MSiGERS

111 SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE GERENCIAMENTO DE
RESIDUOS AGROPECUARIOS E AGROINDUSTRIAIS
12 E 14 DE MARCO DE 2013 — SAO PEDRO - SP

EFEITO DE DIFERENTES TRHS NA SELEQAO DE
BACTERIAS PRODUTORAS DE HIDROGENIO A PARTIR
DE UM LODO ANAEROBIO

Lamaison, F.C; Loss, R.A.Y; Antonio,R.V."; Reginatto, V.?
1 Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianépolis-SC, Brasil.
2 Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto-SP, Brasil.
*valeriars@ffclrp.usp.br

RESUMO: Este trabalho mostra o efeito de diferentes Tempos de Retengcdo Hidraulica
(TRHs) aplicados a um reator operado em modo continuo, inoculado com um lodo
anaerobio proveniente de um sistema de tratamento de vinhaca, com o objetivo de
enriquecer o in6culo em bactérias produtoras de Hz. O efeito dos TRHs de 1, 6 e 12 h
aplicados ao lodo foi verificado pela analise da composi¢cdo do gas gerado, além da
analise dos microrganismos por DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).
Verificou-se que os TRHs aplicados ao lodo ndo promoveram aumento da producdo de
Hz2, uma vez que a maior concentracdo de Hzfoi encontrada no lodo sem pré-tratamento.
Estes resultados demonstraram que o lodo utilizado como inéculo é uma excelente fonte
de microrganismos produtores de Hz para utilizagdo em trabalhos futuros.

PALAVRAS-CHAVE: biohidrogénio, tempo de retencdo hidraulico (TRH), pré-
tratamentos.

EFFECT OF DIFFERENT HYDRAULIC RETENTION TIME IN SELETION
BIOHYDROGEN PRODUCING BACTERIA FROM AN ANAEROBIC SLUDGE

ABSTRACT: This work shows the effect of different Hydraulic Retention Times (TRHSs)
applied to a reactor operated in continuous mode, inoculated with anaerobic sludge from a
stillage treatment system enriching the inoculum in H,-producing bacteria. The effect of
TRHs 1, 6 and 12 h applied to sludge was verified by analyzing the gas composition
generated in addition to the analysis of microorganisms by DGGE (denaturing Gradient
Gel Electrophoresis). It was found that the TRHs applied to the sludge did not promote
increased production of H,, since the highest concentration of H, was found in the sludge
without pretreatment. These results demonstrated that the sludge used as inoculum is an
excellent source H,-producing microorganisms for use in future work.

Key- Words: biohydrogen, hydraulic retention time (HRT), pretreatment.

INTRODUCAO

H& muitos anos tem-se desenvolvido tecnologia anaerdbia com sucesso para a
degradacdo da matéria organica presente em efluentes e residuos solidos. Nesses
processos, poluentes organicos e residuos sdo convertidos em metano através de uma
série de reacdes em cadeia mediada por grupos distintos de microrganismos anaerobios.
Materiais organicos complexos séo primeiramente hidrolisados e fermentados em &cidos
organicos, que sao posteriormente convertidos em acetato e H,, e, finalmente em metano
(FANG e LIU, 2002). Portanto, a metanogénese e a producdo biologica de H,
compartilham as primeiras etapas da digestdo anaerdbia da matéria orgéanica, ou seja, as
etapas de hidrélise e a acetogénese. Porém, o sucesso da producdo de H, por cultura
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mista anaerébia (lodo) requer a inibicAo dos microrganismos consumidores de H, no
decorrer das reacdes de decomposicdo da matéria organica. Tais reacfes sdo mediadas
pelas bactérias homoacetogénicas, responsaveis pela conversdao de CO, e H, em
acetato, as metanogénicas hidrogenotroficas que produzem metano a partir de CO, e H,
além da desnitrificacdo e reducdo do sulfato, processos estes que competem pelo H,.
Pré-tratamentos de culturas mistas tém sido utilizados para a selecdo e enriquecimento
de grupos de bactérias produtoras de H, e para a inibicdo de outros grupos de bactérias
consumidoras de H, (DAS E VERZIROGLU, 2008). Dentre os métodos mais utilizados
estdo o tratamento térmico e a lavagem seletiva do lodo. A lavagem seletiva do lodo é
uma estratégia comumente utilizada durante o start-up de biorretores com a finalidade de
reter no reator 0s microrganismos desejados. Tal estratégia tem como fundamento a
operagdo de um reator de mistura completa em modo continuo (CSTR do inglés,
Continuous Stirred Tank Reactor ) aplicando ao reator tempos de retencdo hidraulica
(TRH) mais baixos do que as velocidades especificas de crescimento das bactérias que
se pretende lavar, de forma a tornar o lodo mais rico nas bactérias de interesse, que
permanecem no reator (KIELING et al. 2007). Este trabalho tem como objetivo verificar o
efeito de diferentes TRHs aplicados a um CSTR, alimentado com meio contendo glicose
e nutrientes, no enriquecimento de um lodo anaerdbio em bactérias produtoras de H,. O
efeito dos TRHs no enriquecimento do lodo foi verificado pela analise da composi¢céo do
gas gerado, além da andlise da diversidade dos microrganismos por DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis).

