/1
/é‘cmm 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

EFEITO DE DIFERENTES PRE-TRATAMENTOS DE CULTURA
MISTA PARA O ENRIQUECIMENTO EM BACTERIAS
PRODUTORAS DE HIDROGENIO

RESUMO - Neste trabalho foi estudado o efeito de diferentes pré-tratamentos sobre
uma cultura mista coletada de um sistema anaerébio de tratamento de vinhaga com
relacdo a producao de H,. Foram realizados 0s seguintes pré-tratamentos: 1) Tratamento
térmico a 100°C por 15 min.; 2) Tratamento térmico a 100°C por 60 min; 3) Tratamento
térmico a 80°C por 15 min; 4) Tratamento térmico a 80°C por 60 min; 5) Tratamento
acido (pH 3 com HCI); 6) Tratamento combinado (pH 3 e fervura por 30 min.); 7 e 8)
Lavagem seletiva do lodo em reator continuo, operado a 50°C com TRH de 12 h e 6 h.
O modelo cinético de Gompertz modificado foi utilizado para a obtencdo dos
parametros cinéticos. As maiores velocidades de producdo (Rm) foram observadas com
o lodo que sofreu pré-tratamento térmico 80°C por 15 min.; térmico 80°C por 60 min. e
acido pH 3 por 24h; 12,2; 15,6 e 16,5 mL/h, respectivamente. Em ensaios de longa
duracdo (por 36 dias), o tratamento acido demonstrou ser o mais efetivo para o
enriquecimento da cultura mista para a producéo de Ho.

1- INTRODUCAO

Um dos maiores desafios para a producao bioldgica de H;, é a preparacdo de grandes
quantidades de fontes naturais de inoculo estaveis e ativos. Para aumentar a velocidade de
producdo de H, é importante desenvolver métodos que inibam a atividade das bactérias
consumidoras de Hy, tais como as metanogénicas, desnitrificantes e redutoras de sulfato, e
que favorecam o enriquecimento das bactérias produtoras de H,, tais como as dos géneros
Clostridium e Enterobacter (Hawkes et al., 2002).

Muitos sdo os métodos de pré-tratamento descritos na literatura para o enriquecimento
de bactérias produtoras de H,. Dentre eles destacam-se o térmico (Lay et al., 2012) o
quimico com é&cidos ou bases (Asswamonghlosiri et al., 2013) e a lavagem seletiva (Luo et
al., 2010).

A grande maioria dos artigos sobre a producdo biolégica de H, utiliza lodos
anaerobios, pré-tratados termicamente (Lay et al., 2012). O tratamento térmico do lodo cria
condicdes adversas aos micro-organismos nao esporulantes, portanto é comumente utilizado
para o enriquecimento em bactérias formadoras de esporos, como o Clostridium, principal
género produtor de H, .

CondigOes acidas ou bésicas sdo recomendadas para tratar lodos e aumentar a
producdo de H,, por inibirem bactérias sensiveis a valores de pHs extremos
(Asswamonghlosiri et al., 2013).

A lavagem seletiva do lodo é uma estratégia utilizada com a finalidade de selecionar,
em reatores continuos, 0s microrganismos mais especializados e ativos nas condicGes de
operacdo do reator. Esta estratégia tem como fundamento a utilizagéo de tempos de retencéo
hidraulico (TRHs) mais baixos do que as velocidades especificas de crescimento das
bactérias que se pretende lavar, de forma a tornar o lodo mais rico nas bactérias de interesse
(Luo et al., 2010).
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Mohan (2009), em revisao de literatura aponta para a necessidade do pré-tratamento de
culturas mistas a fim de enriquecer o indculo em bactérias acidogénicas/acetogénicas e
revela elevadas diferencas de rendimentos de producdo de H, entre lodos pré-tratados e ndo
tratados obtidos por diferentes autores. Entretanto, este mesmo autor alerta que cada método
de pré-tratamento tem a sua eficécia associada a natureza do inoculo, ao substrato e a forma
de operacdo do biorreator. Neste sentido, o efeito do tratamento do in6culo na producdo de
H, deve ser estudado para cada combinagéo de cultura mista e substrato.

