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RESUMO

O Brasil gera aproximadamente 350 milhdes de toneladas de residuos
lignoceluldsicos por ano, entre estes estd o bagaco de cana-de-agucar, que pode ser
utilizados na producéo de hidrogénio. O hidrogénio vem sendo estudado como alternativa
para substituir os combustiveis fosseis. Uma vez que é um combustivel renovavel,
apresenta alta concentragédo de energia por unidade de massa e ndo gera gases causadores
do efeito estufa. Entre os processos de producao de hidrogénio destaca-se a fermentacéo
anaerdbia, pois tem baixo custo quando comparado com outros processos. Neste sentido,
este trabalho teve como proposta estudar pardmetros envolvidos na producédo
fermentativa do H; a partir do bagaco de cana-de-agtcar. O trabalho envolve duas fases.
Na Fase 1, foram desenvolvidas as atividades da preparacéo e caracterizacdo do bagaco,
e dos pré-tratamentos tanto do bagaco como do in6culo. Enquanto que na Fase 2 foram
realizadas os procedimentos operacionais do sistema em batelada, assim como o seu
monitoramento e analises, o qual foi dividida em duas etapas, a etapal estudou-se 0s
fatores: massa de substrato (0,5, 1,0, e 1,5 g) e porcentagem de inéculo (10, 20 e 30%),
enquanto que na etapa 2 estudou-se os fatores: tempo de aquecimento na pré-hidrélise (0,
30 e 60 min) e pH inicial (5, 6 e 7). Os resultados mostraram que as melhores condigdes
avaliadas para este projeto, os melhores fatores foram: massa de substrato de 0,5g, 10%
de indculo, pH inicial de 6 e tempo de aguecimento na pré-hidrolise de 30 min,
representado pelo reator R567 com uma producdo especifica de hidrogénio de 2,59
mmolH2/gSSVdia. Os principais metabdlitos gerados nos reatores foram: &cido acético
(478 —1374,2 mg/L) predominante em todos os reatores, &cido propidnico (56,92 — 59,45
mg/L), etanol (26,46 — 79,13 mg/L) e metanol (33,71 — 79,88 mg/L). Para o coeficiente
de correlagdo das varidveis, em todos os reatores o nivel de influéncia entre os fatores
para producdo de H> foram de forte a perfeita, ou seja, a interacdo dos fatores tem
influéncia forte/perfeita na producéao de Ho.

Palavras-chave: Pre’-tratamento do substrato, bagaco de cana-de-agUcar, fermentacao,

producéo especifica de hidrogénio, coeficiente de correlacao.



ABSTRACT

Brazil produces approximately 350 million tons of lignocellulosic residues per year,
among them is sugarcane bagasse, which can be used in the production of hydrogen.
Hydrogen has been studied as an alternative to replace fossil fuels. Once it is a renewable
fuel, it has high concentration of energy per unit mass and does not generate gases that
cause the greenhouse effect. Among the hydrocarbon production processes, anaerobic
fermentation stands out, as it has a low cost when compared to other processes. In this
sense, this work had as data source the work in the production of H2 fermentation from
sugarcane bagasse. The work involves two phases. In Phase 1, bagasse preparation and
characterization activities were created, and pre-attempts were made for both bagasse and
inoculum. As happened in 2 were the modalities of the batch system, as well as its
monitoring and analysis, which was divided into two stages, a stagel of the phenomena:
substrate mass (0.5, 1.0, and 1.5 (0, 30 and 60 min) and initial pH (5, 6, and 7) were
evaluated in the pre-hydrolysis phase (10, 20 and 30%), . The results were the ones that
had the best results for this project, the best factors were: substrate mass of 0.5 g, 10% of
inoculum, initial pH of 6 and heating time in the 30 min prehydrolysis, represented by the
reactor R567 with a hydrogen search of 2.59 mmolH2 / gSSVday. The main metabolites
generated in the reactors were acetic acid (478 - 1374.2 mg / L), predominant in all
reactors, propionic acid (56.92 - 59.45 mg / L), ethanol (26,46 - 79, 13 mg / L) and
methanol (33.71 - 79.88 mg / L). For the coefficient of variation of the variables, in all
reactors the level of influence between the factors for H2 production was strong to perfect,
that is, one of the factors has a strong / perfect influence on H2 production.

Keywords: Substrate pretreatment, sugarcane bagasse, fermentation, specific hydrogen

production, correlation coefficient.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento das necessidades energéticas mundiais, 0 esgotamento das
reservas de combustiveis fosseis e os problemas ambientais relacionados ao uso continuo
destes combustiveis, definem um novo panorama para o século XXI e determinam que
novas politicas referentes a fontes de energia sejam adotadas (SA et al., 2014).

Atualmente os recursos energéticos estdo sendo bastante discutidos, tendo em
vista que o crescimento econdémico e a qualidade de vida da populacéo estdo diretamente
ligados ao suprimento de energia (SANTOS FILHO, 2015). De toda a geracdo mundial
de energia, 80% sdo representados pelos combustiveis fésseis (petroleo, carvao, etc). No
Brasil, de acordo com o Balango Energético Nacional em 2016, os combustiveis fosseis
sdo responsaveis por até 54,3% da oferta de energia (BRASIL, 2017; MOREIRA et al.,
2013).

O crescimento da procura por fontes de energia, conduzem a adogdo de praticas
para o desenvolvimento e exploracdo de novos recursos energéticos. Assegurar a geragdo
de energia, com as devidas precaucfes em relacdo ao meio ambiente, tem sido um dos
mais relevantes desafios atuais (GHOSH E HALLENBECK, 2009; SA et al., 2014).

Das fontes alternativas promissoras para a geracéo de energia que causam impacto
socioecondmico positivo, diz respeito ao aproveitamento da biomassa, o qual € rica em
material lignoceluldsico e esta sendo estudada no mundo todo como uma fonte renovavel
de carbono e energia. Segundo Silva et al.(2008) pode substituir os combustiveis fosseis
e fornecer variadas formas de energia, como: o carvdo vegetal, o biodiesel, o etanol,
metanol e o hidrogénio (biogas) (GUILHERME, 2014; SANTOS FILHO, 2015).

O desenvolvimento de tecnologias para producdo de hidrogénio a partir de
biomassa, é também denominado de bio-hidrogénio (HOTZA e COSTA, 2009; SA et al.,
2014).

A producdo de bio-hidrogénio combinada com o tratamento de residuos
organicos, integra os principios do desenvolvimento sustentidvel e da minimizagdo e
tratamento de residuos, as chamadas "tecnologias verdes" (ALVES E ABREU, 2006;
BALAT E KIRTAY, 2010; DAS E VEZIROGLU, 2001).

O bagaco da cana-de-acucar, € considerado um residuo nas induastrias

agroindustriais, um material lignoceluldsico riquissimo em carboidratos e um excelente
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residuo para producéo de hidrogénio. Devido a sua estrutura (celulose, hemicelulose e
lignina), para aumentar a producdo de hidrogénio é necessario que a pré-hidrélise
aconteca como um pré-tratamento, desestruturando e ampliando o acesso dos
microorganismos para metabolizar o carboidrato em hidrogénio. E importante citar que o
pré-tratamento basico com o hidroxido de sodio (NaOH) é um dos métodos mais eficazes
para aumentar o rendimento de hidrogénio comparado com o acido, conforme constatou
Andrade (2017) em seu trabalho utilizando biomassa lignocelulésica, o que justificou a
sua aplicacdo para o desenvolvimento deste trabalho.

Para os métodos de obtencdo de hidrogénio a partir de biomassa estdo: métodos
fisicos, métodos quimicos e 0s métodos bioldgicos. Cita-se como exemplos: a queima de
combustiveis fésseis, foto-fermentacdo e fermentacdo anaerdbia (ROSA E SILVA,
2012).

Dentre os sistemas bioldgicos para producdo de hidrogénio Hy, a fermentacao
anaerdbia tem se destacado, devido, principalmente, a maior producdo de H> quando
comparada aos outros processos bioldgicos e a possibilidade de utilizacdo de diferentes
materiais residuais como substrato (SA et al., 2014).

Deste modo, este trabalho tem como objetivo avaliar a producdo bioldgica de
hidrogénio por processo de fermentacdo anaerObia em reator batelada utilizando a

biomassa (bagaco de cana-de-agtcar) como substrato.
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2 OBJETIVOS

2.2. Geral

Avaliar a producdo de hidrogénio por via fermentativa anaerobia, conduzida em

reator operado em batelada utilizando o bagaco de cana-de-agicar como substrato.

2.3.  Especifico

. Caracterizar, fisico-quimicamente, o0 bagaco de cana-de-agucar e 0
indculo;
" Avaliar a influéncia das varidveis: massa de substrato e porcentagem de

indculo na producao de gas;
. Avaliar a influéncia das varidveis: tempo de aquecimento na pré-hidrolise

e pH inicial na producdo de Hy;

" Obter a maior producao especificas de hidrogénio nos reatores;
" Observar a correlagéo dos fatores na producao de hidrogénio;
. Avaliar a composicdo dos metabolitos sollveis e a rota de producdo

utilizada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Hidrogénio e o balanco energético nacional

O atomo de hidrogénio foi descoberto em 1766, por Henry Cavendish, ao
identificar o gas de uma reagdo acido-metal como "ar inflamével” e descobrindo mais
profundamente, em 1781, que o gas produz &gua quando queimado, mas o nome que lhe
conhecemos hoje, foi dado por Lavoisier. O hidrogénio € o mais simples e mais abundante
elemento do Universo. Existe em milhGes de substancias, em cerca de 76% da massa do
Universo e 93% de suas moléculas, como a agua (H20) e as proteinas nos seres Vvivos.
Existe em grande quantidade nas estrelas no estado de plasma. No planeta Terra,
representa aproximadamente 70% da superficie terrestre. Como o hidrogénio ndo aparece
naturalmente na Terra, e a sua concentracdo na atmosfera € muito reduzida (1 ppm), e por
se encontrar combinado com outros elementos, ndo pode ser considerado como um
recurso de energia primaria, tal como o petrdleo ou o gas natural, mas sim como um vetor
de energia (ESTEVAO, 2008).

O hidrogénio comecou a ser utilizado em grande escala ja no inicio do séc. XIX,
quando foi identificado como uma fonte potencial de combustivel. No Brasil, em 1977, o
abastecimento de hidrogénio foi de 168.000 ton, sendo a industria de fertilizante a maior
consumidora (78%) desse hidrogénio. Em 1980, a demanda total de hidrogénio no Brasil
foi de 300.000 ton métricas e o consumo brasileiro foi de 180.000 ton métricas, sendo
que apenas 2% desse hidrogénio foram obtidos por eletrolise e os 98% restantes
originados de petréleo, nafta e gas natural (FERNANDES, 2008; MOREIRA et al.,2013).

Ainda hoje a maior utilizacdo do hidrogénio serve como reagente em industrias
quimicas e petroquimicas para a producdo de fertilizantes (com uma quota de 50%),
nomeadamente no processo “Harber” para producdo de amonia, além destes processos, o
hidrogénio é tambeém utilizado na conversdo de 6leo liquido em margarina, no processo
de fabricacdo de pléasticos, como fluido de refrigeragdo em geradores elétricos, devido a
sua elevada condutibilidade térmica, na produgdo de &cido cloridrico (HCI), e como
reagente nos processos de hidrogenacdo (DAS E VEZIROGLU, 2001; ESTEVAO,
2008).
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De acordo com a agéncia espacial dos Estados Unidos da América (EUA) — NASA
— 0 hidrogénio é utilizado nos seus projetos espaciais para a propulsao dos foguetes, pois
estes exigem caracteristicas ndo adquiridas com outros combustiveis, tais como: o baixo
peso, a capacidade de compactacdo e grande armazenamento de energia. Quando
utilizado em células, a agua que resulta do processo € consumida pelos astronautas
(ESTEVAO, 2008).

