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Os processos fermentativos sdo estudados em diversos tipos de biorreatores, que possuem
diferentes aplicacGes, vantagens e desvantagens. O frasco penicilina € um exemplo de
biorreator batelada que é amplamente empregado para o estudo da producao biolégica de
hidrogénio, por ser de simples utilizagdo e de baixo custo. No entanto, as formas de
quantificacdo do volume de biogéas produzido durante a fermentacdo possuem diversas
limitacdes, e em caso de producdo significativa de biogas o frasco pode estourar devido
a elevada pressdo interna. Tendo em vista esses problemas, no presente trabalho foi
projetado, construido e validado um biorreator batelada de baixo custo para
complementar a atual metodologia conduzida em frasco penicilina, propiciando uma
medida mais precisa do biogés produzido, um sistema mais seguro e a simplificacdo dos
ensaios de cinética e batelada alimentada. O modelo final do biorreator construido se
mostrou robusto e nos ensaios de validacdo, operando em regime de batelada utilizando
como substrato o glicerol, foram obtidos resultados semelhantes quando comparados com
a metodologia em frasco penicilina. Para a fermentacdo com teor de sdlidos suspensos
volateis do in6culo de 7500 mg/L e concentracao inicial de glicerol de 1 g/L, a producéo
de hidrogénio ap0s 24 h, utilizando a metodologia em frasco penicilina resultou em um
rendimento de 0,215 + 0,033 mol-Hz/mol-glicerol, enquanto que nos ensaios com o
biorreator projetado, sob as mesmas condicdes o rendimento foi de 0,211 + 0,006 mol-
H>/mol-glicerol. Além disso, a producdo de acido acético, 1,3-propanodiol e &cido
butirico para os ensaios em frasco penicilina foram, respectivamente, 0,113 + 0,004 g/L,
0,444 + 0,005 g/L e 0,222 + 0,026 g/L. Nos ensaios em biorreator a concentracao de acido
acético foi de 0,175 + 0,004 g/L, a de 1,3-propanodiol foi de 0,432 + 0,001 g/L e a de
acido butirico foi de 0,252 + 0,005 g/L. Tais resultados comprovam a reprodutibilidade
do biorreator e que esse estudo pode servir de base para o desenvolvimento de outros
equipamentos que simplifiguem, ampliem e melhorem os procedimentos ja estabelecidos
de maneira simples, barata e acessivel.
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CNPE Conselho Nacional de Politica Energética
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B3, B4, ..., B9 Percentual de biodiesel no diesel

Yois Rendimento mol de produto por mol de substrato

Piotal Presséo total

Pim Presséo atmosférica

Pran Pressdo manometrica

R Constante dos gases ideais

T Temperatura de fermentacédo

n Numero de mols totais de gas

Vh Volume do “headspace”

NPT “National Pipe Thread” - rosca de tubo em formato conico
BSP “British Standard Pipe” — rosca de tubo em formato paralelo
PEBD Polietileno de baixa densidade

PEAD Polietileno de alta densidade

SBR Borracha de estireno butadieno

TOC Carbono Organico Total

POME Efluente do processamento do 6leo de Palma
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1. INTRODUCAO

A tendéncia mundial se volta para a utilizacdo de materiais residuais com
processamento de baixo impacto ambiental. Nesse caminho, a producdo bioldgica de
hidrogénio a partir da glicerina, proveniente da producéo de biodiesel, é uma alternativa
promissora para o beneficiamento desse coproduto. No cenério brasileiro, a glicerina tem
levantado particular preocupacdo devido a crescente demanda de biodiesel no mercado
interno. No Brasil a politica de obrigatoriedade de adicao de biodiesel ao diesel alavancou
a geracdo de glicerina no pais. Ao longo dos altimos 11 anos, a producdo de biodiesel
passou de menos de 1,3 bilhdes de litros em 2008 e alcancou mais de 4 bilhdes de litros
em 2018, o que representa uma producdo de glicerina de mais de 350 mil litros
(ESTATISTICO - ANP, 2018). Em outubro de 2018, o Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE) anunciou o aumento gradual até a marca de 15% de biodiesel
adicionado ao diesel. O que representard um aumento de 82% na producdo anual do
Brasil, correspondendo a um crescimento da producéo de glicerina em mais de 637 mil
litros (MIGUEL et al., 2018). Esse aumento preocupa a industria, pois atualmente apenas
metade da glicerina gerada € exportada e por um baixo preco, US$ 0,34 por quilograma
de glicerina, principalmente para a China. Em 2018, cerca de 80% da glicerina exportada
teve esse pais como destino (MDIC/COMEXSTAT, 2019). Sendo assim, existe uma
perspectiva de acumulo da glicerina no mercado interno.

A luz dessa situacio pouco animadora, algumas alternativas para o
aproveitamento da glicerina vém sendo estudadas. Dentre as muitas, uma particularmente
promissora é a producdo de biocombustiveis, como o hidrogénio (Hz2) e o0 metano (CHa),
por rota bioldgica utilizando cultura mista (SELEMBO et al., 2009). Em ensaios em
escala de bancada, para investigacdo de parametros do processo e seu entendimento
cientifico, a metodologia geralmente utilizada é a fermentacdo ou digestdo anaerébia em
batelada, conduzida em frascos penicilina de 100 mL. Esta metodologia possui uma série
de vantagens e desvantagens. Por demandar volume pequeno de meio fermentativo existe
a possibilidade de se executar diversos testes de maneira rapida; mas em ensaios longos
essa metodologia fica trabalhosa, por se tratar de frascos de exclusdo. Além disso, esse
sistema inviabiliza 0 acompanhamento do aumento da presséo interna ocasionada pela
producdo de biogas, o que pode causar o rompimento do lacre e até mesmo a quebra do
vidro gerando um acidente grave.

Com o intuito de solucionar essas limitacbes da metodologia com frascos
penicilina, o presente trabalho visa a projetar, construir e validar um protétipo de
biorreator que, além de facilitar a operacdo nos ensaios em batelada, possibilite a
utilizacdo em ensaios que sdo de dificil operacdo em frascos penicilina, tais como a
determinacdo da cinética de producdo de biogés e batelada alimentada, bem como calcular
com maior precisao e simplicidade o volume de gas produzido.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo geral

Planejar, construir e validar um biorreator batelada para processos de fermentacao.

2.2.0bjetivos especificos
Os objetivos especificos foram:

¢+ Construir um protétipo de biorreator batelada;

%+ Auvaliar os problemas e potenciais melhorias deste biorreator;

¢ Construir o biorreator batelada;

% Validar o biorreator utilizando glicerol como substrato para a fermentacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos gerais da producéo de biogas

O biogés é produzido em processos de degradacdo da matéria organica na auséncia
de oxigénio. Esse processo anaerobio ocorre naturalmente em residuos acumulados como
em lixGes ou aterros sanitarios e, nesses casos, a materia organica que esta em contato
com o ar, nas camadas superiores, € digerida por microrganismos aerébios ou aerdbios
facultativos e, na parte interna, por microrganismos anaerobios (MARIANI, 2018).

Esse processo natural pode ser potencializado quando é conduzido em
biodigestores, nos quais além de tratar o efluente podem ser gerados produtos de interesse
comercial, tais como biogas e biofertilizante (COIMBRA-ARAUJO et al., 2014).

A fermentacdo anaerdbia da matéria organica pode ocorrer tanto por culturas
puras quanto por culturas mistas, como as constituintes do lodo anaerébio de estacdo de
tratamento de esgoto (ETE). A digestdo realizada por lodo anaer6bio de ETE é
amplamente relatada na literatura e se caracteriza, de forma geral, por 3 etapas partindo
de um substrato soltvel (como por exemplo, o glicerol): acidogénese, acetogénese e
metanogénese. Cada etapa da digestdo possui uma classe de microrganismo
predominante, como pode ser visto na Figura 3.1, sendo o biogds gerado composto
majoritariamente por CH4, seguido de CO: e ocasionalmente H>S.

Bactérias acidogénicas

Acidos organicos, alcoéis, H,, CO,
Bactérias acetogénicas
m Bactérias

e : homoacetogénicas
7

Bactérias sulfato :
redutoras r

hidrogenotrdficas acetocldsticas

Figura 3.1: Etapas da digestao anaerobia de substrato soltvel (glicerol) por cultura mista. Adaptado de (SA, DE;
CAMMAROTA,; FERREIRA-LEITAO, 2014)

Metanogénicas Metanogénicas

O hidrogénio é formado na acidogénese e € consumido nas demais etapas;
portanto, se o objetivo for a obtencdo de hidrogénio, os microrganismos consumidores
deste gas devem ser inibidos. As estratégias para evitar o consumo de hidrogénio
consistem na diminuicdo de sais de sulfetos, evitando a sulfetogénese (SA, DE;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014); remocdo de CO; da fracdo gasosa,
evitando a formag&o de acetato pelas bactérias homoacetogénicas (WOOSHIN PARK,
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SEUNG H. HYUN, SANG-EUN OH, BRUCE E. LOGAN, 2005); e promog&o do pré-
tratamento do indculo, para inibir as arqueias metanogénicas.

Portanto, o biogas consiste em uma mistura gasosa composta principalmente por
metano (CHa), gas carbénico (CO2), gés sulfidrico (H2S) e hidrogénio (H2), e o0 seu
processo de producéo consiste, de forma geral, do pré-tratamento do substrato ou do
indculo (dependendo do gas de interesse), digestdo anaerdbia, armazenagem, refino e
aplicacdo do biogas (MARIANI, 2018).

