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RESUMO - Neste trabalho foi estudado o efeito de metais encontrados no chorume, tais
como o Cu, Cd, Pb e Hg na producdo de H,, bem como a utilizagdo do chorume como
substrato. A cultura mista utilizada foi seca a 105°C/ 24 h para o enriquecimento em
bactérias produtoras de H,. Para a realizacdo de ensaios cinéticos foi utilizado 3,33 g do
lodo seco com 45 % de solidos volateis, solucdo de glicose (10 g/L), adicionada de macro
e micronutrientes, além de 5 diferentes concentra¢cdes dos metais: Cu de 0,010 a 0,050
mg/L; Cd de 0,015 a 0,035 mg/L; Pb de 0,030 a 0,0120 mg/L e Hg de 0,050 a 1,500
mg/L. As velocidades de producdo de H, por fermentacdo na presenca dos metais foram
estimadas pelo modelo de Gompertz modificado. As concentracGes dos metais proximas
as encontradas no chorume néo apresentaram efeito inibitério sobre a producéo de H,. Ao
contrario, o Cu estimulou a producdo de H,. O Pb na concentracdo mais elevadas (0,12
mg/L) apresentou efeito inibitério. O Hg acima de 0,100 mg/L apresentou inibicdo de
cerca de 50 % do processo. N&o foi observada producdo de H, utilizando apenas o
chorume como substrato, mas em combinagdo com a glicose, a produc¢do de H, aumentou
em 2 vezes comparado ao controle (apenas glicose), demonstrando ser um bom co-
substrato.

1. INTRODUCAO

O H, é considerado um combustivel limpo, pois é uma molécula livre de carbono, cuja
combustdo resulta apenas em agua. Entretanto, os atuais métodos para a sua obtencdo utilizam
combustiveis fdsseis e demandam elevada quantidade de energia (Chaubey et al., 2013). A
obtencdo de H, por fermentacdo apresenta vantagens sobre os métodos quimicos, pois sdo
operados a pressdo e temperatura baixas, além de possibilitarem a utilizagdo de matérias-primas
renovaveis (Lin et al., 2012).

Porém, a producdo de H, por fermentacdo apenas se torna competitiva se forem usados
substratos baratos, tais como residuos e efluentes. Neste sentido, o chorume tem sido estudado na
producdo bioldgica de H, como substrato (Hafez et al, 2010; Liu et al., 2011), in6culo (Watanabe
e Yoshino, 2011), ou como fonte de nutrientes (Liu et al., 2011). O chorume formado em aterros
sanitarios apresenta elevado teor de matéria organica e metais em sua composi¢do. Metais toxicos,
tais como o Pb, Cd, Cu e Hg em chorume sdo derivados de descartes de plasticos, pilhas, baterias
e lampadas de mercurio, entre outros (Renou et al., 2008). Os metais tem grande influéncia na
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producdo de H, uma vez que varias enzimas envolvidas na via metabélica dependem da presenca
de metais (Li e Fang, 2007). Entretanto, alguns estudos relatam a inibi¢do da producao de H, por
fermentacao ocasionada por alguns metais (Yu e Fang, 2001).

Neste trabalho foi verificado o efeito dos metais Cd, Cu, Pb e Hg na faixa de concentragdo
encontrada no chorume de um aterro sanitario localizado em S&o Paulo, Brasil, sobre a producéo
de H,. Além disso, o chorume foi utilizado em combinag¢do com a glicose como co-substrato para
a producdo de H, por fermentacéo.

2. MATERIAL e METODOS
2.1. Caracterizacdo dos substratos

A concentracdo dos metais no chorume foi determinada segundo o procedimento descrito em
EPA 3051 (modificado). A digestdo da amostra foi feita em microondas utilizando 4 mL de chorume
e 10 mL de HNO;3; concentrado, a temperatura de 175°C por 5 minutos. A amostra digerida foi
analisada por ET AAS (Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Atomizador Eletrotérmico) para o
Pb e Cue HR CS AAS (Espectrometro de Absorcdo Atémica de Alta Resolucdo com Fonte Continua)
para o Cd e o Hg. Para as determinacgdes usou-se 0s seguintes comprimentos de onda: Pb (283,3 nm);
Cu (324,8 nm); Cd (213,3 nm) e Hg (253,6 nm).