O hidrogénio também pode ser utilizado diretamente como combustivel em
motores de combustdo ou em células a combustivel, a queima de hidrogénio € 50% mais
eficiente que a da gasolina, e esta gera alguns éxidos de nitrogénio (NOx), mas ainda
assim, a queima de hidrogénio com ar, produz menos poluentes atmosféricos que 0s
combustiveis fosseis (petrdleo, carvdo). Isto quer dizer que o hidrogénio queima mais
rapidamente, mas traz consigo a desvantagem dos perigos relacionados a pré-ignicao e
flashback (DAS E VEZIROGLU, 2008; ESTEVAO, 2008; KOTAY E DAS, 2008).

Atualmente, com as intensas mudancas climéticas globais e o fornecimento futuro
de energia tém estimulado o desenvolvimento de pesquisas baseadas em combustiveis
alternativos. Dentro deste contexto, o hidrogénio (H2) tem despertado grande interesse,
visto que a sua combustdo direta produz uma quantidade significativa de energia e libera
apenas agua (H2 + 1/2 O2 — H20). O hidrogénio € considerado: um combustivel limpo;
gera agua como Unico produto nas células combustiveis; apresenta alta conversdo de
energia por unidade de massa (calor de combustdo de 122 kJ.g %), sendo 2,75 vezes mais
energético do que os hidrocarbonetos, além de ser renovavel (CHEN, LIN CY,2001; SA
etal., 2014).

Além do mais, os processos de producdo de hidrogénio a partir de matérias-primas
renovaveis ou ndo renovaveis permitem certa flexibilidade em relacdo a tecnologia,
tornando-o uma promissora alternativa energética (PAGE E KRUMDIECK, 2009).

3.1.1 Balango Energético Nacional (BEN)
Segundo os dados do BEN 2017 — ano base 2016 — a principal fonte de geracgéo

de energia no Brasil é de ndo renovaveis (56,5%) do total (renovaveis e ndo-renovaveis),

e destes, 54,3% é referente aos fosseis. No entanto, vale destacar que mesmo a dominancia
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dos fosseis como principal oferta, as fontes renovaveis passaram a uma participacao de
43,5% na demanda total de energia de 2016 (OIE), ante os 41,3%, verificados em 2015,
como mostra a Tabela 1 (BRASIL, 2017).

Tabela 1- Fontes renovaveis na OIE 2016 (%)

FONTES 2007 2008 2008 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 IDENTIFICATION
ENERGIA NAO RENOVAVEL 54,5 54,4 532 553 565 582 596 606 587 565 NON-RENEWABLE ENERGY
PETROLEO E DERIVADOS 375 367 380 78 386 393 393 394 373 36,5 PETROLEUM AND OIL PRODUCTS
GAS NATURAL 9,3 10,3 88 10,2 10,2 1ns 128 13,5 137 12,3 NATURAL GAS
CARVAD MINERAL E COQUE 57 55 46 54 57 54 56 57 59 55 COAL AND COKE
URANIO (U,0,) 14 1,5 1,4 14 1,5 15 1.4 1,3 13 15 URANIUM - U,0,
OUTRAS NAO RENOVAVEIS 1 0 1 0 ] 0 1 1 1 1 OTHER NON-RENEWABLE
ENERGIA RENOVAVEL 455 456 468 447 435 41,8 404 394 41,3 435 RENEWABLE ENERGY
HIDRAULICA ' 14,9 14,1 15,2 14,0 14,7 13,8 12,5 11,5 1,3 12,6 HYDRAULIC!
LENHA E CARVAQ VEGETAL 12,0 11,6 10,1 9,7 9.6 9,1 8,3 82 8,3 8,0 FREWOOD AND CHARCOAL
EEE‘E":EOS DA CANA-DE- 15,9 170 18,1 175 15,7 15,4 16,1 15,8 16,9 175 SUGAR CANE PRODUCTS
EOLICA 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 032 0,2 03 0,6 10 WIND
SOLAR 0.0 0,0 SOLAR
OUTRAS RENOVAVEIS 27 29 33 34 35 33 34 37 41 4.4 OTHER RENEWABLE
TOTAL 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 TOTAL

FONTE: BRASIL (2017)

Pensando na escala global, e de acordo com cenarios da Shell, em 2050 a
necessidade de renovaveis atingira 30% do total consumido. A maior parte desta energia
verde terd de ser produzida a partir de turbinas edlicas, células fotovoltaicas, centrais
hidricas e mini hidricas, pela digestdo ou gasificacdo de biomassa e na forma de
combustiveis liquidos e gasosos produzidos a partir de biomassa (bioenergia) (SHELL
INTERNATIONAL, 2001).

Apesar de algumas fontes renovaveis participarem da matriz energética brasileira,
sabe-se que esta contribui¢do pode ser mais acentuada, devido a elevada disponibilidade
das diversas matrizes no pais. Neste sentido, a aplicagdo das tecnologias de producéo de
hidrogénio a partir da biomassa, torna-se uma alternativa para inserir ainda mais as fontes

renovaveis no balango energeético nacional (MOREIRA et al., 2013).
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3.2 Biomassa

3.2.1 Uso de biomassa para producéo de energia

Qualquer matéria organica que possa ser transformada em energia mecanica,
térmica ou elétrica é classificada como biomassa. De acordo com a sua origem, pode ser:
florestal (madeira, principalmente), agricola (soja, arroz e cana-de-agucar, entre outras) e
rejeitos urbanos e industriais (sélidos ou liquidos, como o lixo). Os derivados obtidos
dependem tanto da matéria-prima utilizada (cujo potencial energético varia de tipo para
tipo) quanto da tecnologia de processamento para obtencdo dos energéticos (BRASIL,
2017).

A energia presente na biomassa pode ser transformada (através de processos de
conversdo fisicos, quimicos e bioldgicos) em combustiveis liquidos, sélidos e gasosos. O
objetivo desta conversdo é transformar um material carbonaceo de baixa eficiéncia
energética para uma eficiéncia economicamente viavel (ACMA, 2003).

A biomassa é uma das fontes para producdo de energia com maior potencial de
crescimento nos préximos anos. Tanto no mercado internacional quanto no nacional, ela
é considerada uma das principais alternativas para a diversificacdo da matriz energética e
a consequente reducdo da dependéncia dos combustiveis fosseis (BRASIL, 2017).

Em muitos paises o uso de fontes, como carvéo vegetal, residuos florestais, esterco
de animais e residuos agricolas como o bagaco de cana-de-agucar, geralmente séo
ignorados. No entanto, esses residuos compdem cerca de 30% a 40% do fornecimento
total de biomassa (WALKER, 2009).

Walker (2009) considera a biomassa como uma fonte renovavel para a produgéo
de energia em escala suficiente para desempenhar relativa expressividade em programas
de energias renovaveis e na criacdo e desenvolvimento de uma sociedade com maior

consciéncia ecoldgica.
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3.2.2 Bagaco de cana-de-agucar

Cana-de-Acucar

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) é uma graminea originéria do sudeste
asiatico. Chegou ao Brasil em 1522 pelos portugueses, sendo hoje muito cultivada em
regides tropicais e subtropicais do pais (ROSILLO-CALLE et al., 2005). Historicamente
a cana-de-acucar € um dos principais produtos agricolas do Brasil, sendo cultivada desde
a época da colonizacdo. Desde a sua origem até os dias atuais a cana-de-aglicar vem
passando por modificagdes, as quais diferem entre si principalmente quanto ao conteido
de fibras e agUcares. Hoje, a maior parte da cana-de-agucar cultivada recebe a designacéo
de Saccharum spp. (JOAQUIM, 1997 apud RABELO, 2007).

Do seu processo de industrializacdo obtém-se como produtos o agucar nas suas
mais variadas formas e tipos, o alcool (anidro e hidratado), o vinhoto, bagaco e palha
(GUILHERME, 2014).

Dos constituintes da cana-de-acucar, apenas o talo vem apresentando valor
econdmico por sua capacidade de acumulacdo de aclcares e producdo de fibras
(RABELO, 2007). O acucar predominante é a sacarose. Os agucares redutores compdem-
se primordialmente de glicose e frutose. Esses acUcares se encontram em proporcdes
quase iguais nas canas imperfeitamente maduras. A medida que avanca o
amadurecimento, seus teores diminuem, podendo ndo ser detectados nas canas
perfeitamente maduras. O teor de frutose diminui primeiro, até desaparecer. A cana-de-
acucar pode conter: 74,5% de agua, 14% de agUcares (12,5% de sacarose, 0,9% de
dextrose e 0,6% de levulose), 10% de fibras e o restante dividido entre matérias minerais,
compostos nitrogenados, ceras, pectinas e acidos. Entretanto, esta composic¢ao pode variar
devido a fatores como o solo e o clima (LIMA et al., 2001), porém, quantitativa e

qualitativamente, exibe regularidades em todas as variedades (SCHLITTLER, 2006).



26

Aspectos gerais sobre bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-acucar é uma cultura plurianual, com colheita anual. De maneira geral,
ela é economicamente produtiva por trés anos consecutivos. A quantidade obtida na
primeira colheita é a maior e decresce anualmente até a reforma do canavial (LIMA et al.,
2001).

A cana-de-acUcar, atualmente, é explorada em quase todo 0 nosso pais, que
apresenta 10.245,102 milhGes de hectares cultivados (UNICA, 2018), sendo considerado
0 maior produtor mundial e o pais com maior potencial de expansdo em area plantada
(666.824 mil toneladas), conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Hectares de cana-de-acUcar plantada 2016/Producao de Cana-de-acucar -
2017/2018 (unidade: mil toneladas).

Estado/Safra 2016 Estado/Safra 2017/2018
Acre 3.079 Acre 0
Alagoas 311.641 Alagoas 13.734
Amapé 135 Amazonas 222
Amazonas 3.600 Bahia 3.540
Bahia 108.441 Ceara 0
Ceara 16.123 Espirito Santo 2.381
Distrito Federal 296 Goias 70.622
Espirito Santo 71.733 Maranhéo 2.220
Goias 931.342 Mato Grosso 16.134
Maranhdo 45.633 Mato Grosso do Sul 46.940
Mato Grosso 280.191 Minas Gerais 64.886
Mato Grosso do Sul 658.282 Para 977
Minas Gerais 911.614 Paraiba 5.900
Para 13.359 Parana 37.047
Paraiba 122.770 Pernambuco 10.863
Parana 656.429 Piaui 850
Pernambuco 260.195 Rio de Janeiro 1.062
Piaui 15.353 Rio Grande do Norte 2.516
Rio de Janeiro 56.770 Rio Grande do Sul 45
Rio Grande do Norte 60.489 Rondénia 78
Rio Grande do Sul 17.828 Santa Catarina 0
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Rondbnia 4.965 Sé&o Paulo 357.142
Roraima 246 Sergipe 1.719
Séo Paulo 5.590.586 Tocantins 2.188
Santa Catarina 7.628
Sergipe 58.499
Tocantins 37.875
Regido Centro-Sul 9.182.699 Regido Centro-Sul 596.260
Regi@o Norte-Nordeste 1.062.403 Regido Norte-Nordeste 44.806
Brasil 10.245.102 Brasil 641.066

FONTE: UNICA (2018)

A producdo de cana-de-acgucar se concentra nas regides Centro-Sul e Nordeste do
Brasil, &reas onde se concentram as plantacGes e usinas produtoras de agUcar, etanol e
bioeletricidade, segundo dados oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas — SP) e do CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira).