MATERIAL E METODOS

In6culo e meio de cultivo

Foi utilizada cultura mista, ou seja, lodo obtido de um reator anaerébio de fluxo
ascendente de manta de lodo (UASB) termofilico utilizado no tratamento de aguas
residudrias de uma usina de acucar e etanol, localizada na regido de Ribeirao Preto — SP.
A alimentac&o do lodo foi feita com glicose e a suplementacdo de nutriente utilizada nos
biorreatores foi a sugerida por Del Nery (1987).

Pré-tratamentos do lodo

Os pré-tratamentos utilizados foram a lavagem seletiva do lodo com trés TRHs
diferentes, quais sejam; 12, 6 e 1 h. Os pré-tratamentos foram realizados em um reator
de vidro com volume total de 1,5 L ao qual foi adicionado 1 L do lodo no reator
constituindo uma camisa de troca térmica, permitindo a circulacao da agua de aquecida a
55 °C. A tampa do biorreator era munida de perfuracdes onde foram acopladas 3
tubulagbes: entrada do meio de alimentacdo, saida do efluente e saida de gas. Para o
reator com TRH de 12 h utilizou-se uma vazéo 2,0 L/d e a carga organica foi de 39,8 g de
glicose/d. Para o reator com TRH de 6 h utilizou-se uma vazéo de 4,0 L/d e uma carga
orgéanica de 79,6 g glicose/d. O terceiro reator com TRH de 1 h utilizou-se uma vazéo de
24 L/d e uma carga organica de 480 g de glicose/d. O biorreator foi operado como um
CSTR e parte do lodo era retirada diariamente do reator, juntamente com a retirada do
meio. A lavagem do lodo foi interrompida quando se chegou a uma concentragdo de
sélidos suspensos volateis (SSV) de 2,59, 2,41 e 2,5 g/L para os lodos tratados com
TRHs de 12, 6 e 1 h, respectivamente. Em seguida foi comparada a producao de gas
pelos lodos, em ensaios em batelada.

Ensaios em batelada com os lodos pré-tratados

Uma série de biorreatores em batelada de 250 mL foram montados visando
guantificar o volume e a composicao do gas produzido. Os biorreatores foram inoculados
com 100 mL do lodo sem tratamento (controle ou inéculo) e com os lodos previamente
tratados pela lavagem seletiva com TRH de 12, 6 e 1 h. Aos lodos foi adicionando 100mL
de meio de cultura contendo 15g/L de glicose e nutrientes. O pH inicial foi ajustado para
6,5. O sistema foi mantido a temperatura de 55°C e a agitagdo a 200 rpm. A anaerobiose
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foi mantida pelo borbulhamento de gas argbnio. O teste foi acompanhado por 24h. A
composicdo do gas foi verificada por cromatografia gasosa (GC - 2014, Shimadzu)
equipado com detector de condutividade térmica (TCD).

Eletroforese em gel de gradiente desnhaturante (DGGE)

