teor de sélidos como a vinhacga de
cana-de-acucar. Os resultados apresentados na Figura 21 e na Tabela 15 validam
esta configuracdo como um sistema potencial e alternativo no controle em funcéo da
COVe quando comparado aos sistemas de leito fixo como ASTBR e APBR (FUESS
et al., 2016; FUESS et al, 2021; ANZOLA-ROJAS e ZAIAT, 2016).

O resumo da performance dos RCTMs no controle da COVe e dinamica de
biomassa ao longo da operacéo € apresentado na Tabela 13. Nesta tabela destaca-
se os resultados de biomassa lavada iguais a 95,7% e 96,47% e valores de coeficiente
de rendimento celular iguais a 0,933 e 0,746, respectivamente para RCTM10 e
RCTM18.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852419306091#b0020
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Tabela 15. Balanco de biomassa dos reatores.

Ensaios
Parametros RCTM10 RCTM18
71gDQOL1d! 71gDQOLtd?

Biomassa inicial X, (Q) 83,69 64,84

Biomassa aderida X, ( (Q) 24,3 11,70
Biomassa suspensa X, ( (g) 27,4 29,7
Biomassa lavada X, ( (Q) 11540 1147,15
Biomassa nos descartes de 0 0
fundo X, ()
Biomassa total produzida 1205,68 1189,07
no reator X; ( (9)

Consumo de DQO (g) 1292,66 1593,0
Coeficiente de rendimento 0,933 0,746
celular Yxs (g SSV glsac)

Biomassa lavada (%) 95,7% 96,47%

Biomassa inicial (%) 6,94% 5,45%
COVe (g Sac g SSV ) 3,24 £7,06 6,80 £9,09
(34) (34)
Tempo de operacgéao (d) 99 99

Fonte: Autor (2022).

5.2.4. Producédo de metabdlitos secundarios

A Figura 22 A-B apresenta os metabdlitos produzidos no RCTM10 e a Figura
23 A-B apresenta os metabdlitos produzidos no RCTM18 ao longo da operacdo com
vinhaga.

Ambos os RCTMs em estudo apresentaram perfil semelhante na producéo de
metabdlitos secundarios como &cidos organicos, sendo eles: acido latico, acido
acético, acido propidnico, acido butirico e solvente como o etanol.

Destaca-se que as maiores porcentagens de producéo verificada nas Figuras
22 e 23 de distribuicdo de metabdlitos nos RCTMs séo para acido latico (RCTM18 —
57,9%; RCTM10 — 65,9%) e acido butirico (RCTM18 -31,4%; RCTM10-19,7%) com
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as seguintes concentracdes médias ao longo da operacao para o acido latico iguais a
2,1gL1+20(RCTM18) e 3,3+ 17 g LYRCTM10), e para acido butirico iguais a 31,4
gL!+17 (RCTM18) e 19,7 g L* + 18,1 (RCTM10). Estes resultados direcionam a
discusséo de baixa producéo de H2 nos RCTMs estudados para a hipétese de que a
microbiota dentro dos RCTMs controlou a COVe e poderia estar ativa para
manutencdao celular e ainda para a producdo de metabdlitos secundarios.

Trabalhos afirmas que a producdo de &cido acético a partir de populacdes
homoacetogénicas, no meio reacional, utilizam do biogas em termos de CO2 como
fonte de carbono e H2 como doador de elétrons, para promover o crescimento celular
via Rota Wood-Lyungdahl (ANZOLA-ROJAS et al., 2015). Enquanto a producéo de
etanol pode prejudicar a producdo de Hz, pois pH na faixa igual a 4-5 é considerado
faixa de pH favoravel para fermentacdo etandlica (TREVISAN, 2020). Ainda, a
producdo de acido butirico e acido propiénico podem acontecer em condicfes de
elevados valores de COVa ou sobrecarga (84 g DQO L d?), prejudicando a produgéo
de Hz, isto valida os baixos rendimentos de H2 nos RCTMs, ao longo da varredura em
que ocorreu 0 aumento da COVa até atingir 71 g DQO L* d! (SANTOS et al.,2014),
mesmo com valores de COVe dentro da faixa 6tima. Fernandes et al. (2013) afirma
gue a producédo de 4cido butirico e etanol, metabdlitos produzidos nos RCTMs, afetam
a producéo de H2 porque estes metabdlitos podem reter H2 em suas moléculas mais
reduzidas. No caso da producao de &cido propiénico, também observada nos RCTMs,
leva ao consumo do hidrogénio disponivel no meio reacional (MOSEY, 1974)
ocasionando quedas na producédo de hidrogénio, em que 2 mols de &cido propiénico
consome 1 mol de Ho.