Devido a grandeza dos nameros do setor sucroalcooleiro no Brasil, ndo se pode
tratar a cana-de-agUcar apenas como mais um produto, mas sim, como o principal tipo de
biomassa energética, como por exemplo o seu bagago, base para todo o agronegécio
sucroalcooleiro. De acordo com o BEN (2017), a producao de bagaco de cana-de-agUcar
no ano civil 2016 alcancou 168.567x10° toneladas, onde desses, 34% (57.458 x10°
toneladas) tiveram como consumo final o setor energético, 0 que nos mostra a grande
eficiéncia que esse residuo pode nos favorecer energicamente (BRASIL, 2017,
GUILHERME, 2014).

Ap0s a extragdo do caldo, do qual sdo produzidos o aglcar e o alcool etilico,
remanescente da moagem dos colmos da cana-de-agucar, o bagaco que sobra é em parte
queimado para a geracdo de energia elétrica e térmica para 0S processos industriais
(HASSUANI et al., 2005). Em geral, o beneficiamento gera 270 kg de bagago para cada
tonelada de cana, sendo que, apenas 50% desse montante € suficiente para gerar energia
utilizada na usina de agucar e etanol (MACHADO, 2009; XU et al., 2006), onde os outros
50% utiliza-se como adubo ou é armazenado para dar partida na operagdo na proxima

safra.
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3.2.3 Caracteristicas estruturais da biomassa lignocelulésica

O bagago de cana é constituido por trés fragGes principais: celulose, hemicelulose
e lignina, o qual é considerado como uma biomassa lignocelulésica. A biomassa
lignoceluldsica constitui a maior fonte de carboidratos naturais do mundo (SANTOS et
al., 2012).

Como pode-se observar na Figura 1, as ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas
conferem resisténcia a celulose. Ja as interacdes intermoleculares entre hidroxilas séo
responsaveis pela formacéo da fibra vegetal onde de seis a oito moléculas de celulose se
alinham paralelamente para formar uma fibra, eliminando as moléculas de 4gua, tornando
a microfibrila extremamente longa e resistente. Sobre a superficie das microfibrilas,
aderem-se as hemiceluloses que cobrem a celulose, formando o chamado dominio
celulose-hemicelulose da parede celular. As ligacdes de hidrogénio sao responsaveis pela
manutencdo das regides cristalinas e tornam a celulose altamente resistente & hidrolise
acida, alcalina ou enzimatica. A formacéao de ligagGes de hidrogénio é o principal fator
que influencia as propriedades fisicas da celulose, tais como solubilidade, reatividade e
cristalinidade. A interacdo entre os grupos hidroxilas via ligacdes de hidrogénio entre as
cadeias limita o acesso de agentes aos grupos funcionais da cadeia, o que dificulta tanto
sua solubilizagdo como reagfes (CONVERSE E WARE, 1994; KONDO E POLYM,
1997; REGIANI et al., 1998; ZHANG, 2008) apud (SANTOS et al., 2012).

A presenca de hemicelulose e lignina envolvendo as cadeias de celulose também
dificulta 0 acesso de reagentes e catalisadores, sendo necessario um tratamento prévio
para a remocao destes componentes, facilitando o acesso das enzimas a celulose (FELIPE,
2010).
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Figura 1- Estrutura recalcitrante da biomassa lignoceluldsica

Biomassa lignoceluldsica

Cetlula vegetal

Microfibrila
celuldsica

Moléculas de £
glicose 3
Gilicose

FONTE: SANTOS et al. (2012) Adaptado de KONDO E POLYM (1997)

A composi¢do quimica da biomassa lignoceluldsica, geralmente contém 35-50%
de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena
quantidade de cinzas e extrativos. Esta composi¢do quimica varia em funcdo do tipo de
biomassa, conforme mostrado na Tabela 3 (SANTOS et al., 2012).

Tabela 3- Composi¢do quimica de biomassas lignocelul6sicas

Biomassa Lignocelosica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
15

Espiga de milho 45 35
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Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

FONTE: GOMEZ et al. (2010).

3.3  Producdo de hidrogénio através de biomassa

Atualmente, os métodos de producdo de hidrogénio podem ser divididos em
fungdo das trés principais matérias-primas utilizadas: combustiveis fdsseis, agua e
biomassa. Alguns dos processos mais significativos estdo citados na Tabela 4, sendo o
processo bioldgico mais atrativo, pois € uma tecnologia de baixo custo quando comparada
com as outras técnicas, além de requerer pouca energia para sua geracdo (LAY, LIN E
NOIKE, 1999; MIZUNO et al., 2000; SA et al, 2014;).

Tabela 4- Métodos de producéo de hidrogénio a partir das trés principais matérias-primas

utilizadas: combustiveis fosseis, agua e biomassa

Matérias-primas Métodos
Reforma a vapor do gas natural

Combustiveis fosseis Oxidacao parcial de hidrocarbonetos pesados

Gaseificacdo do carvéo

Eletrolise da agua

Agua
Processos foto-eletroquimicos Processos termoquimicos
Processos bioldgicos (biofotdlise da agua, foto- fermentagéo e
fermentagdo anaerdbia)
Biomassa

Gaseificacdo da biomassa

Reforma a vapor do etanol

FONTE: SA et al(2014)
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O hidrogénio produzido a partir de biomassa e/ou da fraccdo biodegradavel de
residuos, para utilizacdo como biocombustivel é também denominado de bio-hidrogénio
(ALVES E ABREU, 2006)

A producdo de bio-hidrogénio combinada com o tratamento de residuos organicos,
integra os principios do desenvolvimento sustentavel e da minimizacgéo e tratamento de
residuos, numa clara aproximacao as chamadas "tecnologias verdes". Além disso, estes
processos sdo adequados para a producdo descentralizada de energia, em instalagdes de
pequena escala, em locais onde a biomassa ou os residuos estdo disponiveis, evitando
custos adicionais com o transporte. Os processos bioldgicos sdo geralmente operados a
temperatura e pressdo ambientes, levando assim a um menor consumo de energia e a
balangos energeticos favoraveis (ALVES E ABREU, 2006; BALAT E KIRTAY, 2010;
DAS E VEZIROGLU, 2001).

A producdo biologica de hidrogénio pode ser uma alternativa viavel aos métodos
apresentados. Os processos de obtencéo de hidrogénio por via microbiana vém ganhando
grande destaque devido a possibilidade de utilizacdo de fontes renovaveis de energia, bem
como o reaproveitamento de materiais residuais, diminuindo assim a quantidade de
subprodutos armazenados nas indGstrias (ALVES E ABREU, 2006; SA et al, 2014).

3.3.1 Producéo bioldgica de hidrogénio

A producdo biol6gica de hidrogénio pode ocorrer por meio de tres processos:
biofotolise da agua, foto- fermentacdo e fermentacdo anaerdbia. A biofotélise direta da
agua, geralmente realizada por algas verdes em condi¢des anaerobias, esta associada a
acdo da energia luminosa sobre um sistema biologico, resultando na decomposicéo da
agua e producéo de hidrogénio. A biofotélise indireta envolve tipicamente cianobactérias
que utilizam a energia armazenada nos carboidratos oriundos da fotossintese para gerar
hidrogénio a partir da agua. A foto-fermentacgéo é realizada por bactérias purpuras ndo
sulfurosas que utilizam a energia luminosa para transformar acidos organicos em H; e
dioxido de carbono (CO2). Finalmente, o processo de fermentacdo anaerdbia envolve

bactérias anaerdbias que convertem carboidratos em hidrogénio (SA et al, 2014).
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A produgao de Hy, via fermentacdo anaerdbia, tem vantagens: o rendimento de
producdo é elevado e a taxa de producdo € constante e independente da existéncia de luz
solar. Esta fermentacdo chamada vulgarmente "dark fermentation” por n&o requerer a
presenca de luz solar, tem a vantagem de ser adequada para uma producédo continuada
(dia e noite) a partir de residuos opacos tais como a fraccao organica dos residuos sélidos
urbanos (ALVES E ABREU, 2006).

Todos os processos mencionados podem ser combinados de forma a expandir as
possibilidades tecnoldgicas de producdo do hidrogénio bioldgico. A Tabela 5 apresenta
as principais vantagens e desvantagens dos processos bioldgicos mencionados (ARGUN
E KARGI, 2010; DAS E VEZIROGLU, 2008; KIRTAY, 2011).



Tabela 5- Vantagens, desvantagens e principais micro-organismos estudados para producdo de hidrogénio biolégico

Processos bioldgicos Vantagens Desvantagens Microrganismos Referéncias

Necessita de iluminacdo

constante; Inibicdo das

Producéo de H2 a partir ) Chlamydomonas
hidrogenases pelo O2; ) . KIM et al. (2010)
o da 4gua; N&o necessitade - reinhardii Platymonas
Biofotdlise direta Biorreatores modificados para L RAN et al. (2009)
ATP. subcordiformis

maximizara utilizacdo da

energiasolar.

Produgdo de H2 a partir

da agua; Habilidade de Necessita de iluminagio

fixacdo de N2 e producéo constante; Biorreatores Plectonema boryanum

de H2 pelas nitrogenases; modificados para maximizar a Anabaena siamensis KHETKORN etal. (2010)

o Separacéo espacial do 02 utilizacdo da energia Anabaena variabilis
Biofotolise indireta e Ho nas células solar;Necessidade de ATP pelas Synechocystis NAVARRO etal. (2009)
diferenciadas nitrogenases; Sintese e sp.Cyanothece sp.Nostoc MIN E SHERMAN (2010)
manutenc¢do dos heterocistos; sp. YOSHINO etal. (2007)

(heterocistos);Separagédo

temporal (dia/noite) em CO2 presente no gas.

células ndo-heterocisticas.

Utilizac&o de diferentes Necessita de Rhodopseudomonas ~ SUWANSAARD et al. (2010)
residuos e efluentes como iluminacéo;Biorreatores palustris Rhodobacter ~ KAWAGOSHI et al. (2010)
Foto-fermentacéo substrato;Utilizacdo de  modificados para maximizar a sp.Rhodobacter ZHU et al. (2010)

amplo espectro de luz  utilizacdo da energia solar;CO2 sphaeroides Rhodobacter OBEID et al. (2010)

pelas bactérias presente no gés. capsulatus

HUESEMANN et al. (2010)

BERBEROGLU et al. (2008)
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Ampla variedade de
fontes de carbono como
substrato; N&o necessita
de iluminacdo; Producéo

Fermentacéo anaerdbia de metabdlitos
intermediarios de grande
valor agregado; N&do ha

limitagcdes com relacdo ao
02.

Tratamento do efluente apds
fermentacdo; CO2 presente no

gés.