Para a analise de acUcares redutores totais (ART) utilizou-se o método do acido 3,5
dinitrosalicilico — DNS, segundo Miller, (1959). O analisador utilizado para analise de Carbono
Orgénico Total (COT) foi Shimadzu- Modelo TOC-VCPN, pelo método de medida “Direto-
Combustdo-Oxidacao catalitica” a 680 °C.

2.2. Ensaios cinéticos de producdo de H,

Para a realizacdo dos ensaios de producdo de H, foi utilizada cultura mista (lodo) coletada de
um reator anaerdbio, utilizada no tratamento de vinhaca de uma usina de agucar e etanol. Antes de sua
utilizacdo o lodo foi secado a 105°C por 24 h para o enriquecimento em bactérias esporuladas,
sabidamente produtoras de Hs.

Para a realizacdo dos ensaios foi adicionado ao biorreator de 125 mL de volume util, 3,33 g de
inéculo (lodo seco) contendo 45 % de sélidos volateis (SV), 100 mL de solucédo de glicose (10 g/L) e
1 mL de solugdes de macro e micronutrientes (GONZALEZ-GIL et al., 2002). Nos ensaios realizados
com 0s metais, além da adicéo de glicose, nutrientes e lodo, foram introduzidos diferentes volumes de
solugéo estoque de Cu, Cd, Pb e Hg, de modo a perfazer as concentragdes estudadas. Para o cobre as
concentragdes utilizadas foram 0,010, 0,020, 0,030, 0,040 e 0,050 mg/L. Para o cadmio foram 0,015,
0,020, 0,025, 0,030, 0,035 mg/L. Para o chumbo as concentra¢des foram 0,030, 0,050, 0,070, 0,090,
0,120 mg/L. Para o Hg utilizou-se as concentrac6es de 0,050, 0,100, 0,500, 1,000, 1,500 mg/L.

Também foram realizados ensaios para a producdo de H, utilizando apenas o chorume como

substrato e o chorume (sem solugdo nutriente) e adicdo de glicose (10 g/L). Os ensaios foram
realizados em duplicata, nos quais o volume de gas total produzido foi medido em funcéo do tempo.
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A quantificacdo do volume de gas gerado foi realizada em um sistema de frascos invertidos,
onde o gas produzido desloca um volume de solucdo de NaOH 5 % (m/v) contida no frasco invertido,
conforme representado na Figura 1. Este volume era multiplicado pela percentagem do H; contido no
gés para a obtencdo do volume de Hs.

f-;J'.? 6
g | &
|
: | -
' M ¢
| 1] L

Figura 1 - Sistema para a realizacao de ensaios cinéticos em batelada para a producédo de H, por
fermentacdo: 1- Biorreator, 2- Ponto de borbulhamento de gés argbnio, 3- Frasco de seguranca e de
amostragem de gas, 4-Frasco invertido contendo solucdo de NaOH 5%, 5- Frasco graduado para
recolher o volume de NaOH 5 % deslocado, 6- cromatdgrafo a gés.

A composicdo dos gases do biorreator foi analisada em cromatdgrafo a gas da marca Shimadzu
GC-2014, equipado com detector de condutividade térmica (TCD). A coluna utilizada foi Restek
Shincarbon ST 100/120, 2m, 1mm ID, 1/16” OD Silico, ¢ 0 argbnio como gas de arraste, com vazao
de 10 mL/min. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector foram 80°C, 50°C e 100°C,
respectivamente.

A velocidade de producdo de H,, o potencial de producdo méxima e a fase de laténcia (tempo
para o inicio da producdo de H;) foram estimados pelo ajuste dos dados experimentais (volume de H,
em funcdo do tempo) ao modelo de Gompertz modificado, conforme Equacéo 1.

P = Hmﬂx.exp{—exp [R?f'ﬂ[h — t) + 1]} Eqg. 1

Onde: P: representa o volume de H, acumulado (mL); Hmax: o potencial maximo de producéo
de H, (mL); Rm: velocidade maxima de producédo de H, (mL/h); A: tempo da fase lag (h); t: tempo do
experimento (h).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1 estdo apresentadas a concentracdo de Cu, Cd, Pb e Hg, o COT e ART do chorume.
A partir das concentragbes de metais encontradas no chorume foi escolhida a faixa de concentragéo
dos mesmos para a realizacdo dos ensaios de producéo de H..