Palomo-Briones et al. (2017), o qual afirma que na acidogénese em TDH altos
(18 - 24h) ocorre o0 estabelecimento da comunidade microbiana
Sporolactobacillaceae- Streptococcaceae ao invés de bactérias produtoras de
hidrogénio, isto leva a produc¢éo de lactato no meio soltvel, ja em TDHs baixos (6 - 12
h) ocorre a predominancia de microbiota composta por Clostridiaceae-
Lachnospiraceae-Enterobacteriaceae, esta comunidade pode direcionar as rotas
metabdlicas da fermentacdo para producdo de hidrogénio, etanol e acetato. O
principal &cido acumulado durante a operacado dos sistemas acidogénicos RCTMs foi
acido latico o qual ocorreu a pH 5. Outros estudos como o de Fuess et al. (2019)

apresentaram que o acido latico ndo é consumido a pH menor que 5, o que poderia
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explicar a producdo de acido latico entre 80°-90° dias, em que 0s reatores
apresentaram valores de pH menores que 5.

O estudo de Cassman et al. (2018) aborda o questionamento da vinhaca ser
uma fonte de bactérias produtoras de acido latico, e observando os dados da
caracterizacdo da vinhaca utilizada neste trabalho, observa-se que no periodo de
maior producédo de acido latico, os reatores foram alimentados com a vinhaca que
apresentou maior concentracdo de acido latico (2 - 2,7 g L?) quando comparada a
vinhaca usada no inicio da operacéo (0,7 g L) a qual ja é coletada com concentragdo
de acido latico o que é alimentado nos sistemas acidogénicos e pode resultar no

aumento deste metabdlito no sistema durante as condicfes altas de TDH testados.
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Figura 22. Metabdlitos sollveis quantificados no RCTM10 ao longo da operagéo da fase acidogénica: A) perfil temporal de concentracdo de metabdlitos e B)
proporgdo de metabdlitos.

A B

‘:.'_T 12500 100% —-—I—-—-—| T E | |
(o))
£ | g
g 10000 \8, 80% i l
o) O B
g 7500 & 60%
c (]
o S
ko] [
S 5000 o 40%
& i
€ 2
§ 2500 g 20%
S &)
O

0 0%

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 0 4 9 16 23 32 45 50 58 62 66 78 80 85 87 90 93
Tempo de operagéo (d) Tempo de operagéo (d)
m Acido latico m Acido acético m Acido propiénico = Acido butirico ® etanol m 4cido latico macido acético m&cido propibnico = acido butirico metanol

Fonte: Autor (2022).
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Figura 23. Metabdlitos solluveis gquantificados no RCTM18 ao longo da operacé@o da fase acidogénica: A) perfil temporal de concentracdo de metabdlitos e B)
proporgdo de metabdlitos.
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Ainda, a producédo de acido latico em ambos os RCTMs em estudo pode ser
justificada pelo pH de operacdo em torno de 4,5 ao longo da operagcao nos reatores.
Antonopoulou et al. (2010) reportaram decréscimos na produc¢do de hidrogénio a partir
de extrato de sorgo sacarino em reatores de mistura completa para valores de pH
inferiores 4,6. Nestas condicfes, os autores identificaram etanol e acido lactico como
0s principais metabdlitos da fermentacao.

E importante citar que a producéo de acido latico pode afetar a produgéo de Hz,
uma vez que a reducdo da producdo de Hz pode ocorrer devido a competicdo por
substrato e inibicdo pela excrecao de bacteriocinas (GOMES et al., 2015; MIZUNO et
al., 2000), o que poderia explicar a baixa producdo de Hz em contraste com a
significativa producédo de acido latico nos RCMTs.