Clostridium sp.
Clostridium butyricum
Clostridium beijerinckii
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

KAMALASKAR et al. (2010)
TAl et al. (2010)
SKONIECZNY E YARGEU
(2009)

BECKERS et al. (2010)
MANDAL et al. (2006)
JAYASINGHEARACHCHI et
al. (2009)

NIU et al. (2010)
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Dentre os sistemas apresentados na Tabela 5, a producdo de hidrogénio por
fermentagdo anaerdbia tem despertado grande interesse. A producdo de hidrogénio por
meio de bactérias fermentativas permite uma geracdo continua e em ritmo sustentado,
organismos fermentativos sdo mais eficazes na producdo de hidrogénio em um curto
intervalo de tempo quando comparados aos micro-organismos responsaveis pelos
processos fotobiolégicos (DAS E VEZIROGLU, 2008; HALLENBECK E
BENEMANN, 2002; LEVIN, PITT E LOVE, 2004; MATHEWS E WANG, 2009).

O processo fermentativo permite ainda a utilizacdo de diferentes tipos de residuos
como substrato, tais como materiais lignocelulésicos, glicerina, residuos alimenticios e
lacteos, entre outros. Neste contexto, a producdo de hidrogénio via fermentacdo anaerdbia
se apresenta como uma alternativa muito interessante de um ponto de vista técnico e
ambiental (CHONG et al., 2009; DAS E VEZIROGLU, 2001).

3.3.2 Digestdo anaerdbia

A digestdo anaerdbia é um sistema ecologicamente delicado e balanceado, onde
cada microrganismo tem funcao especifica. Este processo ocorre na auséncia de oxigénio
molecular, onde se tem consorcios de diferentes tipos de microrganismos interagindo
estreitamente para promover a transformacdo de compostos organicos complexos em
simples (CAMPOS, 2006; STEIL, 2001).

A fermentacdo primaria da digestdo anaerdbia de residuos organicos € o processo
chave na producdo de hidrogénio. Através dessa etapa, microrganismos acidogénicos
decompBem a matéria organica (ex. carboidratos: glicose e sacarose) em Hz, CO; e &cidos
graxos volateis de cadeia curta. A Equagdo 1 mostra a conversdo da sacarose a cido
acetico e hidrogénio (FERNANDES, 2008):

C12H22011 + 5 H2O — 4 CH3COOH +4 CO2 + 8 H2 (@)

Portanto, a etapa fermentativa da digestdo anaerdbia possibilita tanto a

transformacdo da matéria orgénica em compostos facilmente degradaveis quanto a
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producdo de hidrogénio, obtendo-se, consequentemente, energia limpa a partir de
residuos organicos (SCHRODER E SCHOLZ, 2003).

As etapas do processo anaerobio sdo divididas em quatro fases (Figura 2):
hidrolise, acidogénese, acetogénese, metanogénese e/ou sulfetogénese, onde cada etapa
possui grupos de micro-organismos com fungdes especificas que geram produtos através
da degradacdo da matéria organica (CHERNICHARO, 1999), esses produtos se
acumulam temporariamente, pela relacdo sinérgica que 0s micro-organismos possuem
entre eles, pois o produto de um serve de substrato para outros numa proxima fase, em

uma reacdo em cadeia.

Figura 2 - Processo de digestdo anaerdbia
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FONTE: CHERNICHARO(1999) apud FILHO (2015).

Hidrélise

Na primeira fase do processo fermentativo, bactérias hidroliticas produzem

enzimas extracelulares que promovem a degradacdo dos materiais particulados
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complexos em materiais dissolvidos mais simples, 0s quais sao permeaveis as membranas
celulares das bactérias fermentativas. 1sso ocorre devido a agdo de exo-enzimas
secretadas pelas bactérias fermentativas. Nesta fase, os carboidratos, proteinas e lipideos,
serdo convertidos em acuUcares, aminoacidos e peptideos, respectivamente (BRAUNA,
2012; SA et al, 2014).

As bactérias que hidrolisam a matéria organica nessa primeira fase sdo facultativas
e anaerdbias estritas (AIRES, 2009). A velocidade da hidrolise é o fator limitante para o
processo de digestdo anaerdbia e, consequente, para a producdo do biogas (BARCELOS,
2009).

Segundo Batstone et al. (2000) a taxa global de hidrdlise do material organico, o
qual chamamos de substrato, depende do tamanho e forma do particulado, concentragédo

da biomassa, superficie de contato e producéo de enzimas.

Substrato

Uma grande variedade de materiais ricos em carboidratos, lipidios e/ou proteinas
podem ser utilizados como substratos na producdo de H» por via biolégica. No entanto,
conforme descrito em inUmeros estudos, os carboidratos constituem a fonte preferida de
carbono organico no processo fermentativo (GUO et al., 2010; LAY et al., 2003; WANG
EWAN, 2009).

Disponibilidade, custo e biodegradabilidade constituem os principais critérios
par&'selecdo de substratos adequados para a producdo de H, fermentativo. Carboidratos
simples, como sacarose e glicose, sdo facilmente biodegradaveis, sendo por esse motivo
utilizados como substratos modelo para a producéo de hidrogénio bioldgico. No entanto,
fonte puras de carboidratos representam matérias-primas caras para producao de H. em
grande escala, sendo viaveis apenas quando baseadas em fontes renovaveis e de baixo
custo. E neste contexto que se destaca a utilizacao de materiais residuais como potenciais
substratos para a producdo de H,. A biotransformacgdo de residuos em H> pode ser
considerada bastante atraente do ponto de vista ambiental (energia renovavel) e

econdmica (recuperacdo de recursos e gestdo de residuos com baixo custo total)
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(NTAIKOU, ANTONOPOULOU E LYBERATOS, 2010; DAS E VEZIROGLU,
2008,.

Inimeros materiais residuais tém sido utilizados como substrato para as bactérias
fermentativas na producdo de H, tais como residuos alimenticios industriais ou
domésticos, residuos da induastria de papel, residuos lacteos, residuos do processamento
do 6leo de palma, dentre outros (DAVILA-VAZQUEZ, 2008; SHIN, YOUN E KIM,
2004; VIJAYARAGHAVAN E AHMAD, 2006).

Sem sombra de davidas, o substrato mais testado € a glicose, seguido da sacarose,
0 que favorece o0 entendimento do processo, por serem substratos facilmente degradaveis
(FERNANDES, 2008). Como exemplo temos os residuos lignocelulésicos oriundos do
processo de producdo de etanol (cana-de-agucar).

Todo processo de conversdo de biomassa vegetal a um produto qualquer, requer
um pré-tratamento para alterar a estrutura da biomassa e tornar os polissacarideos mais
acessiveis aos processos subsequentes. O pré-tratamento tem por finalidade alterar ou
remover a lignina e a hemicelulose, aumentar a area superficial do substrato por inchagédo
das fibras e diminuir o grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose, deixando-a
mais susceptivel ao ataque enzimatico e, consequentemente, em elevados rendimentos
em agUcar. Tais caracteristicas, sdo consideradas fatores que interferem na eficiéncia de
hidrélise (Figura 3) (CANILHA et al., 2010; GOMEZ, 2010; CHANG E HOLTZAPPLE,
2000; KIM E HOLTZAPPLE, 2006; SEABRA, 2008; SILVERSTEIN, CHEN,
BOYETTE, 2007; WOOLEY etal., 1999; ZHANG E LYND, 2004).

O rendimento em acuUcares redutores a partir de biomassa lignocelulosica,
realizando a hidrolise enzimatica, é baixo se o pré-tratamento adequado a biomassa ndo
for realizado (LUO, VOET E HUPPES, 2010).
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Figura 3 - Alteracdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas
pelo pré-tratamento

P Lignina

/ _~ Celulose

< el
Pré-tratamento: C\.): Z
(N
N

r/‘
)
~NIN

FONTE: SANTOS et al. (2012) Adaptado de KONDO E POLYM (1997)

O processo de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica pode ser agrupado em
trés categorias; fisicos, com uso de altas temperaturas, altas pressdes e ou rapida
despressurizacdo; quimicos, com uso de reacdes quimicas que desorganizam as ligacoes
quimicas da matriz lignoceluldsica facilitando a solubilizacdo de parte do material; e 0s
bioldgicos com o uso de enzimas liberadas por micro-organismos capazes de degradar os
componentes do material lignocelul6sico. Os processos bioldgicos sdo menos estudados
e demandam um tempo longo de duracdo, inviabilizando-os economicamente. Dentre
estes métodos, os pré-tratamentos quimicos e combinados tém recebido uma maior
atencdo, ja que removem a lignina sem degradar a cadeia celulésica (GUILHERME,
2014).

Os pre-tratamentos tém efeitos diferentes sobre os componentes majoritarios da
biomassa lignocelulésica (GRAY, ZHAO E EMPTAGE, 2006). A avaliacdo para a
escolha do melhor pré-tratamento ndo deve levar em consideracdo apenas o fator
tecnoldgico, mas tambem os fatores econdmicos e ambientais (SOUSA et al., 2009).

Um pre-tratamento é considerado bom se a acessibilidade ao ataque bioquimico e

bioldgico, isto &, enzimas e microrganismos, € maximizada, e a formacao dos coprodutos
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inibidores é minimizada. A realizacdo destes requerimentos é necessaria para tornar um

processo economicamente viavel (RABELO, 2007).

Acidogénese

Na fase acidogénica, as bactérias fermentativas absorvem os produtos soliveis
gerados durante a hidrolise, onde sdo metabolizados no interior das células das bactérias,
sendo convertidos em compostos mais simples. Os compostos produzidos incluem &cidos
organicos volateis, alcoois, CO», Hy, além de novas células bacterianas (ANGELIDAKI,
1993; CHERNICHARO, 1999; CRESPO, 2013; SA et al, 2014).

A maioria dos carboidratos é degradado rapidamente, servindo de excelente fonte
energética para o processo. Essa degradacdo facil desses elementos, no entanto pode
favorecer ao acimulo dos produtos da fase acidogénica, diminuindo o pH, e causando
assim uma faléncia do processo (BRAUNA, 2012).

A microbiota que atua nesta etapa é a que mais se beneficia energeticamente, e
seus produtos servem de substrato para as bactérias acetogénicas e as arqueas

metanogénicas.

Acetogénese

Durante essa etapa, as bactérias sintréficas acetogénicas sdo responsaveis pela
oxidagdo dos produtos gerados na fase acidogénica em substrato apropriado (acetato,
hidrogénio e dioxido de carbono) para as arqueias metanogénicas. O substrato é 70%
destinado a producgéo de acetato, e 30% para a conversdo em hidrogénio. Nesta etapa do
processo, 0 Hz pode também ser convertido em acido acetico pelas bactérias homo-
acetogénicas (SA et al, 2014; SANTOS FILHO, 2015).

Os rendimentos teodricos do hidrogénio a partir de fermentacGes dependem em
grande parte do tipo de organismos anaerdbicos que sdo usados na fermenta¢do. Embora
a glicose possa, teoricamente, fornecer 12 moles de hidrogénio por mol glicose, ndo

existem vias metabdlicas na natureza que permitam isso, uma vez que 0 crescimento



41

celular ndo seria possivel. Os anaerdbios facultativos desenvolvem 2 moles de hidrogénio
de cada mol de glicose consumida, enquanto anaerdbios estritos evoluem 4 mol, conforme
Figura 4. No entanto, estes rendimentos tedricos sdo baseados no metabolismo conhecido
e podem ser aumentados através da engenharia das vias metabdlicas que convertem a
glicose em hidrogénio (MATHEWS E WHANG, 2009).