Segundo Coimbra-Aradjo et al. (2014), o biogas ndo é apenas uma fonte de
energia, pois 0 mesmo age como um mobilizador do desenvolvimento regional devido ao
potencial de producdo a partir de diversas atividades produtivas locais, como a
agropecuaria, industria, aterros sanitérios e estacdes de tratamento de efluentes. O biogés
é ambientalmente, socialmente e economicamente sustentavel e seu uso se mostra muito
promissor. A seguir, sdo descritas as aplicacbes do biogéas, de acordo com sua
COMpOsigao.

3.2.Aplicacdes do biometano

O biometano, segundo a Resolugdo ANP N° 08/2015, atualizada pela Resolucdo
ANP N° 685/2017, é um biogas que possui composi¢do similar ao gas natural; portanto,
0 biogas deve passar por um processo de refino. A concentracdo de metano no biometano
deve ser de no minimo 96,5% em base molar (MARIANI, 2018).

O biometano pode ser empregado nas redes de gas natural, no abastecimento de
veiculos e em aplicac6es industriais. A producdo europeia em 2017 foi de mais de 19 mil
GWh. E contava com 187 plantas em 2011, passando para 540 plantas no final de 2017
(EBA, 2017). Segundo o relatério da European Biogas Association (EBA, 2017), os
paises que possuiam maior numero de plantas de biometano eram Alemanha com 195,
seguido do Reino Unido com 92 e Suécia com 70 (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Numero de plantas de biometano na Europa em 2017. Adaptado de (EBA, 2017).
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A matéria-prima utilizada para a producao de biometano nesses paises varia mas,
de maneira geral, sdo empregados residuos e efluentes provenientes da agricultura,
indUstria e residuos organicos. A producdo de biometano na Europa ganhou ainda mais
incentivo quando, em 2009, houve a disputa comercial pelo gas natural entre Russia e
Ucrénia, que colocou em risco o transito desse combustivel nos paises da Europa (EBA,
2017).

Portanto, o biometano é um vetor energético em ascensdo em todo o mundo;
especificamente no Brasil o biometano obtido a partir de materiais residuais tem
despertado atencédo da industria, por seu carater renovavel, sustentavel e de acordo com
as diretrizes de quimica verde e do RenovaBio (ARTUR, 2018).

3.3. Processos de producéo de hidrogénio

Nesse item sdo discutidos diversos aspectos da producdo de hidrogénio, pois o
hidrogénio foi o principal produto estudado nesse trabalho.

As mudancas climéticas tém chamado a atencdo do mundo para um cenario ja
previsto de que a era do petroleo ndo terminara por falta dele, mas sim pelos efeitos
danosos que o uso do combustivel fossil causa. Uma das alternativas vistas como mais
promissoras é a utilizacdo do hidrogénio como vetor energético (MIRANDA, 2017).

O hidrogénio € um portador de energia versatil, devido a sua gama de aplicacbes
(pilha a combustivel, combustdo direta) e por ser limpo, pois na sua combustdo o
hidrogénio reage com o oxigénio e libera agua e energia (H, + 0, » H,0 + Energia).
A aplicagdo do H> como vetor energético € promissora, porém o principal uso deste gas
nos dias atuais é na industria, principalmente para producdo de aménia, mas também
como produto quimico, nas industrias petroquimica, siderargica e alimenticia
(MIRANDA, 2017).

Trocar o afloramento O hidrogénio pode ocorrer naturalmente em lagos de pH
ultra basico, como os encontrados em Oma (VACQUAND et al., 2018), regiGes terrestres
como em Mali (PRINZHOFER; TAHARA CISSE; DIALLO, 2018) ou na Bacia de S&o
Francisco no Brasil (PRINZHOFER et al., 2019). Essas fontes de hidrogénio, por serem
afloramentos, produzem quantidades pequenas de hidrogénio e em geral estdo espalhadas
em uma regido grande cilindrica o que dificulta a sua captacdo. Mesmo em Mali, onde a
petroleira Petroma, que em 2011 iniciou sua operacdo para extrair o hidrogénio do local,
ja ter comprovado que € possivel extrair hidrogénio com alta pureza sem custos com
processos de transformacéo, ainda séo reservatorios pouco conhecidos e a capacidade
produtiva ndo € significativa.

A producédo de hidrogénio ocorre principalmente a partir da reforma a vapor do
gas natural, a producédo é de baixo custo, mas a principal desvantagem da utilizacdo do
gas natural, alem de ser um combustivel féssil, € que este emite quantidades consideraveis
de COzdurante seu processamento. Outras rotas estudadas séo a producgéo de hidrogénio
a partir da eletrolise da agua ou da gaseificacdo de biomassa.
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Outra forma de producéo de hidrogénio € a partir de rotas biologicas por meio do
uso de residuos agroindustriais, tais como vinhaca, POME, bagaco da cana-de-agucar,
semente de acai, suco de sisal; ou glicerina, que ¢ um subproduto com baixo valor
agregado (SARMA, S. J.; PACHAPUR et al., 2015).

O glicerol, molécula mais abundante da glicerina, é o substrato utilizado no
presente trabalho. Oriundo da industria do biodiesel, pode ser metabolizado por diferentes
espécies de bactérias, tais como: Klebsiella, Citrobacter, Clostridium e Enterobacter. Os
principais produtos dessa fermentacdo sdo alcoois, cetonas, &cidos carboxilicos e
hidrogénio (SARMA et al., 2015). De acordo com a estequiometria, apresentada nas
reacOes 1, 2, 3 e 4 a seguir, pode-se observar que a producdo biolégica de alguns
compostos organicos € acompanhada da producdo de hidrogénio, durante a fermentacéo.

C3HgO3 + H,0 - CH3CO0Hciq0 acstico) + CO2 + 3H, (Reacéo 1)
203Hg03 = C4HgOx(4cido butirico) + 2C0, + 4H, (Reagdo 2)
2C3Hg03 —» C4H100pytanon + 2C0, + H,0 + 2H, (Reagéo 3)
C3HgO3 > CyHgO(etanon + CO, + H, (Reacéo 4)

Um pardmetro importante para avaliar a eficiéncia da fermentacdo consiste na
comparagdo com o rendimento maximo teérico (LOGAN et al., 2002). Considerando que
0S microrganismos presentes no meio fermentativo promovam apenas a rota do acido
acetico (Reacdo 1), a rota com maior producdo de hidrogénio por mol de glicerol, a cada
mol de glicerol seriam produzidos 3 mols de hidrogénio.

Uma estratégia amplamente utilizada na literatura é a combinacéo de diferentes
microrganismos. A utilizacdo de cultura mista para producéo de hidrogénio possui uma
série de vantagens, quando comparada as culturas puras. A mais significativa delas é a
simplificacdo nos processos, devido ao baixo nivel de esterilidade (SARMA et al., 2015).
No entanto, o in6culo proveniente de estacdes de tratamento de esgoto possui uma grande
diversidade microbioldgica e a estratégia adotada para favorecer as produtoras de H:
consiste em pré-tratar o lodo. O pré-tratamento (acido, térmico, basico, entre outros) visa
a diminuir a populacdo de microrganismos consumidores de Hy e, consequentemente,
favorecer os produtores de hidrogénio.

Dentre os microrganismos acima citados os do género Clostridium se destacam
como potenciais produtores de H,. Essa capacidade em consumir um determinado
substrato e produzir hidrogénio esta relacionada a presenca de hidrogenases. Em muitos
estudos o nivel de expressdo do gene hidrogenase tem sido utilizado como indicador da
producdo de H> em diferentes sistemas, bem como a utilizacdo da razéo acido acético/
4cido butirico (Hac/Hout) (SA, DE; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014). O pré-
tratamento térmico aumenta a razdo de acido acético/ acido butirico, e em estudos de
biologia molecular foi possivel observar trés vezes mais expressao do gene hidrogenenase
de Clostridium em inoculo pré-tratado termicamente quando comparado com o indculo
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in natura, indicando elevada producéo de Hz (SA, DE; CAMMAROTA; FERREIRA-
LEITAO, 2014).

Na literatura existem diversos estudos de produgdo de hidrogénio bioldgico
utilizando especificamente o glicerol como substrato. Na Tabela 3.1 estdo resumidos
alguns dos estudos mais recentes e alguns dos mais citados. Nessa busca foi empregada
a metodologia descrita no item 4.1 e buscou-se identificar quatro informac@es principais:
o tipo de in6culo, modo de operagéo (reator utilizado), método de quantificacdo de biogas
e o rendimento de hidrogénio. As informag6es sobre 0 modo de operacdo e método de
quantificacdo foram buscadas, pois serdo importantes para discussdes futuras nesse
trabalho.

Nessa pesquisa, os trabalhos de Yin (2017), Trchounian (2017), Sarma (2019),
Jauregui (2018), Kurahashi (2018) e Moreno (2015) utilizaram microrganismos do
género Clostridium e o rendimento Yps variou entre 0,34 e 1,21 mol de Hz/mol de
Glicerol. Como visto anteriormente, 0 maximo tedrico € de 3 mol de hidrogénio por mol
de glicerol o que representa uma eficiéncia na producgéo de hidrogénio no intervalo de 11
a 40%.
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Tabela 3.1: Estudos mais citados e alguns dos mais recentes trabalhos sobre producdo de hidrogénio a partir da fermentag&o do glicerol.