Entretanto, com relacdo ao uso de pré-tratamentos para o enriquecimento em bactérias
produtoras de Hy, Luo et al., (2010) alertam para os riscos em se extrapolar os resultados do
aumento da producdo de H, observado em culturas mistas pré-tratadas em testes em
batelada, para 0o processo continuo, operado por longos periodos. Pois, a longo prazo estes
resultados podem ndo se manter e as condi¢fes impostas aos biorreatores podem resultar no
estabelecimentos de outras comunidades microbianas.

Neste trabalho, foram estudados os efeitos de curto e longo prazo de diferentes pré-
tratamentos de cultura mista utilizada no tratamento de vinhaca sobre a producdo bioldgica
de H,.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Inéculo e Meio de Fermentacéo

A cultura mista (lodo) utilizada como in6culo foi coletada de um reator anaerébio de
fluxo ascendente para o tratamento de efluentes de uma usina de agUcar e etanol (vinhaca),
localizada na Regido de Ribeirdo Preto - SP. O lodo foi mantido em laboratorio pela sua
alimentacdo com meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono, e a composi¢ao
de nutrientes adaptado de Del Nery (1987). Todos os produtos quimicos eram de grau
analitico. Para a caracterizacdo do in6culo foi realizada a analise de solidos volateis (SV) no
lodo seco, de acordo com APHA (1995).

2.2 Pré-tratamentos do inéculo

Foram utilizados oito métodos de pré-tratamento do indculo. Os tratamentos térmicos
do indculo foram realizados em um reator de vidro com volume de 1,5 L ao qual foi
adicionado 1 L do lodo no reator e submetidos a temperatura em banho termostatizado. As
condigdes de tempo e temperatura foram de 100°C por 15 min. e 60 min., 80°C por 15 min..
e por 60 min. Todos os pré-tratamentos térmicos foram seguidos de resfriamento rapido
(banho de gelo). O pré-tratamento acido do indculo foi realizado em um reator com volume
de 1,5 L ao qual foi adicionado 1 L do lodo no reator e acidificado até pH 3,0 com HCI 1
mol/L, permanecendo neste pH por 24 h. O tratamento combinado foi realizado com o lodo
aciidificado pela sua fervura por 30 min. Para a lavagem do lodo foi utilizado um biorreator
de vidro de volume de 1,5 L, mantido a 50°C e inoculado com 1L de lodo. A concentragao
de solidos volateis totais inicial foi determinada, em seguida iniciou-se a alimentacdo
continua do reator que foi operado como um reator continuo com Tempo de Retencao
Hidréaulico (TRH) de 12 e 6 h.

Apos a realizagdo dos pré-tratamentos, os lodos foram utilizados como inoculo para
ensaios cinéticos de producdo de H, em batelada.
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2.2. Ensaios de Producéao de H, em batelada

Foram realizados ensaios em batelada para a producdo de H utilizando a cultura mista
de microrganismos (lodo) sem pré-tratamento (controle) e ap6s os pré-tratamentos. Os
ensaios foram realizados em biorreatores de 450 mL, adicionando-se 300 mL de lodo e 150
mL de meio de cultura (Del Nery, 1987), contendo 5 g/L de glicose e cerca de 2,4 g/L de SV. O
pH inicial no biorreator foi ajustado para 6,5 (+ 0,2) e a condi¢cdo anaerdbia mantida pelo
borbulhamento de gés argbnio durante 2 min. Os ensaios forma realizados em triplicata.

