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RESUMO

O desenvolvimento tecnoldgico e as mudancas nos habitos das pessoas vém aumentando a
necessidade global por energia e tem sido uma preocupacdo da sociedade moderna. A busca
pelo desenvolvimento de energia sustentavel é uma questdo importante a fim de evitar uma
crise energética e minimizar os impactos ambientais ocorridos em virtude da utilizacdo dos
combustiveis fésseis durante muitos anos. Diante desse cenario, o hidrogénio surge como fonte
alternativa de energia, ja que sua combustdo gera apenas vapor de agua, sem agredir a0 meio
ambiente e nem contribuir para o efeito estufa, sendo assim, considerado um combustivel
renovavel. A producdo bioldgica de hidrogénio, por meio da digestdo anaerobia aparece como
alternativa para o processamento do residuo de cervejaria artesanal, sendo possivel aliar a
geracdo de energia (hidrogénio) ao enquadramento ambiental deste residuo sem interferir em
sua qualidade. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de hidrogénio a
partir do residuo de cerveja coletado do tanque de fermentacdo como fonte de carbono,
procurando avaliar os efeitos da Demanda Quimica de Oxigénio — DQO (5 e 10 g. L™), tipo de
indculo (Fermentacdo natural e lodo anaerdbio) e agitacao (sem agitacdo e 120 rpm). Os efeitos
das variaveis dependentes na producdo de H. foram examinados pela andlise de variancia
(ANOVA) e a producao acumulada foi ajustada por meio da funcéo de Gompertz modificado,
utilizando a média dos valores obtidos pelas réplicas dos reatores em cada tratamento do
planejamento experimental. O efeito linear da DQO e tipo de indculo; o efeito da interacdo da
DQO e tipo de indculo e a interacdo do tipo de indculo e agitacao foram altamente significativos
na producdo maxima de hidrogénio, indicando que esses termos tiveram grande impacto na
variavel resposta. O efeito da agitacdo e a interacdo entre DQO e agitacdo apresentaram pouco
impacto na producio de hidrogénio. Os coeficientes de determinacdo (R?) de todos os ajustes
foram de 0,9916 a 0,9975, indicando que o modelo aplicado descreve satisfatoriamente o
progresso da producdo acumulativa de hidrogénio. O maximo potencial de producdo de
hidrogénio e a taxa de producdo foram obtidos nas condicdes (DQO de 5 g. L, indculo de
fermentacdo natural e agitagdo de 120 rpm) nos valores de 163,30 mL, e 0,52 mL.h7,
respectivamente. Os principais metabolitos produzidos foram metanol, etanol, acido acético,
acido propidnico, acido butirico e acido valérico. A analise de sequenciamento genético relevou
que a espécie Enterobacter sp. foi a que apresentou maior similaridade no reator inoculado com
fermentacao natural com maior producédo de hidrogénio e que as bactérias ndo cultivadas foram
as que apresentaram maior similaridade com o reator inoculado com lodo de ETE de menor
producdo de Ho.

Palavras-chave: Planejamento experimental, Fermentagdo natural, Energia.



ABSTRACT

Technological development and changes in people's habits have increased the global need for
energy and have been a concern for modern society. The search for the development of
sustainable energy is an important issue in order to avoid an energy crisis and minimize the
environmental impacts that have occurred due to the use of fossil fuels for many years. Given
this scenario, hydrogen emerges as an alternative source of energy, as its combustion only
generates water vapor, without harming the environment or contributing to the greenhouse
effect, thus being considered a renewable fuel. The biological production of hydrogen, through
anaerobic digestion, appears as an alternative for the processing of craft brewery waste, making
it possible to combine the generation of energy (hydrogen) with the environmental framework
of this waste without interfering with its quality. In this sense, the objective of this study was
to evaluate the production of hydrogen from beer residue collected from the fermentation tank
as a carbon source, seeking to evaluate the effects of Chemical Oxygen Demand — COD (5 and
10 g. L), type of inoculum (Natural fermentation and anaerobic sludge) and agitation (without
agitation and 120 rpm). The effects of the dependent variables on H; production were examined
by analysis of variance (ANOVA) and the accumulated production was adjusted using the
modified Gompertz function using the average of the values obtained by the reactor replicates
in each treatment of the experimental design. he linear effect of COD and type of inoculum; the
effect of the interaction of COD and inoculum type and the interaction of inoculum type and
agitation were highly significant on maximum hydrogen production, indicating that these terms
had a great impact on the response variable. The effect of agitation and the interaction between
COD and agitation had little impact on hydrogen production. The coefficients of determination
(R2) of all adjustments ranged from 0,9916 to 0,9975, indicating that the applied model
satisfactorily describes the progress of cumulative hydrogen production. The maximum
hydrogen production potential and production rate were obtained under the conditions (COD
of 5g. L, natural fermentation inoculum and agitation of 120 rpm) at values of 163,30 mL and
0,52 mL. h't, respectively. The main metabolites produced were methanol, ethanol, acetic acid,
propionic acid, butyric acid and valeric acid. Genetic sequencing analysis revealed that the
species Enterobacter sp. was the one that showed the greatest similarity in the reactor inoculated
with natural fermentation with the highest hydrogen production and the uncultured bacteria
were the ones that showed the greatest similarity with the reactor inoculated with ETE sludge
with the lowest H2 production.

Keywords: Experimental design, natural fermentation, Energy.
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1 INTRODUCAO

A demanda global por energia tem crescido de maneira acelerada, varios estudos tém
sido realizados para encontrar alternativas energéticas viaveis que possibilitem a reducéo da
dependéncia dos combustiveis fosseis que representam hoje, cerca de 85% das fontes néo
renovaveis em relacdo a matriz energética mundial e 52,6% em relagédo a matriz brasileira (EPE,
2023). Nesta perspectiva, houve um avanco na participacdo de energias renovaveis na matriz
energética brasileira ao longo dos ultimos anos, em 2013, a participacdo de energia renovavel
na matriz era cerca de 40,6% e atualmente esse nimero aumentou para 47,4% (EPE, 2023).

Diante da questdo ambiental e da necessidade energética, varios estudos vém sendo
desenvolvidos na busca de fontes de energia renovavel e o processo de digestdo anaerdbia
apresenta-se como uma interessante opc¢do, pois, além de viabilizar o tratamento de efluentes,
possibilita a producdo de energia renovavel pela bioconversdo de matéria organica em biogas
(SILES et al., 2010). Os processos biolégicos apresentam como vantagem o baixo custo e a
utilizacdo de diversos residuos industriais e domeésticos ricos em carboidratos como substrato,
minimizando os problemas causados decorrente do descarte inadequado desse material (DAS e
VERZIROGLU, 2001).

O Brasil ocupa atualmente o terceiro lugar entre os maiores produtores de cerveja do
mundo, onde a producdo atingiu a marca de 14,1 bilhdes de litros por ano, 0 que representa
1,6% do Produto Interno Bruto (PI1B) nacional (CERVBRASIL, 2023). O setor cervejeiro vem
ganhando destaque na ultima década, principalmente no mercado das microcervejarias e
cervejarias artesanais, por apresentarem produtos diferenciados que se utilizam de matéria
prima de alta qualidade (nobre) e métodos de producdo especificos para o estilo de cerveja
proposto, tais como diferentes tempos e temperaturas utilizadas na etapa de mosturacao,
fermentagdo e o uso de ingredientes como milho, arroz, mel, frutas, trigo e outros que conferem
aroma e sabor (SOARES, 2011).

Em contrapartida, esse grande incremento na producdo acarreta 0 aumento dos residuos
gerados pelo setor, em decorréncia do alto volume de &gua necessaria no processo de
fabricacdo, seja no resfriamento, geracao de vapor e lavagem de embalagens e maquinario. De
acordo com Maintinguer (2017), para cada litro de cerveja produzida é gerado de 3-10 litros de
agua residuéria ou efluente, podendo variar sua composicdo e quantidade de acordo como o
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tipo de cerveja produzida, tipo de levedura e outras matérias primas, além das etapas de limpeza

utilizadas no processo produtivo.

Desse modo, o efluente de cervejaria pode ser considerado um substrato potencial para
a producéo de biogas, uma vez que apresenta elevada carga organica e alguns nutrientes que,
geralmente ndo atendem aos padrGes de langcamento determinados pelas leis ambientais
(CONAMA, 2011). Em geral, os residuos da cerveja sdo caracterizados pela alta concentracdo
de matéria organica e alto teor de solidos suspensos, além de outros elementos, evidenciando o
alto poder poluidor do efluente. Sendo assim, é indispensavel o tratamento desses efluentes

apos o processo de fabricacdo, antes de realizar seu descarte final (SHAO et al., 2008).

Embora tenha ocorrido avangos significativos no tratamento de efluentes, eles ainda séo
um problema critico, do ponto de vista ambiental, pois é de dificil gerenciamento e encarado
com frequéncia por muitas industrias como uma obrigacdo onerosa (CHAN et al., 2009).
Considerando os beneficios ambientais e energéticos por meio do tratamento anaerdbio, torna-
se pertinente o presente trabalho visando uma avaliacdo da producdo de hidrogénio por

fermentac&o anaerdbia utilizando como substrato residuo da industria cervejeira.

Neste sentido, o trabalho utilizou a processo de digestdo anaerdbica para producao de
hidrogénio, demonstrando a viabilidade de producéo de energia alternativa, além de contribuir
no tratamento para o efluente liquido oriundo de cervejaria artesanal, utilizando a fermentacdo
natural (autofermentacéo) como in6culo, minimizando os problemas ambientais gerados pela
sua disposicao inadequada. O tipo de indculo é um aspecto importante no desempenho da
digestdo anaerdbia, uma vez que fornece a comunidade microbiana responsavel pela

degradacdo da matéria organica (SOUZA et al., 2020).

Muitos microrganismos produtores de hidrogénio podem ser encontrados em ambientes
naturais (WANG e WAN, 2009), assim a fermentagéo natural se torna uma opcao viavel para
ser usada como indculo para digestdo de diversos substratos. Alguns estudos vém sendo
desenvolvidos, como Penteado (2012) estudou a influéncia do inoculo na producdo de
hidrogénio, obtendo maiores rendimentos de hidrogénio quando utilizou a autofermentacéo
comparado aos reatores inoculados com outros tipos de indculos. Assim como, Fernandes
(2008) utilizou a autofermentagéo na inoculagdo de reatores para producdo de hidrogénio e
obteve bons resultados. Entretanto, poucos estudos sdo encontrados utilizando a
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autofermentacdo como indculo em reatores de digestdo anaerobia, porém é possivel utilizar o
proprio substrato fermentado por meio de microrganismos encontrados na atmosfera e no
proprio residuo, principalmente nos substratos que séo ricos em leveduras, como é o caso do
residuo de cervejaria, se apresentando como um beneficio por ndo necessitar de outro tipo de
indculo para o processo. Dessa forma, € interessante analisar se a fermentacdo natural sera de
fato uma eficiente alternativa no processo de digestdo anaerobia, contribuindo na conversédo de
matéria organica em biogas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de hidrogénio em reator anaerébio em batelada a partir do residuo

de cervejaria artesanal.

2.2 Objetivos especificos

* Analisar os efeitos das variaveis Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), tipo de
inéculo e velocidade de agitacdo, procurando encontrar as melhores condigdes

operacionais.

» Avaliar a eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia por meio da producdo de

hidrogénio.

» Determinar a eficiéncia de remocao de matéria organica e consumo de carboidratos no

processo.
 Identificar os metabdlitos soltveis produzidos na degradacao anaerdbia do substrato.

» Caracterizar o consorcio microbiano através da biologia molecular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa secdo sera apresentado o cendrio geral da inddstria cervejeira, 0 processo de
producdo da cerveja dentro de um contexto historico até os dias atuais, assim como, 0 processo
de producdo e a problematizacdo dos residuos gerados nesse setor. Ademais, abordard o
processo de digestdo anaerdbia visando a producéo de hidrogénio, além de estudos anteriores

que nortearam e colaboraram com esse estudo.

3.1 Industria Cervejeira

No contexto mundial, o mercado cervejeiro vem crescendo aceleradamente nos Gltimos
anos e continua em constante ascensdo. No cenério brasileiro, esse setor tambeém esta em
expansdo, movimentando uma grande cadeia produtiva, sendo responsavel por cerca de 2% do
PIB nacional (CERVBRASIL, 2023). A industria cervejeira tem contribuido com o
desenvolvimento do pais por meio da criagdo de emprego e renda, aproximadamente 42 mil
empregos diretos e 107 bilhdes de faturamento foi gerado, segundo anuério divulgado de 2017
(CERVBRASIL, 2023).

De acordo com o anuério de 2022, divulgado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria
de Abastecimento (MAPA, 2023), o Brasil ja tem mais de 1729 estabelecimentos registrados
como mostra a Figura 1, se consolidando como o terceiro maior fabricante mundial de cerveja,
com producdo de 14,1 bilhdes de litros por ano, atras somente da China (46 bilhdes e dos
Estados Unidos, 22,1 bilhdes). Em 2020, houve o registro de 204 novas cervejarias e outras 30
cancelaram seus registros, o que representa um aumento de 174 cervejarias em relagcdo ao ano
anterior, alta de 14,4% (SINDCERYV, 2021).
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Figura 1: Gréafico do total de cervejarias registradas no Brasil
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Fonte: MAPA (2023)

A regido sul e sudeste apresenta o maior nimero de cervejarias, com 798
estabelecimentos, o que representa 46,2% do total de cervejarias do Brasil (Figura 2). O estado
de Sdo Paulo mantém a lideranga como o estado com maior nimero de cervejarias registradas,
com a marca de 387 cervejarias, enquanto os estados do Distrito Federal, Pernambuco,
Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Alagoas, Tocantins, Acre, Amapa e Roraima mantiveram em

2022 0 mesmo numero de cervejarias registradas que apresentavam em 2021(MAPA, 2023).

Figura 2: Percentual de cervejarias por regido.
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Ap0s a concessdo do registro da cervejaria, € necessario o registro do produto que
pretende ser comercializado. Em 2022, O total de registros alcangou o numero de 42.831
produtos por estabelecimentos (Figura 3), 0 que representa um crescimento de 19,8% em
relacdo a 2021, tendo S&o Paulo liderando com maior nimero de produtos, cerca de 12.319.
Alagoas apresenta uma elevacdo na média de 37,1 produtos registrados por estabelecimentos,

atingindo a média mais elevada entre todos os estados, fato que pode ser analisando também

na Figura 3.
Figura 3: Total de produtos registrados por Unidade da Federacao
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Fonte: MAPA (2023)

Segundo Matos (2011), existem as grandes empresas com capacidade de larga
producdo, visando produtos mais populares, em especial a cerveja tipo pilsen. E existe outra
parcela de cervejarias que possuem producdo mais especifica, com produtos diferenciados,
numa escala menor, produzindo produtos com alta qualidade, se destacando por apresentar
caracteristicas especificas, tais como a cor, o0 sabor, 0s aromas, o teor alcoolico, amargor, entre
outros. Esse tipo de mercado vem ganhando adeptos, as cervejarias com conceito artesanal
cresceram cerca de 37,7% no ano de 2017, segundo dados do MAPA (2018).

Diante dessa crescente, os produtores de cerveja artesanal vém diversificando os
produtos, oferecendo cada vez mais produtos distintos daqueles ofertados pelas grandes

empresas, com diferencial no sabor e na qualidade, agregando mais valor a bebida. Importante
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ressaltar, que esse tipo de produto ndo compete de forma direta com as grandes industrias
cervejeiras, pois atende um consumidor final com uma exigéncia sensitiva diferenciada,

representando cerca de 1,5 % das vendas totais de cerveja no pais (MAPA, 2018).

No Brasil, a legislacdo brasileira, mais precisamente na Instru¢gdo Normativa n° 65, de
10 de dezembro de 2019, conforme definido no art. 36, do Decreto n® 6.871, de 2009, conceitua
cerveja como “bebida resultante da fermentacéo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de
cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgédo
adicionado de lGpulo ou extrato de lupulo, hip6tese em que uma parte da cevada malteada ou
do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (BRASIL,
2019). As cervejas artesanais, especiais ou premium ainda ndo possuem legislacéo especifica

para regulamentacao no Brasil.

Diferente do que se imagina, a cervejaria artesanal ndo se limita a producéo caseira. O
Brasil, ja € conhecido internacionalmente pelos produtos de alta qualidade produzido, de forma
que, hoje as cervejas traduzem um pouco da cultura local e a tradi¢do de cada regido do pais.
Uma das mais expressivas cervejas artesanais no cenario brasileiro é a Colorado, ja recebeu

varios prémios pelos seus rotulos e hoje é conhecida mundialmente (D’ AQUINO, 2019).

Em se tratando de um cenario local, o estado de Alagoas vem ganhando destaque em
razdo dos varios rotulos disponiveis e ja é o terceiro estado do Nordeste com maior nimero de
registros de cervejarias. Segundo MAPA (2019), o estado possui 136 tipos de cervejas
artesanais registradas, além disso, Alagoas possui varios rotulos premiados nacionalmente. A
primeira cervejaria esté localizada no municipio de Maceid, foi inaugurada no ano de 2014 e

atualmente conta com um portfélio de 7 (sete) estilos diferentes de chopps e cerveja.