Tipo de indculo Modo de operacao Método de quantificacdo de biogas Rendimento Referéncia N° de
CitacOes
Klebsiella sp. TR17 Frasco Penicilina de 60 mL Né&o especificado 0,00574 mol Ha/g DQO Chookaew (2015) 32
C. butyricum INET1 Erlenmeyer de 150 mL Né&o especificado 0,67 mol Hz/mol glicerol  Yin (2017) 17
Lodo pré-tratado com solugao Frasco Penicilina de 100 mL  Nao especificado 2,44 mol Hz/mol glicerina  Faber (2016) 16
acida (HCI 10 mol/L pH 2)
C. beijerinckii DSM791 Frasco Penicilina de 120 mL  Seringas graduadas 1,21 mol Hz/mol glicerol ~ Trchounian (2017) 12
Enterobacter sp Frasco reagente Duran® 2 L Respirdmetro AER-200 0,0144 mol Ha/Lmeio Maintinguer (2017) 12
C. pasteurianum Erlenmeyer de 250 mL Método de deslocamento de agua .
(solugo salina) 0,627 mol Ha/mol glicerol  Moreno (2015) 3

C. pasteurianum Nao especificado Seringa graduada 0,34 mol Hz/mol glicerol ~ Kurahashi (2018) 1
Lodo pré-tratado termicamente ~ Frasco com 3 saidas Né&o especificado 0,59 mol Hz/mol glicerol ~ Kondaveeti (2019) 1
:;I%(:gfg:%tigatado com Frasco reagente Duran® 0,2 L Método de deslocamento de agua 0,208 mol Ha/mol glicerina Viana (2019) 0
C. pasteurianum Frasco Penicilina de 100 mL  Seringas estéreis 1,1 mol Hz/mol glicerol Sarma (2019) 0

Frasco néo especificado Seringa selada com silicone 0,37 mol Hz/mol glicerol  Jauregui (2018) 0

C. acetobutylicum ATCC 824 e
C. butyricum DSM 2578

19



3.4.Caracteristicas, producdo e mercado do glicerol

O glicerol é um liquido viscoso, incolor, inodoro, também conhecido como 1, 2,
3-propanotriol de formula molecular CsHgOs, com ponto de ebulicdo de 290°C (PERRY,
1997). Foi descoberto por Carl Wihelm Scheele em publicagéo de 1783 e pode ocorrer
naturalmente em formas combinadas, como nos triglicerideos, sendo obtidos na
saponificacdo com hidréxido de sodio ou potassio no processo de manufatura de sabdes.

Existem diversas rotas para producao de glicerol. A Dupont© possui uma patente
que descreve a producéo de glicerol a partir de uma fonte de carbono. A patente descreve
todo o processo de producdo de politereftalato de trimetileno (PTT) a partir do 1,3-
propanodiol (PDO), que por sua vez é produzido a partir do glicerol. Esse glicerol provém
de uma rota verde utilizando como matéria prima o milho (BURCH, 2001). Outra rota
bioldgica para producdo de glicerol consiste na utilizacdo de algas. Algumas espécies de
algas unicelulares do género Dunaliella séo capazes de produzir glicerol com o objetivo
de armazenar energia (HADI; SHARIATI; AFSHARZADEH, 2008).

Atualmente, a producdo a partir da transesterificacdo de 6leos e gorduras é a
principal rota de produgéo de glicerol no mundo (CHUAH et al., 2017). A matéria-prima
sofre um processo preliminar para remocdo de particulas solidas e a reacdo de
transesterificacdo do triglicerideo com o alcool ocorre em meio catalisado (meio basico).
Essa mistura é separada em uma fase aquosa, que resulta no biodiesel, e outra organica,
que resulta na glicerina (Figura 3.3).

Matéria-prima—p- BN Ll (=] ETE T
Metanol

, ou Etanol
Oleos ou gorduras

Catalisador Reacdo de
—>
NaOH/KOH transesterificacao

Metanol

Fase Fase oy Etanol

Organica sep"aqao Aquosa

| Alcool
Glicerina Bruta recuperado #
Y

Residuo

Figura 3.3: Fluxograma do processo de produgdo de biodiesel e glicerina. Adaptado de Embrapa (DELGROSSI
BARROS e JARDINE, 2019)

A producdo de biodiesel no Brasil cresce a cada ano. Muito desse crescimento €
resultado da politica de obrigatoriedade de uma parcela do diesel ser constituido de
biodiesel, que teve inicio em 2008 e em 2019 chegou a 11% (B11). Esse aumento ao
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longo dos anos esta resumido na Figura 3.4, na qual o niimero apds o “B” no topo da barra
significa o percentual obrigatorio de biodiesel no diesel.
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Figura 3.4: Volume de glicerina produzida no Brasil até o ano de 2017. No topo da barra o simbolo do percentual
de biodiesel no diesel, em que o niimero apés o “B” representa o percentual de biodiesel (ESTATISTICO - ANP,
2018).

A glicerina produzida na industria do biodiesel representa cerca de 10% do
volume de biodiesel e apds processo de purificacdo o glicerol gerado é destinado em sua
maioria para a industria de cosméticos (Figura 3.5 A). Na Figura 3.5 B pode-se ver as
principais matérias-primas utilizadas na producéo de biodiesel.

= Cosméticos

= Revenda

u Esteres
® Poliglicerina
= Outros

= Alimentos/Bebidas

= Resinas Oleo de soja
= Filmes de celulose 72%

m Tabaco

m Papéis

Figura 3.5: Principais destinos do glicerol (A). Principais matérias-primas para producéo de biodiesel (B)
(ESTATISTICO - ANP, 2018).

A glicerina é um produto bruto e o valor de exportagdo é baixo. Em 2016 chegou
a pouco mais de 15 centavos de délar e mesmo nos anos de maior valor de exportacao
ndo passa de 35 centavos de dolar por quilo. A evolucdo dos precos de exportacdo na
Gltima década esta resumida na Figura 3.6.
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Figura 3.6: Total de exportacéo de glicerina para o mundo ao longo dos anos (A). Em vermelho a quantidade
exportada apenas para a China. Evolugéo dos precos de exportacdo do glicerol bruto ao longo dos tltimos anos (B)
(MDIC/COMEXSTAT, 2019).

O baixo valor agregado da glicerina e as perspectivas de aumento de producao
revelam um futuro preocupante, pois 0 aumento da oferta tende a reduzir o preco por
quilograma do produto. No entanto, esse aumento pode ser promissor quando o glicerol
bruto é destinado para outros fins, tais como a producdo de hidrogénio por rota
fermentativa.

3.5. Tipos de biorreator

Existe uma gama de biorreatores e a sua configuragéo varia em fungéo do processo
bioldgico e do microrganismo empregado. Em sua maioria os biorreatores sdo do tipo
reator de mistura, mas existem outros que podem ser classificados de acordo com o tipo
de agitacdo, pela configuracdo ou pelo tipo de biocatalisador e pelo fendmeno de
transporte (calor, massa, quantidade de movimento) (EEL, 2009). Na Figura 3.7 esta
exemplificada uma das possiveis classificacoes.

22



Biorreatores
Fase aquosa Fase ndo-aquosa

AN

LA ., L

\ ¢ v
-

A A
A { Agitado
-

>

(Rotatério)
-
il i \_’
| \.-*

Fluidizado

Figura 3.7: Classificag@o dos biorreatores. Adaptado do slide de aula da Escola de Engenharia de Lorena- USP (EEL,
2009).

3.5.1. Reatores de fase ndo-aquosa

Os reatores de fase ndo-aquosa sdo empregados em cultivos semi-sélidos ou em
estado solido, as quais ocorrem na superficie de materiais solidos e se caracterizam pela
auséncia de agua livre. O material sélido pode ser biodegradavel e propiciar condi¢coes
para o desenvolvimento do microrganismo ou atuar somente como suporte inerte
(COUTO; SANROMAN, 2006). O material é geralmente simples (residuos agricolas ndo
refinados) e podem conter a maioria dos nutrientes necessarios para o crescimento do
microrganismo. 1sso significa que o0s processos de pré-tratamento sdo simples: apenas um
cozimento ou moagem. Além disso, 0 baixo teor de agua reduz os custos com
esterilizacdo por aquecer menos agua, o sistema € menos suscetivel a contaminacGes e a
aeracdo forcada, se necessaria, é facilitada devido a porosidade do suporte. Por outro lado,
0S microrganismos que crescem em baixos teores de umidade sdo reduzidos, limitando as
aplicacdes, os parametros importantes de qualquer processo bioldgico sao dificultados
pela natureza sélida do substrato (pH, temperatura, umidade e concentracdo) e o tempo
de fermentacdo € mais longo devido ao metabolismo dos microrganismos compativeis
com o cultivo em estado solido (SALLES, 2013).

Esses reatores podem ser divididos em quatro categorias: estatico, agitado, leito
fixo e leito fluidizado. Os reatores estaticos séo comumente operados em bandejas e o
meio solido fica espalhado pela superficie do recipiente (Figura 3.8 A). Esse modo de
operacdo, quando comparado com 0 processo agitado, € menos homogéneo e acarreta
gradientes de transferéncia calor e de disponibilidade de nutriente; portanto, de maneira
geral, sdo menos eficientes. No entanto, alguns microrganismos nao toleram agitacdo e
esse processo se mostra 0 mais indicado. Além disso, essa heterogeneidade, em muitos
casos promove maior rendimento de produtos e a fermentacdo em estado solido pode
promover um ambiente adequado para determinadas fisiologias microbianas (SANTOS,
2014). Por sua vez, os reatores agitados podem ser do tipo tambor rotativo ou tambor
agitado. Esse tipo de reator ainda possui uma série de subcategorias devido as diferentes
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configuracbes das pas (Figura 3.8 C). Além disso, esses reatores sdo amplamente
utilizados na industria como misturadores, secadores e reatores de processamento de
materiais granulados (SANTOMASOQO; OLIVI; CANU, 2004).
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Figura 3.8: Classificacdo dos biorreatores de fase ndo-aquosa. As setas indicam o sentido do escoamento do ar. A —
Estatico. B — Leito Fixo. C — Rotativo. D — Fluidizado. Adaptado de Mitchell (2006).