O sistema operacional do reatores em batelada foi montado no interior de uma estufa,
onde a temperatura foi mantida a 50°C e a agitagdo orbital em 200 rpm. A tampa do
biorreator € constituida por rolha de silicone, na qual sdo acopladas duas tubula¢@es: uma
para a entrada de gas argbnio (remocao de ar) e retirada de amostra e outra para saida do gas
produzido no sistema. A tubulagdo de saida de géas foi acoplada a um sistema, no qual o gas
produzido é recolhido em um frasco tipo Mariotte invertido contendo NaOH 5% (m/v). O
volume de NaOH deslocado é captado em uma proveta e este representa o volume total de
gas gerado, exceto o CO; que fica retido no NaOH. A composicdo do gas gerado foi
analisada por cromatografia a gas. E o volume de H, foi obtido multiplicando-se o volume
total do gas pela percentagem de H, analisada no gas.

2.3. Modelagem dos resultados experimentais de producéo de H2

O modelo de Gompertz modificado (Ning et al., 2012), foi utilizado para os ensaios
cinéticos de producdo de H, foi o qual relaciona trés parametros Rm, P e A, conforme
Equagdo 1. Os resultados de volume de H, acumulado em funcdo do tempo foram
colocados no programa Statistica 7 e modelados pela equacéo 1.

P = Hmax * expl-ex@R m//Hmax)1 A-t)+1] ()

Onde: P: representa a producdo de H, acumulado (mL); Hmax: potencial maximo de
producdo de H, (mL); Rm: velocidade méxima de producdo de H, (mL/h); A: tempo da fase
lag (h) ou tempo para o inicio da producdo de H,; t: tempo do experimento (h).

2.4 Ensaios em batelada alimentada

Apbs os ensaios em batelada foram escolhidos os pré-tratamentos que promoveram a
maior producdo de H, para serem utilizados como in6culo em biorreatores operados em
batelada alimentada por um periodo de 36 dias, em triplicata. Foi utilizada uma
concentracdo de SV de 2,4 g.L-1 e os reatores foram operados retirando-se diariamente300
VmL do sobrenadante e alimentando-se com o mesmo volume de meio contendo 5 g/L de
glicose. O pH do meio de alimentacéo foi 6,5 e a temperatura mantida em 50°C.

2.5 Métodos Analiticos

As determinacdes dos Sdlidos Totais e Solidos Volateis (ST e SV) foram realizadas
segundo APHA (2005).

A determinacdo da composicdo dos gases do headspace dos biorreatores foi realizada
em cromatégrafo a gas CG 2014 da Shimadzu (Japdo), equipado com detector de
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condutividade térmica (TCD). A coluna utilizada foi a peneira molecular 5A 2m x 4,7mm,
sendo o gas de arraste argdnio sob vazdo de 30 mL/min. As temperaturas do injetor, da
coluna e do detector foram 80°C, 50°C e 100°C, respectivamente.

A analise guantitativa da glicose e dos metabolitos soltveis da fermentacéo, tais como
os &cidos orgéanicos e etanol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia-
CLAE- com detector de indice de refracdo, utilizando coluna Aminex HPX-87H,
temperatura de 40°C e &cido sulfarico a Immol/L como fase movel.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1 podem ser observados os volumes de H, produzidos em fungdo do
tempo nos ensaios de fermentagdo em batelada com os indculos pré-tratados e o controle.

Como pode ser observado na Figura 1 o lodo controle teve a sua producdo de gas
estabilizada antes dos lodos pré-tratados, em cerca de 18 horas de ensaio. Os lodos pré-
tratados continuaram a producédo de gas por um periodo mais prolongado.

A importancia dos pré-tratamentos como métodos de enriquecimento do lodo para a
producdo de H, pode ser verificada pelos resultados apresentados nesta figura, uma vez que
os volumes de H, produzidos pelos lodos que sofreram os pré-tratamentos de 1 a 6 foram
superiores, quando comparados ao controle.