De acordo com Trevisan (2020), os valores de pKa dos acidos acético, butirico
e latico equivalem a 4,75, 4,8 e 3,86, respectivamente. Considerando que a operacéo
dos RCTMs ocorreu na faixa de pH igal a 4,3 — 5,5, pode inferir que esses acidos se
apresentaram na forma ndo dissociada no meio reacional, pois os valores de pH sé&o
semelhantes aos valores de pKa dos referidos &cidos. Ainda, de acordo com Castelld
et al. (2020), na forma ndo dissociada, os acidos acético, butirico e latico sao
considerados lipofilicos, e podem atravessar a membrana celular microbiana. No
citoplasma, esses acidos podem se dissociar e liberar prétons que acidificam o meio.
Assim, a necessidade de energia é aumentada para manter o pH interno, resultando
em um efeito contrario no metabolismo e crescimento microbiano. Desta forma, os
resultados mostram que os acidos butirico e latico sdo os principais acidos da
fermentacdo da vinhaca de cana-de-aclUcar neste estudo, o acumulo significativo
desses acidos pode ter inibido a atividade metabdlica da biomassa dentro do reator
ao longo da operacéao.

Os valores baixos de PVH e HY, observados nos RCTMs (Figura 18),
associados as porcentagens de &cido (Figuras 17 B-C), validam a hip6tese de que a
producdo de H: foi afetada devido a formacao acido latico. De acordo com Trevisan
(2020), podem ocorrer a competicdo entre as bactérias produtoras de acido latico e

as produtoras de Hz, pelo substrato (Equacao 32).

C,,H,,04; + H,0 - 4CH,CH(OH)COOH Eq.(32)

Acido latico
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A literatura também indica que a producdo de etanol em sistemas
fermentativos tem sido associada com a preferéncia dos microrganismos produtores
de Hz para produzir solventes em condi¢cdes de baixos valores de pH, corroborando o
perfil de pH ao longo da operacao deste estudo (4,3 — 5,5). Ainda, Ren et al. (2007)
informam que a faixa de fermentacéo do etanol esta entre 4,0-5,0, faixa similar a obtida
nos RCTMs (Figuras 22 e 23).

Alguns estudos apresentam que a producdo de Hz, acido butirico, &cido latico
e 4cido acético, acidos produzidos nos RCTMs (Figuras 22 e 23) podem estar
associados a varias espécies de Clostridium, tais como C. acetobutylicum, C. diolis
JPCC H3 e C. butyricum. Estudos sobre a fermentacéo escura da vinhaca de cana de
acucar relatam frequentemente a presenca do género Clostridium em sistemas
acidogénicos (FERRAZ- JUNIOR et al., 2015a, FERRAZ- JUNIOR et al., 2015b,
FUESS et al., 2018a, SANTOS et al.,, 2014), sem consideracdo da temperatura.
Apesar da alta heterogeneidade e da diversidade metabdlica intrinseca deste grupo
microbiano (FERRAZ- JUNIOR et al., 2015a), o género Clostridium tem sido
particularmente associado a producdo de acido butirico e ao género Lactobacillus,
como foi discutido pelos autores do Fuess et al. (2018a), os quais sugerem que 0
Lactobacillus apresenta um papel determinante na fermentacao do lactato em reatores
alimentados com vinhaca.

De acordo com Niz et al. (2019), é importante citar que em condi¢cdes de
temperatura elevada (55 °C), a rota principal da vinhaca de cana-de-aglcar na FE
para a producdo de H2 pode ser via lactico/acético. Os autores mencionam que a via
acetato/lactato (AG° = -156,6 kJ mol?) é energeticamente menos favoravel do que as
vias classicas, como a via acética (AG° = -206,0 kJ mol?) e a via butirica (AG° = -
255,0 kJ mol-1). A ocorréncia desta via, ao invés da via usual de converséao do CH (via
aceética e butirica), deve estar relacionada a associacdo sintréfica entre bactérias
laticas e bactérias produtoras de Hz, pois a utilizacdo do &cido latico como substrato
no meio reacional impede seu acumulo no caldo de fermentacao e, portanto, ocorre a

queda do pH o qual prejudica a producao de H2 pela via lactica/acética.