Figura 4 - Vias metabdlicas simplificadas da reducéo de glicose e producéo de varios
metabolites e a quantidade de hidrogénio produzida pela formacéo de cada metabdlito
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Fonte: MATHEWS E WHANG, 2009 apud Adaptado de CHIN 2003
3.4  Fatores que influenciam na producao de hidrogénio

A producdo de hidrogénio a partir do processo de fermentagdo anaerdbia pode ser
influenciada por uma série de condi¢es operacionais e parametros fisico-quimicos, tais
como o tipo de inoculo, temperatura, pH, tipo de reator e etc (NTAIKOU E
ANTONOPOULOU, 2010; WANG E WAN, 2009).

3.4.1 Inoculo
A producéo de hidrogénio via fermentacdo anaerobia pode ser realizada por meio

de culturas microbianas mistas, derivadas de ambientes naturais, ou por culturas puras,

selecionadas a partir de bactérias produtoras de Hz (SA et al, 2014).



42

Existe uma variedade de bactérias que podem produzir hidrogénio. As quais
podem ser mesofilicas ou termofilicas, aerdbias, facultativas ou anaerdbias, desde que
possuam enzimas hidrogenase ou nitrogenase. Exemplos desse microrganismos sao:
Clostridia; Rumen bacteria; Pyrococcus furiosus; Anaerocellum, Caldicellulosiruptor;
Dictyoglomus; Fervidobacterium; Spirocheta; Thermotoga; Thermoanaerobacter;
Enterobacter; Escheicchia. Coli; Citrobacter; Alcaligenes; Bacillus; arquéias:
Methanosarcina barkeri (BOXMA, 2005; HACKSTEIN, 2004; REITH et al., 2003).

Dentre eles, se destacam as espécies pertencentes ao género Clostridium, devido
ao seu rapido metabolismo e sua capacidade de formar esporos frente a condicdes
adversas. E identificado por ter mais espécies envolvidas na produgdo de hidrogénio
(HUNG et al., 2008). Bactérias pertencentes aos géneros=Bacillus, Enterobacter e
Thermoanaerobacterium também tém sido relatadas como potenciais produtoras de H»
(SA et al, 2014).

Apesar dessa praticidade aparente, o emprego destas culturas requer certos
cuidados, a fim de evitar que microrganismos indesejaveis consumidores de Ho, tais como
as arqueias metanogénicas, as bactérias homoacetogénicas e as bactérias sulfato e nitrato
redutoras. A estratégia para minimizar este efeito consiste no pré-tratamento do indculo,
que possui a finalidade de inibir e/ou eliminar os micro-organismos consumidores de Ho,
bem como selecionar os microrganismos produtores de H2 (FANG, 2010; OH et al., 2003;
WANG E WAN, 2009).

As arqueias metanogénicas, principais micro-organismos consumidores de Hz na
maioria dos ambientes anaer6bios, ndo possuem capacidade de esporular, ndo
sobrevivendo, portanto, sob temperaturas extremas. O pH também constitui um fator de
influéncia na atividade das arqueias metanogénicas no meio fermentativo, visto que a
maioria destes micro-organismos cresce somente na faixa de pH de 6 a 8.52 (STERLING
etal., 2001; VIJAYARAGHAVAN E AHMAD, 2006).

O pre-tratamento térmico é capaz de prevenir a metanogénese, no entanto, ndo
inibe o consumo de H> pelas bactérias homoacetogénicas. A presenca de bactérias
homoacetogénicas no meio fermentativo pré-tratado ocorre em virtude de algumas destas
bactérias pertencerem ao género Clostridium, tais como C. aceticum e C. ther-

moautotrophicum. Estudos mostram que a atividade deste tipo de bactéria no inoculo
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pode ser suprimida através da remocgéo de CO> do headspace, uma vez que estas bactérias
necessitam concomitantemente de CO2 e H> para conversdo a acido acético (OH,
GINKEL E LOGAN, 2003; PARK, 2005).

As bactérias que utilizam nitrato ou sulfato como aceptores de elétrons sdo mais
eficientes em baixas concentragfes de Hz no meio. Alem disso, estas bactérias s
competem com as bactérias homoacetogénicas e com as arqueias metanogénicas na
presenca de nitrato e sulfato em excesso. Valores de pH menores que 6 inibem
consideravelmente a atividade das bactérias sulfato-redutoras (WEJIMA et al., 2002; LIN
E CHENG, 2006).

Algumas técnicas podem ser aplicadas diretamente nos inoculos a fim de
minimizar essas reacfes tanto antes como durante o processo. Entre as técnicas
empregadas destacam-se: tratamentos quimicos (acido, alcalino, adicdo de compostos
quimicos) e fisicos (térmico, congelamento/descongela- mento, aeracdo). A Tabela 6
apresenta alguns exemplos de métodos de pré-tratamento de indculo para producéo de Hx
(FERNANDES, 2008; SA et al, 2014).
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Tabela 6- Comparacao de diferentes métodos de pré-tratamento de indculo para producdo de H, por fermentacao anaerébia

i L Temperatura ] ] . Rendimento maximo de H2 o
In6culo Substrato  pH inicial Pré-tratamentos testados  Pré-tratamento 6timo Referéncias
(°C) (mol de H2/mol de substrato)
Lodo anaerdbio de producédo Glicose 5.5 37 T, AC, ALC e adicdo de Adicdo de 4cido 1,70 CHAGANTI, KIM
de etanol acido linoleico linoleico E LALMAN (2012)
. . T, AC, ALC, AER, adicdo CHAIRATTANAM
Lodo ativado de ETE Glicose 7,0 35 . AC 1,51
de cloroférmio e BESA* ANOKORN et al
Lodo de ETE Glicose - 35 T, AC, ALC, AER AER 1,96 REN et al. (2008)
T, AC, AL h
_ _ AC,ALC, choquede 4ics0 de 4cido PENDYALA et
Lodo de digestor de ETE Glicose 6,0 37 carga, adigdo de &cido o 1,69
linoleico al.(2012)
linoleico e BESA*
Lodo anaerdbio digerido de 1o 55 55 T, AC e choque de carga T 1,77 LUO et al. (2011)
ETE
. . T, AC, ALC, Q, AER, WANG E WAN
Lodo de digestor de ETE Glicose 7,0 35 T 1,78
adicao de cloroférmio (2008)

Lodo anaerdbio de reator de MU, YU E WANG

tratamento de efluente de  Sacarose 55 35 T,AC ALC T 4,00 (2007)
processamento de soja
. - O-THONG,
Lodo anaerdbio de planta de T, AC, ALC, adicdo de
] Sacarose 55 60 Choque de carga 1,96 PRASERTAN E
6leo de palma BESA¥*, choque de carga
BIRKELAND
Lodo de ETE Sacarose 55 35 T,AC, ALC T 4,62 DE SA (2013)

*BESA = 4cido 2-bromoetanolsulfonico, ETE = estacdo de tratamento de esgoto, T = térmico, AC = 4cido, ALC = alcalino, AER = aeracéo.
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Como pode ser observado na Tabela 6, existem muitas diferencas com relacdo ao
pré-tratamento 6timo para enriquecimento das bactérias produtoras de H». Esta
discordancia esta relacionada a inumeros fatores, tais como o tipo e origem do indculo
utilizado, condicdes do pré-tratamento e do processo fermentativo e tipo de substrato
(NTAIKOU, ANTONOPOULOU E LYBERATOS,2010; O-THONG, PRASERTAN E
BIRKELAND, 2009; ZHU E BELAND, 2006).

Oh et al. (2003) optaram pelo pre-tratamento térmico do lodo. Entretanto, os
autores observaram que o tratamento nado foi suficiente para suprimir o consumo de H»
sob condicdes de elevada pressdo parcial de hidrogénio e baixa concentracdo de sacarose
(FERNANDES, 2008).

Mohan et al. (2008) compararam alguns processos de tratamento de indculos
metanogénicos como forma de obter culturas enriquecidas de microrganismos produtores
de hidrogénio. Pré-tratamento térmico (100°C por 1 h); pré-tratamento com &cido
ortofosforico (pH = 3 por 24 h) e pré-tratamento com &cido 2- bromoetano sulfénico
(BESA) em solucdo de sal de sddio (BESA; 0,2g.l1-1 por 24 h). Todos 0s processos
apresentaram producdes de hidrogénio superiores ao sistema que ndo sofreu nenhum
processo de tratamento.

Hu e Chen (2007) testaram trés formas de pré-tratamento: com calor, pH e
cloroférmio, sendo que o tratamento com cloroférmio mostrou ser 0 processo mais
eficiente e ndo foi observada a presenca de metanogénese no processo.

E importante observar que os trabalhos de Mohan et al.(2008) e Hu e Chen (2007)
foram realizados em batelada o que n&do possibilita avaliar os efeitos dos processos de pré-

tratamento a longo prazo, como observado por Oh et al.(2003).

3.4.2 Temperatura

A temperatura € um dos principais fatores ambientais que afetam o processo de
producdo de hidrogénio via fermentacdo anaerdbia, uma vez que afeta 0s processos
biologicos de diferentes maneiras. (CHERNICHARO et al., 1999). As reagdes de
fermentagdo podem ser conduzidas em faixas 6tima de temperatura: bactérias criofilicas,

que atuam a temperaturas inferiores a 20°C, mesofilica (25-40 °C), termofilica (40-65
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°C), termofilica extrema (65-80 °C) e hipertermofilica (> 80 °C). Quando o ambiente esta
com temperatura abaixo de 10°C, a producdo de gés fica bastante reduzida. Os micro-
organismos metanogénicos séo inativados a altas e baixas temperaturas (LEVIN, PITT E
LOVE, 2004).

O hidrogénio apresenta baixa solubilidade em fase aquosa: 0,017 cm?® de
hidrogénio por 1 cm?® de 4gua a 1 bar e 37°C (GUWY et al., 1997). Levando-se em
consideracdo a Lei de Henry, temperaturas mais elevadas acabam reduzindo a
solubilidade do gas na fase aquosa e, consequentemente, a interacdo do gas com 0s
microrganismos presentes no processo. 1sso desfavorece o consumo do gas para geracao
de outros produtos do processo fermentativo e aumenta a eficiéncia de ndo remocéo do
biogés.

O aumento da atividade dos microrganismos produtores de Hy, acidogénicos, pode
ser atingido com a elevacdo da temperatura empregada, como foi observado por alguns
autores (HUANG et al., 2004; MU et al., 2006). Entretanto, € preciso ter cuidados com
esta pratica, ja& que cada microrganismo tem sua temperatura 6tima de atuagdo, assim
como os consorcios microbianos (NGUYEN et al., 2008).

A maioria dos estudos de produgédo de H> fermentativo tem utilizado a faixa de
temperatura mesofilica. Li et al. (2007) citam que 73 dos 121 estudos de caso foram
realizados em temperatura mesofilica. A Tabela 7 apresenta alguns estudos que

investigaram o efeito da temperatura no processo de producdo do H, fermentativo.
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Tabela 7- Estudos sobre o efeito da temperatura na producéo de H;

Temperatura (°C
P (C) Rendimento méaximo de H2

(mol de H2/mol de

In6culo Substrato Faixa estudada  Temperatura 6tima Referéncias
substrato)
Lodo anaerébio Glicose 33-41 41 1,67 MU ET AL. (2006)
Lodo de esgoto municipal Xilose 30-55 50 1,30 LIN, WU E HUNG (2008)
Lodo anaerdbio Sacarose 25-45 35 3,73 KARADAG E PUHAKKA
(2010)
Cultura mista anaerébia Glicose 37-65 45 1,71 LEE, LIN E CHANG (2006)
o CHIN, CHEN E CHOU
Lodo de tratamento de &guas residuarias Sacarose 30-45 40 3,88
(2003)
Clostridium acetobutyricum ATCC824 Glicose 30-40 37 2,00 XING et al. (2008)
Ethanoligenens harbiense Glicose 20-50 35 1,92 WANG, MU E YU (2005)
) ) OH, GINKEL, E LOGAN
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum Sacarose 45-70 60 2,53

(2003)
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Muitas pesquisas acabam convergindo para temperaturas que variam de 30°C a
36,8°C, definindo estas como temperaturas otimizadas para sistemas anaerdbios
fermentativos produtores de hidrogénio (FANG; LIU E ZHANG, 2002; LIN E CHANG
2004; MIZUNO et al., 2002). A temperatura 6tima para cada processo depende do tipo e
origem do inoculo, da quantidade de compostos biodegradaveis e das condicdes

operacionais do sistema.