Os reatores de leito fixo ou empacotado sdo caracterizados pelo estado
estacionario do biocatalisador e a solugédo do substrato circula através do recheio (Figura
3.8 B). Esses reatores variam de acordo com o tipo de escoamento, podendo ser de fluxo
ascendente, de duto central (o escoamento é baixo nas extremidades), de escoamento
radial e de short-wide que combina bandeja com aeracéo forcada (MITCHELL; STUART
et al., 2006).

Os reatores de leito fluidizado se caracterizam pela introducdo de ar através de um
suporte permeavel que, além de suportar o material sélido, ainda funciona como um
aspersor. Esse ar que entra em alta vazao no reator agita as particulas, conforme ilustrado
na Figura 3.8 D. Esses biorreatores atingem melhores transferéncias de massa e controle
de temperatura.

Todos os tipos de reatores mencionados até o presente sdo ditos reatores em fase
ndo-aquosa; entretanto, ha ainda os reatores em fase aquosa, que Sa0 mais comuns e mais
utilizados na industria e sua capacidade é bastante variavel, conforme o processo.

3.5.2. Reatores de fase aquosa
Os biorreatores classificados em fase aquosa, também conhecidos como
biorreatores de fermentacdo submersa, sdo divididos em sete diferentes tipos: reator de
tanque agitado, pneumatico com fluxo ascendente aleatorio (coluna de bolhas),
pneumatico com fluxo orientado (“air-1ift”), leito fixo, leito fluidizado, membranas planas
e fibras ocas (Figura 3.9 A — G, respectivamente). Dentre estes, o reator agitado € mais
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utilizado, representando cerca de 90% do total de reatores utilizados industrialmente
(SCHMIDELL et al., 2001). Esse reator consiste em um tanque cilindrico com chicanas
e possui um agitador mecénico central que pode conter uma ou mais pas (turbinas)
formando uma série de bragos que podem ser de diferentes formatos, as mais comuns sdo
as pas planas (turbinas “Rushton”).

Nos reatores pneumaticos a agitacdo do liquido € promovida pelo borbulhamento
de gas no liquido, ou seja, esses reatores ndo possuem o agitador mecéanico. O
borbulhamento pode ocorrer de maneira orientada (Figura 3.9 C) onde se tem uma
movimentacao ciclica do fluido bem definida, através de dispositivos e arranjos internos
construidos especialmente para esse propésito, enquanto que o sem orientacdo (Figura
3.9 B) tem um movimento aleatorio do liquido no reator. Essa menor taxa de cisalhamento
é ideal para cultivo de células animais e vegetais (SCHMIDELL et al., 2001).
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Figura 3.9: Classificagdo dos biorreatores em fase aquosa. A - Reator agitado. B — Pneumatico com fluxo ascendente
aleatdrio. C - Pneumatico com fluxo orientado (“air-lift’). D - Leito fixo. E - Leito fluidizado. F - Membranas planas.
G - Fibras ocas. Adaptado de Mitchell (2006).
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Os reatores de leito fixo, onde a movimentagdo do material € praticamente
inexistente, e os de leito fluidizado, onde ha uma intensa movimentacdo das particulas
provocada pela injecdo de ar, possuem biocatalisadores imobilizados em um suporte
inerte ou empregam células e enzimas coimobilizadas (Figuras 3.9 D e E,
respectivamente). A estratégia de imobilizar as células ou enzimas no biorreator se faz
promissora devido & manutencdo de elevadas concentragBes de células ou enzimas no
meio, podendo atingir elevada produtividade no processo (SCHMIDELL et al., 2001).

Por sua vez, os reatores de membranas planas e os reatores de fibra oca
caracterizam-se por manterem as células confinadas entre as membranas semipermeaveis
(Figuras 3.9 F e G). Esse tipo de reator prevé uma separacdo de fluxo de nutriente e
produtos metabolicos, o que simplifica as etapas posteriores de purificacdo
(SCHMIDELL et al., 2001).
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Além dos diferentes tipos de biorreator, ainda existem classificacdes quanto a
forma de conducéo de um processo fermentativo. Essa operacéo pode ocorrer de maneira
continua, quando o processo ocorre de maneira ininterrupta; descontinua (também
conhecida como batelada), quando no processo ocorre apenas uma Unica carga no inicio;
e por ultimo o processo semicontinuo (batelada alimentada), no qual o processo ocorre
ciclicamente, ou seja, cargas sao adicionadas durante a batelada.

3.6. Formas de conducao de um processo fermentativo

De maneira geral, um reator bioldgico pode ser operado das seguintes formas:
descontinuo com um indculo por tanque, descontinuo com recirculacdo de células, semi-
continuo ou continuo com ou sem recirculagdo de células. Esses seis tipos de operacdo
séo descritos em mais detalhes a seguir.

3.6.1. Continuo e semi-continuo

O processo continuo é um exemplo de sistema aberto no qual se procura
estabelecer um fluxo continuo de liquido atraves do reator. A manutencdo de volume
constante de liquido no reator é de primordial importancia para se atingir o regime
permanente. O estado estacionario permite a operagdo sem interrupcbes e
consequentemente aumenta a produtividade do processo, em detrimento da reducao dos
tempos de carga e descarga, “tempo morto” e lavagem. Além disso, 0 processo continuo
possibilita 0 emprego de controles avangados e menores gastos com méo-de-obra.

Por outro lado, essa forma de condugéo pode ocasionar a formagéo de espumas
em processos aerados, que deve ser evitada, seja com o uso de antiespumante ou a retirada
mecanica. Esse processo exige maior investimento inicial na planta, potencializa os
efeitos de mutacdo genética espontanea, modificando o processo, além de ser mais
suscetivel a contaminacGes.

No processo semi-continuo aguarda-se o término da fermentacao, retira-se
parte do meio fermentado e adiciona-se um volume de meio de mesmo volume do
retirado. Portanto, permanecem no reator parte do meio com os produtos da fermentacao
e boa parte da microbiota inicial. Essas etapas sdo repetidas até se perceber queda na
produtividade. O processo de producéo de vinagre usado antigamente se baseava nessa
forma de operagdo (SCHMIDELL et al., 2001).

3.6.2. Descontinuo e descontinuo alimentado

O processo descontinuo ou batelada pode ocorrer de maneira simples, aquele
efetuado com um inoculo por tanque, e com recirculacdo de celulas; ou aquele em que ao
final da batelada efetua-se a separacdo das células para uso posterior. A batelada é o
processo fundamental para qualquer sistema, pois as formas de conducdes vistas
anteriormente pressupdem o conhecimento cinético e esse precisa ser bem dominado no
processo descontinuo. Além disso, a batelada serd sempre a base para a comparagdo de
eficiéncia de processos, mas a sua baixa eficiéncia estimula o surgimento das formas
alternativas ja descritas (SCHMIDELL et al., 2001).
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Nessa forma de conducdo da fermentacdo a matéria-prima, estéril ou ndo, é
inoculada com o microrganismo, podendo ser uma cultura pura ou mista, e incubada de
modo a permitir a fermentacdo. No decorrer do processo nenhum substrato ou
microrganismo é adicionado, mas pode ocorrer a adi¢do de oxigénio quando 0 processo
¢ aerobio, antiespumante, acidos ou bases para controle de pH (SCHMIDELL et al.,
2001).

Terminada a fermentacgéo o biorreator é descarregado, 0 meio fermentativo segue
para os tratamentos finais, o recipiente é lavado e recarregado com inoculo e substrato.
Todo esse processo ocorre em sistema fechado e, portanto, ndo ha perdas de liquido por
evaporacdo e o volume de meio permanece constante. Essa Unica carga feita no inicio da
fermentagdo exerce efeitos de inibigdo, repressdo por substrato, e apresenta “tempo
morto”, fase de adaptacdo do microrganismo; além desse tempo o processo ainda conta
com perdas associadas ao tempo gasto nas lavagens e nas cargas e descargas do reator
(SCHMIDELL et al., 2001).

Por outro lado, apresenta menores riscos de contaminagdo, quando comparado
com as formas de conducdo anteriores, possui grande flexibilidade de operagdo, em
detrimento do uso de um mesmo reator para diferentes processos, ainda conta com um
controle mais estreito da estabilidade genética e possibilidade de identificacdo de todos
0s materiais relacionados ao sistema (SCHMIDELL et al., 2001).

Os reatores descontinuos alimentados ou batelada alimentada sdo definidos como
uma técnica onde um ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador durante o cultivo
podendo ser gradual ou intermitentemente adicionados e que necessariamente ndo ha
remocao do meio fermentativo até o final da fermentacdo. Esse processo tem fundamental
importancia tanto em escala industrial como em nivel de pesquisa, pois é a partir de uma
nova carga que pode-se descobrir a resposta dos microrganismos ao longo do tempo
(SCHMIDELL et al., 2001).

Os reatores agitados operados em batelada, como ja foi amplamente discutido, sdo
de suma importancia para determinacdo de parametros fundamentais no entendimento do
sistema fermentativo e nessa direcdo buscou-se na literatura compreender como esses
biorreatores sdo usados e quais sao usados. Os resultados encontram-se no préximo item.