5.3. Desempenho dos reatores em batelada

Apos a operacao continua dos RCTMs, as biomassas geradas ao longo dos 99

dias de operacdo foram testadas em reatores termofilicos (55°C) em batelada. Este
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teste das biomassas acidificadas foi realizado para verificar a produ¢cdo em numero
de mols de Hz e, principalmente, para retirar amostras de DNA do RCTM10 e RCTM18
para verificar a estrutura e dindmica microbiana ao longo do experimento em batelada.

Desta forma, a Figura 24 apresenta as fases de operacao de um sistema em
batelada para verificar a producdo de H: das biomassas acidificadas: 1- fase
exponencial (producédo de gas) e 2- fase de estabilidade (regime permanente em que
a producdo de gas se tornou estavel).

E possivel verificar que as biomassas acidificadas apresentaram potencial para
producgéo de gas (CO2 + Hz), em que obteve propor¢cdo maxima de producdo de Hz
iguais a 50,84% com 8 h de ensaio para 0 RCTM10 e 48,80% com 21 h de ensaio
para o RCTM18. Em relacdo a conversdo de carboidratos analisados na fase liquida,
observou-se as conversfes médias acima de 55% tanto para o RCTM10 quanto para
o RCTM18.

Figura 24. Perfil de producéo de H2 em mols ao longo da operagédo em batelada.
Legenda: 1) RCTM10 e 2) RCTM18
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Fonte: Autor (2022).

5.4. Estrutura e dindmica microbiana nos reatores acidogénicos

A caracterizacao da estrutura microbiana nos reatores acidogénicos € apresen-

tada em termos da abundancia relativa no nivel de filo (Figura 25 A-B) e género (Figura
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26 A-B) para amostras de DNA retiradas dos RCTMs no inicio da operacao continua
com vinhaca de cana-de-acgUcar e no final da operacdo em batelada com as biomas-
sas acidificadas obtidas dos RCTMs.

Na Figura 25 A-B sao compilados os filos mais representativos, caracterizados
por apresentar abundancia relativa > 1% nas amostras retiradas no inicio da operacao
e no final da operacdo em batelada. Esta caracterizacao filogenética completa das
amostras, considerando os principais grupos de microrganismos identificados no inicio
da operacéo apresenta que o filo com maior abundéancia relativa (> 80%) para ambos
0os RCTM10 e RCTM18 foi o Firmicutes. Na amostra no final da batelada para os
RCTMs, o filo o com maior abundancia relativa também foi o Firmicutes (> 65%).

A Figura 26 A-B apresenta os géneros mais representativos, caracterizados por
apresentar abundancia relativa > 0,5% nas amostras retiradas dos RCTMs tanto para
o0 inicio da operacao continua como para o final da operacdo em batelada.

Para as amostras retiradas dos RCTMs no inicio da operacédo, aproximada-
mente 20-45% dos géneros identificados corresponde ao género

De acordo com Niz et al. (2019) e Sanchez et al. (2021) a operacgéo continua
de reatores anaerobios termofilicos apresenta uma grande variedade de microrganis-
mos envolvidos na metabolizacdo de substratos, incluindo géneros como Bacillus, Te-
pidimicrobium, Lysinibacillus e Thermoanaerobacterium, e ainda, microrganismos da
familia Clostridiaceae (géneros Clostridium sensu stricto 1, 7 e 12).