3.4.3 pH

O pH constitui outro fator que influencia fortemente no processo de producdo de
H> fermentativo. Dois diferentes tipos de experimentos tém sido conduzidos para
determinacéo do pH o6timo para produgéo de H.. O primeiro envolve o ajuste de diferentes
valores iniciais de pH, enquanto o outro envolve o controle e manutencdo do mesmo pH
durante todo o processo fermentativo. Rendimentos de H. utilizando o ajuste do pH inicial
bem como a manutencédo do pH controlado podem ser analisados na Tabela 8 (SA et al,
2014).

As bactérias que realizam as quatro fases da digestdo, possuem exigéncias
individuais quanto ao pH. O pH ideal para as hidroliticas e fermentativas varia de 4,5 —
6,3. Por outro lado as arqueas metanogénicas necessitam de um pH entre 6,5 — 8,0
(BACKES, 2011) No entanto o pH pode sofrer alteraces durante o processo de digestao,
devido aos metabolitos que se acumulam no sistema fazendo com que o meio fique mais
acido ou alcalino (CAMPOS et al., 2006)

Algumas pesquisas mostram que o pH otimizado para producdo de hidrogénio
esta na faixa de 5,0 € 6,5 (FANG; LIU BE<ZHANG, 2002; LIN, CHANG e HUNG 2008;
MIZUNO et al., 2002) sendo o pH em torno de 5,5 relacionado aos melhores rendimentos
de producédo de H> (FANG E LIU, 2002; MU et al., 2007; SHIN et al., 2007), mesmo
trabalhando com culturas diferentes. O pH dentro da faixa supracitada favorece a
atividade das enzimas envolvidas no processo de producédo do Hz, bem como permite a
inibicdo dos micro-organismos consumidores de H presentes no meio fermentativo (LI
E FANG, 2007; VALDEZ-VAZQUEZ E POGGI-VARALDO, 2009)

O pH afeta ndo somente o rendimento da producao de H> mas também modifica o
espectro de subprodutos formados, bem como promove alteracdes nas comunidades
bacterianas presentes no meio fermentativo (TEMUDO, KLEEREBEZEM E
LOOSDRECHT, 2007; YE et al., 2007). Temudo et al. (2008) estudaram o impacto do
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pH na atividade metabdlica e na diversidade microbiana no processo fermentativo com
glicose, xilose e glicerol a 30 °C. Os autores observaram que em pH baixo (< 6), 0s
principais metabolitos formados consistiam dos acidos butirico e acético, enquanto que
em elevados valores de pH o espectro de produtos formados mudava para acido acético e
etanol. Além disso, o0s autores observaram que em ambas as condic¢des, pH baixo ou
elevado, havia a predominancia de espécies do género Clostridium, enquanto que em
valores intermediarios de pH havia uma maior diversidade microbiana no meio
fermentativo.

Chernicharo (1999) afirmou que valores baixos de pH indicam o acumulo de
acidos graxos volateis, 0 que inibe a metanogénese. J& os valores superiores a 8,0 podem
favorecer a formacdo de amoénia, que é téxica a comunidade microbiana nas

concentracdes acima de 150 mg de NHa/L

Tabela 8 - Efeito do pH na producéo de H,

pH inicial Rendimento maximo de
In6eulo Substrato Hz (mol de H2/mol de Referéncias
Faixa estudada pH 6timo
substrato)
Ajuste do pH inicial

LIN, CHANG E

Lodo anaerébio Amido 5,0-7,0 5,0 1,10

HUNG (2008)
Lodo de esgoto municipal Xilose 5,0-8,0 6,5 1,30 LIN et al. (2006)
Clostridium butyricum Sacarose 5,0-6,5 55 2,78 CHEN et al. (2005)

Thermoanaerobacterium OH, GINKEL, E

] Sacarose 4,0-8,5 6,2 2,53
thermosaccharolyticum LOGAN (2003)

Controle do pH durante o processo

Ethanoligenens harbiense Glicose 3,0-8,0 5,0 1,92 XING et al. (2008)
) MU, YU E WANG
Cultura mista Sacarose 3,4-6,3 42 1,61
(2006)
_ WANG, MU E YU
Lodo anaerdbio Sacarose 47-6,3 55 3,73
(2005)

Lodo anaerébio Glicose 4,0-7,0 55 2,10 FANG E LIU (2002)
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3.5  Estudos ja realizados

Até 2004, a maioria das pesquisas concentravam-se na Coréia, Japdo e Taiwan,
paises com escassez de fontes de energia. Pequenas contribui¢cGes vinham dos Estados
Unidos e Europa e grupos de pesquisa no Brasil ainda ndo haviam despertado para
producdo de H> (FERNANDES, 2008).

Até o inicio de 2008, varios resultados positivos foram mapeados quanto a
producdo bioldgica de hidrogénio, demonstrando a viabilidade da utilizacdo do Ha,
produzido biologicamente, para a geracao de energia (WU et al.,2003) e possibilitaram a
implantacdo de sistemas de producdo de hidrogénio, até 0 momento, em escala piloto
(REN et al., 2006).

Abaixo segue a Tabela 9 com um resumo de alguns trabalhos para producao de

hidrogénio.



Tabela 9- Trabalhos utilizando o baga¢o como substrato para producéo de hidrogénio
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Producédo
Autor _ Fatores estudados Valores Melhor resultado
Substrato Pré-hidrolise Inéculo de H;
Temperatura do lodo 25, 35,45,55¢e
Chairattanamanokorn . . 55
2012) Bagaco NaOH Lodo de ete anaerébio (°c); 65;
pH inicial 4,5,6¢e7. 5
Pré-tratamento do o o Diluicéo: 0,009
o Acido e térmico
Soares et al. B Acido e Lodo de tratamento de bagacgo 10te 10* mmol
agaco _ . —
(2014) térmico vinhaca Tratamento do Diluigéo:
o o 0,03 mmol
inoculo: diluicdo 10te 10*
o HCI: 0,64-7,36%
Porcentagem de &cido,
T(°c): 63,2-96,8 96,8°c, 7,36 % de
HCI temperatura e tempo . .
) ) T(min): 38,4- HCl e 441,6 min
da pre”-hidrolise
441,6
o Lodo de reator 1)
Siqueira et al T(°c) -
(2014) Bagaco anaerobio para (2) 10,87 mi/g
tratamento de vinhaca 3) )
Tipos de bagaco (@)
T(min): 38,4-
(®)
441,6
(6)
@)
Solo de mata fechada
e residuo de L ] L
] ) o Diluigdo de até Diluicdo 10-1(solo) e 0,23 e 0,09
Braga et al (2014) Glicose - compostagem de Tipos de in6culo )
102e 10° 102 (alimento) mmol

residuos organicos

(alimentos)
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« 29/, 8,73¢
Torquato et al. Lodo granular Concentracdes de
Sacarose = --------- . 5 gll, 10 g/l 11,5 mmol
(2014) anaerobio sacarose
10 g/l Ha/l
1y
Pachiega et al. Lodo granular de ) . 2y 3y 9,62 mmol
Sacarose =~ --------- Tipos de in6culo
(2014) reator uash @3y Ha/L
(1)37
Explosdo a 2)”
. Bagaco de cana de
Ratti et al vapor e . o 3)” ?)” 7,7 mmol
Bagaco agucar (bca) “in Variacdo da massa**
(2014) tratamento 4)”
. natura”
alcalino (5)”
(6)’7
Tratamento
) Cultura mista coletada térmico (80°c por
Lamaison et al . Lodo tratado e sem .
Vinhaga ~  --------- de um reator 15 min.) E um Lodo tratado 170 ml/d
(2014) . tratamento .
anaerdbio acido (ph 3 por
24h)
TDH 8,6,4e2h 1,24 mol
Tavares (2016) Manipueira == e 55° H,.mol
Temperatura 45°¢, , 65° ]
glicose™
5%(v/v) de inoculo
Pal Acido (HCl) e Porcentagem de de suinos com 5% 286,32 ml
alma
Andrade (2017) ; ) alcalino Suinos inéculo e tipo de pré- - (m/v) de substrato em  Ha/gssvh
orrageira o )
(NaOH) hidrélise solugdo aquosa com

0,5% (v/v) de naoch
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Diferentes cargas

organicas 3,07 mol
TDHs: 12,6,4¢ 3

Chaves (2018) Melagp - e volumétricas (cov) e o 6h Hz.mol'l

tempos de detencao

hidraulica

Leganda: (1) hidrolisado de cana de agticar liquido, (2) hidrolisado liquido junto com o sélido tratado, (3) hidrolisado liquido junto com o sélido e enzima (Celluclast®),

(4) bagaco tratado, (5) bagaco tratado e enzima, (6) glicose e (7) bagaco;
(1)’ lodo granular de reator UASB tratando residuos de cervejaria; (2)’ lodo de lagoa anaerdbia facultativa tratando esgoto municipal, e (3)’ lodo granular de reator

UASB tratando esgoto municipal;
(1)’ 0,5 g/L BCA ““in natura” + 0,5 g/LL BCA pré-tratado; (2)”’ 2,0 g/L BCA “in natura” + 2,0 g/LL BCA pré-tratado; (3)’” 0,5 g/LL BCA “in natura” + 0,5 g/L glicose;

(4)” 2,0 g/L BCA “in natura” + 2,0 g/L glicose; (5)’’ 0,5 g/L BCA “in natura”; (6)’’ 2,0 g/L A “in natura”.

Fonte: Autora (2018)
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada nas seguintes fases:
 Fase 1 — Preparacéo, pré-tratamentos e planejamento experimental;

« Fase 2 — Desenvolvimento e Monitoramento do Experimento.

Na Fase 1 foram desenvolvidas as atividades da preparagéo, caracterizagdo do
bagaco e dos pré-tratamentos tanto do bagaco como do in6culo. Enquanto que na Fase 2,
foi dividida em duas etapas, onde foram realizadas os procedimentos operacionais do

sistema em batelada, assim como o seu monitoramento e analises, conforme demonstrado

na Figura 5.
Figura 5 -Fases do experimento
@ - @
Fase 1
Pridtratamento Pré-tratamento
alealino e

| S— :
|
'-_’ = '
I Reator |
I [<,_ :
: Ny I
! el
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|
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I l
| :
: I
: I
: I
|

I

Fonte: Autora (2018)
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41 Fasel
4.1.1 Bagaco de cana-de-agUcar

Foi utilizado como substrato visando a producao fermentativa de hidrogénio no
presente trabalho o bagaco de cana-de-acgUcar. O bagago da cana, utilizado nos ensaios,
foi cedido pela Usina Santo Ant6nio, localizada em Séo Luis do Quitunde-AL.