3.7. Reatores utilizados para producéo bioldgica de hidrogénio

Com o intuito de obter um bom panorama das diferentes metodologias acerca dos
diferentes modelos de reatores batelada para a producdo de hidrogénio, uma busca
minuciosa foi feita na literatura empregando-se metodologia adequada.

No presente trabalho o processo estudado foi o de batelada aplicado a fermentacédo
para producdo de hidrogénio, portanto os estudos relacionados aos outros tipos de
biorreatores ou para processos continuos e semi-continuos ndo foram avaliados. Além
disso, dentro de cada trabalho foram analisados os detalhes da metodologia de
quantificacéo de biogas produzido, bem como os calculos envolvidos nessa quantificacao.
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Essa pesquisa na literatura teve como foco a obtencdo das seguintes informagdes:
matéria-prima, tipo de in6culo, modo de operacdo, método de quantificagdo de biogas e
o resultado do estudo (rendimento de hidrogénio por mol de substrato). Os trabalhos mais
citados e alguns dos mais recentes estdo sintetizados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Estudos mais citados e alguns dos mais recentes trabalhos sobre producéo de hidrogénio por via bioldgica.

Matéria-prima

Tipo de inéculo

Modo de Operacgdo

Método de quantificacdo de biogas

Rendimento

Referéncia

Lactato

Glicose

Glicose

Manose

POME

Residuo agroindustrial

Glicose

Efluente do
processamento da
polpa de péssego

POME

Residuo de frutas e
legumes

Glicerina

Hidrolisado de trigo

Lodo ETE tratado com 2-
bromoetanosulfonato

Clostridium sp. YM1

Clostridium CWBI1009

Bacillus anthracis PUNAJAN
1

Clostridium butyricum EB6

Lodo anaerdbio pré-tratado
termicamente

Clostridium butyricum
CWBI1009

Lodo anaerdbio pré-tratado
termicamente

Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum

Consorcio anaerdbio pré-
tratado termicamente

Clostridium pasteurianum
MTCC 116 (ATCC 6013)

Lodo anaerdbio pré-tratado
termicamente

Reatorde 2,5L

Frasco reagentede 1L

Reator cilindrico de
Leito fixo ¢/ 400 mL

Frasco Penicilina de
150 mL

Reatorde 2L

Erlenmeyer de 250mL

Frasco Penicilina de
270 mL

Frasco Penicilina de
250 mL

Frasco Penicilina de
250 mL

Biorreator Labfors 5 de
8L

Frasco Penicilina de
100 mL

Frasco penicilina

Medidor de gés - Ritter

Método de deslocamento de dgua

Medidor de gés - Ritter

Respirometro AER-200

Método de deslocamento de dgua
(solucdo acida de pH entre 2 e 3)

Método de deslocamento de dgua

Seringas graduadas - Método de
absorcdo de CO; em solugcdo KOH9 N

Método de deslocamento de agua

Método de deslocamento de agua

Medidor de fluxo de baixa vazdo

N3o especificado

Método de deslocamento de agua

0,4 mol Hy/ mol lactato

1,7 mol Hy/mol glicose

2,43 mol Hy/mol glicose*

0,01 mol H,/g de DQO*

0,24 mol Hy/mL de POME*

0,003 mol Hy/g SSV*

1,43 mol H,/mol glicose

0,006 mol Hy/gTOC*

0,009 mol H/gbQO*
0,003 m0| Hz/g SSVremovida*
0,627 mol Hy/mol glicerol

3,21 mol Hy/mol glicose

Noblecourt (2018)

Abdeshahian (2014)

Hiligsmann (2014)

Mishra (2017)

Singh et al. (2013)

Sekoai (2013)

Hamilton et al. (2018)

Argun (2017)

Mamimin (2015)

Keskin et al. (2019)

Sarma (2016)

Gokfiliz-Yildiz (2018)

*0 valor apresentado pelo trabalho estava em mililitros e foi feita a conversdo considerando comportamento ideal nas condigdes normais de temperatura e pressao.
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3.7.1.  Modo de operacéao

O modo de operacdo consiste na verificagdo da metodologia utilizada na
fermentacgdo anaerdbia, portanto nesse tdpico a principal informacéo buscada diz respeito
as caracteristicas do biorreator, tais como volume e tipo de frasco. Na maioria dos
trabalhos encontrados o modo de operagdo ocorre em frasco penicilina, o volume do
frasco e de meio varia de acordo com o trabalho. No estudo de Keskin et al. (2019), foi
utilizado um biorreator comercial modelo INFORS HT Labfors 5 com volume de trabalho
de 8L. Além disso, uma menor parte dos trabalhos avaliados utilizou frasco reagente ou
erlenmeyer para a etapa de fermentacéo.

3.7.2. O frasco penicilina e suas limitacgdes

O frasco penicilina é vedado com tampa de borracha e lacre de aluminio. Este tipo
de vedacéo dificulta a afericdo de baixas pressdes, pois para esses casos a pressao interna
ndo é suficiente para deslocar o embolo da ampola gasométrica ou da seringa graduada.
Portanto, a determinacdo do volume ou da pressdo interna desse sistema é imprecisa e
gera muitos erros. Além disso, as dimens@es do gargalo do frasco (de aproximadamente
20 mm), bem como seu tamanho, impedem a adaptacdo de qualquer sistema eficiente de
medicé&o.

Para ensaios de cinética, por exemplo, o uso de frasco penicilina implica na
exclusdo de determinado numero de frascos a cada tempo de incubacdo analisado,
aumentando consideravelmente o nimero inicial de frascos incubados e o espaco ocupado
por eles.

Outro problema dos frascos penicilina esta relacionado com a seguranga. Durante
a fermentac&o, a producéo de gas (CO2, CHa, H2) aumenta a pressdo interna e a tampa do
frasco penicilina pode romper ou o frasco quebrar. Para o caso de a tampa ser projetada,
além do projétil que consiste de uma tampa de borracha e um lacre de aluminio, 0 meio
fermentativo se espalha no local e nenhum acidente grave ocorre. Por outro lado, no caso
de o frasco estourar, o vidro, que ndo é temperado, solta estilhacos e esses podem causar
acidentes gravissimos em laboratério (Figura 3.10).

Figura 3.10: Registro do frasco penicilina quebrado ao final da fermentacéo. O acidente ocorreu dentro do Shaker e
ndo houve feridos.
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Nesse tipo de experimento, ndo ha monitoramento sobre o que esta acontecendo,
ou seja, a pressdo aumenta e s se sabera o volume final de biogas gerado ao término da
andlise. Isso pode ter consequéncias indesejaveis, tendo em vista que em laboratorio
busca-se 0 maximo de informacéo possivel sobre os sistemas estudados e, portanto, em
linhas gerais ndo se tem muita nocao da producgdo de biogas em tempo real.

Portanto, para o biorreator projetado neste estudo foram utilizados dados do
fabricante para estimar a pressdo maxima suportada pelo frasco e, além disso, a presséo
foi monitorada através de uma leitura rapida do manémetro acoplado em sua tampa.

3.8.Método de quantificacio de biogas

Os métodos descritos na literatura para quantificacdo do volume de gas gerado
sdo: deslocamento de &gua, medidores comerciais ou seringas graduadas. Nos trabalhos
de Noblecourt et al. (2018) e Hiligsmann et al. (2014) foram utilizados medidores de gas
da marca Ritter. No trabalho de Keskin et al. (2019) o autor descreve que a medicdo de
gas ocorreu por meio de um medidor de escoamento de baixa vazdo. Os medidores
comerciais em sua maioria determinam a vazdo de fluido e a partir de dados de area da
secdo de tubo € possivel determinar o volume de fluido que passa pelo equipamento. A
vazdo pode ser determinada por diversas formas, uma delas € a de rodas de pas. Nesse
medidor o fluido passa pelo tubo e promove a rotacdo das pas conforme ilustrado na
Figura 3.11. Em cada uma dessas pas existe um ima que induz uma corrente elétrica no
sensor e esses pulsos elétricos sdo proporcionais a taxa de escoamento do fluido
(OMEGA, 2019). Esse tipo de sensor é eletrdnico e necessita de hardware e software
para obter os resultados, tornando esse medidor mais caro.

Figura 3.11.: Sensor de escoamento de roda de pas. Adaptado de (OMEGA, 2019)

Segundo Hamilton et al. (2018), é possivel obter boas medidas através do uso combinado
de seringas graduadas e pelo método da absor¢cdo de CO. (solucdo de KOH 9N). A
medicdo do volume de biogés utilizando seringa graduada é simples e pratica, no entanto
0s erros associados ao atrito da seringa limitam em muito a sua utilizagdo. O esquema do
uso de seringas esta representado na Figura 3.12.
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Seringa graduada

< - Biorreator

Figura 3.12: Esquema do método de quantificagdo de volume de biogés utilizando seringa. Adaptado de
gcsescience.com/igasyringe.htm

O método de adsorcéo de CO2 descrito por Hamilton et al. (2018) foi baseada no
estudo de Hiligsman et al. (2011), que consiste no uso de uma solu¢édo basica de KOH 9N
na configuracdo mostrada na Figura 3.13. O biogas contido na seringa é injetado na
solucdo bésica que esta dentro de uma seringa graduada invertida. Como a maior parte do
CO2 se solubiliza e reage com 0 KOH formando carbonato de potassio o volume marcado
na proveta representa o volume de hidrogénio e nitrogénio. Segundo o autor é possivel
calcular com boa preciséo o volume de CO2, Hz e Nz, visto que 0 nitrogénio pode ser
calculado pelo “headspace”, o hidrogénio pela subtragdo do volume marcado na proveta
invertida pelo volume de nitrogénio. Por fim, sabendo-se o volume inicial obtido pela
seringa (aquela que coleta todo o biogas do reator) menos a soma do volume de H> mais
0 volume de N2 obtém-se o volume de CO>. Porém, ndo é possivel identificar a geracao
de CHa4 no biogés, caso o pré-tratamento do lodo anaerébio de ETE nédo tenha sido
eficiente, possibilitando tanto erros de quantificacdo quanto de qualificacdo do biogas.

le

LN

L IS0 0 DU M D U N S O N |

e —

Figura 3.13:Esquema para determinagéo do biogas descrito por Hiligsmann et al. (2011). Sao utilizadas duas
seringas, uma para coletar o biogas produzido e outra para medir o deslocamento da solugéo alcalina. Fonte:
Adaptado de Hiligsmann et al. (2011).