Desta forma, é possivel verificar que na Figura 26 A identificam-se géneros
como Bacillus (5,10% - RCTM10,2,37% - RCTM18), Thermoanaerobacterium (22,26%
- RCTM10, 12,14% - RCTM18), microrganismos comumente encontrados em siste-
mas acidogénicos termofilicos com potencial para produzir hidrogénio (NIZ et al.,
2019). Ainda é possivel identificar microrganismos do género Caproiciproducens com
abundancia relativa igual a 41,96% para o RCTM10 e 54,36% para o RCTM18.
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Figura 25. Representacao filogenética da comunidade microbiana nas amostras obtidas durante: A) inicio da operacdo continua dos RCTMs e B) final da operacéo
em batelada, baseando-se no 16S RNAr (regido V4).
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Figura 26. Composi¢éo microbiana no nivel género das amostras obtidas durante: A) inicio da operacao continua dos RCTMs e B) final da operacdo em batelada,
baseando-se no 16S RNAr (regido V4).
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Na Figura 26 B, é possivel observar a abundancia de género para as amostras
coletadas no final da operacdo em batelada. Os RCTM10 e RCTM18 apresentaram
diversidade de microrganismos o que poderia sugerir diversidade e alteragdes meta-
bélicas das comunidades estabelecidas ao longo do experimento, e também altera-
cOes na estrutura das comunidades microbianas. Ainda na Figura 26 B, o género Clos-
tridium sensu stricto 7 apresenta-se com abundéancia igual a 19,87% no RCTM10 e
2,10% no RCTM18, tal microrganismos € conhecido com maior potencial para produ-
¢cdo de hidrogénio, embora individuos deste género sejam caracterizados por uma
ampla diversidade metabdlica, levando a um grupo amplamente heterogéneo (FER-
RAZ JR. et al., 2015a). Ferraz Jr. et al. (2015a) reportaram valores de abundancia
relativa inferiores a 10% para o género Clostridium em um APBR operado em condi-
cOes equivalentes de temperatura (55°C). Por outro lado, Ferraz Jr. et al. (2015b) re-
portaram uma abundancia relativa para tal género (12,8%) valores diferentes dos ob-
servados neste considerando resultado obtido no RCTM10 (19,87%) e RCTM18
(2,10%).

De qualquer forma, os resultados sugerem que a producéo de H2 nos RCTMs
ao longo da batelada pode estar associada a espécies deste género, bem como a
outros grupos associados a producdo de Hz determinados na anélise de microbiota e
com abundancia relativa igual a 2,29% (RCTM10) e 9,50% (RCTM18) para Thermoa-
naerobacterium (Figura 26 B), este ultimo resultado € maior que o resultado obtido no
estudo de Ferraz Jr. et al. (2015a) em que os autores identificaram valores de abun-
dancia relativa (7,2-8,1%) para o género Thermoanaerobacterium (APBR, 55°C, 84,2
kgDQO m=d%).

As bactérias produtoras de &cido lactico, como as bactérias do género Lacto-
bacillus apresentaram abundancia relativa menor que 2% em ambos os RCTMs. Di-
versos estudos abordam a interferéncia destas bactérias em sistemas fermentativos
ao longo da producgéo de Hz, como a competicdo por substratos comuns e inibigéo
pela excrecédo de bacteriocinas (GOMES et al., 2016), e ainda o papel do acido lactico
como precursor na formacéo de Hz. Os valores baixos obtidos nos RCTMs (2%) séo
semelhantes ao valor obtido no estudo de Ferraz Jr. et al. (2015a), em que 0s autores
reportaram valores decrescentes para a abundancia relativa de Lactobacillus (46,7
para 7,0%) ao longo da operacao de reator acidogénico.

Por fim, géneros apresentaram valores de abundancia relativa superiores a
10%: Pseudomonas (10,26%) e Herbinix (13,64%) para RCTM10, e Bacillus (18,32%)
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Caloribacterium (17,55%), Herbinix (13,35%) e Caproiciproducens (14,18%) para o
RCTM18.

Os resultados de andlise de biologia molecular ndo permitem a definicdo de
rotas metabdlicas, uma vez que a andlise realizada para obter os resultados apresen-
tados em termos de abundéancia relativa refere-se ao DNA extraido de biomassas co-
letadas ao longo da operacéo. Para definir rotas metabdlicas, é necessaria uma ana-
lise molecular mais especifica a qual analisa a biomassa ativa dentro do reator.

De uma forma geral, & possivel encontrar na literatura varios estudos que
indicam possiveis rotas metabdlicas durante a producdo de H2 em processo

fermentativo.