3.2 Processo de producéo da cerveja

A cerveja é uma bebida bem antiga, de acordo com Morado (2011), € possivel que tenha
surgido 9.000 a.C., porém sé ap6s o século VI comecgou a ser produzida em maior escala.
Acredita-se que tenha sido descoberta por acaso, pelo fato de possuir 0s mesmos ingredientes
do péo, e estes, sendo em uma determinada época da civilizagdo os produtos que faziam parte
da base alimentar e da cultura de varios povos. Varios registros, como desenhos rupestres e
simbolos primitivos remetem a producdo de bebida que se assemelham a cerveja, que de acordo
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com estudiosos servia como moeda de troca, remeédios e oferenda aos deuses (MORADO,
2011).

No Brasil a cerveja chegou com as col6nias europeias, com varios comerciantes se
instalando no pais e dai iniciaram a comercializacdo de uma bebida que até entdo era
desconhecida, influenciando na cultura local. Apés a primeira Guerra Mundial, ficou dificil
obter malte e ldpulo que vinham da Alemanha e Austria e por consequéncia, 0s cervejeiros
comegaram a procurar no Brasil matéria prima que pudesse substituir esses insumos. Foi entédo,

que iniciou a utilizagc&o de milho, arroz e trigo, mas tudo sem grande controle de fermentacao.

A primeira cervejaria em escala industrial se consolida no estado de Porto Alegre, entre
1870 e 1880, apds o surgimento das primeiras maquinas frigorificas, possibilitando um maior
controle na temperatura de fermentacao, o que levou a migracao e expansdo das fabricas até os

dias de hoje.

A cerveja é considerada uma bebida carbonata de teor alcoolico que pode variar de 3 a
8 % (v/v) de forma geral € produzida a partir da dgua, malte, lGpulo e levedura (fermento),
permitindo também o uso de outras matérias primas como trigo, arroz, milho (ALMEIDA e
SILVA, 2005; PEDROSO, 2012). A Figura 4, mostra as matérias primas para composi¢do

geral da cerveja.

Figura 4: Matéria prima bésica para composi¢ao da cerveja

Jev Lupulo

Levedura

Fonte: Autora (2023).
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3.2.1 Agua

A agua representa cerca de 90 % da composicdo da cerveja, sendo assim as
caracteristicas fisico-quimica e microbioldgica da agua influenciam diretamente na qualidade
da cerveja produzida. Para isso, é indispensdvel um criterioso acompanhamento dessa matéria
prima, sendo necessario que tenha auséncia de cor e turbidez, pois os solidos presentes podem
interferir no sabor e ainda servir de alimento para 0s microrganismos. Além disso, € importante
que a agua tenha um alto teor de calcio e magnésio, nutrientes necessarios para fermentacao
das leveduras (ROSA e AFONSO, 2015).

De acordo com a CERVBRASIL (2022), cerca de 4,5 L de agua é utilizado para cada

litro de cerveja produzido.

3.2.2 Malte

O malte é um ingrediente basico no processo de fabricacdo da cerveja, basicamente é
um cereal que passa por um processo de malteacdo. Esse processo consiste na quebra do gréo
com o intuito de ativacdo de enzimas necessarias para hidrolise de polissacarideos e amido
presentes (BRIGGS, 1998). Esse processo ocorre em 3 etapas, inicia-se com a maceracao, onde
0s graos recebem agua para iniciar a germinacdo; a germinacdo com controle de temperatura,
umidade, oxigénio e CO- e finalizando com a secagem e armazenamento (SILVA e FARIA,
2008).

3.2.3 Lupulo

O lupulo é uma planta que possui 0s sexos feminino e masculino, porém, a parte de
interesse para fins cervejeiros sdo as flores da planta fémea. E considerado o ingrediente
responsavel por conferir amargor e aroma a cerveja, no entanto existem lGpulo com
caracteristicas aromaticas (composto por 0leos essenciais) e outros com caracteristicas mais
amargas em virtude dos alfa-acidos presentes, a dosagem dessa combinacdo € realizada de

acordo com o tipo e aspecto de cerveja que se pretende produzir (REBELLO, 2009)
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Uma caracteristica importante é poder bactericida que possui, inibindo a proliferacéo
de bactérias indesejaveis e favorecendo a conservacdo natural e prolongamento da vida Gtil da
cerveja (PALMER, 2022)

3.2.4 Levedura

A levedura pode ser denominada como um agrupamento de fungos unicelulares e dentre
a mais conhecida e utilizada estd o género Sacharomyces, principalmente por realizar processo
de fermentacdo, responsavel pela fermentacao de acucares de arroz, trigo, malte para obtengdo
de bebidas alcodlicas (MATUO et al., 2012). Especialmente conhecida como a levedura da
cerveja, a Saccharomyces cerevisiae se classifica como um fungo unicelular que se multiplica

por gemulacao, ou seja, através de brotos ou por esporulacao.

Diversas linhagens do género Saccharomyces sdo capazes de produzir etanol e dioxido
de carbono, dois dos principais metabdlitos priméarios na producédo de cerveja (VENTURINI
FILHO, 2010). As cervejas podem ser classificadas quanto ao seu tipo de fermentacdo, sendo
as Ale conhecidas como cervejas de alta fermentacao, por utilizarem a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Enquanto, as Lagers, sdo cervejas de baixa fermentacdo, por serem fermentadas

pela Saccharomyces. Pastorianus (GIBSON et al., 2017).

Apobs o processo de fermentacdo do malte, as leveduras de baixa fermentagédo (5 — 10
°C) decantam e véo para o fundo dos fermentadores; as de alta fermentacdo (12 — 15 °C), flotam
para superficie (REBELLO, 2009). Strong e England (2015) caracterizam o estilo Pilsen como
uma cerveja amarga, de corpo leve, de cor dourada e baixa fermentacdo, pois produz CO>

lentamente, levando entre 10 a 14 dias para que ocorra todo processo fermentativo.

3.2.5 Etapas de producao da cerveja

O processo produtivo da cerveja pode variar de acordo com a planta de cada industria,
porém, existem etapas consideradas bésicas para producao industrial de cerveja, que se inicia
com moagem do malte por processos mecanicos, normalmente com auxilio de moinhos. Nessa

etapa, ocorre a quebra das cascas deixando 0 amido exposto para etapa posterior.
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Em seguida, € adicionada agua quente a matéria prima moida com intuito de obter uma
mistura agucarada por meio de reacfes quimicas e enzimaticas, essa mistura é chamada de
mosto e é deixada em repouso para mosturagdo (HUGHES, 2014). Apo6s finalizacdo da
conversdo de amido em agucares fermentesciveis (maltose, glicose e maltotriose), 0 mosto é
extraido e transferido para um tanque de cozimento, onde passara por fervura. A parte solida,

conhecida como trub pode ser reaproveitada para fabricacdo de ragéo animal.

Nessa fase de cozimento € adicionado o lUpulo para desenvolver as caracteristicas
sensoriais de amargor e aroma da cerveja. E uma etapa essencial para esterilizacio da cerveja
e evaporacdo de parte liquida (KUNZE, 2007).

Apds fervura, 0 mosto é resfriado por trocadores de calor até a temperatura ideal para
inoculacdo das leveduras e encaminhados para os fermentadores. Ao atingir a temperatura
determinada pelo cervejeiro é realizada a aeracdo e entdo adicionado a levedura. Essa etapa é
considerada a mais preocupante, visto que, quando se trabalha com microrganismos Vivos,
qualquer interferéncia ou contaminacdo pode interferir na qualidade do produto (MORADO,
2011).

Ao final da fermentacdo, a cerveja é resfriada, a levedura inativada é decantada e
retirada posteriormente pela parte inferior dos fermentadores tendo inicio a maturacdo. Essa
etapa pode levar de 6 a 30 dias a depender da cerveja que estd sendo produzida. Na maturagdo
ocorre o0 aprimoramento do aroma e do sabor do produto. Para finalizar, a cerveja é filtrada,
removendo as particulas suspensas, principalmente leveduras e substancias de cor
desagradavel para a cerveja, deixando a bebida com aspecto cristalino (KUNZE, 2007; ROSA
e AFONSO, 2015).

Para finalizar o processo produtivo, a cerveja € armazenada e mantida a temperatura
baixa em tanques pressurizado e adicionado CO2 para incorporar a bebida. Em seguida, ocorre
0 envase em garrafas ou latas. Nesta etapa é fundamental evitar contaminagdes e para isso €
realizado a higienizacdo das garrafas e latas em que sdo armazenados a cerveja. O fluxograma

das principais etapas do processo produtivo da cerveja é apresentado na Figura 5.



Figura 5: Fluxograma das etapas basicas do processo produtivo de cerveja
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3.3 Residuo de Cervejaria: Caracteristicas e problematizagdo

A grande expansdo da industria cervejeira impulsionada pelo alto consumo da bebida
no mundo, proporciona um avanco no desenvolvimento econdmico. Em contrapartida, a alta
producdo acarreta 0 aumento dos residuos gerados pelo setor, em decorréncia da grande
quantidade de agua necessaria no processo de fabricacdo. De acordo com MAINTINGUER
(2017), para cada litro de cerveja produzida é gerado de 3 - 10 litros de efluente, podendo variar
sua composicéo e quantidade de acordo como o tipo de cerveja produzida, tipo de levedura e
outras matérias primas, além das etapas de limpeza utilizadas no processo produtivo
(GUERREIRO, 2006).

A 4gua residuaria de cervejaria é resultado de varias etapas do processo, desde o
efluente gerado no beneficiamento da matéria prima, residuos gerados nas lavagens de
equipamentos, utensilios, higienizacdo de dornas, filtros, pisos, entre outros (ARANTES,
ALVES e SILVA, 2017). Além disso, ha também os subprodutos gerados ao longo do
processo, como bagaco de malte e levedura excedente provenientes da etapa de fermentacao,
bastante rico em compostos organicos (SIMATE, 2011) e quando misturados com o efluente

potencializam as caracteristicas poluidoras.

O bagaco de malte, constituido principalmente de celulose (16 - 21%), hemicelulose
(15 - 29%), lignina (19 - 28%) e proteinas (24 - 39%) (SANTOS, 2014) corresponde cerca de
85% do total de residuos obtidos da industria cervejeira (DRAGONE e ROBERTO, 2010). A
levedura excedente é resultante da floculagdo de particulas insollveis e sedimentacdo natural
da levedura constituindo um lodo presente nos fundos dos tanques de maturacéo e fermentacéo

(FILLADEAU, 2006), representando apenas 3% do volume da agua residuaria.

As diversas operagfes que ocorrem nesse processo produtivo levam a geracdo de
grandes quantidades de efluentes com alta carga organica e necessita de um tratamento antes
de serem langadas nos corpos d’agua. A Figura 6, mostra 0s setores responsaveis pela geracdo
de agua residuaria e a contribuicdo de cada um na industria cervejeira, de acordo com Arantes,
Alves e Silva (2017).
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Figura 6: Setores responsaveis pela geracdo da agua residuéria da inddstria de cerveja
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Fonte: Adaptado a Arantes, Alves e Silva (2017).

A composicao e as caracteristicas da &gua residuaria de cervejaria é bem diferenciada,
de acordo com a literatura, apresenta uma ampla faixa de variagdo de alguns parametros como
a DQO, pode variar de 2,00 a 32,50 g/L e proporcionalmente a quantidade de sélidos, visto
que a DQO aumenta em razdo da presenca de sélidos. A Tabela 1, apresenta caracteristicas

fisico-quimica da &gua residuéria relatadas na literatura.



Tabela 1: Caracteristicas Fisico-quimica do efluente de cervejaria

33

Referéncia pH DQO N-Total P-Total SST SSVv
(g-LY (g-LY) (g-LY) (g- LY (g- LY
SHAO et al. 3,20-3,90 22,50 - 32,50 0,32-0,45 0,14 -0,22 - 1,40 - 4,80
(2008)
SHI et al. (2010) - 2,400 0,09 0,62 -
SIMATE (2011) 3,00-12,00 2,00 - 6,00 0,02 -0,08 5,00 - 8,75 2,90 -3,00
CHEN et al. 5,20 - 6,20 8,00 - 14,00 0,08 - 0,28 0,020- 0,09 0,50-1,30 0,38-1,10
(2015)
ENITAN et al. 6,90 2,00 - 0,02 2,45 1,88
(2015)
PACHIEGA et al. 5,65 2,55 - - - -

(2019)

(-) dados ndo disponiveis

Fonte: Autora (2023).
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Em geral, os residuos da cerveja séo caracterizados pela alta concentracdo de matéria
organica e alto teor de solidos suspensos, além de outros elementos, evidenciando o alto poder
poluidor do efluente. Sendo assim, é indispensavel o tratamento desses efluentes apos o
processo de fabricacdo, antes de realizar seu descarte final (SHAO et al., 2008). Embora tenha
ocorrido avancos significativos no tratamento de efluentes, eles ainda sdo um problema critico,
do ponto de vista ambiental, pois € de dificil gerenciamento e encarado com frequéncia por

muitas industrias como uma obrigacao onerosa (CHAN et al., 2009),

Sendo assim é fundamental que exista varias alternativas para o tratamento e despejo
adequado do efluente de cervejaria, visto que, parte dessas empresas ainda utilizam fossas
sépticas como opc¢édo para o descarte. Demonstrando a grande relevancia desse estudo em
investigar o aproveitamento do residuo para producéo de energia atrelado a reducédo da carga
poluidora por meio de tratamento bioldgico. Nesse sentido, é possivel o tratamento do efluente
e ainda a reducéo de custos da industria com a producao de energia que possivelmente pode
ser revertida para varios segmentos do processo industrial, tornando-se uma alternativa

sustentavel do ponto de vista ambiental, social e econémico.

De acordo com a Resolucdo CONAMA n° 237 de 1997, a fabricacéo de cerveja deve
apresentar licenciamento ambiental para sua instalacéo e operagéo. O licenciamento ambiental
foi estabelecido como um dos instrumentos da Politica Nacional do Meio Ambiente, instituida
pela Lei n® 6.938 de 1981, que tem por objetivo a preservacdo, melhoria e recuperacdo da
qualidade ambiental propicia a vida, visando assegurar, no pais, condi¢6es ao desenvolvimento
socioeconémico, aos interesses da seguranca nacional e a prote¢do da dignidade da vida

humana.

O Conselho Estadual de Protecdo Ambiental (CEPRAM) é o 6rgdo responsavel por
definir os procedimentos de aprovagdo dos processos de licenciamento das atividades de
microcervejarias do Estado de Alagoas, além de aprovar a listagem das atividades consideradas
potencialmente causadoras da degradacdo ambiental que sdo passiveis de licenciamento

ambiental pelo Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA/AL).

Através da Resolucdo de n° 10/2018 a industria responsdvel pela fabricacdo e
engarrafamento de cervejas e chopps, sdo obrigadas a apresentar um diagndstico ambiental
contendo a descricdo sucinta dos impactos resultantes da implantagéo do empreendimento, e a

definicdo das medidas mitigadoras, de controle e compensatdrias, se couber.


http://www2.mma.gov.br/port/conama/res/res97/res23797.html
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l6938.htm
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Tendo em vista a preservacdo dos padrdes de qualidade ambiental, novas legislacbes
que estabelecem o procedimento de conduta das industrias em relacéo a disposicao final do
efluente devem ser homologadas apds intensas pesquisas a respeito das caracteristicas fisico-

quimicas e sua interacdo sobre o meio ambiente.

3.4 Digestdo Anaerobia

Ao longo dos anos, 0 aumento do numero de pesquisas relacionadas ao processo de
digestdo anaerébia vem provocando mudangas na concepc¢do dos sistemas de tratamento de
aguas residuarias e na producao de combustivel, tais estudos vem contribuir na construcéo de

sistemas simplificados e mais eficientes, aliados ao baixo custo.

A Digestdo Anaerdbia € um processo fermentativo microbiano onde a matéria organica,
na auséncia de oxigénio livre, é convertida a gases compostos, predominantemente de metano,
dioxido de carbono (MASSEY e POHLAND, 1978). Segundo CHERNICHARRO (1997), a
digestdo anaer6bia pode ser considerada como um ecossistema onde diversos grupos de
microrganismos trabalham interativamente na conversdao da matéria organica complexa em
metano, gas carbdnico, agua, gas sulfidrico e amdnia, além de novas células bacterianas e

podem-se distinguir quatro etapas diferentes no processo global da converséo.

A digestdo € utilizada no tratamento de efluentes para estabilizacdo de grande parte da
matéria organica, apresentando varias vantagens em relacdo a digestdo aerobia, salientando a
baixa geracdo de lodo, baixo consumo de energia, baixa demanda de area, baixos custos de
implantacdo e 0 uso do biogés produzido como combustivel (WEBER, 2006; CHEN et al.,
2015). Porém, esses processos muitas vezes ndo conseguem reduzir a carga organica poluidora

em sua totalidade, necessitando de um tratamento complementar.

Inicialmente, esse processo foi utilizado para reduzir a poluigédo causada pela disposi¢édo
descontrolada dos efluentes no meio ambiente. Depois, com a crise do petréleo na déecada de
70, aumentou-se a procura, como alternativa de fonte de energia renovavel. Os biodigestores
anaerobios tém sido amplamente utilizados para tratamento de residuos sélidos, aléem de

efluentes de industrias agricolas, alimenticias e de bebidas.
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Para a inddstria cervejeira, a digestdo anaerdbia € uma importante aliada, pois além de
realizar o tratamento do efluente que é gerado em grande quantidade, é possivel a geracdo de
energia que pode ser utilizada dentro da prépria planta, reduzindo custos da inddstria. VVarios
trabalhos tém reportado a digestdo como uma alternativa para esse fim, mas em sua grande
maioria 0s estudos tém como objetivo a producdo de metano (CH4). Em contrapartida, o uso da
digestdo para a producdo de hidrogénio (H-) ainda é bastante emergente nesse cenério, atraindo
pesquisadores para desbravar mais esse universo. Pois é sabido que o H2 é um produto de alto
valor agregado e de alta capacidade energética (ARANTES, ALVES E SILVA, 2017), pode ser
produzido de forma bioldgica por fermentacdo, envolvendo baixo custo de energia, em
condicGes ambientes de temperatura e pressdo, além da possibilidade de utilizacdo de varios

substratos. A Figura 7, mostra as rotas metaboélicas envolvidas no processo de digestéao.