O processo de pré-tratamento é crucial a desestruturacao da matriz lignoceluldsica
de forma a deixar a celulose mais disponivel para o ataque das enzimas celuloliticas. Mas
antes de aplicado o pré-tratamento, foi feita a caracterizacdo do substrato através das
seguintes andlises: DQO, carboidratos, solidos totais, solidos suspensos totais, solidos

suspensos volateis e pH.
Preparo e caracterizacdo do bagaco

Devido a caracteristica solida do substrato, foi utilizado um triturador, para reduzir
o tamanho das particulas, conforme mostra a Figura 6, para Batstone et al. (2000), o
tamanho da particula do substrato, assim como a concentracdo da biomassa e superficie
de contato, influenciam na taxa global de hidrdlise.

Figura 6 - Antes e depois da trituracao do bagaco

Fonte: Autora (2017)

Conforme foi indicado por Chairattanamanokorn (2011) em seu trabalho,
preparou-se uma solugdo de 70g/l do bagaco triturado com agua destilada aquecendo a

solucéo a 100°C por um tempo de 2h, o que chamamos de amostra bruta, conforme mostra
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a Figura 7, esta preparacéo foi realizada para facilitar as analises fisico-quimicas o qual é
necessario que a fase da amostra seja liquida e ndo solida. Apds a solucdo atingir

temperatura ambiente segue-se as anélises referente a sua caracterizacéo.

Figura 7 - Preparacéo do bagaco para sua caracterizacao

Fonte: Autora (2017)

Pré-tratamento (hidrolise) do bagaco de cana-de-agucar

Neste trabalho foi realizado um pré-tratamento alcalino para sacarificacdo da
biomassa lignocelulésica (bagaco). O bagaco in natura (sem o preparo) foi seco por 2h a
105°C em uma estufa, apds resfriar, misturado com hidréxido de sédio (NaOH) 0,5%,

sendo aquecido ou ndo, conforme o planejamento experimental.

4.1.2 Inbculo

Foi utilizado um indculo proveniente da atividade referente a Estacfes de
Tratamento de Efluentes, lodos de ETE anaerobio. Antes de sua utilizagdo foi realizado
sua caracterizagcdo e um pré-tratamento térmico para inibir a atuacdo das bactérias

metanogénicas.

Caracterizacao
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Antes do tratamento foram realizadas as seguintes analises para caracterizar o

indculo bruto utilizado:

Tabela 10- Caracterizagdo do inéculo

Analise Metodologia
pH

DQO

APHA: Standard Methods
Sélidos (solidos totais — ST, s6lidos ~ for Examination of Water and
suspensos Fixos — SSF, solidos Wastewater (1998).
suspensos volateis — SSV)

Carboidratos DUBOIS et al.(1956)
Fonte: Autora (2017)

Pré-tratamento

Com o objetivo de impedir a producdo de metano, foi realizado um pré-tratamento
térmico. O pré-tratamento térmico ocorreu de forma simples: colocou-se o indculo em
um aquecedor até que atingisse a temperatura de 100°C, quando a temperatura € atingida
mantém-se por 15 min, em seguida resfria-se o in6culo até que se obtenha a temperatura
de 25°C (CUI E SHEN, 2012).

4.1.3 Planejamento experimental

A Tabela 11 apresenta a matriz das variaveis de estudo utilizadas no planejamento
fatorial, e os niveis reais para cada variavel do sistema. Foi adotado um planejamento
experimental fatorial 2 com adicdo de 3 repeticbes no ponto central (PtCt). No
planejamento 2X, k representa o nimero de fatores e 2 representa o nimero de niveis.

Para o planejamento experimental da etapa 1 os fatores adotados foram: A —
Massa de substrato e B — percentual de in6culo. Como mostra a Tabela 11, para o fator
A, foram usados os niveis 0,5 e 1,5 g codificados para baixo (-) e alto (+),
respectivamente. Para o fator B, foram usados niveis 10 e 20, codificados nos niveis baixo

(-) e alto (+), respectivamente. O ponto central € a média aritmética dos niveis nos fatores.
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Portanto, para o fator A, o ponto central adotado foi 1 g. Para o fator B, o ponto central

usado foi 15, que sdo codificados como 0 (zero).

Tabela 11- Niveis reais e variaveis do planejamento fatorial 22

Variaveis Niveis
(-1)=05

Massa de substrato (g) 0=1
(+1)=15

(-1)=10

% de in6culo (0)=15
(+1)=20

Fonte: Autora (2017)

Apds encontramos as melhores condicdes para o planejamento da etapa 1, fixamos
essas condicdes Gtimas e variamos outros fatores. Para o planejamento experimental da
etapa 2 os fatores adotados foram: A — pH inicial e B — Tempo de aquecimento na pré-
hidrdlise (min). Como mostra a Tabela 12, para o fator A, foram usados os niveis 5 e 7
codificados para baixo (-) e alto (+), respectivamente. Para o fator B, foram usados niveis
0 e 60, codificados nos niveis baixo (-) e alto (+), respectivamente. O ponto central € a
média aritmética dos niveis nos fatores. Portanto, para o fator A, o ponto central adotado
foi 6. Para o fator B, o ponto central usado foi 30, que séo codificados como 0 (zero).

Tabela 12- Niveis reais e variaveis do planejamento fatorial 22
Variaveis Niveis
(-1)=5
pH inicial 0)=6
+1)=7
(-1)=0
Tempo de aguecimento na pré-hidrolise (min) (0)=30
(+1) =60

Fonte: Autora (2017)

O experimento teve como objetivo verificar se existem efeitos significativos entre
os fatores das duas etapas, alem das interacGes entre eles, através da andlise de variancia
— ANOVA.
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42  Fase?2
4.2.1 Procedimentos experimentais

Foram utilizados como reatores frascos de 100 mL sendo que o volume ocupado
pela mistura foi de 50% do volume total do recipiente (50mL). Foram escolhidos reatores
em batelada devido a maior facilidade de operacéo e controle (WANG e WAN, 2009).

A correcdo do pH inicial foram feitas com a adicdo de HCI, logo apds o pré-
tratamento do bagaco.

Os frascos foram hermeticamente fechados com rolha de borracha de butila e lacre
metalico, o que impossibilita 0 vazamento dos gases produzidos, como mostra a Figura
8. A anaerobiose foi estabelecida pela substituicdo de todo o ar atmosférico presente no

headspace dos frascos pelo nitrogénio, como mostra a Figura 9.

Figura 8 - Reatores sendo hermeticamente fechados
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Figura 9 - Substituicdo de todo o ar atmosférico presente no headspace dos frascos pelo
nitrogénio

Fonte: Autora (2018).

Foram avaliados os efeitos da massa do inéculo e do substrato na producéo
bioldgica de hidrogénio sob condi¢cdes mesofilicas (£35°C) e pH inicial de 7,0 (para a
Etapa 1 da Fase 2 do experimento) através da utilizagdo de uma encubadora shaker devido
ao efeito positivo dessa faixa de temperatura na producgdo de hidrogénio, além da rotacéo
utilizada de 120 rpm (CUI E SHEN, 2012).

4.2.2  Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas periodicamente no Laboratério de
Saneamento Ambiental (LSA) e no Laboratorio de Controle Ambiental (LCA) do Centro
de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), Campus A.C.
Simdes, localizado na cidade de Macei6 - AL.

A Tabela 13 apresenta as analises laboratoriais que foram realizadas no decorrer
do trabalho para o controle operacional dos reatores utilizados com as respectivas

metodologias que foram adotadas para execucgdo das mesmas.
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Tabela 13- Analises dos reatores

Analise Metodologia
pH
DQO APHA: Standard Methods

for Examination of Water and

Sélidos (solidos totais — ST, sélidos suspensos
Wastewater (1998).

totais — SST, solidos suspensos volateis — SSV)

Hidrogénio
Cromatografia gasosa:
MAINTINGUER et al (2008)

Acidos Organicos Volateis e Alcodis

Carboidratos DUBOIS et al.(1956)

Fonte: Andrade (2017)

Determinacéo da Producéo de Hidrogénio

As determinacdes da producdo de hidrogénio foram feitas por cromatografia
gasosa, de acordo com a metodologia aplicada por Maintinguer et al. (2008), utilizando-
se um cromatografo gasoso de alta resolucdo, da marca Shimadzu, modelo GC 2010,
conforme Figura 10, munido de detector de condutividade térmica (TCD), com as
seguintes configuracoes:

Figura 10— Cromatdg

\rafo gasoso de alta resolucdo, da marca Shimadzu, modelo GC 2010

—veam

Fonte: Autora (2018)
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. Coluna CarboxenTM 1010 PLOT com capilar de silica fundida (30m x
0,53mm);

" Temperaturas do injetor, detector e coluna = 30, 200 e 230 °C,
respectivamente;

. Fluxo do gas de arraste (argonio): 21,9 cm.s?;

. Tempo total de analise: 6,87 min.

Nestas condigdes, 0 H, foi detectado no tempo aproximado de 1,8 minutos,
respectivamente. Para as anélises, foram retiradas amostras de 0,25 mL da fase gasosa do
headspace do reator com o uso de seringa gastigh com trava da marca Hamilton,
conforme Figura 11, as quais eram injetadas no cromatdgrafo para a leitura da area dos
gases produzidos. Desta forma, a area de hidrogénio foi relacionada com a sua curva,

resultando na quantidade de mols produzida.

Figura 11- Retiradas amostras de 250uL da fase gasosa do headspace do reator com o uso
de seringa gastigh com trava da marca Hamilton

T

Fonte: Autora (2018)

Para isso, o volume acumulado de hidrogénio foi calculado pela Equacéo 2:

VH,i = VH,i— 1+ CH,i(VG,i—VG,i— 1)+ VH,0(CH,i— CH,i— 1) )
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Onde,

VH = volume de hidrogénio acumulado no tempo atual

VH.i.1= volume de hidrogénio acumulado no tempo anterior

CH i=volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo atual

CH,i.;=volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo
anterior

VG,i= volume total de biogés no tempo atual

VG,i.1= volume total de biogas no tempo anterior

VH p=volume de hidrogénio acumulado no tempo inicial.

J& a taxa maxima de producdo de H> (mmolH/dia) representa o volume méaximo
de Hz produzido em um reator em determinado intervalo de tempo, e, neste trabalho, sera
obtida através de um ajuste para funcGes de crescimento sigmoidais realizado com o
auxilio do software Origin 2018b.

Para que possam ser comparados os resultados obtidos das producbes de
hidrogénio dos reatores durante o experimento, foram calculadas as producées especificas
de hidrogénio de cada reator. Essa producdo é calculada utilizando-se a Equacéo 3 a
seguir, e tem o intuito de fornecer a capacidade que uma determinada comunidade

microbioldgica apresenta para converter o substrato em gas, nesse caso, o hidrogénio.

mmolH2
gSSVdia (3)

PEH =

Onde:
PEH= Producdo especifica (mmolH./gSSVdia);
mmolH2/dia = Taxa maxima de producéo de H> por dia;

gSSV = Quantidade inicial de in6culo presente nos reatores.