5.5. Balanc¢o de massa: fragdo soluvel e global

A partir dos dados obtidos ao longo da operacdo dos RCTMs, determinou-se o
balanco de massa da fase acidogénica, em termos de DQO, buscando-se validar as
metodologias analiticas utilizadas. Com base no procedimento de calculo de Fuess
(2016), foi possivel determinar dois balancos distintos, sendo um referente a distribui-
cdo de compostos soluveis na corrente efluente aos RCTMs (balanco de massa da
fase soluvel — BMFS) e o outro referente ao balanco de massa global (BMG), consi-
derando, além dos compostos sollveis, a producdo de hidrogénio e sélidos ao longo
da operacao. Nas Figuras 27 e 28 sao apresentados o BMFS e o BMG referentes a
operacdo do RCTM18 e RCTM10, respectivamente, enquanto nas Tabelas 16 e 17
apresentam-se as contribuicdes de cada grupo de compostos analisados sobre 0s
balancos de massa.

Considerando inicialmente o BMFS, o valor médio obtido para o efluente (vi-
nhaca acidificada) no RCTM10 foi igual a 92+ 0,28 e no RCTM18 foi igual a
78,42 + 150s B. MFS obtidos para os efluentes dos RCTMs neste trabalho atingiram
patamar maior do que os valores aos apresentados por Ferraz Jr et al. (2014b) — 42,6-
53,2%, Ferraz Jr. et al. (2015a) — 48,5%, e Ferraz Jr. et al. (2015b) — 37,3- 40,9%,
para reatores de leito fixo empacotado aplicados na fermentacéo da vinhaca de cana-
de-acucar operados sob condi¢des acidogénicas.

Considera-se que, a fragdo ndo medida analiticamente, como outros compos-

tos orgéanicos presentes nos substratos os quais nao foram quantificados. Dentre os
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compostos presentes na vinhaca destaca-se alguns compostos fendlicos e as mela-
noidinas, responsaveis por conferir cor ao substrato, além dos carboidratos e glicerol.
As melanoidinas sdo macromoléculas formadas por meio da rea¢do de Maillard, ou
reacdo do tipo carbonila-amina, entre aminoacidos e agucares sob condi¢des de ele-
vada temperatura. Essas moléculas comportam-se como matéria organica natural, ou
seja, substancias humicas, em solucdo aquosa, e apresentam caracteristicas recalci-
trantes, explicando a coloracéo da corrente efluente e, parcialmente, a elevada fragcéo
indeterminada no BMFS (TAKEDA, 2021).

Vale ressaltar que o BMFS foi calculado considerando os metabdlitos quantifi-
cados por cromatografia gasosa, segundo metodologia descrita por Adorno et al.
(2014), podendo essa, portanto, ter sido subestimada por erros operacionais. Por-
tanto, tendo em vista as elevadas concentragcdes dos compostos observados na vi-
nhaca, as limitacées no célculo do BMFS podem ser justificadas pela ndo determina-
cao destes compostos. Em termos de balanco de massa global, o valor médio calcu-
lado para a relacédo entre a DQOt estimada e a medida para RCTM10 (75,62+14,52)
e RCTM18 (73,47+11,7) sdo semelhantes aos valores estudados por Ferraz Jr. et al.
(2014b) com 66,4-78,9%, Ferraz Jr. et al. (2015a) com 67%, e Ferraz Jr. et al. (2015b)
com 76,9-91,4%. Neste calculo, foram utilizados os valores da DQOs efluente medida
para compor a fracdo referente aos compostos organicos dissolvidos, devido os mé-
todos analiticos utilizados néo possibilitarem uma estimativa satisfatéria da fracéo so-

lGvel da vinhaca.
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Balanco Proporcao na DQO medida (%)
de massa
Substratos Metabdlitos DQOs H2 SSV Fracéo Fracédo nao
Efluente medida medida
BMFS 44,42+18,80 35,32+14,8 - - - 78,42+1,5 21,58+0,26
BMG - - 72,2+411,88 0,15+0,34 0,02+0,01 73,47+11,7 27,6+12,1

Notas: Metabdlitos = Etanol, acido acético, acido propiénico e acido butirico, acido latico; Substratos + metabdlitos para BMFS, DQOs efluente + hidrogénio +
SSV para BMG; BMFS em relagdo a DQOs efluente (vinhacga acidificada). Siglas: BMFS = balanco de massa na fase sollvel; BMG = balango de massa global.

Tabela 17. Balanco de massa da fase sollvel e balanco de massa global calculados para a fase acidogénica do RCTM10.