Figura 7: Rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia.
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Fonte: Adaptado Lettinga et al. (1996).
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3.4.1 Hidrolise

Os microrganismos ndo sdo capazes de assimilar a matéria organica complexa, assim
todo material organico particulado é convertido em compostos dissolvidos de menor peso
molecular. Esse processo requer a interferéncia das exo enzimas que sao excretadas pelas
bactérias fermentativas hidroliticas. Sendo assim, as proteinas sdo degradadas para formar
aminoacidos; os carboidratos se transformam em agucares soltveis (mono e dissacarideos) e 0s

lipideos sdo convertidos em acidos graxos de cadeia longa de carbono e glicerina.

3.4.2 Acidogénese

Nessa etapa do processo 0s compostos dissolvidos que foram gerados na hidrolise sdo
absorvidos pelas bactérias fermentativas e, apds acidogénese, excretadas como substancias
organicas simples como os acidos graxos volateis (AGV), alcoois, cetonas, diéxido de carbono
e hidrogénio. Microrganismos fermentativos sdo os primeiros a atuar na etapa sequencial de
degradacéo do substrato, e sdo os que mais se beneficiam energeticamente (CHERNICHARRO,
1997).

3.4.3 Acetogénese

Na acetogénese 0s substratos oriundos da etapa anterior (AGV) levam a acidificacao
do meio e junto aos produtos acetato, H2 e CO, formados séo convertidos em substratos para
producdo de metano por microrganismos metanogénicos. Aproximadamente 70% da DQO
digerida é convertida em acido acético, enquanto o restante é concentrado no hidrogénio

formado.

3.4.4 Metanogénese

A etapa final do processo global de conversdo de compostos organicos em metano e
diéxido de carbono é efetuada pelos microrganismos metanogénicos, atualmente classificados
dentro do dominio Archea. O metano é produzido pelas bactérias acetotréficas (Equacédo 1), a
partir da redugdo de acido acético, ou pelas bactérias hidrogenotroficas (Equacdo 2), a partir

da reducéo de dioxido de carbono.
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Metanogénene acetotréfica ou acetoclastica: CH;COO™ + H* — CHs + CO (1)

Metanogénene hidrogenotrofica: 4H. + HCOs — CHs + 2H20 ()

As bactérias que produzem metano a partir do hidrogénio crescem mais rapidamente
que aquelas que usam &cido acético, de modo que as metanogénicas acetotroficas geralmente

limitam a velocidade de transformacao de material organico complexo.

3.4.5 Sulfetogénese

Quando existe a presenca de enxofre no digestor, ocorre a formacéo de sulfeto por meio
das bactérias redutoras de sulfato. Essa reducéo bioldgica de sulfato é considerada indesejavel
em digestores anaerdbios por duas razdes: o sulfato oxida material orgénico que deixa de se
transformado em metano e no processo forma-se gas sulfidrico, que é corrosivo, além do odor
desagradavel. Outro ponto importante é que a presenca de sulfato promove competicéo entre as
bactérias redutoras de sulfato e as acetogénicas e metanogénicas, reduzindo eficiéncia do

processo.

3.5 Rotas fermentativas

A acidogénese e a metanogénese podem ser consideradas como as etapas basicas do
processo biologico anaerdbio, porém a producdo de hidrogénio so é observada na acidogénese,
pois na metanogénese ocorre a conversdo do hidrogénio formado em metano e didxido de
carbono (CHERNICHARRO, 1997).

A etapa fermentativa da digestdo anaerdbia é crucial para a producdo de hidrogénio.
Isto porque é nesta etapa que 0s microrganismos acidogénicos decompdem os carboidratos,

tais como glicose, sacarose em hidrogénio, gas carbonico e acidos organicos volateis.

A conversdo da glicose em hidrogénio e acido acético pode ser observada na Reacgéo 3
e a converséao de glicose em hidrogénio e &cido butirico pode ser observada na Reacéo 4. O

acido acético e o acido butirico sdo os principais metabdlitos gerados no tratamento de
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efluentes, sendo considerados indicadores da producao de hidrogénio, ja que a producdo desses

acidos leva a formacéo de hidrogénio (REIS, 2010).

Producdo de hidrogénio e acido acético a partir da glicose

CeH1206 + 2H0 — 2CH3COOH + 2CO, + 4H; AG= -215,69 KJ/mol (3)

Producéo de hidrogénio e &cido butirico a partir da glicose:

CeH1206 + 2H0 — CHsCH,CH,COOH + 2CO, + 2H,  AG=-257,1 KJ/mol @)

A razdo entre a producdo de acido aceético e acido buritico € considerado um parametro
na indicacdo da producdo de hidrogénio. Como a formacdo do &cido acético produz mais
hidrogénio do que a formacao do acido butirico, pode-se concluir que quanto maior for a razdo
entre as quantidades desses dois &cidos produzidos, maior sera a quantidade de hidrogénio
obtida (REIS, 2010).

A producéo de outros metabdlitos, tais como o etanol e o acido propibnico, devem ser
evitadas, pois sdo consideradas substancias inibidoras da producdo de hidrogénio. O &cido
propidnico (Rea¢do 5) reage com a glicose consumindo hidrogénio, ja a formagéo do etanol
(Reacdo 6) a partir da glicose ndo consome hidrogénio, porém consome o substrato que poderia

ser utilizado na formacéo de hidrogénio (REIS, 2010).

Producdo de acido propidnico a partir da glicose:

CeH0s + 2H, —  2CH3CH,COOH + 2H,0 AG= -358 KJ/mol (5)
Producdo do etanol a partir da glicose:

CeH12:0s —  2CH;CH,OOH + 2CO, AG=-235 KJ/mol (6)

3.6 O Hidrogénio como fonte de energia

O hidrogénio é o elemento quimico mais abundante no universo, corresponde a 75% da
matéria em massa e 0 terceiro mais abundante da superficie da terra, além disso, atualmente é

um produto de alto valor agregado em virtude do seu uso na geracdo de energia limpa e



40

renovavel (SHI et al., 2010; ARANTES, ALVES E SILVA, 2017). Em virtude de sua alta
reatividade, este elemento € geralmente encontrado em combinagdo com outros elementos,
sendo a agua o principal composto (DAS e VEZIROGLU, 2001). Além da &gua, podemos
encontrar o hidrogénio na composicao de todos 0os componentes da matéria viva e de muitos
minerais. Em estado livre, o hidrogénio s6 é encontrado em pequenas quantidades na atmosfera
(ROJAS, 2010).

Se caracteriza por ser um gas invisivel, leve, atoxico e altamente inflaméavel, possui
elevada capacidade energética, ou seja, alto calor de combustdo (122 KJ g*) comparando com
outros combustiveis, como metano (50,1 KJ g*), etanol (26,5 KJ g ), gasolina (44,5 KJ g?1) e
butano (49,6 KJ g!) (ARMAROLI e BALZANI, 2011). Sua utilizagdo pode ser de maneira
direta, em motores de combustdo ou células combustiveis para producao de eletricidade. Além
disso, sua combustdo libera apenas vapor de agua, assim considerado uma fonte renovavel de
energia ideal (GUO et al., 2010).

Este gas também pode ser utilizado como reagente em processo de hidrogenagdo, na
indUstria quimica e petroquimica. Entre seus principais usos, calcula-se que cerca de 50% sejam
destinados a producdo de amonia, 37% para processamento de petréleo e 8 % na producado de
metanol (REMACHANDRAN e MENON, 1998).

A produgéo de hidrogénio como fonte de energia pode ocorrer de diferentes formas, ele
deve ser separado e extraido em sua forma molecular, hidrogénio gasoso, dos outros elementos
com os quais ele se encontra combinado (ANDRADE, 2007), essa obtencao inclui a eletrélise
da agua, porém o custo pode ser muito alto em virtude do grande consumo de energia elétrica;
a reforma catalitica de compostos organicos ricos em hidrogénio; as vias termoquimica, sdo
considerados processos mais comuns, mas que dependem de catalizadores eficazes que em

algum momento pode inviabilizar o processo.

A produgdo biologica de hidrogénio por via fermentativa vem ganhando destaque nesse
cenario, principalmente por apresentar baixo custo de consumo energético, ja que ocorre em
condigdes ambientes de pressdo e temperatura (ARANTES, ALVES E SILVA, 2017). Outro
aspecto importante é a grande variabilidade de substratos e inoculos que podem ser utilizados
para producéo de biohidrogénio, tornando-se um processo sustentavel, pois além de geracéo de

energia é capaz de reduzir carga organica, contribuindo para o tratamento de efluentes.
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3.7 Producéo de hidrogénio

Grande parte da demanda energética é suprida por combustiveis fésseis que possuem
fonte esgotavel e sdo responsaveis pelas emissdes da maior parte dos gases poluidores (DAS e
VEZIROGLU, 2001). Diante da preocupacdo ambiental que vem sendo disseminada cada vez
mais em todo mundo, o desenvolvimento de tecnologias visando fontes alternativas de energia

que sejam menos poluentes e renovaveis se faz cada vez mais necessario.

O hidrogénio (H2) tem como vantagem a geracdo de apenas vapor de agua na sua
combustdo (Reacdo 7), ndo agredindo o meio ambiente nem contribuindo para o efeito estufa
(DAS e VEZIROGLU, 2001), além de possuir maior eficiéncia de sua combustéo nos veiculos
(CHEONG e HANSEN, 2007), ja que possui contetdo energético aproximadamente 2,5 vezes

maior do que qualquer combustivel baseado em hidrocarbonetos (ARGUN et al., 2008).
H, + %0, — H,0 AH=-242 Kj/mol ()

O hidrogénio pode ser produzido além de combustiveis fsseis, através da biomassa, da
agua e de processos bioldgicos. A producéo de hidrogénio a partir de combustiveis fésseis pode
ser feita pelo craqgueamento térmico do gas natural, pela oxidacdo parcial de hidrocarbonetos
pesados, pela gaseificacdo do carvdo e pela reforma catalitica de gas natural. Apesar da
obtencdo do hidrogénio a partir do gas natural ser a forma mais eficiente e barata, o gas natural
possui fonte esgotavel e a metodologia de obtencdo de hidrogénio contribui com as emissfes
de gases provocadores do efeito estufa (DAS e VERZIROGLU, 2001).

J& a producdo de hidrogénio a partir da 4gua pode ser obtida utilizando eletricidade
(eletrdlise da agua ou do vapor), calor (fotolise da agua) ou agentes quimicos (decomposicéo
termoquimica da agua). Entretanto, esses métodos industriais consomem combustiveis fosseis
como fonte de energia e, as vezes também hidroeletricidade para quebra de ligacfes da agua.
Dessa maneira, a producdo de hidrogénio por via termoquimica e eletroquimica ndo é
ambientalmente favoravel (DAS e VERZIROGLU, 2001).

Os processos de producéo bioldgica de hidrogénio sdo mais vantajosos, ja que na sua
maioria operados a temperatura e pressao ambiente, assim, requerendo menos energia. Além
da utilizacao de recursos energeéticos renovaveis, podendo utilizar diversos residuos, que facilita
a reciclagem desses residuos (DAS e VERZIROGLU, 2001).
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A producdo biologica de hidrogénio pode ser obtida através do processo de fermentacao
utilizando compostos organicos, conduzidos por microrganismos anaerobios estritos,
facultativos ou aerdbios, como Clostridium, Escherichian e Bacillus, respectivamente
(VARDARSCHARA et al., 2008). Ja o processo de fotossintese (biofotdlise direta e indireta
ou fotodecomposicdo) ou por processos hibridos usando bactérias fotossintéticas e

fermentativas, que sdo dependentes de energia luminosa.

A biofotdlise da agua consiste na conversdo da energia solar em energia quimica
armazenada. Neste caso, a dgua sofre decomposicdo através da acdo da luz resultando na
producdo de hidrogénio (BARRQOS, 2009). Esse processo pode ser considerado econdmico e
sustentavel uma vez que a dgua é um recurso renovavel. A biofotdlise direta as algas verdes sdo
as responsaveis pela producéo do hidrogénio, enquanto na biofotdlise indireta, o hidrogénio é
produzido por cianobactérias unicelulares (MANISH e BANERJEE, 2008).

Segundo Das e Veziroglu (2001), na fotodecomposicao a producdo de hidrogénio é feita
na presenca constante de iluminacao, atraves de bactérias fotossintetizantes que tem capacidade
de converter completamente a glicose presente nos residuos a gas carbdnico e hidrogénio, na

presenca de luz e auséncia de oxigénio.

O gés hidrogénio também pode ser produzido através do processo fermentativo que
utiliza bactérias anaerobias, cultivadas na auséncia de fonte de luz (no escuro), também
conhecida como dark fermentation, a partir de substrato rico em carboidratos (AMORIM,
2009). Este processo apresenta grande vantagem comparada a fotofermentacdo, por ser um
processo que ndo depende da luz. Além, da ampla variedade de compostos organicos que podem
ser utilizados como substrato, pela alta velocidade de reacéo e pela facilidade da reproducéo

das bactérias fermentativas para suprir o meio de produgdo (NICODEMOS et al., 2008).

Apesar do gas hidrogénio no processo fermentativo ser obtido em conjunto com o gas
carbonico, necessitando fazer a separagdo desses dois gases, e do rendimento de H. ser inferior
quando comparados aos demais processos, 0 processo fermentativo é considerado vantajoso na
producdo de hidrogénio, além de ser mais estavel e simples de ser controlado (AMORIM,
2009).
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3.8 Parametros que influenciam a producéo de hidrogénio por via biologica

Na producdo biologica de hidrogénio alguns pardmetros devem ser observados, séo
eles: pH, substrato, temperatura e tipos de inoculo. N&o existe um consenso de qual a melhor
concentracdo do substrato, temperatura ideal para aumentar o rendimento de producdo de

hidrogénio.

3.8.1pH

O pH esté diretamente associado a producao fermentativa de hidrogénio ja que ele pode
influenciar a acdo da enzima hidrogenase, bem como a rota metabolica (WANG e WAN, 2009),
interferindo na eficiéncia de conversdo de substratos e no desempenho dos microrganismos
produtores de hidrogénio. Estudos indicam que o aumento do pH afeta a producdo de
hidrogénio e de acidos organicos (AMORIM, 2009). VAN GINKEL et al., (2001) observaram
que baixos valores de pH limitam o crescimento de microrganismos metanogénicos que
poderdo vir a consumir o hidrogénio. Tais comportamentos ocorrem pelo fato de a producéo de
hidrogénio ocorrer na fase de crescimento exponencial do microrganismo, e quando essa
populacdo atingir a fase estacionaria de crescimento havera uma mudancga no processo, ao invés
de produzir hidrogénio e &cidos, sera iniciada a producdo de solventes (BARTACEK,
ZABRANSKA e LENS, 2007)

De acordo com varios autores, o controle do pH é um fator limitante na producdo de
hidrogénio em sistemas anaerdbios e o pH 6timo estaria entre 5,5 e 6,0 para 0 caso da producéo
biologica de hidrogénio.

Ohetal., (2003) analisaram o efeito do pH na producéo de hidrogénio e concluiram que
baixos valores de pH sd@o suficientes para inibir o crescimento de microrganismos
metanogénicos. Shi et al (2010), realizou a otimizac¢do da producgédo de hidrogénio a partir de

efluente de cervejaria e encontrou um valor de pH ideal de 5,95.

3.8.2 Substrato

Varios substratos tém sido estudados para producéo de biohidrogénio, desde os puros
como glicose, sacarose, frutose, amido entre outros, até as diferentes dguas residuarias oriundas
dos processos industriais. A composi¢do do substrato influencia diretamente na digestéo

anaerdbia, visto que, altas concentragcdes de macro e micronutrientes e matéria organica pode
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afetar a biodegradabilidade e com isso influenciar no rendimento do processo (VERONEZE,
2019; ARANTES, 2018). Para que a producdo do hidrogénio a partir do processo fermentativo
seja considerada sustentavel, € necessario que o substrato utilizado obedeca a alguns critérios,
sdo eles: o substrato deve ser rico em carboidratos, ser produzido a partir de recursos
renovaveis, estd em concentracdo suficiente para que a fermentacao e a recuperacéo da energia
sejam energicamente favoraveis e que, no caso de algum tratamento prévio ser necessario, este
seja de baixo custo (LAMAISON, 2009).

Muitos autores procuram encontrar uma composicao e relacdo de nutrientes favoraveis
para producdo de hidrogénio. Sabe- se que as relagdes C/N e C/P provocam um efeito no
rendimento e na taxa de producdo, de forma que concentracfes muito alta podem se tornar
fatores limitantes no processo, em outros casos, quando as concentragcdes sdo baixas existe a

necessidade de suplementagdo do meio (PEIXOTO, 2008).