Nos demais trabalhos 0 método empregado foi o de deslocamento de agua. Esse método
consiste na utilizacdo de um recipiente que recebera o biogas produzido na fermentagéo
e 0 deslocamento de liquido é proporcional a esse volume de gas. Existem diversas

32



maneiras de mensurar o biogas por meio do deslocamento de liquido, uma das possiveis
maneiras esta representada na Figura 3.14. Este método fornece como resposta apenas o
volume de biogas gerado e possui como interferentes da medida o volume do tubo
conector, as possiveis perdas de gas pela lateral da agulha e a incerteza da graduagéo da
proveta.

pos

Proveta graduada
preenchida com liquido

°

“ IJ]IIIII III[[

d
]

= Tubo fino com
agulha

R
\

Becher Biorreator

com agua

Figura 3.14: Esquema de uma das possiveis maneiras de executar o método de deslocamento de agua para
determinacdo do volume de biogas produzido. Adaptado de (ALAM; HANID, 2017).

No biorreator desenvolvido nesse trabalho o método de quantificacdo de biogas
se baseia na determinacdo da pressdo interna. Portanto, na tampa do frasco reagente foi
adaptado um mandmetro de ponteiro (mais detalhes no item 5). A determinacéo direta da
pressdo possui maior precisdo quando comparada com as demais metodologias vistas
acima, pois ndo ha necessidade de montar um aparato, como é visto no método de
deslocamento de agua, e € mais barato quando comparado com medidores comerciais.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e métodos empregados na
construcdo do biorreator, o procedimento experimental adotado para avaliagdo da
producdo de hidrogénio em frascos penicilina e no biorreator e os métodos analiticos
empregados nesta avaliagéo.

4.1.Construcao do biorreator

O projeto do biorreator foi desenvolvido com o intuito de sanar as principais
limitacGes identificadas no emprego de frascos penicilina em ensaios fermentativos para
producéo de hidrogénio e ainda de viabilizar outros tipos de ensaios.

A ideia principal era que o sistema fosse o mais versatil possivel. Portanto,
escolheu-se como reator um frasco reagente de vidro de 200 mL, pois para todos 0s
tamanhos utilizados em laborato6rio a tampa é a mesma. Além disso, o frasco € preparado
para suportar ensaios sob pressao e temperaturas de até 140°C.

A partir da escolha do frasco (vaso de reacdo/fermentacdo), iniciou-se o
procedimento de construcdo do biorreator, que foi melhorado por tentativa e erro até o
protétipo final.

Na construcdo dos protétipos foram empregados os materiais listados nas Tabelas
4.1 e 4.2.A escolha dos materiais referentes aos dois primeiros prototipos foi por
disponibilidade no laboratorio. Os referentes ao 3° protétipo foram comprados seguindo
um estudo minucioso das melhores especificacGes para atender as necessidades dos
ensaios. Além disso, os testes de estanqueidade foram conduzidos a fim de verificar a
existéncia ou ndo de vazamentos, conforme descrito no item 4.3.
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Tabela 4.1: Lista de materiais utilizados nos dois primeiros protdtipos desenvolvidos.

Material

Descrigcao

Finalidade

1° Protétipo

Rolha de silicone

Diametro inferior 3 cm e superior
4cm

Vedar e tampar o frasco, bem como,
auxiliar no encaixe das conexdes

Seringa descartavel

Seringa em poliproprileno tipo

Aucxiliar na retirada de aliquotas de

de10e3 mL Luer Lock sem agulha gas e liquido
Valvula .
o i . . Manter o sistema fechado entre as
descartaveis de Valvulas tipo Luer Slip
. amostragens
duas vias

Tubo de inox para
conexdes de 1/8'

Secdo de tubo para prolongar o
acesso entre a tampa e o meio
liquido

Extensor para coleta de liquido

Mangueira de 6mm
em silicone

Se¢des, do tamanho da rolha,
gue foram introduzidas através
da rolha

Favorecer o encaixe entre a rolha de
silicone e as valvulas

2° Protétipo

Mandmetro de 3
bar

Manometro reto caixa 62mm em
aco carbono sem glicerina 1/4"
BSP

Medir a pressao interna

Tampa do frasco
schott

Tampa em PEAD

Vedar e tampar o frasco, bem como,
auxiliar no encaixe das conexodes

Seringa descartavel

Seringa em poliproprileno tipo

Aucxiliar na retirada de aliquotas de

de10e3 mL Luer Lock sem agulha gas e liquido
Valvula .
L i . . Manter o sistema fechado entre as
descartaveis de Valvulas tipo Luer Slip
i amostragens
duas vias

Tubo de inox para
conexdes de 1/8"

Secdo de tubo para prolongar o
acesso entre a tampa e o meio

Extensor para coleta de liquido

liquido
O-ring com 3 mm de espessuraem Promover a vedacdo entre o
O-ringde 1/4 & P n ¢
SBR mandmetro e a tampa
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Tabela 4.2: Lista de materiais utilizados no terceiro protétipo.

Material

Descrigao

Finalidade

Manometro de 1
kgf/cm2

Manometro reto caixa 52mm em
aco carbono sem glicerina 1/4"
NPT

Medir a pressao interna

Tampa do frasco
schott

Tampa em PEAD

Vedar e tampar o frasco, bem como,
auxiliar no encaixe das conexodes

Seringa descartavel
de10e3 mL

Seringa em poliproprileno tipo
Luer Lock sem agulha

Aucxiliar na retirada de aliquotas de
gas e liquido

Valvula esfera

Valvulas macho-fémea em latdo
1/8" BSP

Permitir a amostragem de liquido e
manter o sistema fechado

Conexao reta (para
contra-porca)

Conexdo em latdo fémea 1/8"
BSP para tubo de 6mm de engate
rapido

Usada para fixar a valvula esfera na
tampa e conectar o tubo extensor
de amostragem de liquido nessa
valvula

Conexdo macho
(para receber a
seringa)

Conexdo em latdo macho 1/8"
BSP para tubo de 6mm de engate
rapido

Permite a fixacdo do tubo
pneumatico na valvula esfera.

Tubo de 6 mm
(interno)

Secdo de tubo em PEBD para
prolongar o acesso entre vavula
esfera e o meio liquido.

Extensor para coleta de liquido

3° Protétipo

Tubo pneumatico
de 6mm (externo)

Secdes de tubo, com 3 cm de
comprimento, para conectar a
seringa na valvula esfera

Favorecer o encaixe entre a seringa
e a conexdo fémea de engate rapido
da valvula esfera

Conexao T

T em latdo para linhas de gases
de 1/8"

Adaptar o manémetro e a valvula
600psi na tampa

Contra porca

Porca em latdo para linha de
gases sem anilha

Fixar a conexdo T na tampa do
frasco schott

Anel de vedacgao

Anel com 3mm de espessura em
SBR

Promover a vedacdo entre a conexao T
e atampa

Tubo de cobre 1/8"

Secao de cobre com anilha e
porcas de 1/8" em latdo

Conectar a valvula 600psi na
conexdo T e outro para conextar o
conjunto adaptador-manémetro na

conex¢ao T
Adaptador Adaptador 1/8" NPT para tubo de| Conectar o mandmetro na conexdo
manometro 1/8" T

Valvula 600 psi

Valvulas macho-macho 1/8" para
tubo em inox

Permitir a amostragem de gas e
manter o sistema fechado

O-ring de 1/4"

O-ring com 3 mm de espessuraem

Promover a vedagdo entre o

SBR

manometro e a tampa

4.2.Testes de estanqueidade

A garantia de que ndo ha vazamento de gas no sistema é de fundamental
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agua. Em cada um dos métodos o sistema foi submetido a um aumento de pressao interna
promovido pela adigdo de gas nitrogénio dentro do reator.

O metodo de imersédo consistiu na utilizacdo de uma bacia com agua na qual foi
imerso todo o sistema para verificagdo da formagéo de bolhas (Figura 4.1 A).

O método com espuma consiste na colocacdo de espuma, feita com detergente,
em todas as possiveis superficies de vazamento, tais como: conexdes, roscas e vedacoes.
O vazamento em alguma regido é detectado ao se observar a formacao de bolhas (Figura
4.1 B).

Figura 4.1: Testes de estanqueidade. A - Método de imersdo com conexdes totalmente imersas em agua. B - Método
com espuma mostrando vazamento na conexao do mandmetro com a tampa.