Balanco Proporcao na DQO medida (%)
de massa
Carboidratos Metabolitos DQOs H2 SSV Fracéo Fracdo nao
efluente medida medida
BMFS 45,10+18,80 45,82+20,8 - - - 92+0,28 8,24 10,28
BMG - - 75,5+14,48 0,008+0,02 0.06+0,07 75,62+14,52 24,37+9,67

Notas: Metabdlitos = Etanol, acido acético, acido propiénico e acido butirico, acido latico; Substratos + metabdlitos para BMFS, DQOs efluente + hidrogénio
+ SSV para BMG; BMFS em relacdo a DQOs efluente (vinhaga acidificada). Siglas: BMFS = balango de massa na fase soluvel; BMG = balanco de massa global.

Fonte: Autor (2022).
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Figura 27. Balanco de massa global da fase acidogénica RCTM10. Célculos em relagdo a DQOs
efluente; Célculos em relagdo a DQOt afluente.

" ‘ ‘l | I | | I II

80

60 A

40

Fracdo da DQO (%)

20

1 7 14 18 28 42 56 60 65 74 80 86 89 92 99
Tempo de operagéao (d)

mDQOs SSsv m Indeterminado

Fonte: Autor (2022).

Figura 28. Balanco de massa global da fase acidogénica RCTM18. Calculos em relacdo & DQOs
efluente; Calculos em relagéo a DQOt afluente.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A configuracdo de reator é considerada imprescindivel ao rendimento do processo
fermentativo de producdo de hidrogénio, visto que pode influenciar a retencdo da
biomassa, o comportamento hidrodinamico, a populacdo microbiana e a efetividade
do contato substrato/biomassa. Considerando estas informacdes, o RCTM foi testado
para agua sintética e para vinhacga de cana-de-agucar afim de verificar o controle em
funcdo da COVe nesta configuracdo nas condi¢cfes operacionais testadas.

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa comparados com 0S repor-
tados na literatura, a configuracdo RCTM se apresenta como uma tecnologia alterna-
tiva aos reatores de leito fixo no controle da COVe e reten¢éo de biomassa. Uma vez
gue os resultados no estudo e controle da COVe em meio sintético mostraram resul-
tados de niveis adequados de retencdo de biomassa permitindo o controle da COVe
no RCTM18 numa faixa considerada ideal (3,3 — 6,33 gDQOg*SSV d!) sem a neces-
sidade de intervenc¢des ou manipulagbes operacionais ao longo da operagéo, por
exemplo, realizacdo de descartes.

Embora o RCTM18 tenha apresentado o controle adequado em funcdo da
COVe, o reator ainda apresenta limitacdes na producéo de biohidrogénio quando
testada para agua residuaria sintética (base sacarose). Esta configuracdo nao
apresentou rendimentos significativos (0,043 + 0,006 molH2.molCH™!) de producéo de
hidrogénio maiores que os citados na literatura (0,4 — 0,6 molH2.mol*CH) para o
RCTM12. Isto indica que a biomassa dentro do reator ndo estava ativa para producao
de Hz. Como hipétese, pode-se dizer que a biomassa dentro do reator utilizou o
substrato para manutencao celular e ainda para a producéo de &cidos organicos e
(acético, acido latico, acido férmico, acido propiénico, acido butirico) e solvente
(etanol). Os resultados confirmam a produgdo de &cidos organicos com valores
significativos na distribuicdo de metabolitos para acido acético (28,4%) e etanol
(48,2%).

Na operacado continua com vinhaga de cana-de-agucar, os RCTM10 (0,5 - 4,0
gDQO.g1SSV.d?) e RCTM18 (2,0 — 8,0 gDQO g'SSvd?) apresentaram bons
resultados para o controle em funcdo da COVe com destaque para o0 RCTM18. Os
resultados de COVe validam a hipétese de que o aumento da area superficial
(aumento no numero de tubos) interfere de forma positiva no controle da COVe e
dinamica de retencdo de biomassa. Entretanto, o RCTM10 (0,0013 molH2.gDQO™1) e
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o RCTM18 (0,0006 molH2 gDQO!) apresentaram rendimentos baixos de producdes
de hidrogénio, em faixa de pH de operacdo semelhante (4-5,5).