A glicose, a sacarose e a lactose sdo os substratos preferidos para a producdo
fermentativa de hidrogénio, porém essas sao fontes puras de carboidratos que podem tornar o
processo inviavel economicamente. Considerando esse ponto de vista, necessita-se desenvolver
mais estudos utilizando residuos que contenham o mesmo potencial (KAPDAN e KARGI,
2006), como os residuos e efluentes ricos em carboidratos gerados por alguns processos
industriais, tais como os efluentes da industria de laticinios (BERGAMASCO e TAVARES,
1997), a manipueira (COLIN et al., 2007; FERRAZ, 2013; LAMAISON, 2009;
CAMPPELLETTI, 2009), as aguas residuarias da industria de refrigerantes (WEBER, 2006;
PEIXOTO, 2008), vinhaga (LAZARO, 2012; RIBAS, 2006; TELLES, 2015), etc.

Pachiega (2019) utilizou diferentes substratos puros (frutose, glicose, sacarose e xilose)
em varias concentragdes (2, 5 e 10 g. L) para producao de hidrogénio em condigdes mesofilas
e observou que a melhor condigéo de producéo de hidrogénio foi no reator alimentado com 5
g. L't de frutose, obtendo rendimento de 1,5 mol de H,. mol™? frutose. Ja Shi et al. (2010),
utilizou um planejamento experimental de Box-Benken para encontrar condi¢des Otimas de
producdo de H», avaliando os efeitos do pH, temperatura e concentracdo do efluente de
cervejaria (2, 7 e 12 g. L) alcangando uma produc&o de 149,6 mL de Hy, nas condicdes 35,9°C,
pH 5,95 e 6,05 g. L™ como concentragéo ideal. Foi verificado que em ambos os estudos ocorreu
a queda no rendimento com aumento da concentracdo de substrato. Sabe-se que concentragdes
mais elevadas do substrato podem aumentar a eficiéncia da producdo fermentativa de

hidrogénio, mas quando o substrato excede um nivel de limiar também podem ocorrer inibigdes
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na producéo, desse modo ainda ndo foi encontrada uma concentracéo ideal de substrato a ser
utilizada (LAY et al., 2010).

3.8.3 Temperatura

De acordo com Sanchez et al., (2001), pesquisas tém registrado a aplicagédo do processo
anaerébio em diferentes faixas de temperatura. Segundo REIS (2010), estas faixas de
temperaturas estdo associadas ao crescimento microbiano, além disso a temperatura de
operacdo para a producdo de hidrogénio depende do tipo de indculo, podem ser classificadas
como: faixa psicrofilica (0 - 20°C); faixa mesofilica (30 - 40°C) e faixa termdfilica (45 - 65 °C)
(LEE, SHOW e SU, 2011).

A temperatura age na producdo de hidrogénio por estar associada com a atividade
microbiana e com a solubilidade do hidrogénio na fase aquosa (FERNANDES, 2008). A maior
parte dos estudos sobre a influéncia da temperatura na producédo de hidrogénio indicam a faixa
mesdfila (de 30 a 40 °C) como a melhor faixa (REIS, 2010), visto que muitas bactérias

produtoras de hidrogénio, tais como Clostridium, apresenta 37°C como temperatura 6tima.

WANG e WAN (2009) relataram que o aumento da temperatura em uma faixa adequada
resultaria no incremento da capacidade dos microrganismos produtores de hidrogénio, porém
temperaturas a niveis muito elevados poderiam reduzir a atividade das produtoras de
hidrogénio. Além disso, em altas temperaturas pode ocorrer a desnaturacdo das enzimas,
cessando a producdo de hidrogénio (REIS, 2010). Segundo Metcalf e Eddy (1979), 0 aumento
da temperatura pode também facilitar a separacdo do biogas da fase liquida durante a operagédo
do sistema, porém mesmo assim, se torna desfavoravel pela necessidade de uso da energia

térmica, reduzindo assim a sustentabilidade do processo e tornando-o dispendioso.

3.8.4 In6culo

A producdo bioldgica de hidrogénio ocorre por meio de uma variedade de bactérias
anaerdbias e para isso, é possivel utilizar consércios microbianos (in6culos mistos) ou até
mesmo microrganismos isolados. As culturas puras tém sido amplamente empregadas e
descritas com os melhores desempenhos, principalmente Clostridium sp. e Enterobacter sp. séo
0s mais eficazes produtores de hidrogénio por fermentagdo. A principal vantagem do
Enterobacter sp. € ser um microrganismo anaerobio facultativo; no entanto, Clostridia sp. é

estritamente anaerobio, possui um rendimento de hidrogénio superior em relacdo ao
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Enterobacter sp., (LIU e FANG, 2007). Esse tipo de indculo tem menos aplicacdo industrial,
pois pode ser facilmente contaminada por consumidores de hidrogénio diversos (BARTACEK,
ZABRANSKA e LENS, 2007)

Os intculos mistos séo facilmente encontrados em ambientes naturais, o lodo oriundo
de biodigestores anaerobios para tratamento de diversos residuos é amplamente utilizado como
indculos. Sua principal vantagem € o fato de poder ser utilizado pelos mais variados substratos,
além de ser mais facilmente manuseados e aclimatados em condi¢cdes ambientes. Porém
apresenta como desvantagem a necessidade de tratamento para impedir o crescimento de
microrganismo metanogénicos consumidores de hidrogénio. Existem varios tratamentos
descritos na literatura, o tratamento acido e o térmico sdo 0s mais usuais e tem como principal
objetivo impedir o crescimento de bactérias ndo formadoras de esporos, que sdo o caso das
metanogénicas. Comparando-se o tratamento térmico com o acido para a producdo de

hidrogénio, observou-se maior eficiéncia no primeiro em relacdo ao segundo (OH et al., 2003).

Outra opcdo de indculo que vem sendo estudada é a fermentacdo natural (ou
autofermentacdo) do substrato, esse processo visa multiplicar naturalmente a biomassa
anaerobia, favorecendo as bactérias produtoras de H.. Tem como principal vantagem a néo
dependéncia de outra fonte de indculo, além do manuseio em condi¢cdes de temperatura

ambiente.

Estudos demonstram que a fermentacdo natural tem se apresentado como um indculo
favoravel a producdo de hidrogénio comparados aos demais utilizados. A Tabela 2, apresenta
um comparativo de rendimento na producdo de hidrogénio através da fermentacdo natural e de

outros indculos a partir de varias fontes de substratos.



Tabela 2: Comparagdo do rendimento na producdo de hidrogénio através da fermentacdo natural e de outros indculos a partir de varias fontes de substratos.

Reator

Substrato

Inoculo

pH

Rendimento de H;

Referéncias

Leito Fixo

Leito Fixo

Leito Fixo

CMTR

Leito fixo

Batelada

CIGSB

RALF

Batelada

Batelada

ARS de sacarose
Soro de queijo
ARS de sacarose

ARS de sacarose

ARS de sacarose

Vinhaga de cana-de-
acucar
ARS de sacarose

ARS de glicose

Vinhaga de cana-de-
acucar
Efluente de
Cervejaria

Fermentacéo natural

Fermentacdo natural
Fermentacdo natural

Fermentacdo natural

Fermentacéo natural
Fermentacéo natural
Lodo anaero6bio
Lodo anaero6bio
Lodo anaer6bio

Lodo anaeréhio

6,5

5,6

6,5

6,5

55

6,5

55

5,5

55

4,22 mol H. mol?
sacarose
0,668 mol H,. mol?
lactose

2,1 mol H,. mol* sacarose

0,5 mol H,. mol™ sacarose
(DQO 2g/L)

0,4 mol H.. mol* sacarose
(DQO 4g/L)
3,5 mol H,. mol™* sacarose
1,31 mol H.. mol* glicose
3,9 mol H,. mol™ sacarose
2,5 mol Ha. mol* glicose
0,010 mol H,. mol?

carboidratos
1,5 mol Ha. mol? frutose

Fontes Lima; Zaiat (2012)

Perna et al. (2013)

Penteado et al. (2013)

Gomes et al. (2015)

Anzola-Rojas et al. (2015)

Telles et al. (2018)
LEE et al. (2009)
Amorim et al. (2009)
Lazaro (2012)

Pachiega et al. (2019)

ARS: Agua residuaria sintética; CMTR: Reator continuo de tubos multiplos; CIGSB: Reator de leito de lodo granular induzido; RALF: Reator anaerdbio de leito fluidizado.

Fonte: Autora (2023).



48

3.9 Planejamento Experimental

O planejamento experimental consiste na definicdo de coletas de dados experimentais
com intuito de responder algumas questdes (CUNICO et al., 2008). Na literatura existem muito
métodos disponiveis, mas o planejamento fatorial envolvendo combinagdes entre os niveis de
dois ou mais fatores € indicado quando se deseja estudar efeitos de variaveis (fatores)
independentes, e quando, € investigado todas as combinagdes possiveis entre os niveis de cada
variavel, esse esquema fatorial é conhecido como completo (RODRIGUES, 2003). Nesse

contexto, cada combinacgdo é um tratamento realizado.

O planejamento pode ser considerado satisfatorio quando é projetado um experimento
que seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacdo que se procura. Para se estudar os
efeitos dos fatores sobre a resposta é necessario variar e observar o resultado dessa variacao.
Um planejamento pode ser representado por N¥ seja k o nimero de fatores em estudo, cada

qual com N niveis.

O caso mais simples de planejamento fatorial € aquele em que k estéa presente em apenas
2 niveis (2%). Nesse tipo de planejamento os niveis sdo comumente codificados com os sinais
(+) e (-), atribuidos aos niveis superiores e inferiores respectivamente (RODRIGUES, 2003).
Além disso, os sinais permitem realizar o esquema da matriz de planejamento, assim como

determinar a influéncia dos fatores e de suas interagdes no estudo (NEVES et al., 2002).

E importante ressaltar que todos os tratamentos e réplicas devem ocorrer de forma
aleatdria, visando a neutralidade dos resultados, para que ndo haja comprometimento dos
resultados obtidos (GALDAMEZ, 2002).

A utilizacdo do planejamento fatorial em experimentos apresenta como vantagens a
reducdo do numero de ensaios sem qualquer prejuizo na qualidade; selecdo das variaveis que
influenciam um processo com numero reduzido de ensaios; representacdo do processo

estudado através de expressdes matematicas, entre outras.

Sendo assim, o planejamento fatorial determina que fatores tém efeitos relevantes na
resposta e, também, como o efeito de um fator varia com o0s niveis dos outros fatores,

quantificando e estabelecendo relagdes entre diferentes fatores.
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3.10 Considerac0es acerca da Revisao bibliografica

A revisdo bibliogréfica teve como objetivo buscar estudos que contribuissem como
base tedrica para ajudar no entendimento do processo de producédo de hidrogénio por meio da
digestdo anaerdbia, assim como, os fatores que influenciam e principalmente trabalhos que
pudessem nortear o processo de producao por fermentacdo natural de agua residuaria real. Ja

que poucos trabalhos tém sido encontrados com essa op¢éo de indculo.

A utilizacdo de efluentes reais dificultam a obtencdo de algumas condicdes
operacionais ideias, visto que, cada efluente tem uma caracteristica individual. Entretando, €
fundamental a busca por condi¢es que possibilitem a utilizacéo desses residuos de forma bruta
ou com o minimo de contribuicdo (diluicdo) possivel para encontrar alternativas que
contribuam no aumento na eficiéncia da producéo de hidrogénio. Outro fator interessante €,
a utilizacdo de fermentacdo por cepas puras ou utilizagdo de lodos mistos, porém esses
procedimentos se tornam mais onerosos, seja com isolamentos dos microrganismos ou com
tratamentos que sdo dados nos lodos antes da sua utilizacdo, sendo essa uma das vantagens da

fermentacdo natural do préprio substrato.

Ainda, por meio da revisdo da literatura foi obtido melhor entendimento sobre
planejamento experimental fatorial, método utilizado por este estudo para avaliar a producao
de hidrogénio e através deste, compreender quais e como os fatores estudados influenciaram

na producao.

O uso de agua residuarias oriundas de processos industriais e agroindustriais para
producéo de biohidrogénio é uma via atraente pela grande quantidade gerada e pelo baixo
custo, além de possibilitar a reducéo da carga poluidora desses residuos que sao posteriormente
destinados ao meio ambiente. Nessa perspectiva, é possivel a produgédo de hidrogénio e um

tratamento do residuo utilizando o processo anaerobio.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados o residuo utilizado como substrato para producdo de
hidrogénio, as fontes dos indculos e o tratamento pelo qual foram submetidos antes do seu uso.
Também ¢é descrito o planejamento experimental usado apara avaliar as variaveis estudadas,
bem como, as analises fisico-quimica, cromatografica e de biologia molecular realizadas
durante o experimento. Além das equacbes para os calculos dos principais pardmetros

envolvidos na pesquisa.

4.1 Descricdo Geral dos Experimentos

Os ensaios de producdo de Ha, as analises fisico-quimicas, analises cromatograficas,
extracdo de DNA e PCR foram realizadas no Laboratério de Saneamento Ambiental (LSA) e
Laboratorio de Controle Ambiental (LCA) do Centro de Tecnologia da Universidade Federal
de Alagoas, Campus A. C. Simdes. O sequenciamento genético da comunidade microbiana dos
reatores foi realizado de forma terceirizada pela ACTGene analises moleculares e a
bioinformatica foi realizada pela parceria e colaboracdo do grupo de pesquisa do Laboratério

de Fitoplanctons no Campus de Engenharia e Ciéncias Agrarias- CECA.

Os parametros cinéticos: producdo acumulada de Ho, fase Lag e taxa méaxima de
producdo de H, foram utilizados para avaliar a influéncia da fermentacdo nos ensaios
desenvolvidos a partir de um planejamento experimental 23 completo. Todas as etapas do

estudo estdo apresentadas na Figura 8.



Etapa 1l
Sut e Inécul
3§
Coleta de Residuo ¢
Lodo de Estacdo de
tratamento de eszoto
Residuo de Inéculos
cerveja artesanal
Realizar anilises Lodo de Auto
fisico-quimicas ETE fermentacio
Tratamento Acondicionar o
térmico 3 90 °C residuo em
por 10 min. recimente aberto
Banho de gelo Fermentar
(até atingir naturalmente
25°C) por 100k
Caracterizacio do
Residuo
&

Quantificar a DQO do residuo que sera uihzado
como substrato e propor a diluig3o a ser realizada
nos ensaos de produgdo de Hy.

Figura 8: Fluxograma geral das etapas do estudo

Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Planejamento fatorial Montagem dos reatores de
2* completo acordo com matriz do
planejamento
3
Considerando trés ‘ Determinacio de
vaniveis em 2 nivels. Reatores de vidro, tipo metabélitos
frasco de penicilina produzidos
r ! } *
Preparar o volume reacional
DQO Tipo de Inéculo Agitacdo com as proporgdes de substrato
5gL Lodo deETE 0 rpm e indeulo
10gL Autofermentacdo 120 rom
| Ajustar pH proximo 2 5,5 -
. . Adigdio de HC1 ou NaOH 1M
8 ensaios em duplicata

Obter o niimero de ensaios que serdo utilizados e a
configuragdo das condigdes experimentais

Fonte: Autora (2023)

Purgar gas N: por 3 minutos
dentro dos reatores e lacrar |

'

Monitoramento e analise
estatistica dos resultados

Aplicar a equagio de Gompertz modificada para
avaliar a produgdo acumulada de H., fase Lage

taxa maixima de produgdo de Ho.

Anilises de Biologia
Molecular

}

Extragdo de DNA dos reatores
com maior produgo e menor
produgdo e dos indeulos

'

PCR - amplificagio
com primes

Sequenciamento genetico
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4.2 Caracterizacéo da Industria: Area de Estudo

A coleta do substrato utilizado no experimento foi realizada numa microcervejaria
artesanal localizada no municipio de Macei6/AL. Atualmente, a cervejaria produz nove
estilos diferentes de chopp e cerveja, sendo 4 cléssicos e 5 estilos sazonais que séo
produzidas num total de 6 tanques, sendo 4 tanques com capacidade de 3.000 L e 2 com
capacidade de 1.500 L. A producdo de cada estilo ocorre em dias separados, de acordo
com a demanda de mercado, dos quais os tipos Pilsen e India Pale Ale sdo as mais
comercializadas, seja em forma de chopp ou cerveja e consequentemente as de maior
producdo dentro da industria. Em média o processo de producdo completo leva cerca de
7 dias, entre as fases de maltaria, mosturacdo e filtracdo. Apds esse periodo o chope segue
para 0 envase € a cerveja passa por um processo de pasteurizacao e em seguida segue para
ser engarrafada.

Segundos dados deste ano (2023), a producdo semestral (janeiro a junho) foi de
aproximadamente 42.223 litros de cervejas, com destaque de producdo para o estilo
pilsen, que representa 73% do total da producdo com aproximadamente 30.769 L
produzidos (informagc&o verbal®). A cerveja tipo Pilsen ¢ considerada a lider no mercado
cervejeiro, por ser a preferida do consumidor brasileiro, correspondendo a 98% do total
consumido no pais (PINTO, 2015).

4.3 Substrato

O substrato utilizado como fonte de carbono foi o residuo da purga do tanque
fermentador, ou seja, a levedura decantada do processo de fermentacdo da cerveja tipo
Pilsen (Figura 9). A escolha desse tipo de cerveja ocorreu por ser o estilo mais vendido e

mais produzido pela inddstria como citado o item 4.2.

! Dados fornecidos pelo responsavel técnico da cervejaria, em outubro de 2023.



53

Figura 9: Residuo coletado de cerveja tipo Pilsen.