—=a— Controle
—e—Trat. 1
Trat. 2
—v—Trat. 3
Trat. 4
—<— Trat. 5
Trat. 6
—e&— Trat. 7
—%— Trat. 8

Volume de Hidrogénio (mL)

o
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tempo (h)

Figura 1 Volume de H; produzido pelos lodos pré-tratados em fungdo do tempo nos
ensaios em batelada. Controle (sem pre-tratamento); 1- Téermico 100°C/15 min.; 2- Térmico
100°C/60 min.; 3- Térmico 80°C/15 min.; 4- Térmico 80°C/60 min.; 5-Acido pH 3/24h; 6-
Acido pH 3/24h e fervura/30 min.; 7-Lavagem TRH 12h; 8-Lavagem TRH 6h.

Na Tabela 1 estdo apresentados 0s parametros cinéticos obtidos a partir do modelo de
Gompertz modificado para os ensaios em batelada com os lodos pré-tratados. Os resultados
apresentados na Tabela 1 revelam que a maioria dos pré-tratamentos realizados na cultura
mista foram efetivos para o enriquecimento em bactérias produtoras de H,, pois a producgéo
méaxima e a velocidade de producdo aumentaram em relagdo ao controle. Apenas os lodos
que sofreram lavagem seletiva (tratamentos 7 e 8) apresentaram producdo méaxima e
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velocidade de producgéo de H, bem menores (praticamente nula), comparadas ao controle,
sugerindo, que estes tratamentos nao foram eficientes para enriquecer o lodo em bactérias
produtoras de Hs.

Tabela 1 Parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Gompertz modificado para a
producdo de H, nos ensaios com os lodos submetidos aos pré-tratamentos e o controle. (1-
Térmico 100°C/15 min.; 2- Térmico 100°C/60 min.; 3- Térmico 80°C/15 min.; 4- Térmico
80°C/60 min.; 5-Acido pH 3/24h; 6- Acido pH 3/24h e fervura/30 min.; 7-Lavagem TRH
12h; 8-Lavagem TRH 6h).

Hmax (mL) Rm(mL/h) Ah) R2
Controle 31,2 3,22 1,17 0,998
1 121,3 7,22 7,36 0,9834
2 75,8 3,97 2,29 0,9942
3 165,5 12,18 5,17 0,9916
4 146,69 15,63 13,44 0,9934
5 121,13 16,50 13,38 0,9968
6 76,32 5,08 3,06 0,9866
7 0,60 0,13 -0,42 0,9921
8 0,75 0,17 -0,36 0,9938

Hmax: potencial da producdo méaxima de H, (mL); Rm: velocidade méaxima de producéo de
H2 (mL/h); A: fase lag (h).

Em todos os testes realizados com os indculos que sofreram pré-tratamentos efetivos
para aumentar a producgéo de H, (tratamentos de 1 a 6) foi observado um aumento do tempo
necessario para o inicio da produgdo de Hj, denominado de lag fase (A). Este efeito foi
observado por outros autores, como por exemplo, Cheng et al., (2011) que utilizaram o
tratamento térmico (100°C/30min) e a fase lag do experimento aumentou 1,5 vezes
comparada ao controle. A temperatura de 100°C (tratamentos 1 e 2) apesar de ser bastante
citada na literatura como um método de enriquecimento em bactérias produtoras de H,, ndo
foi a mais adequada para o pré-tratamento desta cultura mista. Esta temperatura e o tempo
parecem ter sido muito elevados e podem ter causado a eliminacdo de microrganismos
produtores de H, ndo esporulados, tais como as enterobactérias.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, os pré-tratamentos do lodo que
foram mais adequados para aumentar a velocidade de producdo de H, foram os pré-
tratamentos 3, 4 e 5, ou seja; os tratamentos térmicos a 80°C por 15 min. e por 30 min. e 0
tratamento acido (pH 3/HCI), que apresentaram velocidades de 12,18, 15,63 e 16,50 ml.h™,
respectivamente.