Tabela 1: Caracteriza¢do quimica do chorume.

Cu Cd Pb Hg coT ART
(mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0,026 0,00055 0,030 0,058 1326,0 150,9
(+0,0064) | (0,017) | (£0,0079) | (+0,0018) |  (3,0) (£0,5)

As Figuras 2a, b, ¢ e d ilustram a producdo de H, em funcdo do tempo em ensaios de
fermentacdo em batelada, com a adicdo de diferentes concentragcdes dos metais, Cu, Cd, Pb e Hg,
respectivamente, e o controle, sem a adicdo do metal estudado (0 g/L).

0,03
0,035

100 4 100 -

90 a 90 b UL L

80 =0 80 R 40,015
70 % 0,01 70 A A X 0,02
60 1 g 0000 A002 60 1 A sk 2 xoms
] X0,03 50 1 % [ 1]

Volume de H, (mL)
@& K
Volume de H, (mL)

40 40 - .5 2
30 - ,.f oo 30 - 5 §>32<

20 - ©0,05 20 - 2

10 4 10 4 &

0 U—G—DM ———— I

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tempo (h) Tempo (h)

[ 2¢ ] |

O XX W

100 -
% |
40,03 50 |

X 0,05
%0,07

o

mo

mo
0,05
0,1
X0,5
*1

70 1 —
60 - nl
50 -

30 - ]

20 *
10 - n

©0,09

Volume de H, (mL)

0,12

Volume de H, (mL)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (h)

Tempo (h)

Figura 2 - Volume de H, produzido em ensaio de cinéticos contendo glicose e diferentes
concentragOes de cobre (a), cadmio (b), chumbo (c) e mercurio (d).

Analisando a Figura 2a, observa-se que a adi¢do de Cu, nas concentracfes estudadas, resultou
num aumento do volume de H, produzido, entretanto, retardaram o inicio da producéao de Hy.
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Para o teste com Cd (Figura 2b) foram utilizadas concentracbes entre 0,015 e 0,035 mg/L.
Observa-se que a menor concentragdo de Cd (0,015 mg/L) estimulou a producdo de um volume maior
de H,. Porém, nas demais concentracfes de Cd adicionadas aos ensaios, o volume de H, produzido
foi similar ao do controle.

Para o teste com o chumbo (Figura 2c) foram estudadas as concentrac@es entre 0,030 e 0,120
mg/L. Os resultados da producdo de H, sob estas condicbes mostram que as concentragdes
intermediarias de chumbo (0,050 e 0,070 mg/L) estimularam a producdo de H,. Na concentracédo
mais elevada 012 mg/L, houve uma inibicdo de cerca 40 % em relacdo ao volume produzido pelo
controle. Efeito similar foi encontrado por LI e FANG (2007), que afirmaram que o chumbo provoca
aumento na producdo de H, quando em baixas concentragodes.

Os resultados referentes a producéo de H, com adicdo de Hg podem ser observados na Figura
2d. Estes resultados revelam que a concentragcdo de 0,050 mg/L néo inibiu a producdo de H,, mas a
concentracdo de 0,100 mg/L inibiu em cerca de 50 % e partir de 1,000 mg/L ndo h& mais producao
de H,.

Na Tabela 2 podem ser observados os parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Gompertz
para a producdo de H, na presenca de diferentes concentra¢fes dos metais estudados.

Tabela 2: parametros cinéticos de Gompertz para a producdo de H, por fermentacédo na presenca
de diferentes concentragdes de Cu, Cd, Pb e Hg.