Fonte: Autora (2023)

O residuo foi coletado diretamente do tanque de fermentagdo (Figura 10) em
recipientes plasticos de 2L e levada imediatamente ao laboratério. Os recipientes foram
armazenados em freezers e mantidos a -15 °C até seu uso, buscando preservar suas
caracteristicas fisico-quimicas, principalmente quanto a concentracdo de carboidratos.

Outras amostras foram coletadas em frascos de 1L para caracterizacdo analitica.

Figura 10: Local de coleta do residuo: Tanque conico de fermentacdo

";' ” n

i ',,

Fonte: Autora (2023).
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A caracterizacdo analitica do residuo de cerveja tipo pilsen foi realizada com

amostras frescas por meio de andlises fisico-quimicas e apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacdo de amostra de residuo de cervejaria

Parametros Resultados
pH 5,66
Acidos Volateis Totais (g. L) 5,982
Alcalinidade (g. L™?) ND
DQO (g. L) 251,057
Ferro total (g. L) 0,289
Fosforo (g. L) 0,701
Carboidratos (g. L) 37,981
Nitrogénio total (NTK) (g. L) 7,812
Solidos Totais (g. L ™) 104,534
Solidos Fixos (g. L) 98,397
Solidos volateis (g. L) 6,140
Sulfato (g. L™?) 3,264

*ND: Nao detectado
Fonte: Autora (2022).

4.4 In6culos

Para o ensaio experimental foram utilizados 2 (dois) indéculos distintos, um
indculo proveniente da fermentacdo natural do substrato e outro oriundo de uma Estagéo
de Tratamento de Esgoto (ETE).

4.4.1 In6culo misto gerado por fermentacéo natural

O indculo foi obtido pelo processo de fermentagdo natural (autofermentagédo) do
residuo, adaptado de acordo com Penteado (2012). Para obtencao do indculo, o residuo
foi colocado em recipiente aberto, tipo béquer de 1L, coberto por tela para preservagéo
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contra insetos e exposto ao ambiente para crescimento microbiano por um periodo de 100
h (Figura 11). Apds este periodo, o indculo fermentado foi homogeneizado e utilizado

nos ensaios dos reatores anaerobios em batelada sem nenhum tipo de tratamento.

Figura 11: Exposicéo do residuo de cervejaria para Fermentagcdo Natural

Fonte: Autora (2023).

4.4.2 In6culo de reator UASB

O lodo oriundo de um reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) foi
coletado de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) de um condominio residencial,
localizado no bairro Tabuleiro do Martins, em Maceid/Alagoas.

O lodo passou por um tratamento térmico que consistiu em seu aquecimento até
90°C por 10 minutos sob constante homogeneizacdo (Figura 12), e posteriormente
resfriamento instantaneo em banho de gelo até atingir a temperatura de 25°C, antes de ser
utilizado na montagem dos reatores (KIM, HAN E SHIN, 2004). Varios estudos que
aplicaram esse tipo de tratamento, confirmam a eficiéncia do tratamento térmico na
inativacio de bactérias metanogénicas (PACHIELA, 2019; SA et al., 2014).



Figura 12: Tratamento Térmico do Lodo de ETE

Fonte: Autora (2023).

4.5 Planejamento Experimental

O estudo das variaveis foi realizado por um planejamento fatorial 23 completo
com propasito de analisar o efeito de 3 (trés) variaveis independentes na producéo
acumulada de H,. Foram consideradas trés varidveis independentes (A- DQO; B- tipo
de inéculo e C- agitacdo) em 2 niveis. Esses niveis podem ser representados por
valores codificados -1 e +1. Esses valores codificados expressam a faixa analisada,
onde o nivel -1 representa o limite inferior, enquanto o nivel +1 representa o nivel
superior de cada variavel do planejamento, resultando em 8 experimentos distintos
(Tabela 4), realizados em duplicata totalizando 16 ensaios. Importante ressaltar que

foram realizados ensaios de controle (apenas o substrato) e branco (apenas o indculo).

Esse tipo de metodologia é considerado uma ferramenta util para analise de
processos bioldgicos em batelada, ja que fornece respostas desejaveis, reduz nimero
de experimentos e consegue otimizar o processo, realizando uma anélise da resposta

influenciada por diversos fatores (SHI et al., 2010).
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Tabela 4: Variaveis e niveis utilizados para o estudo

Niveis
Efeitos (-1) (+1)
A DQO (g. LY 5 10
B Tipo de Indculo FN L
C Agitacéo (rpm) 0 120

FN- In6culo da fermentagéo natural; L- Indculo lodo
Fonte: Autora (2023).

Os intervalos das varidveis foram determinados com base na revisdo da literatura.
Os valores de DQO de 5 10 g. L%, foram adotados por apresentar-se na literatura como
um valor médio entre os valores minimos e maximos respectivamente, referentes a
efluentes de cerveja encontrados na revisdo bibliografica (Tabela 1). Tendo em vista que
a DQO do residuo coletado para o trabalho foi em torno de 251,06 g. L, conforme
apresentado na caracterizacdo (Tabela 3), se fez necessario realizar uma diluicdo do

substrato com agua destilada para obter o valor da DQO na faixa de estudo.

A DQO apresentada na literatura se refere ao efluente da indUstria cervejeira, que
é composto por varias contribuices dentro do processo produtivo, conforme a Figura 6
(apresentado no item 3.3), enquanto a amostra coletada para este estudo era composta
apenas da purga do tanque fermentador, sem nenhuma contribuicdo do processo

produtivo que pudesse diluir sua composicao.

Para uma analise do processo de fermentacdo natural como in6culo na producéo
de hidrogénio se fez necessario comparar com a producéo realizada com lodo misto de
ETE, inoculo ja bastante estudado e utilizado para esse tipo de ensaio. Outro aspecto,
foi o estudo da contribuicéo do efeito da agitacao nos reatores anaerébios como condicao
favoravel na producdo de hidrogénio. De acordo com Pinho et al. (2014) a taxa de
agitacdo desempenha um papel importante promovendo mais contato entre o substrato
e a biomassa. Foram utilizadas velocidades de 0 e 120 rpm, para analisar a influéncia da

agitacdo na fermentacao anaerobia.

ApOls estabelecer as variaveis e seus niveis, montou-se uma matriz do
planejamento experimental (Tabela 5) sendo possivel formar a tabela de coeficientes de
contraste, apresentando os trés efeitos principais 1 (DQO), 2 (Indculo) e 3 (Agitacdo),
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trés interacdes de dois fatores, 12, 13 e 23 e uma interacédo de trés fatores, 123. Os sinais
correspondentes a esses efeitos de interacdo na tabela de coeficientes de contraste séo
obtidos multiplicando-se as colunas correspondestes de cada interacdo. Para facilitar a

identificacdo foi adotado uma sigla para cada tratamento.

Tabela 5: Matriz do planejamento experimental 23 completo

Valores codificados Valores ndo codificados
Ensaio/ A B C A B C
Sigla (DQO)  (In6culo)  (Agitacéo) (DQO)  (Inéculo)  (Agitagdo)*

g. L rpm g L? rpm

1(R1) -1 -1 -1 5 FN 0

2 (R2) +1 -1 -1 10 FN 0

3 (R3) -1 +1 -1 5 L 0

4 (R4) +1 +1 -1 10 L 0
5 (R5) -1 -1 +1 5 FN 120
6 (R6) +1 -1 +1 10 FN 120
7 (R7) -1 +1 +1 5 L 120
8 (R8) +1 +1 +1 10 L 120

* O valor de agitacdo apresentado como 0 (zero), é referente a reatores sem agitacéo.
Fonte: Autora (2023).

O planejamento 23 é baseado em uma equacdo polinomial para as variaveis

estudadas, como apresentada na Equacéo 8.
Y=X0+X1.A+X2.B+ X3.C+ X12.AB + X13.AC + X23.BC + X123.ABC (8)

Em que Y € a resposta (produgdo acumulada de H); A, B e C sdo valores reais;
Xo € uma constante; X1, X2 e X3 sdo coeficientes lineares; X1z, X13, X23 € X123 580
coeficientes de interacdo. A andlise da variancia (ANOVA) foi realizada com o intuito de
testar a significancia do modelo de ajuste para os dados experimentais, bem como a
significancia dos termos lineares. Os parametros foram analisados com base no
coeficiente de correlacio, R?, limite de confianca de 95%, valor F e valor de P. De modo
geral, um valor F significativo e um bom R? (coeficiente de correlagdo) indicam um

modelo satisfatorio e viavel.
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4.6 Montagem dos Reatores: Ensaio de producéo de hidrogénio em reatores em

batelada.

Os ensaios em pequena escala foram realizados em frascos de vidro, tipo
penicilina com volume de 120 mL, preenchidos com 50% da sua capacidade total, sendo
60 mL correspondente ao volume reacional e 60 mL de "headspace”. O Volume reacional
foi composto da mistura de 10% de in6culo (6 mL) e 90% (54 mL) de substrato nas DQO
estabelecida. O pré-tratamento do in6culo e a fermentagdo natural foram apresentadas na
secdo 4.4.

Todos os ensaios foram realizados em réplicas, inclusive o ensaio do branco e
controle, que tem a finalidade de mostrar a presenca de interferentes que possivelmente
possam existir nos ensaios. ApoOs a preparacdo do volume reacional de acordo com a
matriz experimental, o pH foi ajustado para valores préximos de 5,5 com adi¢do de HCI
ou NaOH 1M, sendo este um valor adequado para producédo de hidrogénio (LIN e LAY,
2004). Este ajuste de pH visa selecionar bactérias produtores de hidrogénio por meio do

controle de pH.

Para garantir a anaerobiose foi substituido todo ar atmosférico dos frascos através
do borbulhamento de nitrogénio (N2) no meio liquido e no headspace por 3 minutos em
cada reator, sendo hermeticamente vedados com tampa de borracha e lacre de vedacéo de
aluminio. Nas tampas de borracha foram acopladas uma torneira de 3 via slip para coleta

e quantificacao diaria do biogas produzido nos ensaios, conforme mostrado na Figura 13.

Figura 13: Torneiras de 3 vias acopladas aos reatores anaerébios utilizados no estudo

Torneira
de 3 vias slip

Fonte: Autora (2023).
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Os reatores foram mantidos em incubadoras (Shaker) na auséncia de luz e sob
temperatura controlada de 35,0 £ 0,5 °C, durante todo periodo experimental. Foram
utilizadas duas incubadoras distintas, uma com a condicao de agitagdo em 120 rpm e
outra sem agitacdo (0O rpm), ambas com as mesmas condicGes de temperatura e
auséncia de luz. Quando se observou, por meio da cromatografia gasosa a
estabilizacdo da producgéo de hidrogénio, encerrou-se o0 ensaio e cada reator foi
analisado em termos dos parametros de caracterizacdo fisico-quimica, producdo de
metabolitos sollveis e biologia molecular. A Figura 14, apresenta um desenho

esquematico do experimento

Figura 14: Desenho esquematico do primeiro ensaio experimental

= -
o\,
j -
g—
' | Cromatdgrafo:

n B Quantificacdo didria
~———"Incubadorasem deH;
N Caracterizacdo
} _—— agitacdo, 35°C
» headspace I sraceo, > final
Volume reacional - _,L,b - -
54 mL: substrato —
6mL: indculo — | l —
Varidveis: DQO, Tipo de Cromatdgrafo:
inéculo e Agitaco Incubadora com agitacdo Quantificacéo diéria
35°C, 120rpm de H,

Caracterizacdo

v

final

Fonte: Autora (2023).
4.7 Métodos Analiticos

Para fins de monitoramento, os parametros analisados, a frequéncia, métodos e

referencias sdo apresentados na Tabela 6.

As analises de &cidos volateis, alcalinidade, fosforo, nitrogénio e sulfato foram
realizadas apenas na caracterizagcdo do residuo, pois é necessario um volume maior da
amostra para monitoramento diario e para nao alterar o volume reacional do reator ndo

foi possivel coletas periddicas.

As analises de pH, DQO, carboidratos, sélidos totais (ST), solidos totais fixos

(STF) e solidos totais volateis (STV) foram realizadas no inicio e no final da batelada.



Tabela 6: Variaveis analisadas, frequéncia e metodologia de analise.
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Anélise Pardametros  Frequéncia Método Referéncia
Carboidratos Inicial e Final Espectrofotométrico Dubois et al (1956)
(9.L9
pH Inicial e Final Potenciométrico
Acidos Volateis Inicial e Final Titulometria
(9.L9
Fisico- Alcalinidade Inicial e Final Titulometria
L. -1
Quimica @15
DQO (g. LY Inicial e Final Espectrofotométrico
Fosforo (mg. L) Inicial e Final Espectrofotométrico (APHA, 2005),
o o ) ) ) adaptado por
Nitrogénio Total  Inicial e Final Titulometria LPB/USP (2021).
(9-L9
Sulfato (g. L) Inicial e Final Espectrofotométrico
Soélidos Totais (g.  Inicial e Final Gravimétrico
LY
Sélidos Volateis  Inicial e Final Gravimétrico
(g-L9
Sélidos Fixos Inicial e Final Gravimétrico
(g.LY)
Producéo de H; Diério
Cromatografia Cromatografia Gasosa MAINTINGUER
Metabdlitos totais (2008)
produzidos
Inicial e Final
Biologia Extracdo de DNA Inicial e Final
Molecular

PCR

Sequenciamento
genético

Fonte: Autora (2023)
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4.7.1 Andlises Cromatogréficas
i. Determinacao de Hidrogénio

Para a determinacdo do gas hidrogénio foi utilizado cromatégrafo a gés,
Shimadzu, modelo GC-2010-Plus, equipado com detector de condutividade térmica
(TCD). A coluna utilizada foi a Supelco Carboxen™ 1010 PLOT com capilar de silica
fundida (30 m de comprimento e diametro interno de 0,53 mm). As condicdes

cromatogréaficas foram:
- Gas de arraste: Argonio sob fluxo de 21,9 cm. s?;
- Temperaturas do injetor, coluna e detector: 30, 200 e 230 °C, respectivamente;
- Tempo total de anélise: 13,9 min.
A calibracdo da cromatografia gasosa foi realizada usando 99,999% (v/v) de Ha.

De acordo com essas condicBes, o gas hidrogénio foi detectado no tempo
aproximado de 3,6 min. Para analise foi efetuada uma injecdo manual por meio da retirada
de 200 pL de amostra da fase gasosa (headspace) dos reatores, utilizando seringa
GASTIGHT® com trava da marca Hamilton.

ii. Determinacdo de metabdlitos produzidos

Na digestdo anaerobia sdo produzidos subprodutos, mais conhecidos como
metabolitos solUveis e consistem em &cidos organicos volateis e solventes (alcoois e
acetona). A identificacdo e quantificacdo foi realizada de acordo com a metodologia
adaptada de ADORNO et al. (2014) por meio da extracdo por headspace, utilizando
amostrador automatico HS-20 acoplado ao cromatdgrafo gasoso Shimadzu, modelo
GC-2010-Plus, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID). A coluna
utilizada foi SUPELCOWATM 10, também com capilar de silica fundida (30m x 0,25
mm x 0,25 um). As condigdes cromatogréaficas foram:

e Para Cromatdgrafo GC- 2010-Plus

v Temperaturas do injetor, coluna e detector: 250, 35 e 280 °C, respectivamente;
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Rampa de temperatura: 35°C (0 min) 2°C/min 38°C (0 min) 10°C/min 75°C (0
min) 35°C/min 120°C (1 min) 10°C/min 170°C (2 min);

Fluxo de Gés de arraste (Hz): 30 mL.min;

Fluxo do géas auxiliar ou make-up (N2) e gas de chama (Ar sintético): 30 e 300

mL.min, respectivamente.

Razéo de Split: 1,0;

Velocidade linear constante: 41,8 cm/s
Fluxo da Coluna: 1,56 mL. min*.dia*

Tempo total de andlise: 14,49 minutos.

e Para amostrador automatico HS-20 (Baseado em Frink e Armstrong, 2017)

v

v

Pressdo do gas de pressurizacdo (Argonio): 100 KPa;
Nivel de agitagdo: 2;

Temperaturas do forno, da linha de amostra e da linha de transferéncia:
105,3; 150 e 118 °C, respectivamente;

Tempos de equilibrio, pressurizacdo e equilibrio da pressdo: 5; 0,5; 0,10

minutos respectivamente;

Tempos de carregamento, equilibrio do carregamento e injecéo: 0,5; 0,10;

0,50 minutos, respectivamente.

As amostras liquidas foram preparadas pelo efeito salting-out, em tubos de 10

mL com tampas rosqueavel e septo de silicone com 18 mm de didametro (Figura 15),

através da adicéo de:
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Figura 15: Frasco padrdo de vidro com tampa rosqueavel e septo de silicone

Fonte: Autora (2023).

v 1gdeNaCl,
v' 2 mL da amostra;
v' 70 uL de solucdo de isobutanol 1 g/L (padrao interno para alcoois e acetona);

v' 100 pL de acido crotdnico 700 mg/L (padrdo interno para acidos organicos

volateis) e

v/ 200 pL de acido sulfirico 2 M.

A partir dessa metodologia, nessas condicdes foi possivel avaliar a produgéo
de acetona, etanol, metanol, n-butanol e de varios acidos (acético, butirico, isobutirico,

isovalérico, valérico, propidnico e caprdico)

4.8 Analise Cinética

A producdo acumulada de hidrogénio nos reatores em batelada foi calculada de

acordo com a Equacao 9:

VH,i = (VH,i + Vh,-1) Ch,i 9)
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Em que VH,i € o volume de hidrogénio acumulado no tempo atual; Vi1 € 0
volume de hidrogénio acumulado no tempo anterior; Cxi € 0 volume de hidrogénio

acumulado no headspace.