As velocidades de producdo de H, encontradas na literatura variam muito, pois
dependem do tipo de indculo e os tipos de pré-tratamentos utilizados para o enriquecimento
da cultura mista. Buitrén e Carvajal (2010) encontraram velocidades de producao de H, que
variaram entre 17,2 e 274 mL/h e os valores da fase lag variaram de 0,5 a 1,7 h™
Assawamongkholsiri et al., (2013) relatam velocidades de producdo de H, que variaram de
3,23 a 34,56 mL/h e valores de fase lag entre 7,4 a 89,37 h™*, com inéculos que sofreram
diferentes pré-tratamentos.
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O tempo e a temperatura utilizada para o tratamento térmico também difere bastante
entre os trabalhos, sendo que 100°C entre 15 e 30 min. é a mais comum combinacdo (Chen
et al., 2012). Muitos estudos tém utilizado diversas razfes de tempo e temperatura para o
pré-tratamento do lodo. De acordo com Li e Fang, (2009) ndo ha condi¢bes Otimas de
temperatura de aquecimento e duracdo do tratamento térmico, portanto, esta combinagdo
deve ser estabelecida para cada lodo estudado.

Resultados similares aos deste trabalho também foram observados por outros autores.
Lin et al.,(2006) submeteram uma cultura a um tratamento térmico com quatro temperaturas
diferentes. O tratamento térmico a 50 e 60°C ndo foi eficiente para aumentar o desempenho
da cultura mista na producdo de H,. Porém, o tratamento térmico a 70 e 80°C aumentou
significativamente o contetdo de H, no biogés. Jia et al., (2013) compara diferentes pré-
tratamentos, como: &cido, alcalino, cloroférmio, 2-bromoetanosulfonato-BES, aeracéo,
secagem, ultrassom e conclui que o pré-tratamento mais eficiente para aumentar a producéao
de H, ¢é a secagem do lodo a 60 °C por 24h. Porém, Chang et al., (2011) avaliaram diferentes
pré-tratamentos em lodo ativado para aumentar a producdo de H,. Os pré-tratamentos
utilizados pelos autores foram &cido, basico, chogue térmico, aeracdo, uso de cloroférmio e
BES. Neste estudo o lodo ativado pdde ser enriquecido por diferentes pré-tratamentos em
ordem decrescentes de producdo de H,: &cido > base > térmico> aeracdo > cloroférmio >
controle > BES. Portanto, a maior quantidade de H, produzida foi obtida pelo tratamento
acido, assim como em nosso trabalho.

Com relacdo a lavagem de bactérias, pode-se sugerir que os TRHs aplicados nédo
foram efetivos para o enriquecimento em bactérias produtoras de H,, apesar de serem TRHs
normalmente aplicados na literatura com sucesso para o enriquecimento de tais bactérias.
Chen e Lin (2004) operaram um reator com sacarose para produzir H,, sem adaptacdo do
inéculo, portanto com presenca de bactérias consumidoras de H,. Com a diminuicdo do
TRH de 20 para 2,5 d chegando a 6 h, os autores conseguiram selecionar uma cultura
denominada Clostridium pasteurianum, notadamente uma espécie produtora de H,.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que diferentes métodos de pré-
tratamento aplicados a cultura mista responderam de forma diferente, mas que os pré-
tratamentos aumentaram a velocidade de producdo de H; entre 0,23 e 5,12 vezes quando
comparado ao controle. Esta diferenca entre as respostas obtidas pelos diferentes pré-
tratamentos demonstra a importancia do estudo de pré-tratamentos de inoculo para a
producdo de H; para cada cultura mista estudada. Os resultados mostraram que 0s métodos
gue mais aumentaram a producdo de H; foi 0 3, 4 e 5, ou seja, 0s tratamentos térmicos a
80°C por 15 min e 30 min. e 0 &cido pH 3 por 24h, respectivamente.