Em relacdo a producdo de metabdlitos secundarios, ambos os RCTM10 e
RCTM18 apresentam potencial para producao de acidos organicos e (acético, acido
latico, acido formico, acido propidnico, acido butirico) e solvente (etanol). Os
resultados confirmam a producdo de acidos organicos com valores significativos
médios na distribuicdo de metabdlitos para acido butirico (RCTM10 = 19,7 + 18,
RCTM18 = 31,4 + 17) e &cido latico (RCTM10 = 65,9 + 16,3, RCTM18 = 57,9 + 19).
Ainda, os resultados mostram que o maior metabdlito secundario produzido em ambos
reatores foi o 4cido latico. Este acido pode afetar a producéo de producédo de Hz, isto
justificaria os baixos rendimentos obtidos no estudo, ou ainda, pode sugerir que a
baixa producédo de H2 mesmo em valores 6timos de controle COVe pode ser devido o
consumo de substrato pela biomassa ativa dentro do reator estar voltado para a
producado de exopolimeros utilizados na adesdo de biomassa na regido de tubos.

A analise de biologia molecular para amostras dos reatores no inicio da
operacdo com vinhaca de cana-de-agucar, apresentou a abundancia relativa para
Thermoanaerobacterium (RCTM10 = 22,16%, RCTM18 = 17,14%), Bacillus (RCTM10
= 5,60%, RCTM18 = 2,37%) e Caproiciproducens (RCTM10 = 41,96%, RCTM18 =
54,36%). Enquanto nas amostras coletadas ap0s a operacdo em batelada das
biomassas acidificadas apresentaram abundancia relativa para Clostridium sensu
stricto 1, 7 (RCTM10 = 17,87%, RCTM18 = 2,10%), bactérias caracteristicas de
sistemas acidogénicos termofilicos.

De uma forma geral, nos testes dos RCTMs alimentados com a vinhaca de
cana-de-acucar foi possivel verificar que o estudo com valores de COVa proximos de
80 gDQO L d?, estédo associados a valores adequados e estaveis de COVe para o
RCTM18, enquanto o RCTM10 apresentou valores de COVe inadequados e baixos
dos valores otimizados na literatura. 1Isso demonstra que os tubos da configuragao
RCTM-18 apresentam potencial para adesédo de biomassa semelhante ao material
suporte em reatores de leito fixo, sem necessitar de intervengcdo operacional como
drenagem periodica de biomassa ou mudanca na direcao de fluxo. Ainda este estudo
evidencia que o aumento da area superficial vista nho aumento das quantidades de
tubos nos RCTMs é de fato significativo e relevante no controle da COVe, porém mais
estudos precisam ser realizados para entender e discutir as limitacdes do RCTM-10

na retencdo de biomassa. Além disso, embora os RCTMs néo tenham apresentado


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/clostridium
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uma producéo significativa e estavel de hidrogénio, esta tecnologia apresenta poten-

cial para o controle de COVe em periodos de operacao igual a 100 dias.

A partir do estudo das configuracdes de reatores RCTM10 e RCTM18, na no

controle da COVe e producéo de hidrogénio, algumas sugestdes sao propostas:

Avaliar condicdes de cargas organicas maiores que 71g DQO L1 d?, na ope-
racdo com vinhacga de cana-de-agUcar para verificar a COVa 6tima nestes re-
atores e uma melhor producgéo de hidrogénio;
Caracterizagao das comunidades microbianas: investigar a dindmica de colo-
nizagao presente nos RCTMs, para identificar os microrganismos que se de-
senvolvem sob diferentes COVa e TDH, atribuindo importantes consideracdes
sobre possiveis estratégias operacionais do sistema,;
Teste de controle de COVe e producao de hidrogénio a partir de vinhaca de
cana-de-agucar em sistema mesofilico;
Aplicacao de diferentes aguas residudrias reais, como por exemplo, manipu-
eira, como forma de protecdo ambiental no aproveitamento de efluentes, e
também para fins econémicos;

Construcado de um RCTM com manutencgéo facilitada, em que € possivel agir

localmente (tubo a tubo) sem interromper a operacédo do reator.
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