4.3.0rigem e pré-tratamento do lodo anaerobio

O lodo anaerdébio empregado como indculo nos experimentos foi coletado no
adensador de lodo de uma estacdo de tratamento de esgoto da cidade do Rio de Janeiro
em 20 de dezembro de 2017. O intuito de coletar o lodo do adensador foi para garantir
uma concentracao elevada de microrganismos. Um volume total de 40 L foi dividido em
dois recipientes de 20 L armazenados a uma temperatura ambiente de aproximadamente
27°C. Para a producgéo de hidrogénio, o lodo anaerdbio foi previamente tratado com o
intuito de inibir os microrganismos consumidores de hidrogénio. O lodo foi
acondicionado em frasco reagente com tampa, que foi aquecido em banho-maria com
agitacdo de 150 rpm até atingir 65 °C (cerca de 20 min), e mantido nesta temperatura
durante 30 min. Para melhorar a transferéncia de calor, a coluna de agua do banho ficava
acima do nivel de lodo dentro do frasco. Apo6s o periodo de aquecimento, o frasco foi
colocado para resfriar até a temperatura ambiente e empregado como indculo apds ajuste
do pH do meio fermentativo para 5,5 com solu¢do de HCl 10M/NaOH 5M.
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O lodo foi caracterizado por meio da quantificacdo da concentracdo de sélidos
suspensos Vvolateis (SSV), de acordo com metodologia descrita por Wong e Wu (2014).

4.4. Fermentacao

A fermentacdo foi conduzida em frascos penicilina de 100 mL contendo 50 mL
da mistura de lodo e substrato. Empregou-se uma concentracdo de SSVinsculo de 7500
mg/L e solucdo de glicerol P.A. a 1 g/L. A concentracdo de SSV adotada foi a que
apresentou melhores resultados em trabalhos anteriores (FERREIRA-LEITAO et al.,
2013). Glicerol P.A. foi empregado como substrato, em substituicdo a glicerina
proveniente da industria de biodiesel, para economizar a amostra do coproduto glicerina
e porque em testes anteriores glicerina e glicerol P.A. levaram aos mesmos resultados
(WONG; WU; JUAN, 2014). O pH do meio fermentativo foi ajustado para 5,5, 0s frascos
foram purgados com N2(g) por 45 s e posteriormente lacrados e incubados a 35 °C e 150
rpm (SARMA, S. J.; PACHAPUR et al., 2015).

A fermentacdo conduzida no biorreator seguiu o procedimento experimental
descrito para os frascos penicilina, ou seja, com as mesmas concentracdes de substrato e
indculo, com volume final de meio de 200 mL e tempo de purga de nitrogénio de 120 s.

Em ambos os ensaios (frascos penicilina e biorreator) amostras da fracéo liquida
do meio fermentativo foram centrifugadas a 15 mil rpm por 10 minutos e posteriormente
filtradas em filtro 0,22 um. As amostras livres de qualquer microrganismo foram
analisadas nos tempos de 0 h e 24 h de incubagdo para quantificacdo das concentragoes
de glicerol e &cidos organicos. A producdo de hidrogénio foi determinada apds 24 h de
incubacéo.

4.5.Determinacio do volume de “headspace”

O volume de armazenagem de gas produzido ou ‘“headspace” foi calculado
subtraindo-se o volume de meio fermentativo do volume total do frasco (Figura 4.2).

Vi = Viotar — Vll’quido

Headspace

Figura 4.2: Foto de um frasco penicilina com a representag¢do do volume de “headspace” destacada em vermelho
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O volume total do frasco foi determinado com proveta graduada de 200 mL ou
500 mL.

4.6.Métodos analiticos

As concentragbes de glicerol e acidos orgéanicos foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando coluna Aminex HPX-87H
acoplada com uma pré-coluna Carbo-H (Bio-Rad, USA) e H2SO4 0,005 M como fase
movel sob fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 55 °C.

A producdo de hidrogénio foi determinada utilizando um micro-cromatografo
(CG) a gés modelo 3000A da Agilent Technologies. As colunas utilizadas foram HP-
PLOT U (3 m x 0,32 mm x 30 um) ¢ HP-PLOT Molecular Sieve 5A (10 m x 0,32 mm x
12 pm) a temperatura de 60 °C ¢ 100 °C e os gases de arraste foram hélio e nitrogénio,
respectivamente. A partir dos valores das areas correspondentes na curva padrao foi
determinada a concentragdo de hidrogénio presente no “headspace” do recipiente. Para o
frasco penicilina o volume de “headspace” foi de 62,5 mL e para o biorreator foi de 96,5
mL (determinado conforme descrito no item 4.6). Para o célculo do nimero de mols de
hidrogénio produzido é necessério determinar a pressdo interna ou o volume de gas
gerado. Optou-se pela medida da pressdo, pois esta pode ser determinada com um
manometro. Utilizando a equacdo dos Gases Ideais:

PeotaiVp = nRT
Em que:

Piotar € a pressao atmosférica mais a manométrica
Vy, o volume do "headspace"

n o numero de mols totais

R a constante dos gases

T a temperatura do gas

Para o célculo do nimero de mols foi considerada a temperatura de fermentacao
de 35 °C (308 K), o volume de “headspace” do recipiente, a constante dos gases (0,08205
atm.L.mol1.K?) e a pressdo como sendo a soma da pressdo atmosférica (1 atm) mais a
pressdo manomeétrica.

O biorreator possibilita fazer a coleta de gas e liquido sem expor o ambiente interno,
portanto ndo utiliza a metodologia de frasco de excluséo realizada em frasco penicilina.
No entanto, a remoc¢éo de aliquota de gas e de liquido alteram tanto a pressdo interna
como o volume de meio. Por isso, para ensaios de cinética ou de batelada alimentada, séo
necessarios obter ao menos 2 valores de pressao: a pressdo inicial e a final apos a retirada
de gés e liquido. Em posse do primeiro valor, pode-se determinar o volume real de gas
gerado na fermentacdo e o segundo valor serve de referéncia para o calculo do volume
por diferenca. Logo, a pressdo total usada na equacdo dos Gases Ideais serd a soma da
pressdo atmosférica mais a manométrica corrigida:

_ corrigida
Ptotal - PAtm + Pman

igid
PCOTTlgl a _ PZ + (Pl _ P1f)

man
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Em que:

P, é a pressdao manométrica inicial do primeiro ponto
Plf é a pressdo manométrica final do primeiro ponto
P, é a pressdo manométrica inicial do segundo ponto

4.7. Purga com nitrogénio

Como a fermentacdo precisa ser anaerdbia o processo de purga é fundamental para
garantir que o sistema esteja livre de oxigénio. No frasco penicilina esse processo é feito
adaptando o tubo do quadro de gases em uma pipeta de vidro que € inserida dentro do
frasco. Apds a purga o sistema é rapidamente tampado e lacrado.

No biorreator o processo € um pouco mais simples, pois o tubo do quadro de gases onde
passa o nitrogénio é acoplado no engate rapido da valvula de saida de liquido, de forma
que o géas passe pelo acesso de liquido e borbulhe 0 meio reacional. Para a purga ambas
as valvulas precisam estar abertas conforme mostra a Figura 4.3.

Figura 4.3: Purga do biorreator. Entrada de nitrogénio pela valvula a direita e a saida de gés pela valvula a
esquerda.

4.8.Amostragem de Liquido e Gas no Biorreator

As amostragens de gas ocorreram primeiro, pois a retirada de meio fermentativo
alteraria a presséo interna. Portanto, a leitura da pressédo foi feita ainda no Shaker e a
amostragem de gas foi feita com uma ampola gasométrica ou com a saida de gas acoplada
diretamente no micro CG.

As amostragens de liquido foram feitas por meio da saida de liquido no biorreator
(Figura 4.4). Uma secdo de tubo de PEAD foi acoplada no engate rapido da valvula e com
uma seringa descartavel foi possivel coletar o liquido que estava dentro do tubo interno
(volume de meio fermentativo). Essa amostra foi descartada, com o intuito de garantir
uma amostra representativa do meio fermentativo, e mais 2 mL de meio foram retirados
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e armazenados em microtubo. Além disso, a valvula foi aberta cuidadosamente para que
ndo houvesse projecao do liquido interno devido a presséo interna.

Figura 4.4: Saida de liquido para amostragem de liquido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Primeiro prototipo

O projeto do biorreator foi concebido buscando-se solucionar a maior parte dos
problemas identificados no emprego dos frascos penicilina, e ainda viabilizar outros tipos
de ensaios. A ideia principal era que o sistema fosse 0 mais versatil possivel. Portanto,
escolheu-se como reator o frasco reagente, pois para todos os tamanhos utilizados em
laboratdrio a tampa € a mesma, o que favoreceria o trabalho com outros volumes de meio.
Além disso, o frasco é preparado para suportar ensaios sob pressdo e temperatura de até
140°C, possibilitando seu uso em diferentes ensaios.

Um dos grandes problemas de sistemas pressurizados consiste na garantia da
estanqueidade do sistema. Uma solucdo descrita na literatura € a utilizacdo de rolhas de
silicone e tubos pneumaticos. Um sistema similar foi montado no laboratério (Figura 5.1)
utilizando véalvulas de duas vias em polipropileno e seringas para simular a amostragem
de liquido e géas. Esse sistema mostrou alguns avancos na amostragem de hidrogénio
apenas para baixas pressdes (menos de 0,2 kgf/cm?). Para pressdes um pouco mais
elevadas a rolha escapou do frasco.