A producdo acumulada de hidrogénio foi ajustada ao modelo de regresséo ndo-linear, que
neste estudo sera representado pelo modelo de Gompertz modificado (Equacédo 10) (LAY
et al., 2010) com auxilio do software. Segundo LAZARO (2012), o Gompertz é o modelo
ideal para descrever a producédo de biogas em ensaio em batelada. A partir desta equagéo
modificada foi possivel encontrar o potencial de produ¢do acumulada de hidrogénio, taxa
maxima de producdo de hidrogénio e o tempo da fase lag.

O Modelo de Gompertz modificado expressa por:

H = P.exp l—exp {RT’” .(A—-t)e+ 1}] (10)
Sendo,
H = Producdo acumulada de hidrogénio (mL)
P = Potencial de producdo de hidrogénio (mL);
Rm = Taxa de producéo de hidrogénio (mL.h™);
t = Tempo de incubacéo dos reatores (h)

A = Intervalo de tempo (fase lag) necessario para o inicio da producdo exponencial
de H (h);

e= 2.718281828 (numero de Euler - adimensional)

Os resultados experimentais foram ajustados aos seus valores médios obtidos das

réplicas dos reatores anaerobios utilizando o software para anélise estatistica.
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4.9 Analise da Comunidade Microbiana

Amostras dos inoculos utilizados na montagem do experimento e amostras
iniciais e finais dos reatores foram coletadas e mantidas a 4 °C até seu uso. Ao final do
experimento, verificou-se a produgdo acumulada de hidrogénio de cada condigéo do
planejamento e prosseguiu para a analise da comunidade microbiana dos 2 (dois) tipos
de in6culos e dos reatores que apresentaram maior e menor producdo acumulada de
hidrogénio, com objetivo de analisar a dindmica da comunidade microbiana nesses

reatores.

A primeira etapa foi a extracdo do DNA, realizada pelo DNeasy® Power Soil®
Pro Kit, de acordo o protocolo do fabricante. Em seguida as amostras foram armazenadas
em ultra freezers a -80 °C. Ap0s a extragdo de DNA, prosseguiu com a reacdo de
amplificacdo de cadeia por meio da técnica de PCR.

A reacédo de amplificacdo por PCR foi realizada com o Kit Platinum® PCR Super
Mix utilizando 3 pL da amostra (DNA extraido), 45 puL de Platinum PCR Super Mix
(que contém enzima Taqg polimerase, dNTPs e tampdo e o set de primer especifico para
o Dominio Bactérias composto por 1 uL do primer 968 FGC
(CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACGCGAAG
AACCTTAC) e 1 pL primer 1401 R (CGGTGTGTACAAGACCC) (NUBEL et al.,

1996), na concentracdo de 25 mM, conforme as quantificaces descritas na Tabela 7.

As amplificacOes foram realizadas utilizando T100 Thernal Cycler, da marca
BIO-RAD, programado de acordo com as condi¢des: Temperatura inicial foi de 94 °C
por 30 segundos para completa desnaturacdo da amostra e ativacdo das enzimas,
seguidos por 35 ciclos, com etapas, desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento

a 55 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e resfriamento até 4 °C.
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Tabela 7: Composicéo dos reagentes utilizados na amplificacdo de DNA por PCR

Reagentes Composicdo da Reacéo
Amostra (DNA extraido) 3 uL
Platinum PCR Super Mix 45 pL
Kit Platinum® Primer 968 FGC (25mM) lpuL
Primer 1401 R (25 mM) 1L
Total da reacéo 50 pL

Fonte: Autora (2023)

Apbs a reacdo de PCR os produtos amplificados foram visualizados por meio da
eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v). Para a corrida eletroforética foi utilizado o
aparelho “PowePac HV Basic” da BIO-RAD com programacéo de 80 v constante por 15
minutos. Em seguida o gel foi acomodado na camera do aparelho de visualizagéo de
imagem sob luz UV (Molecular Imager GelDoc XR+) da BIO-RAD conectado ao
comuptador contendo o software Lablmager, e entdo foi possivel realizar a visualizacao

e leitura dos padrdes de bandas obtidas.

Os produtos de PCR foram enviados a ACTGene Andlises Moleculares para
analise da sequéncia de nucleotideos. Posteriormente, a partir dos resultados das
sequéncias foram montados os contigs e alinhadas. A sequéncia de genes RNar 16S
foram exploradas pelo GenBank, utilizando o algoritmo Blast no banco de dados NCBI
- National Center for Biotechnology Information
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para aproximacdo da identidade filogenética.

Os programas utilizados séo gratuitos.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentados os principais resultados dos parametros analisados
e a discussdo dos fatores que influenciaram na producdo de hidrogénio em reator
anaerobio em batelada a partir do residuo de cervejaria artesanal. Os resultados da
producdo acumulada de Hz em cada tratamento serdo apresentados por meio de graficos

em funcéo do tempo operacional.

Também serdo expressos dados que mostram a influéncia de cada variavel e suas
interacOes na producdo de hidrogénio. Além de tabelas que exprimam dados da remocao
de DQO, consumo de carboidratos e concentragdes de metabolitos solUveis produzidos
(SMPs). Por fim, serd apresentado a comunidade microbiana encontrada nos reatores

identificadas por meio da andlise de sequenciamento.

5.1 Caracterizacdo do Residuo de Cervejaria Artesanal e correlacdo com a
composicgao dos reatores para producéo de hidrogénio

As andlises fisico-quimicas do residuo coletado na indUstria cervejeira permitiram
a identificacdo do perfil de composicdo da amostra que foi utilizada como substrato no
experimento. De acordo com a caracterizacdo do residuo (secdo 4.3, Tabela 3), a
quantidade de matéria organica expressa em DQO foi de 251,057 g. L e a de aglcares
em torno de 38 g. L%, sugerindo que esse residuo é¢ um substrato adequado para a producio
de hidrogénio, pois a presenca de agucares, a depender de seu carater fermentescivel, é

benéfica para a atividade microbiana.

No intuito de deixar o substrato com DQO prdxima a relatada pelos trabalhos que
utilizaram esse residuo, visando facilitar a comparacdo dos dados com a literatura, foi
realizada uma diluicéo até a faixa de 5 e 10 g. L*. A DQO apresentada na literatura se
refere ao efluente da industria cervejeira, que € composto por varias contribuicdes dentro
do processo produtivo, conforme a Figura 6 (apresentado no item 3.3), enquanto a
amostra coletada para este estudo era composta apenas da purga do tanque fermentador,

sem nenhuma contribuicdo do processo produtivo que pudesse diluir sua composigéo.
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Vale ressaltar que os valores de 5 e 10 g. L™ sdo valores iniciais fixados
correspondentes ao substrato, porém os valores de DQO nos reatores referem-se ao
somatorio dos valores de DQO do substrato e do indculo. 1sso também acontece com 0s
valores de carboidratos. A composicéo fisico-quimica em termos de DQO e carboidratos

dos reatores utilizada nos ensaios esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8: Composic¢éo fisico-quimica dos reatores em cada tratamento.

DQO substrato DQO in6culo DQO reator C substrato C in6culo C reator

Reatores g.L? g.L? g.L? g.L? g.L? g.L?
R1 5,811 24,810 30,621 1,915 4,708 6,623
R2 10,793 24,810 35,603 2,558 4,708 7,266
R3 4,992 8,789 13,781 1,049 1,542 2,591
R4 11,173 8,789 19,962 2,663 1,542 4,205
R5 5,811 24,810 30,621 1,540 4,708 6,248
R6 10,793 24,810 35,603 2,558 4,708 7,266
R7 4,992 8,789 13,781 1,049 1,542 2,591
R8 11,173 8,789 19,962 2,663 1,542 4,205

DQO supstrato = DQO do residuo utilizado como substrato; DQO inscute= DQO do in6culo utilizado na
composi¢do do reator; DQO reaor= Ssomatorio da DQO substrato + DQO substrato; C substrato= quantidade de
carboidratos em quantidade de glicose do residuo utilizado como substrato; C inscue= quantidade de
carboidratos em quantidade de glicose presente no in6culo utilizado; C reator= S0matério da C inseuto + C reator.

Fonte: Autora (2023).

Em relagdo ao pH, observou-se que nos reatores que tiveram como inoculo a
fermentagdo natural, o valor de pH ficou préximo a 5,0, enquanto naqueles montados com
indculo de lodo misto de ETE, o valor de pH ficou acima de 7,00, devido ao pH do lodo,
que estava em torno de 7,86. Com isso, 0 pH de todos os reatores foi ajustado proximo a
5,50, sendo este um valor adequado para producdo de hidrogénio (LIN e LAY, 2004),
dentro da faixa de valores reportados por diversos autores que trabalharam com produgéo
de hidrogénio em reatores em batelada: Shi et al., (2010), 5,95; Pachiega et al., (2019),
5,50; Kumar et al. (2022), 5,00- 6,00.



70

Valores de pH entre 5,00 e 6,00 séo favoraveis para a atividade da hidrogenase,
realizando a inibicdo das bactérias consumidores de H> (CHOI, 2015). Ndo houve
controle do pH ao longo do experimento. A Tabela 9, apresenta os valores de pH inicial

e média do pH final em cada tratamento.

Tabela 9: pH inicial e média do pH final dos reatores.

Reatores pH sem ajuste pH inicial ajustado *pH final
R1 5,05 5,46 5,26 + 0,06
R2 5,13 5,49 5,18 £ 0,01
R3 7,84 5,50 5,28 £ 0,01
R4 7,41 5,47 511+0,04
R5 5,05 5,46 5,26 £ 0,01
R6 5,13 5,49 5,35+ 0,04
R7 7,84 5,50 5,40 0,13
R8 7,41 5,47 513+0,04

* refere-se a média das réplicas de cada ensaio

Fonte: Autora (2023).

Observa-se que ndo houve reducdo drastica de pH, diferentemente do que
acontece em reatores acidogénicos em virtude da acidificacdo do meio pelos acidos
graxos produzidos. O valor de pH do substrato pode influenciar no desempenho dos
tratamentos quando se encontra muito alcalino ou acido, pois, apesar dos microrganismos
atuarem em diferentes faixas de pH, pode ocorrer a inibi¢cdo da producdo de H,. Alem
disso, algumas enzimas podem ser inativadas com o aumento da acidez, mudando a rota
metabolica do processo (KUMAR et al., 2022).

5.2 Remocéo de DQO e Eficiéncia de Consumo de Carboidratos nos reatores

Por meio da determinacdo da DQOiniciai € DQOrinal Verificou-se a eficiéncia de
remocdo de DQO em cada reator. A eficiéncia de remogdo da DQO variou
aproximadamente entre 4 e 23%. Segundo Sa (2013) estima-se que a reducdo de DQO
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neste estagio seja inferior a 20%. A Tabela 10, apresenta as concentracdes iniciais e finais

de DQO e carboidratos, além da eficiéncia de remocao de DQO e eficiéncia de consumo

de carboidratos totais em cada tratamento.

Tabela 10: Concentracdes iniciais e finais de DQO e carboidratos totais, eficiéncia de remoc¢éo

de DQO e eficiéncia de consumo de carboidratos totais.

DQO Carboidratos totais

w

g Inicial *Final Eficiéncia Inicial *Final Eficiéncia

© (9.L9) (9.L%) de (9.Lh (9. LY de

& remogao consumo

(%) (%)

R1 30,621 27,872 +1,39 8,98 6,622 5,808 + 0,00 12,31
R2 35,603 29,474 + 1,50 17,22 7,266 6,466 + 0,35 11,00
R3 13,781 10,720 + 0,89 22,21 2,591 1,806 + 0,01 30,29
R4 19,963 15,959 + 1,56 20,05 4,205 3,354 + 0,02 20,24
R5 30,621 23,566 + 0,07 23,05 6,248 4,780 + 0,02 23,50
R6 35,603 30,265 + 1,35 14,99 7,266 6.380 + 0,14 12,19
R7 13,781 13,175+ 0,21 4,39 2,501 2.379+0,00 8,20
R8 19,963 18,442 + 4,12 7,62 4205 3.237 £ 0,06 23,03

* refere-se a média das réplicas de cada ensaio

Fonte: Autora (2023).

Estes baixos valores de remocdo de DQO s&o comuns em reatores acidogénicos

dos mais diferentes substratos, sdo atribuidos aos compostos intermediarios que

permanecem no efluente, j& que, a0 mesmo tempo em que os carboidratos séo

consumidos, acidos e alcoois organicos sdo gerados de acordo com a rota metabdlica

realizada por cada bactéria, mantendo assim a DQO alta dentro dos reatores.
(ANDREANI et al., 2015).

Albanez et al. (2015), obteve remocao numa faixa de 7 a 47 % de DQO, utilizando

a fermentacao natural em diferentes propor¢des de codigestdo de vinhaca e melaco. Ja

Arantes (2018), obteve remocdo em torno de 20% utilizando cultura pura de K.
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pneumonia como inoculo. Manssouri et al. (2013), encontrou remocéo de 18% utilizando
lodo anaerdbio como inoculo. Esses resultados demonstram que o presente trabalho
apresentou valores de remocédo de DQO dentro do esperado. Para fins de tratamento de
efluente agroindustrial a remocdo de DQO no processo acidogénico é considerada
insatisfatdria, requerendo um processo posterior. Nesse caso, sugere-se uma producao
sequencial de H, e CH4 a fim de melhorar a viabilidade econémica do tratamento de

residuos.

Em relacéo a eficiéncia de consumo de carboidratos houve uma variagéo de 8,20
a 30%. O R5 que apresentou maior producdo de hidrogénio, apresentou consumo de
acucares de 23,50%, enquanto o R7 (menos produziu H) apresentou 0 menor consumo
de carboidratos (8,20%). Arantes (2018) alcancou uma média 89% de eficiéncia de
consumo, Albanez (2015), valores de 73% e Telles (2015), uma media de 71% de
consumo de carboidratos. Diante do que foi observado, o presente estudo apresentou
valores de eficiéncia de consumo bem inferior a outros estudos, apesar do efluente de
cervejaria apresentar acUcares fermentesciveis, como a glicose e até aglcares mais
complexos como a maltose (ARANTES, 2018).

Uma das possibilidades dessa baixa eficiéncia de consumo seria ineficacia na
etapa de hidrdlise da digestdo anaerdbia, ou seja, nesta etapa 0s compostos complexos
sdo quebrados em compostos mais sollveis, ficando disponiveis para as bactérias
acidogénicas (CHERNICHARRO, 1997). E possivel observar na Tabela 10, que ainda
restou muito carboidrato nos reatores. Com isso presume-se que ainda havia uma grande
possibilidade de producdo de hidrogénio, caso esses carboidratos fossem consumidos.
Sabe-se também que estes agucares complexos sdo hidrolisados a carboidratos mais
simples na fermentacdo para entdo serem metabolizados pelos microrganismos nas
etapas subsequentes. Segundo Wang e Wan (2009), a producdo de hidrogénio é
diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de carboidratos até ser atingido

um ponto maximo, o que poderia atuar como parametro inibidor.

O R5 foi 0 que apresentou maior eficiéncia de remocdo de DQO e a segunda
maior eficiéncia de consumo de carboidratos e concomitantemente o que mais produziu

H>. Esse consumo pode ser relacionado a taxa de crescimento dos microrganismos
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presentes no meio, uma vez que o substrato é convertido em produto pela acdo dos

microrganismos.

O R3 foi o que apresentou maior eficiéncia de consumo de carboidratos, porém
sua producdo de H> foi pequena em relagdo aos demais, ocasionando um menor
rendimento. Isso pode estar relacionado a via de fermentacdo utilizada pelos

microrganismos presentes no reator.

5.3 Estudo dos parametros cinéticos na producédo de hidrogénio

A produgdo de hidrogénio foi acompanhada por 20 dias, equivalente a
aproximadamente 500 h até atingir a estabilidade em reator anaerébio em batelada nas
condicdes estabelecidas no planejamento experimental. Os dados relativos a producéo
acumulada de hidrogénio em funcdo do tempo para todos os tratamentos foram ajustados
ao modelo de Gompertz modificado (Equacdo 10) e sdo apresentados no Anexo 1.
Importante salientar que ndo houve produgéo de metano em nenhum dos reatores. A
Figura 16, mostra a producdo acumulada ao longo do tempo de experimento de cada

tratamento, bem como a curva de ajuste dos dados ao modelo de Gompertz Modificado.
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Figura 16: Gréafico comparativo da producdo acumulada de hidrogénio de todos os reatores
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Fonte: Autora (2023).

Os ajustes por meio da funcdo de Gompertz modificado foram realizados
utilizando a média dos valores obtidos pelas réplicas dos reatores em cada tratamento do

planejamento experimental, fornecendo valores referentes a P, Rm ¢ A (Tabela 11).