O DNA gendmico dos lodos previamente tratados e o lodo n&o tratado (controle) foi
extraido utilizando-se o Kit QIAGEN (STOOL SAMPLES) de acordo com o protocolo do
fabricante. A partir do DNA gendmico extraido da amostra, foram obtidos fragmentos do
RNAr 16S, utilizando a técnica de PCR para amplificacdo dos fragmentos de DNA,
empregando-se iniciadores especificos para DGGE. Os gradientes utilizados foram de 25
e 55 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pré-tratamento do lodo € utilizado como estratégia para suprimir a0 maximo a
atividade das bactérias consumidoras de H, no processo de biodigestdo, enquanto
preserva a atividade das produtoras de H,. Foram utilizados 3 diferentes TRHs do lodo
para a lavagem seletiva entre 1, 6 e 12h. Esta faixa de TRH foi utilizada baseando-se na
literatura, na qual trabalhos como o de Han e Shin (2004) estudaram diferentes vazbes
especificas de alimentagéo (D), entre 2,1 e 5,6 d-1, para a producao de H, a partir de
residuos solidos de alimentos e obtiveram maiores producdes de H, em D 4,5 d-1, ou
seja, um TRH de 5,3 h. Kim e Lee (2010) prepararam um inéculo com elevada produgéo
de H, a partir da operagdo de um CSTR de 5 L a 60 °C, aplicando um TRH de 10,3 h. A
Figura 1 mostra os volumes totais de gas produzido pelos lodos nos testes em batelada.
O experimento demonstra que as condi¢des foram propicias para a produgédo de gas em
todos os biorreatores, embora em quantidades diferentes. Pode-se observar que no
biorreator controle, inoculado com o lodo nédo tratado houve a maior producéo de gas 200
mL, seguido do biorreator inoculado com lodo tratado com TRH de 6h que produziu 130
mL. Na sequéncia foi o biorreator inoculado com lodo de TRH de 12h que produziu 100
mL e 70 mL o biorreator que recebeu o lodo tratado com TRH de 1h. Entretanto, quando
se verificou a composi¢cdo do gas gerado nos biorreatores (Tabela 1), observou-se que o
H, foi 0 gds em menor propor¢édo em todos os biorreatores. No entanto seu percentual €
variavel de acordo com cada tipo de TRH praticado. Além disso, observa-se a presenca
de N, em elevada porcentagem. Tal presenca deve estar relacionada com o fato do lodo
utilizado como indculo possuir bactérias desnitrificantes. E descartada a possibilidade do
gas ter sido contaminado pelo ar no instante da amostragem, pois 0 O, nao foi detectado
na analise por CG feita no gas.O lodo controle, que ndo recebeu nenhum pré-tratamento,
exibiu a maior producéo de H,. Assim, contatou-se que o lodo utilizado como in6culo foi
melhor fonte de microrganismos produtores de H, do que os lodos submetidos aos pré-
tratamentos com diferentes TRHs. Neste sentido, Mohan (2009) em artigo de revisao
aponta para a necessidade do pré-tratamento de culturas mistas a fim de enriquecer o
indculo em bactérias produtoras de H, e revela elevadas diferencas de rendimentos de H,
entre os lodos pré-tratados e ndo tratados obtidos por diferentes autores. Entretanto, o
autor alerta que cada método de pré-tratamento teve a sua eficacia associada a natureza
do in6culo, ao substrato e a forma de operacdo do biorreator. Neste sentido, o efeito do
tratamento do indculo na producéo de H, deve ser estudado para cada cultura mista. Na
figura 2 podem ser observados os resultados da analise de DGGE dos lodos submetidos
a diferentes TRHSs e o lodo controle. Pode-se verificar que o tratamento com TRH de 12 e
de 6 h promoveu o aparecimento de novas bandas (microrganismos) que ndo foram
detectados no controle, sendo que as bandas para o controle e o lodo que sofreu o
tratamento com TRH de 1 h foram muito semelhantes. Estas bandas estdo sendo
sequenciadas para a identificacdo dos microrganismos.
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CONCLUSAO
A lavagem seletiva utilizada neste estudo como estratégia para o enriqguecimento do
lodo anaerdbio em bactérias produtoras de Hz ndo foi efetiva. A diminuicdo do TRH
promoveu o aumento da concentracdo de N2, indicando o enriquecimento do lodo em
bactérias desnitrificantes. Portanto, o lodo utilizado mostrou-se como uma excelente fonte
de microrganismos produtores de H,, para utilizacdo em trabalhos futuros.
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Figura 1: Volume de gas produzido nos ensaios em batelada utilizando os lodos pré
tratados com diferentes TRHSs.

Tabela 1 Composicéo dos gases gerados no reatores em batelada

Reatores Controle TRH 12h TRH 6h TRH 1h
H2(%) 30 0,25 - -
N2(%) 50 40 80 72,5

CH.(%) - - - -

Figura 2: DGGE das amostras de lodo submetidas a TRHs
de 12, 6 e 1 h e lodo controle (sem pré-tratamento), da
esquerda para a direita.