Apbs os ensaios em batelada os lodos pré-tratados que promoveram as maiores
velocidades de producéo de H, foram utilizados para inocular reatores operados em batelada
alimentada a 50°C com TRH de 1d. Os resultados da operacdo destes biorreatores por 36
dias pode ser observado na Figura 2. Como pode ser observado na Figura 2 o volume de H,
produzido pelos lodos pré-tratados foram bem mais elevados do que o volume de H,
produzido pelo lodo controle. O volume de H, manteve-se praticamente constante ao longo
do periodo de operacdo dos reatores inoculados com o lodo controle, 30 mL. O volume de
H. produzido pelo lodo tratado por calor e &cido aumentou de 120 para 140 e 160 mL/d ao
final de 36 dias, respectivamente.
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Figura 2 Volume de H, produzido durante a operacdo dos biorreatores operados por 36 dias
e inoculado com o lodo sem pré-tratamento (controle), pré-tratado a 80°C /15 min
(tratamento 3) e pré-tratado com HCI (pH3/24h).

Portanto, o pré-tratamento acido do lodo foi 0 que promoveu o maior aumento na
producédo de H, em relagdo ao controle. Luo et al., (2010) ndo observaram o mesmo efeito
de pré-tratamentos comparando os resultados dos ensaios em batelada com os de operacao
por longos periodos. Os autores aplicaram diferentes pré-tratamentos em lodo anaerébio,
verificando em seguida o mais eficiente na producdo de gas H, a 60°C. Apds esta primeira
etapa, realizada em batelada, os reatores foram operados em modo continuo com TRH de 3
dias. Durante o estado estacionario de operacao destes reatores foi observado que o lodo
anaerobio, sem qualquer tipo de pré-tratamento, exibiu a maior producdo de H,, diferente
dos resultados observados neste trabalho, no qual o efeito do aumento da producéo de H;
pelo pré-tratamento do in6culo se manteve por um longo periodo.

Na Tabela 2 pode ser observada a concentracdo de metabolitos sollveis nos
biorreatores, inoculados com os lodos pré-tratados e com o lodo controle, ao final do periodo
de 36 dias de operacdo em batelada alimentada.

Tabela 2 Concentracdo de metabdlitos solGveis nos biorreatores ap6s 36 dias de
operacao.

Inéculo Metabolitos sollveis
Ac. acético  Ac.butirico  Ac.propidnico Ac. latico Etanol  Yp/s
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Controle 0,61 0,57 0,58 9,0 nd 0,07
Térmico 1,55 1,18 1,57 5,25 nd 1,1
Acido 1,51 2,90 0,24 2,0 nd 1,35

nd: ndo detectado; Yp/s: mol H, produzido/mol glicose consumida

Como pode ser observado na Tabela 2 a concentracdo dos acidos acético e butirico,
metabdlitos relacionados a producdo de H,, foi mais elevada nos biorreatores inoculados
com os lodos pré-tratados, o térmico e o &cido. J& o &cido latico foi detectado em maior
concentracdo no lodo que ndo sofreu nenhum tipo de pré-tratamento (controle). A via
bioquimica de formagéo do acido latico em culturas mistas compete com a formacao do Ho,
pois é o acido latico consume equivalentes redutores, necessarios a producdo de H,.
Portanto, pode-se afirmar que o pre-tratamento acido foi o mais eficiente para o
enriquecimento de bactérias produtoras de Hy.a partir do inoculo estudado.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi verificada a possibilidade de utilizagdo de uma cultura mista
proveniente de um sistema anaerdbio de tratamento de vinhaca na producdo de H,. Os
resultados revelaram que a cultura mista necessita de um pré-tratamento para ser
utilizada como indculo de biorreatores para a producao de H,. Dentre os pré-tratamentos
testados concluiu-se que o tratamento acido em pH 3 por 24 horas foi 0 que, em testes
de curta e longa duracdo, promoveu a maior producao de Hs.
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