Tabela 11: Dados dos reatores para producdo de hidrogénio calculado a partir do Modelo de Gompertz Modificado
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Parametros cinéticos

Reatores H2 (mL) P (mL) Rm (mL/h) HY (mol Hz/ mol A (h) R2
glicose)
R1 107,18 + 13,36 109,9 + 15,70 0,40 + 0,07 1,2 68,60 + 0,35 0,9957
R2 125,95 + 2,62 129,95 + 163 0,45 + 0,07 1,6 68,25 + 2,47 0,9955
R3 65,45 + 8,84 69,20 9,55 0,20 + 0,00 0,7 43,85+ 0,78 0,9966
R4 106,90 + 3,82 115,10 + 2,83 0,32 +0,00 1,0 21,05 + 5,87 0,9961
R5 155,45 + 2,76 163,30 + 3,96 0,51 + 0,00 0,9 47,05 + 5,16 0,9975
R6 131,00 + 11,6 137,65 + 14,21 0,45 + 0,07 1,0 36,90 + 12,45 0,9971
R7 40,55 + 20,72 43,45 + 20,28 0,20 + 0,14 0,7 17,55 + 24,82 0,9916
RS 122,25 + 9,83 130,7 + 11,46 0,40 0,00 0,5 6,95+ 5,73 0,9972

P - Potencial maximo de producéo de H; R - Taxa méaxima de producéo de Hy; A (h) - Duragéo da fase lag; HY — Rendimento de hidrogénio; R? - Coeficiente de regresséo.

Fonte: Autora (2023).
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Os coeficientes de determinacio (R?) encontrados de todos os ajustes foram de 0,9916
20,9975, indicando que o modelo aplicado descreve satisfatoriamente o progresso da producéo
acumulativa de hidrogénio nos ensaios em batelada deste estudo.

O potencial maximo e a taxa maxima de producéo de hidrogénio foram 163,30 mL e
0,52 mL.h%, respectivamente para o reator R5 (DQO 5 g. L%, 120 rpm e in6culo de fermentagéo
natural) e o minimo foram de 43,45 mL, e 0,20 mL.h%, respectivamente para o R7 (DQO 5 g.
L, 120 rpm e indculo de lodo de ETE). Observou-se também que os reatores R1, R2, R5 e R6,
inoculados com fermentacao natural, tiveram os maiores resultados de producéo de hidrogénio,
0 que demonstra que a fermentacdo natural pode ser utilizada como indculo, oferecendo um

consorcio microbiano capaz de produzir hidrogénio.

Para fins de comparacdo entre a producdo e o rendimento de hidrogénio, utilizou-se
resultados de trabalhos com indculos mistos e culturas puras e efluentes diversos, sejam
residuais ou sintético que tem boa disponibilidade na literatura. Isto ocorre porque a literatura

é escassa em trabalhos abordando a fermentacgéo natural, especificamente efluente de cervejaria.

Estevam (2018), obteve uma producdo acumulada de 173 mL de Hz quando utilizou
efluente de cerveja como substrato numa DQO de aproximadamente 4 g. L' em reator
anaerobio com agitacdo mecanica inoculados com cultura pura de Enterobacter por 72h. Ja
Del Angel-Acosta (2021), obteve producdo méxima de 191 mL de Hz quando utilizou efluente
de cervejaria inoculado com lodo de UASB tratado termicamente em reatores em batelada por

aproximadamente 500 h.

Quanto ao rendimento ou produtividade de hidrogénio, os resultados indicam que o
presente trabalho obteve resultados semelhantes ao encontrado na literatura conforme

apresentados na Tabela 12.



Tabela 12: Comparagéo dos resultados obtidos neste trabalho e resultados da literatura para o

rendimento de hidrogénio.

Referéncia

Substrato

HY

Este estudo

Estevam (2018)

Gomes et al. (2015)
Fang et al., (2002)
Pachiega et al.,

(2019)
Arantes (2018)

Residuo de cervejaria
Residuo de cervejaria
Efluente sintético
Efluente cervejaria

Efluente cervejaria

Efluente cervejaria

0,50 — 1,60 mol Ha/mol
glicose
0,80 - 1,67 mol Hz/ mol
glicose
0,60 mol H2 /mol sacarose
1,10 mol H>/ mol glicose
1,30 mol H>/mol
sacarose
0,73 — 1,15 mol Ha/mol

glicose

Em relacdo a fase lag (tempo necessario para comunidade microbiana se adaptar e
iniciar a producao de hidrogénio) os resultados estiveram dentro do esperado, o que demonstra
uma boa adaptacdo do inéculo. Porém, vale ressaltar que os reatores R5, R6, R7, R8 que foram
agitados a 120 rpm apresentaram uma fase lag menor quando comparados com reatores com a

mesma composicdo sem agitacdo. E possivel inferir que a agitacdo contribuiu com o

Fonte: Autora (2023)

crescimento microbiano no meio reacional.

5.4 Andlise Estatistica

A fim de avaliar os efeitos da carga organica expressa em DQO (A), o tipo de in6culo
(B) e a agitacédo (C) na producéo de hidrogénio, os dados experimentais da Tabela 11, foram

submetidos a analise de regressao, utilizando a produgdo méaxima de hidrogénio como resposta.

Os coeficientes de regressao e correlacéo, bem como os erros padréo dos planejamentos

experimentais, t-valor e p-valor, considerando-se 5% de significancia, sdo descritos na Tabela

13.
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Tabela 13: Coeficientes de regresséo, erros padrdo e valor de p do planejamento experimental 23,

Variaveis Efeito Coef. Erro t-valor p-valor
Padréao
Modelo 106,72 2,57 41,49 0,000
A 29,61 14,80 2,57 5,76 0,001
B -46,35 -23,17 2,57 -9,01 0,000
- C 11,18 5,59 2,57 2,17 0,057
f—_’ AB 32,46 16,23 2,57 6,31 0,000
AC -1,00 -0,50 2,57 -0,18 0,859
BC -15,49 -1,74 2,57 -3,01 0,015
ABC 20,62 10,31 2,57 4,01 0,003
R? 95,34

A -DQO (g. L'Y; B —Tipo de indculo; C — Agitagdo (rpm); AB - DQO x Tipo de indculo; BC - Tipo de in6culo x agitagao;
ABC - DQO x Tipo de in6culo x agitacao.

Fonte: Autora (2023).

Sabe-se que interacdes sdo estatisticamente significativas a partir da verificagdo dos
valores de teste-t, p-valor, como também do limite de confianca. O teste t comparou o valor t
(8) calculado com 0 tstudent (tabelado), ou seja, se | t | > tswdent (S€ja tstwaent = 2,31), juntamente
com o p-valor, onde considera-se p < 0,05, conclui-se que diante dessas constatacGes, apenas
o efeito linear da DQO (A) e tipo de indculo (B); o efeito da interagdo da DQO e tipo de inéculo
(AB), e a interacdo do tipo de indculo e agitacdo (BC) foram altamente significativos na
producdo maxima de hidrogénio, indicando que esses termos tiveram grande impacto na
variavel resposta. O efeito da agitacdo (C) e a interacdo entre DQO e agitacdo (AC) tiveram
pouco impacto na producdo de hidrogénio, porem o efeito da agitacdo (C) foi ainda
considerado, pois ele influenciou nas interagdes BC e ABC. Tais comportamentos podem ser
identificados através da andlise do Diagrama de Pareto (Figura 17). O calculo do efeito é

realizado para analisar como cada variavel influencia na resposta experimental.

Apesar da interagdo ABC apresentar um valor-p inferior a 0,05, conforme descrito na
literatura, interacdes de 3 fatores ou mais ndo devem ser incorporados ao modelo (SCHWAAB,
2007).
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Figura 17: Gréfico de Pareto em resposta a produgdo maxima de hidrogénio, usando como

parametro o = 0,05
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indculo; BC - Tipo de inéculo x agitagdo; ABC — DQO x Tipo de indculo x agitaggo.

Fonte: Autora (2023).

A seguir sera apresentada a analise da influéncia das varidveis independentes e das
interacdes entre elas no planejamento 23 tendo como resposta a producdo maxima de

hidrogénio (P) através da tabela de efeitos.

5.4.1 Influéncia da Matéria orgéanica em termos de DQO, Tipo de in6culo e Agitacdo no

Potencial maximo de produc¢éo P (mL)
i. Influéncia da Matéria organica em termos de DQO

A producdo maxima de hidrogénio aumentou em meédia 29% quando a matéria organica
expressa em DQO aumentou de 5 para 10 g. L™, passando de valores médios de 92 mL para

121mL de H2, como mostra a Figura 18.
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Figura 18: Gréfico do efeito principal da DQO para producdo méaxima de H, (médias ajustadas).
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Fonte: Autora (2023).

Resultados similares foram encontrados por Peixoto et al. (2015), quando utilizou
fécula de mandioca como substrato numa DQO de 2 g. L™, obtendo um potencial de hidrogénio
de 97,9 mL. J& Chen et al. (2015), analisou diferentes concentracdes de substrato e verificou
que utilizando concentragBes de 4,5 e 9,0 g. L™ do substrato, obteve valores de 157 e 244 mL
de Hz respectivamente. O autor, evidencia que o grande aumento da concentracdo pode afetar
a producdo de hidrogénio porque a eficiéncia da producdo de biohidrogénio esta altamente

relacionada ao controle 6timo da razdo do substrato para a biomassa (S/X).

ii. Influéncia do tipo de inéculo

Através da analise da Tabela 13, é possivel verificar que a variavel com maior efeito
foi o tipo de indculo, evidenciando que ha uma reducdo média de 46% na producdo méxima
quando foi utilizado o inoculo de lodo de ETE ao inveés do autofermentado. A Figura 19,
demonstra essa queda na producéo de cerca de 131 mL para 84 mL de H>. O rendimento de
hidrogénio médio foi aproximadamente 1,2 mmol Hz/mmol glicose quando utilizado a

fermentacao natural e 0,7 mmol Hz/mmol glicose para lodo de ETE.
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Figura 19: Gréfico do efeito principal tipo de indculo para producdo maxima de H, (médias
ajustadas).
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Fonte: Autora (2023).

Autores que trabalharam com autofermentacdo conseguiram resultados semelhantes.
Perna et al., (2013) obteve rendimento de 1,1 mmol Ho/mmol lactose, quando utilizou como
inoculo a fermentacdo natural do soro de queijo na producédo de biohidrogénio; Gomes et al.
(2015) encontrou rendimento de 2,1 mmol de H2/mmol de sacarose em reatores anaerdbios

alimentados com &gua residudria sintética a base de sacarose e inoculagéo natural.

Como ja mencionado anteriormente, é escassa a utilizacdo de fermentacdo natural do
proprio substrato como indculo no processo anaerdbio para producdo de hidrogénio quando
comparado a utilizacdo dos in6culos mistos, porem a fermentacdo natural trata-se de uma
maneira de multiplicar a biomassa anaerobia em condigdes favoraveis na sele¢do de bactérias
produtoras de hidrogénio, tornando o processo vantajoso, ja que ndo € necessario 0 seu pre-

tratamento.

Comparando os resultados observados e as faixas de valores obtidos no presente
trabalho, é possivel observar o potencial promissor da fermentagdo natural como indculo para
producdo de biohidrogénio, corroborando os estudos anteriores que demonstraram grande
potencial de producdo de hidrogénio, utilizando a autofermentacdo da vinhaga como inéculo
(TELLES, 2015).
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iii. Influéncia da agitacdo

Foi observado que a agitacdo de forma isolada ndo influenciou significativamente na
producdo de hidrogénio, porém houve um acréscimo em média de 11%, quando foi utilizado a
agitacdo de 120 rpm (Figura 20). Autores relatam que a agitacdo promove a mistura do liquido
e da biomassa dentro do reator, favorecendo o melhor contato e aumentando a producéo de

biogas (VERONEZE, 2019) e por isso é considerado um fator positivo no processo.

Apesar da agitacdo de forma isolada ndo ter influéncia significativa na resposta do
tratamento, foi possivel perceber sua influéncia quando houve interagdo com outros fatores

como mostra Tabela 13, porém essas interagdes serdo abordadas em um tdpico especifico.

Figura 20: Gréfico do efeito principal tipo da agitagdo para producdo méxima de H, (médias

ajustadas).

12 /'
110 /

108 /

106 /

104 /

102 /

L

Média de Produgdo Acumulada de H2

100

Agitacéo (rpm)

Fonte: Autora (2023).

5.4.2. Influéncia das interagdes das variaveis aplicadas no planejamento experimental

Em relacdo as observacOes realizadas em torno dos efeitos das interagdes (Figura 21),
na interagdo da DQO com o tipo do indculo, observa-se que ao utilizar o indculo de B (lodo
misto de ETE), ha um aumento do rendimento de producdo de hidrogénio na DQO del0 de g/L,
e assim, uma DQO maior é favoravel ao processo quando utilizado o lodo de ETE como

indculo. Entretanto, em relacdo ao indculo de fermentacao natural, qualquer que sejaa DQO, o
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rendimento é praticamente o mesmo. Além disso, como ja relatado, a producdo maxima ao
utilizar o in6culo FN (fermentacdo natural) foi superior ao indculo L (lodo misto) em qualquer

DQO, demonstrando a viabilidade de sua utilizagdo como inéculo.

J& analisando a interagdo da DQO e agitacdo, percebe-se um discreto aumento da
producédo de H> quando se utiliza a DQO de 10 g/L, seja nos reatores com ou sem agitacéo e

esse pequeno aumento é mais evidente nos reatores submetidos a agitacdao de 120 rpm.

Por fim, analisando a interacdo do tipo de indculo e da agitacéo, verifica-se que a maior
producdo foi atingida quando os reatores foram submetidos a agitacdo de 120 rpm em relacéo
ao indculo de autofermentacdo. A producdo de hidrogénio foi praticamente a mesma quando se
utilizou o indculo de lodo de ETE, seja com ou sem agitacéo.

Figura 21: Gréfico do efeito das interagBes para producdo maxima de H, (médias ajustadas).
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Fonte: Autora (2023).

5.4.3. Andlise da Variancia e teste-f

A influéncia das variaveis dependentes na producdo maxima de Hz foram examinados pela

analise de variancia (ANOVA). Na Tabela 14, sdo mostrados os resultados da analise de
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variancia para o modelo linear com potencial maximo de producdo (P) como varidvel de

resposta.

Tabela 14: Anélise da variancia para o ajuste do modelo linear aos dados da Tabela 13.

Fonte de GL Soma Média Valor-F Valor-P
Variacao Quadratica Quadratica
Modelo 6 19.480,4 3.246,74 30,72 0,000
Linear 3 12.605,4 4.201,80 39,75 0,000
A 1 3.511,7 3.5611,75 33,22 0,000
B 1 8.591,4 8.591,44 81,28 0,000
C 1 502,2 502,21 4,75 0,057
AB 1 4.217,2 4.217,20 39,90 0,000
BC 1 955,4 955,437 9,04 0,015
ABC 1 1.702,4 1702,39 16,11 0,003
Erro 9 951,3 105,70
Falta de ajuste 1 3,8 3,84 0,03 0,862
Erro puro 8 9475 118,44
Total 15 204317
R? 95,34 %

Fonte: Autora (2023).

Observa-se na Tabela 14, que o valor calculado de F para a regressao
(MQregressio/ M Qresiduo) foi de 30,72 para o potencial maximo de producédo (P). Realizando um
comparativo com o valor de Fe 9 tabelado (3,37), verifica-se que o Fe o calculado foi maior, ou

seja, Fcai6,9> F tan 6,9, apresentando assim regressoes significativas a partir do teste F.

Analisando o teste F para falta de ajuste, observa-se que o valor de F1s calculado foi
de 0,03 para o potencial maximo de producéo (P) e em comparacdo ao Fi g tabelado (5,32),
portanto, constata-se que o potencial maximo de producédo apresenta significancia por possuir

Feai1,s < Ftabis.

Neste sentido, entende-se que os coeficientes de regressdo linear apresentados na
Tabela 13, podem prever as respostas do potencial médximo de producéo de hidrogénio, tendo

como resultado a obtencdo da equagcdo do modelo linear (Equacdo 10). De acordo com a
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determinacéo das variaveis significativas foi possivel definir o modelo que auxilia na predi¢édo

de valores para condicdes estabelecidas.

O modelo linear que foi significativo esta disposto na Equacdo 11, a partir das quais é
possivel prever as respostas de potencial maximo de producdo para quaisquer variaveis
independentes (A — DQO (g/L); B — Tipo de inéculo; C — Agitacao)

P (mL) = 106,72 + 14,82 A — 23,17 B + 5,60 C + 16,24AB — 7,73BC (11)

Vaérios indicadores, tais como significancia do modelo (valor-F) e coeficiente de
correlacgéo (R?) foram utilizados para avaliar a adequagio do modelo ajustado. A significancia
do modelo (valor-F) indica o nivel de confianca que o modelo selecionado tem em relacdo ao
seu erro (SHI, 2010). O R2significa qudo proximo os dados estdo da linha de regresséo ajustada
e um valor acima de 80% sugere um bom ajuste para o modelo (SHI, 2010). J& o valor-p,
mostra a significancia do modelo, indicando que é muito improvavel que tenha ocorrido por
acaso, logo os termos sdo significativos quando (P < 0,05). Analisando os resultados da Tabela
12, observa-se que p apresenta valor igual a 0,000, mostrando que o modelo foi altamente
significativo, e R? de 95,34%, demonstrando o bom ajuste da linha de regressdo ao modelo.

Importante ressaltar que, apesar do modelo ter sido obtido a partir de um planejamento
2K apresenta uma variavel qualitativa, e em virtude disso, sera utilizado como um modelo

norteador para novos estudos.