Cu 0 00l 002 003 004 005
(mg/L) ~ Hmax (mL) 5570 58,07 62,73 71,00 6570 64,47
Rm (mL/h) 2,30 339 352 508 438 461
% (h) 1586 19,23 1860 1927 1870 1781
R? 09763 09797 09555 0,927 0,9525 0,9541
Cd 0 0015 02 0025 003 0035
(mg/L) ~ Hmax (mL) 49,37 116,35 80,43 52,05 51,43 54,16
Rm (mL/h) 2,74 205 153 183 187 127
% (h) 1423 1618 1561 1560 1641 11,33
R? 09883  0,9845 09743 0,9933 0,9924 0,9571
Pb 0 003 005 007 009 012
(mg/L) ~ Hméx (mL) 51,904 5231 60,60 6531 5394 3538
Rm (mL/h) 478 483 507 488 258 2,26
% (h) 17,22 17,71 1557 1467 1612 14,92
R? 09868  0,9948 0,9887 0,9789 0,9941 0,9832
Hg 0 0,05 0,1 05 1,0 -
(mg/L) ~ Hméx (mL) 61,98 59,27 53,33 5519 0
Rm (mL/h) 7,09 618 412 316 0
A (h) 19,88 215 30,99 3458 0
R? 09764 09875 0,9931 0,9952 0
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Na Figura 3 esta representada a velocidade de producdo de H, com a adi¢do de cada uma das
concentragcfes dos metais (Rm) em relagdo a velocidade de seu respectivo controle (Rmc). De acordo
com esta figura pode-se observar mais claramente que 0s metais estudados podem tanto estimular,
como inibir a producéo de H, por fermentacéo, dependendo da concentragéo adicionada ao ensaio. A
partir desta figura pode-se verificar que o Cu, na faixa de concentracdo estudada, estimulou a
producdo de H,. Ja o Cd teve o efeito oposto, ou seja, diminui a velocidade de produgdo de H,, para
todas as concentracdes estudadas. O Pb até a concentracdo de 0,075 mg/L néo alterou a velocidade de
producédo de H, e o Hg diminuiu em cerca de 20 e 50 % a velocidade de produgdo com a adi¢do de
0,05 e 0,1 mg/L, respectivamente. Portanto, a partir destes resultados pode-se afirmar que o metal
com maior efeito negativo sobre a producédo de H, foi o Cd.
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Figura 3: velocidades relativas de producdo de H, na presenca de diferentes concentracfes de
Cu, Cd, Pb e Hg.

Comparando-se os resultados da Figura 3 com as caracteristicas do chorume mostradas na
Tabela 1 pode-se inferir que as concentra¢des dos metais encontradas no chorume, néo séo inibidoras
da formacdo de H,, ao contrario, no caso do Cu, estimulam a producdo. Deve-se ressaltar a
dificuldade de se comparar as concentragfes dos metais adicionados aos ensaios com a concentragao
dos metais encontradas no chorume, pois no chorume estes ainda podem se apresentar unidos a
matéria organica e neste caso, serem indisponiveis aos microrganismos.

Em estudo realizado por Yu e Fang, (2001a e b) o cobre foi reportado ser mais toxico do que o
cadmio e o cromo, apresentando inibigdo de 50 % da velocidade de produgédo de H, (C50) na presenca
de 65 mg/L, 72 mg/L e 170 mg/L destes metais, respectivamente. A presenca de 6,5 mg/L de cobre
inibiu em 50 % a producdo de H, a partir de sacarose (LI e FANG, 2007). Entretanto, as
concentragOes inibitorias dos metais, reportadas nos trabalhos mencionados anteriormente sdo bem
mais elevadas do que as estudadas neste trabalho.

Para verificar o efeito do chorume sobre a produgéo de H, foram realizados ensaios de producao
de H; utilizando apenas o chorume como substrato, e com chorume adicionado de 10 g/L de glicose
(Figura 4). Nao foi observada a producdo de H, quando apenas o chorume foi adicionado como
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substrato. Entretanto, o chorume adicionado de glicose dobrou o volume de H, produzido em relagao
a um controle contendo apenas glicose e uma solugdo de nutrientes.
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Figura 4: Volume de H, produzido em ensaio de fermentacéo, contendo chorume e glicose, e 0
controle contendo glicose e nutrientes do meio de cultura.

4. CONCLUSOES

Os principais metais toxicos encontrados na composic¢do do chorume, Cu, Cd, Pb e Hg, podem
tanto estimular como inibir a producdo de H, por fermentacdo, dependendo das suas concentragdes.
Os metais estudados, nas concentrac@es encontradas no chorume, ndo produzem efeito negativo sobre
a producdo de H,,. No caso do Cu, na mesma concentragcdo encontrada no chorume este promoveu um
aumento da producdo. Nao foi possivel produzir H; utilizando apenas o chorume como substrato,
apesar de apresentar elevado COT. Entretanto, o chorume demonstrou ser um excelente cosubstrato,
em combinacdo com a glicose.
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