Figura 5.1: Primeiro prototipo de biorreator. | — Rolha de silicone. 11 - Extensao da saida de liquido, Il - Seringas
para coleta de liquido e gas. IV - Valvula de duas vias

Frente a esses problemas, optou-se pela utilizagcdo de tampas capazes de garantir
a total estanqueidade do sistema.

5.2. Segundo prototipo

Com o intuito de solucionar as limitacdes do primeiro prototipo foram feitos
alguns testes com a propria tampa do frasco reagente ja que 0 mesmo possui uma tampa
resistente e rosqueavel. Adaptou-se a esta tampa um mandmetro de 3 kgf/cm2 e duas
valvulas de plastico de duas vias, uma para saida de gas e outra para a saida de liquido
(Figura 5.2). Como pode-se observar na imagem, o mandmetro suportou pressées mais
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elevadas e ndo apresentou vazamentos em nenhuma das conexdes. Além disso, esse
protétipo se mostrou eficiente para os testes sem agitacdo, mas em testes com agitagédo
houve vazamento na rosca que unia 0 mandmetro a tampa (apesar de haver vedagéo), pelo
fato deste ser muito grande e ndo estar bem preso, propiciando alguns caminhos de
passagem de gas.

Figura 5.2: Segundo protdtipo. Viséo frontal (A) e visdo posterior (B). | - Manometro, Il - Tampa do frasco reagente
adaptada, 111 - Extensdo da saida de liquido. IV - Seringas para coleta de liquido e gas. V - Valvula de duas vias.

A luz desses problemas identificados, partiu-se para um projeto mais robusto e
menos suscetivel a vazamentos.

5.3. Prototipo final

Apesar dos problemas identificados no segundo protétipo, toda a equipe pdde
perceber o potencial que a utilizagdo de um biorreator teria sobre os ensaios de
fermentacdo. Por isso, o terceiro protdtipo surgiu com a proposta de substituir
definitivamente o frasco penicilina para alguns experimentos e ampliar a gama de ensaios
que a equipe poderia executar. Para que isso se tornasse realidade, um projeto de
biorreator, com pecas comerciais e garantia de vedacdo, foi concebido junto ao corpo
técnico da loja de conexdes pneumaticas e com a colaboracdo de outros alunos de pds-
graduacdo. Esse projeto consistiu na utilizacdo de um mandmetro menor e mais preciso,
valvulas e conexdes com encaixes apropriados. Um detalhamento dos materiais
utilizados, bem como a descricao e a finalidade encontram-se nas Tabelas 4.1 e 4.2.

Os dois primeiros protétipos foram montados utilizando materiais ja existentes no
laboratdrio, tais como: o manémetro que foi retirado de uma autoclave desativada, as
valvulas que pertenciam a outro ensaio, alem dos tubos e vedacdes. Para esse prototipo
final cada item foi pensado de maneira que satisfizesse as exigéncias requeridas e que
fosse robusto para suportar as exigéncias de agitacdo, presséo e temperatura.
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O primeiro passo para se iniciar esse projeto foi recolher junto aos fabricantes as
dimensdes do frasco, da tampa, dos tipos de roscas que melhor se adaptariam as
necessidades da equipe e as possiveis solugdes existentes. Foram encontradas diversas
solugdes comerciais prontas, mas nenhuma delas atendia a todas as exigéncias, portanto
partiu-se para o desenvolvimento do projeto. O esboco (Figura 5.3) foi desenhado muito
mais para ilustrar e ter uma nocao da disposi¢cdo das conexdes do que para ser um projeto
da montagem do biorreator.

Com o intuito de ajustar as conexdes na parte Gtil da tampa (espago central que
faz ligacdo com o interior do frasco) optou-se por reduzir as 3 saidas presentes no segundo
prototipo para apenas duas e utilizar uma conexdo T para a amostragem de gas. O maior
desafio, antes de garantir a estanqueidade do sistema, consistiu na adaptacdo dessas
conexdes em uma area muito pequena (2,5 cm de diametro) que pertencia a area util da
tampa (Figura 5.3). Apds alguns testes com diferentes tamanhos de roscas, as roscas de
1/8 de polegada foram mais apropriadas. Na Figura 5.4 pode-se conferir o prototipo final
do biorreator.

Figura 5.3: Imagem gerada a partir das dimensdes fornecidas pelos fabricantes. Illustracéo da vista superior da
tampa do frasco reagente. O trago continuo representa a area Util.

Figura 5.4: Biorreator finalizado. Em | - Manémetro, Il — Conexdo T. 1l — Valvula de géas. IV — Valvula de liquido. V
- Extensdo da saida de liquido em tubo de PEBD.
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O sistema proposto nesse trabalho possibilita a medida da pressdo em tempo real,
retirada de amostras liquidas e gasosas e realimentagdo do sistema. Adicionalmente, o
custo com pecas e montagem € baixo, cerca de R$ 170,00 e toda a montagem e testes de
estanqueidades ndo levam mais do que um dia, além de ser um biorreator de facil
operagéao.

5.4. Caracterizacdo do Lodo Anaerdbio

O lodo foi coletado na estacdo de tratamento de esgoto em dezembro de 2017 e a
quantidade de sélidos suspensos volateis (SSV), que representa a quantidade de matéria
organica no lodo e consiste numa estimativa indireta da quantidade de micro-organismos
na cultura mista, foi de 10,81 £ 0,17 g/L.

5.5.Principais produtos liquidos da fermentacdo em biorreator e em
frasco penicilina

Nos experimentos de fermentacao foi observado o consumo de 99,8 £ 0,2 % de
glicerol para os ensaios em biorreator e de 99,1 + 0,2 % nos ensaios em frasco penicilina,
tendo como principal produto o 1-3 propanodiol (PDO) com 0,432 + 0,001 g/L e 0,444 +
0,005 g/L, respectivamente.

Portanto, para ambos 0s ensaios houve consumo praticamente total de substrato;
além disso, os principais produtos liquidos da fermentacéo, PDO e &cido butirico, foram
produzidos em quantidades estatisticamente iguais em ambos 0s casos — utilizando o
Teste t com intervalo de confianca de 95%. No entanto, para o &cido acético houve
diferenga, como pode ser visto na Figura 5.5, na qual as letras “B” s@o os valores
estatisticamente iguais e as letras “A” os valores diferentes. O desvio padrdo das analises
em HPLC é da ordem de 10" % e, portanto, no grafico as barras de erro de algumas
colunas ndo aparecem em detrimento da escala.

B Glicerol W Ac. Acético PDO Ac. Butirico

1.014

par
S
20
R B B
U
g 0.444
= 0432 B B
g - A
c 0.252 0222
0 0.175 =
< — 0.113
i 0.000 0.007 0.002 - 0.009
— 5 =]
Oh 24h Biorreator 24h Penicilina

Figura 5.5: Grafico em barras dos principais produtos liquidos da fermentagéo do glicerol nos tempos de zero horas
e de 24 horas para o0 ensaio comparativo em biorreator e em frasco penicilina.
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5.6. Rendimento dos principais produtos da fermentacéo

Os resultados de rendimento Yps para 0s ensaios em biorreator e frasco penicilina
estédo resumidos na Figura 5.6, na qual as letras “B” sdo os valores estatisticamente iguais
e as letras “A” os valores diferentes.

W Ac. Acético PDO m Ac. Butirico ®H2

B B

0.515 0.530

=

A B A B

0.264 0.259

0.211 0229 215
I I . 3 .

Biorreator Penicilina

RendimentoY
(mol/mol de glicerol)

Figura 5.6: Rendimento Ypss para 24h de fermentagdo nos ensaios em batelada em biorreator e em frasco penicilina.

O rendimento Yps para a fermentacdo conduzida em biorreator e em frasco
penicilina para os principais produtos liquidos da fermentac&o resultaram em rendimentos
estatisticamente iguais em ambos — utilizando o Teste t com intervalo de confianca de
95%. No entanto, para o acido acético houve diferenca estatistica.

No presente trabalho o rendimento atingiu 0,21 mol de hidrogénio por mol de glicerol,
enquanto na literatura sdo relatados resultados entre 0,34 e 1,21 mol de H2 por mol de
glicerol. Essa menor producdo provavelmente ocorreu devido a ndo otimizacdo do
processo, tais como pré-tratamento, pH, suplementacdo de nutrientes e quantidade de
microrganismos. Portanto, foi possivel verificar o potencial do biorreator, que ja utilizado

pela equipe em outros projetos com biogas e mais quatorze unidades do mesmo biorreator
estdo em fase de preparagéo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os ensaios executados, foram obtidas as seguintes conclusoes:

e Os testes de estanqueidade do biorreator funcionaram bem, pois ndo se registrou
vazamento de gases durante a fermentacéo;

e A partir dos resultados das analises de hidrogénio e dos produtos em meio liquido
da fermentacdo foi possivel validar o biorreator;

e As fermentacGes em frasco penicilina e em biorreator foram praticamente iguais,
tendo em vista que a pequena diferenca observada na producdo de acido acético
ndo é significativa para um intervalo de confianca de 95%;

e Comparativamente, os resultados de rendimento de hidrogénio por mol de
substrato obtidos foram menores que os registrados na literatura devido a ndo
otimizacao do processo.

7. TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se prosseguir este trabalho da seguinte forma:

¢+ Executar um estudo cinético e sistematizar os calculos com base nas varia¢coes
de presséo observadas no manometro;

Planejar ensaios em modo semi-continuo;

Estudar a viabilidade de “scale up” do biorreator, variando-se apenas o volume
do frasco reagente;

+ Avaliar a producéo sequencial de H> e CHa.
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