5.5 Composigdo dos Metabolitos Soluveis Produzidos (SMPs)

Durante a etapa de fermentacdo ha o consumo de agucares pelos microrganismos,
levando a producédo de varios metabolitos (&cidos e solventes) junto ao hidrogénio formado,
provocando uma possivel reducdo de pH em virtude do aumento da acidez (GOMES et al.,
2015). Estes metabolitos sdo indicadores Uteis para caracterizar o desempenho do processo de
fermentacdo, porém a formacdo de alguns deles podem causar a inibi¢cdo da producdo de
hidrogénio. Além disso, os acucares fermentesciveis podem levar a producdo de alcool

(principalmente etanol).
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Como cada componente tem massa molecular diferente, para uma analise mais clara e
simples da predominancia de cada componente em relacdo ao total de produtos liquidos
produzidos, sdo apresentadas na Tabela 15 as concentragdes molares iniciais e finais dos
alcoois e acidos e a porcentagem de cada um em relacdo aos metabdlitos solveis produzidos

em cada tratamento nos reatores em batelada.

Todos os tratamentos tiveram a presenga de metanol, etanol, acido acético, acido
propidnico, &cido butirico e acido valérico em diferentes concentragdes. Acetona, n-butanol e

acido caproico nao foram detectados.



Tabela 15: Concentragdes iniciais e finais dos metabolitos solUveis produzidos em cada reator.
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Metabdlitos SolUveis Produzidos

&
% % Metanol Etanol Ac. Acético Ac. Propi6nico Ac. Butirico Ac. Valérico
o mmol/L % mmol/L % mmol/L % mmol/L % mmol/L % mmol/L %
R1 Inicial 0,51 0,48 13,07 12,34 84,11 79,39 7,66 7,23 0,40 0,38 0,20 0,19
Final 0,62 0,53 40,63 35,05 69,49 59,95 1,55 1,34 2,04 1,76 1,59 1,37
R2 Inicial 0,54 1,65 8,51 26,03 21,31 65,21 1,48 4,53 0,39 1,19 0,45 1,38
Final 0,71 0,52 72,20 53,17 58,94 43,41 1,75 1,29 1,04 0,76 1,15 0,85
R3 Inicial 0,52 5,48 4,13 43,89 1,38 14,67 1,03 10,93 0,97 10,34 1,38 14,68
Final 0,52 515 6,64 65,30 0,12 1,16 0,75 7,38 0,86 8,46 1,28 12,55
R4 Inicial 0,52 3,66 8,83 62,38 2,16 15,25 0,59 4,16 0,80 5,65 1,26 8,90
Final 0,53 2,91 14,86 82,15 0,12 0,65 0,63 3,48 0,76 4,19 1,20 6,63
R5 Inicial 0,51 0,48 13,07 12,34 84,11 79,39 7,66 7,23 0,40 0,38 0,20 0,19
Final 0,68 0,80 39,04 46,15 41,06 48,54 1,27 1,50 1,43 1,70 1,11 1,31
R6 Inicial 0,54 1,65 8,51 26,03 21,31 65,21 1,48 4,53 0,39 1,19 0,45 1,38
Final 0,65 0,44 27,49 18,58 114,32 77,26 2,12 1,43 1,88 1,27 1,51 1,02
R7 Inicial 0,52 1,76 4,13 14,08 21,31 72,63 1,03 3,51 0,97 3,32 1,38 4,71
Final 0,52 2,82 7,16 38,65 6,12 33,00 0,77 4,15 1,61 8,69 2,35 12,68
R8 Inicial 0,52 3,87 8,83 66,01 1,38 10,32 0,59 4,41 0,80 5,98 1,26 9,41
Final 0,53 2,26 11,90 50,53 7,94 33,73 0,49 2,10 1,00 4,25 1,68 7,12

Fonte: Autora (2023)
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Em relacdo aos alcoois, percebe-se que, as concentracdes de metanol se mantiveram
aproximadamente constantes nas etapas iniciais e finais do processo, enquanto as

concentragdes de etanol tiveram aumentos expressivos no final do processo.

Observou-se que os reatores com indculo de fermentacdo natural e com maior
concentracdo de DQO tiveram aumentos da quantidade de etanol, com excecdo do R6, que
tinha 0 mesmo indculo do R5, com carga organica maior e ndo acompanhou 0 comportamento
dos demais. Autores tém apontado que o aumento da carga organica aplicada e tempos de
fermentacdo mais longos favorecem a rota de fermentacédo etandlica com consumo de glicose
e produgédo de etanol e CO, (FERNANDES et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al., 2015;
GOMES et al., 2015).

A maior producdo de etanol nos reatores que tiveram a fermentacdo natural como
inbculo se justifica pelo tipo de microrganismos presentes, visto que 0 processo de
autofermentacdo foi realizado em ambiente aberto e por isso microrganismos anaerdbios
facultativos fazem parte da comunidade microbiana. Esses microrganismos facultativos

anaerobios tém a caracteristica de produzir &cidos, mas também alcoois.

A distribuicdo percentual dos SMPs nos diferentes reatores pode ser mais bem

observada na Figura 22.

Figura 22: Distribuicao percentual de cada metabdlito produzido nos diferentes reatores
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Fonte: Autora (2023)
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Baseando-se na fracdo molar, os reatores R1, R2, R5 e R6 que foram inoculados com
fermentacao natural apresentaram em sua composi¢ao o maior conteido de acido acético (60,
43, 48, 7T7% respectivamente), isso esta diretamente relacionado com os rendimentos obtidos.
Percebe-se que esses reatores apresentaram rendimentos (HY) maiores (1,2;1,6; 0,9 e 1,0 mmol
H>/mmol glicose) respectivamente, o que sugere a rota acética como umas das principais para
producdo de hidrogénio, j& que essa leva aos maiores rendimentos tedricos de Hz, onde 1 mol
glicose consegue produzir 4 mols de hidrogénio, como mostra a Equagéo 3. Entretanto, nem
sempre a presenca do &cido acético esta ligada ao alcance de altos HYs porque bactérias
homoacetogéncas podem utilizar o H» para produzir acido acético (Equagdo 12). Contudo, na

pratica, a presenca de &cido acético ndo garante necessariamente um alto HY.

CeH1206 + 2HO0 — 2CH3COOH + 2CO; + 4H: 3)

2CO; + 4H, — CsH120s + 2H,0 (12)

A Figura 22, evidencia que a composicao desses reatores se dividiu praticamente entre
acido acético e etanol. Essa grande quantidade de etanol produzida pode justificar rendimentos
inferiores ao rendimento tedrico que poderia ser alcancada pela rota acética, pois, a rota
etandlica é considerada competitiva pelo consumo de glicose (Equacdo 6, item 3.5). Ou seja,
para producdo de etanol é consumido substrato que poderia ser utilizado para producdo de
hidrogénio. Alguns autores, Li et al., (2007), Guo et al., (2010) e Zhu et al., (2013) também
obtiveram etanol e acido acético majoritariamente representando os metabolitos sollveis
produzidos. Nesse contexto, é possivel a producédo simultanea de hidrogénio e etanol, assim
como Rosa et al., (2014b), que avaliaram a producéo de hidrogénio e etanol a partir do soro do

leite e obtiveram rendimentos maximos de 1,33 mol H2.mol Y actose € 1,22 MOl etanol. MOl jactose.

CeH120s —  2CH3CH.O0OH + 2CO2 (6)
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Figura 23: Distribuicdo percentual de cada metabolito produzido nos reatores inoculados com
fermentacéo natural
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Fonte: Autora (2023)

Outro aspecto relevante, € a possivel presenca de acido latico, relacionada com baixos
valores de HY. Isso ocorre porque o acido latico é produzido por uma via competitiva (Equacéo
13) que consome o substrato e nela ndo ha producdo e nem consumo de H. (NUALSRI, 2016).
Né&o foi possivel realizar analise de &cido latico e por este motivo ndo ha quantificacdo para
fortalecer a discusséo.

CeH1206 — 2 C3HsO03 (13)

Nos reatores R3, R4, R7 e R8 que foram inoculados com lodo de ETE (Figura 24) é
possivel perceber que a rota principal foi a do etanol, apresentando porcentagens de 65, 82, 39
e 51% respectivamente dos metabolitos soltveis produzidos. Os reatores R7 e R8, também
apresentaram um contetdo de &acido acético, cerca de 33 e 34% respectivamente. Tais

comportamentos, prevé uma fermentacdo por via etandlica.

Esses reatores foram os que concomitantemente tiveram as maiores concentracfes de

acido propibnico (7, 3, 4 e 2% respectivamente) o que pode ter contribuido para menor
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producdo de hidrogénio, visto que nessa rota fermentativa (Equacdo 5, item 3.5) sdo
consumidos 2 mols de H» para produzir 2 mols do mesmo, sendo assim uma rota desfavoravel
para producédo de H». Essa evidéncia pode ser corroborada com os resultados do R4 e R7, que
entre todos os reatores tiveram a menor producdo acumulada de hidrogénio (69 e 40 mL) e
tiveram maior conteudo de &cido propiénico produzido. J& nos reatores com inoculagédo de
fermentacgdo natural o acido propidnico se comportou da mesma maneira em todos os reatores,

representando aproximadamente 1% da sua composicao.

CeH1206 + 2H, —  2CHs3CHCOOH + 2H20 5)

Figura 24: Distribuicdo percentual de cada metabolito produzido nos reatores inoculados com
lodo anaerdbio de ETE
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Fonte: Autora (2023)

5.6 Avaliacéo da diversidade microbiana através da técnica de Biologia Molecular

O metabolismo microbiano depende de uma série de fatores, como disponibilidade de
nutrientes, pH, presenca ou auséncia de oxigénio, tempo e temperatura. Em condices ideais, 0
tempo de crescimento de alguns microrganismos pode variar de horas a alguns dias,
dependendo da espécie (OLIVEIRA et al., 2023)
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Através do alinhamento de sequéncias de nucleotideos foi, possivel encontrar regides
de similaridades entre diferentes espécies e comparar com as sequéncias depositadas no banco
de dados do NCBI, usando uma ferramenta Blast de nucleotideos (BLASTn) (EDGAR, 2010).

Foram enviadas para sequenciamento amostras dos reatores que tiveram maior e
menor producéo de hidrogénio (inicial e final do processo), além dos 2 in6culos e do substrato.
Entretanto, os produtos de PCR das amostras do in6culo de lodo de ETE e da amostra inicial
do reator que menos produziu Hz> apresentaram baixa qualidade no sequeciamento e por isso
ndo foi possivel montar os contigs (conjunto de seguimento de DNA).

A Tabela 16, apresenta as espécies encontradas nas amostras com maiores
similaridade. Segundo Lopez et al. (2006), a identificacdo de bactérias em nivel de espécie pode

ser inferida se a sequéncia do fragmento apresentar valores de similaridade acima de 97%.

Tabela 16: Microrganismos com maior similaridade

Amostra  Microrganismo  Acesso Filo Similaridade = Referéncia
%
Residuo Lactobacillus 99,05 Guo,Z., LeiY. &
(Substrato) brevis MH665581 Firmicutes Zhang,Z.(2018)
Lactobacillus 99,05 Guo,C.-F (2017)
hammesii MG462081
Fermentacdo  Furfurilactobacillus 91,25 Schneiderbanger,J.
Natural rossiae MG674710 Firmicutes &
(indculo) Hutzler,M.(2017)
R5 (inicial)  Furfurilactobacillus  MH936287 Firmicutes 100 Roseira,J.P.S. &
rossiae Pereira,0.G.(2018)
R5 (final) Enterobacter sp. KR676583  Enterobacteria 99,76 Luo,M.J.(2015)
R7 (final) uncultured AM500813 Firmicutes 99,27 Guo,Y.(2007)
bacterium

(bactéria ndo
cultivada in vitro)
R5 — reator com maior producdo acumulada de H,; R7 — reator com menor producéo acumulada de H..
Fonte: Autora (2023)

Dentre a diversidade da comunidade microbiana, observou-se que os Lactobacillus
foi a espécie comum entre as amostras dos reatores iniciais e inoculados com fermentagéo
natural. De acordo com Bueno et al., (2021), é frequente esse tipo de bactérias em bebidas

fermentadas. Essas espécies sdo comuns em ambientes ricos em aclcar e favoraveis a
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fermentacdo e produzem acido lactico a partir de agUcares e acido acético a partir do alcool
(OLIVEIRA et al., 2023). Além disso, sdo resistentes a baixos valores de pH e altas
concentragdes de alcool, o que justifica sua presenga no residuo oriundo do tanque de cervejaria.
Autores encontraram resultados semelhantes em outras amostras de fermentados alcodlicos
(ESCALANTE et al., 2004; BEEK e PRIEST, 2003; OLIVEIRA et al., 2023).

Em relagdo as amostras dos reatores finais, observou-se que o R5 (reator com inoculo
FN), teve predominancia da Enterobacter sp. pertencente a familia das Enterobacteriaceae, que
abrange uma ampla gama de espécies aerdbias e anaerdbicas facultativas produtoras de acidos
e gases e esta relacionada as caracteristicas tipicas de carbonatacdo da bebida (BRENNER e
FARMER, 2015). De acordo com Peixoto (2008) a espécie Enterobacter sp estd associada a
geracdo de H, fato que justifica esse reator como sendo 0 que teve a maior producdo de
hidrogénio, indicando que a fermentacdo natural pode ser uma alternativa viavel para producéo
de bioHa.

Apesar das Enterobacter apresentarem menor rendimento na producgéo de hidrogénio
qguando comparadas com Clostridium, por exemplo, esse género pode consumir oxigénio e
ajudar a manter um ambiente anaerdbio dentro do reator, fato que ndo acontece com o género
Clostridium (HUNG et al., 2011). Vérios estudos descreveram o potencial das espécies de
Enterobacter na producdo de hidrogénio de diferentes substratos para aumentar a producédo
fermentativa de hidrogénio, favorecendo o consumo de oxigénio (HARUN et al., 2012; SUN
etal., 2015).

Ja as amostras do reator R7 (reator com indculo de ETE), apresentaram
predominancia de uncultured bacterium (bactéria ndo cultivada) do Filo Firmicutis,
provavelmente bastonetes Gram-positivos formadores de esporos (PACHIEGA et al, 2019).
Resultado que justifica a menor producao de hidrogénio dentre todos os tratamentos, visto que
ndo foi encontrado nenhuma espécie conhecida pela literatura como produtora de H,. E
importante que sejam realizados nos outros reatores com 0 mesmo indculo o sequenciamento

para analisar se a predominancia dessa especie foi semelhante.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos visando a producdo de hidrogénio tém sido importantes na discussdo de
alternativas energéticas sustentiveis. O planejamento experimental mostrou que para a
producdo acumulada de hidrogénio, o tipo de inoculo foi a variavel de efeito linear com mais
influéncia. Além disso, o efeito interativo do tipo de indéculo com a DQO foi altamente
significativo na taxa de producdo de hidrogénio, indicando que esses fatores tiveram grande
impacto na variavel resposta. Porém, a agitacdo ndo demonstrou grande influéncia na producgéo
de Hz, apesar dos reatores submetidos a agitacdo apresentarem maiores producdes, essa variavel

ndo causou grande impacto na variavel de resposta.

A fermentacdo natural se mostrou atrativa para ser utilizada como indculo no processo
de digestdo anaerdbia. Os resultados demonstraram que os reatores inoculados com FN
obtiveram maiores producgéo de H> e melhores rendimentos, possuindo vantagens sobre o lodo
de ETE, pois ndo ha& necessidade de pré-tratamentos para inibir os microrganismos

consumidores de H», tornando o processo economicamente mais viavel.

A partir dos resultados encontrados é possivel concluir que em todas as condicdes
experimentais houve producdo de hidrogénio, sendo o0 R3 e R7 0s que apresentaram a menor
producdo, estes inoculados com lodo de ETE. E importante ressaltar que, nenhum reator
apresentou producdo de metano, com isso é possivel afirmar que fatores como tratamento do

indculo de ETE e faixa de pH foram satisfatorias para eliminar as arqueas metanogénicas.

Em relacdo a eficiéncia de DQO se mostrou com resultados esperados para essa etapa
da digestdo anaerdbia de acordo com valores alinhados a outros estudos. Ja 0 consumo de

carboidratos, foi bem inferior ao que se esperava.

Todos os tratamentos tiveram a presenca de metanol, etanol, acido acético, acido
propidnico, acido butirico e acido valérico em diferentes concentragfes, com auséncia de
acetona, n-butanol e acido caproico. Nos reatores inoculados com fermentacdo as maiores
concentracdes foram de &cido acético e etanol, enquanto nos inoculados com lodo de ETE

houve predominancia de etanol.

De acordo com os dados obtidos por meio do sequenciamento, observou-se que a

espécie Enterobacter sp. foi a que apresentou maior similaridade no reator inoculado com FN
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com maior producao de hidrogénio e que as bactérias ndo cultivadas foram as que apresentaram
maior similaridade com o reator inoculado com lodo de ETE de menor producdo de Ha. Isso
corrobora o fato de a fermentacdo natural ser uma alternativa promissora para a producdo de
hidrogénio, se mostrando vantajosa principalmente em termos de viabilidade econémica, pois

ndo exige pré-tratamentos que podem onerar o processo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com intuito de ampliar os estudos e a discussdao em torno da fermentacdo natural de

residuos reais como indculo, sugere-se 0s seguintes estudos:

e Realizar estudos considerando o enriquecimento do in6culo da fermentagédo natural
do substrato de cervejaria artesanal, com objetivo de melhorar condicdes para etapa

de hidrdlise da digestdo anaerdbia.

e Auvaliar as melhores condicdes deste estudo em reatores continuos.

e Analisar condi¢des favoraveis de producdo simultanea de hidrogénio e alcool.
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APENDICE | - DADOS DA PRODUGAO ACUMULADA DE H2 AO LONGO DO TEMPO PARA OS REATORES

Figura 25: Producgéo temporal acumulada de hidrogénio por reator, ajustado ao modelo de Gompertz Modificado.
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