A partir desse dado, é possivel aperfeicoar condicdes operacionais como a
quantidade de inoculo necessaria em um reator anaerobio para consumir a matéria
organica presente no mesmo (AQUINO et al. 2007). Enquanto isso, 0s sélidos suspensos
volateis (SSV) fornecem uma ideia sobre o crescimento da comunidade microbioldgica
aderida a biomassa presente nos reatores, sendo obtidos com a realizacdo do ensaio de

solidos suspensos como ja foi mencionado anteriormente.
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4.2.3 Fungdes sigmoidais ndo-lineares

As regressoes lineares simples, maltiplas e polinomiais, sdo as mais comumente
utilizadas para ajustar dados experimentais. No entanto, a maioria dos fendmenos reais,
sejam eles fisicos, quimicos ou biol6gicos, como é o caso da produgdo de hidrogénio, €
melhor representada por outros tipos de fun¢es denominadas de fung¢des néo lineares, as
quais ndo sao linearizaveis por transformacao.

A curva representativa da producdo acumulada de hidrogénio tem o formato de
“S”, por isso, recebe o nome de fun¢do sigmoidal. Fungdes sigmoides sdo crescente em
todo intervalo de variacdo do tempo. E um tipo de funcdo no-linear que nio possui
pontos extremos (maximos e minimos), mas possui ponto de inflexdo, ponto no qual
ocorre a maxima taxa de variacdo da funcdo, caracteristica que mais interessa para a
realizacdo deste trabalho (FLORENTINO, BISCARO E PASSOS, 2010).

Até o ponto de inflexdo, o grafico representativo da funcdo sigmoidal apresenta
concavidade para cima (derivada segunda positiva), no ponto de inflexdo a funcéo
apresenta derivada segunda nula e dai em diante apresenta concavidade para baixo
(derivada segunda negativa). Ver Figura 12 que apresenta as caracteristicas principais das
funcBes sigmoidais citadas acima (FLORENTINO, BISCARO E PASSOS, 2010).

Figura 12- Representacéo grafica da funcéo sigmoide

f(t)ou df—(t) | sigmoide : _/'(l)
’ dt

ponto de inflexdo

M maxima
d

Fonte: Florentino, Biscaro e Passos (2010)

Para explicar a producdo de hidrogénio do presente trabalho foi utilizado modelo
de regressao ndo-linear para fazer o ajuste das curvas sigmdides obtidas apos a plotagem

do grafico com os valores da producéo de Hz (mol) versus o tempo (min). A regressao
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ndo linear tem como objetivo estudar a relacdo entre uma variavel dependente e uma ou
mais variaveis independentes de fungdes ndo linearizaveis por transformacéo (CALBO,
SILVA E TORRES, 1989).

Nesse trabalho foram utilizado os modelo de regressdo nao-linear de Gompertz
modificado, exatamente para estudar a rela¢do existente entre a variavel dependente “y”
que fornece a producédo de H> acumulada (mmol), e os demais parametros independentes
(A, xc, k, R?). A escolha do modelo utilizado levou em consideragdo a indicagdo de
Ahmad (2017) e Cui e Sheng (2012), onde os dados experimentais (valores médios de
reatores duplicados) obtidos foram ajustados usando a equagdo de Gompertz modificado
(Zwietering et al., 1990) com a versdo do pacote de software Origin através da equacao

4.

H=P -exp{—exp[% (A_t)+1]} 4

Onde:

P = Potencial de producdo (mmol);

Rm = Taxa de producdo (mmol/dia);

t = Tempo de incubacéo no reator (dia);
e = NUmero de Euler (2.71828);

A = Fase Lag (dia).

Apds o ajuste dos dados no Origin utilizando o0 modelo de Gompertz Modificado,
em seus resultados podemos obter o valor de R?, o qual representa o quanto os dados se
ajustaram ao modelo utilizado.

O coeficiente de correlagéo (R) foi calculado usando a equacéo 5:
R = VR? ()

Ela representa a correlagio entre as variaveis. E um nimero usado para classificar
a correlacdo da seguinte forma:

* R =1 a Perfeita

*R=0,75a Forte
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*R=0,5e<0,75 a Média
*R<0,5aFraca

* R =0 a Inexistente

4.2.4 Analises de acidos e alcoois pelo método do headspace

Nesta etapa foram identificados os subprodutos da digestdo anaerdbia
produzidos nos reatores, que sd@o conhecidos como metabdlitos solUveis e consistem de
acidos organicos volateis, acetona e alcoois. A determinacéo foi executada pelo método
de extracdo por headspace de acordo com metodologia adaptada de Adorno et al. (2014),
com o uso de um amostrador automatico HS-20 acoplado a um cromatégrafo gasoso GC
2010, ambos da marca Shimadzu (Software LabSolutions). O cromatografo gasoso foi
0 mesmo utilizado na anélise de composicdo do biogas, havendo apenas a troca da sua
coluna Carboxen™ 1010 PLOT por uma coluna SUPELCOWAX™ 10, também com
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25um), com hidrogénio como gas de
arraste e detector de ionizacao de chama (FID).

As amostras liquidas de efluente para determinacgdo de acetona, alcoois e acidos
foram preparadas pelo efeito salting-out, em tubos de 10 mL com tampa rosqueéavel e
septo de silicone branco e azul, com a adicdo de 1 g de NaCl, 2 mL de amostra, 70 puL
de solucdo de isobutanol a 1 g/L, 100 pL de acido croténico a 700 mg/L e 200 uL de
acido sulfarico 2 M, de acordo com Adorno et al. (2014). As mesmas foram
quantificadas usando-se as seguintes condicdes.

Para o cromatografo GC 2010 - Adaptado de Adorno et al. (2014):

= Rampa de temperatura: 35 °C (0’), 2 °C/min 38 °C (0°), 10 °C/min 75 °C (0’), 35
°C/min, 120 °C (1), 10 °C/min 170 °C 2 °C/min;

e Temperaturas do injetor, do detector (FID) e da coluna: 250, 280 e 35 °C,
respectivamente;

eRazdo de Split: 16,3;

e Fluxo do gas de arraste (Hz), do make-up ou gas auxiliar (N2) e do gas de chama
(ar sintético): 30, 30 e 300 mL/min, respectivamente;

e Velocidade linear constante: 41,8 cm/s;

eFluxo da coluna: 1,56 mL/min.dia;
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e Tempo total de analise: 14,49 min.
Para o amostrador automatico HS-20 —Baseado em Frink e Armstrong (2017):

e Pressdo do gas de pressurizacdo (Argonio): 100 kPa;

eNivel de agitacdo: 2;

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

e Tempos de equilibrio, de pressurizacéo e de equilibrio da pressdo: 5; 0,5 e 0,10
minutos, respectivamente;

e Tempos de carregamento, de equilibrio do carregamento e de injecédo: 0,5; 0,10
e 0,5 minutos, respectivamente;

e Tempo de ciclo do GC: 14,99 minutos.

A partir destas condic@es, foi possivel avaliar a producdo de acetona, metanol,
etanol, n-butanol e de seis acidos (acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico,
valérico e caproico).

Para identificar qual composto organico foi produzido, verifica-se o tempo de

retencdo de cada um deles conforme Tabela 14:

Tabela 14 - Tempo de detencéo fornecido pelo cromatograma para identificagédo e
guantificacdo dos compostos organicos

Substancia Tempo de retencdo (min)
Acetona 2,22
Metanol 2,81

Etanol 3,18

Isobutanol 5,27

n-Butanol 5,99

Acido acético 8,68
Acido propiénico 9,54
Acido isobutirico 9,83
Acido butirico 10,44
Acido isovalérico 10,89
11,62

Acido valérico
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Acido crotdnico 12,04

Acido caproico 12,76

Fonte: Adaptado de HIRASAWA; ADORNO; VARESCH, (2009)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do bagaco de cana-de acucar e lodo da ete
O bagaco de cana de agucar e o lodo de ETE, foram coletados em quantidade
suficiente para o funcionamento do reator durante toda a pesquisa, e devidamente

caracterizado. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15- Caracterizacdo do bagaco de cana-de agucar “in natura”

oH Solidos Suspensos  Sdlidos Suspensos  Sélidos Suspensos Carboidratos DQO
Totais (mg/L) Fixos (mg/L) Volateis (mg/L) (mg/L) (mg/L)
5,86 168000 3000 165000 3559,916 574287
Fonte: Autora, 2017
Tabela 16- Caracterizacédo do lodo da ETE
oH So6lidos Suspensos  Solidos Suspensos  Sélidos Suspensos Carboidratos DQO
Totais (mg/L) Fixos (mg/L) Volateis (mg/L) (mg/L) (mg/L)
6,92 161000 1285,7 159714,28 679,65 20896,04

Fonte: Autora, 2018

Esses parametros serviram para comparacdo e conclusdo de diversos fatores,
como € o caso dos carboidratos, que nos indica se o pré-tratamento basico desestruturou
a formagdo do bagaco aumentando a concentracdo de carboidratos para serem
consumidos pelos micro-organismos, e assim, produzir a maior concentracdo de
hidrogénio no reator.

O SSV, o qual depende do SST e SSF, nos forneceu, conforme a Equacgdo 3 uma
ideia sobre o crescimento da comunidade microbiol6gica aderida & biomassa presente nos
reatores (consumo de carboidratos), nos informando a quantidade de indculo necessario
em um reator anaerdbio para consumir a matéria organica presente no mesmo.

Quanto ao pH, em torno de 5,86 e 6,92, algumas pesquisas mostram que o pH
otimizado para producdo de hidrogénio esta na faixa de 5,0 € 6,5 (FANG; LIU E ZHANG,
2002; LIN E CHANG 2004; MIZUNO et al., 2002) sendo o pH em torno de 5,5
relacionado aos melhores rendimentos de producéo de H2
(CHAIRATTANAMANOKORN et al. 2011; LIU E FANG, 2002; MU et al., 2007; SHIN
2007). O pH dentro da faixa supracitada favorece a atividade das enzimas envolvidas no

processo de producdo do H», bem como permite a inibicdo dos micro-organismos
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consumidores de H presentes no meio fermentativo (LI E FANG, 2007; VALDEZ-
VAZQUEZ E POGGI-VARALDO, 2009).

5.2  Estudo dos dados cinéticos de Gompertz Modificado nos reatores —
Etapa 1

Na Etapa 1 do experimento, onde foram avaliados os fatores: massa de substrato
e % de inoculo, observamos que os reatores que apresentaram os melhores resultados na
producdo acumulada de H», conforme a Figura 15, foram para os reatores R1 (0,59 de
bagaco e 10% de lodo de ETE) com 0,59 mmol de H> acumulado, e o reator R4 (1,0g de
bagaco e 20% de lodo de ETE) com 0,55 mmol de Hz acumulado.

Ratti et al (2014) estudou proporc¢des de massa de substrato e indculo de 1:1 em
todos o0s 6 sistemas, comparando os resultados da Figura 13, observamos que a proporgao
influencia na producéo, onde para os trés maiores resultados (R1, R4 e R567) a proporcéo
também foi de 1:1, enquanto que para os reatores R2 e R3 a proporc¢éo foi de 3:1 e 1:3.

Figura 13 — Ajustes dos dados utilizando o0 modelo de Gompertz modificado

0,7 -
B H2 acumulado R1
0,6 ¢ H2 acumulado R2 .
4 H2 acumulado R3
—_ v H2 acumulado R4
2 051 H2 acumulado R567
é ®
o 0.4
O
(4]
=
£ 0,34
=3
o
(]
[ ]
T
1

Tempo (Dia)

Legenda: R1(m=0,5g de bagaco, indculo=5mL); R2(m=1,5g de bagaco, inéculo=5mL); R3(m=0,5g de
bagaco, indculo=15mL); R4(m=1,5g de bagaco, in6culo=15ml); R567(m=1,5g de bagago, in6culo=10ml).
Fonte: Autora (2018)
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Com os dados cinéticos encontrados pelo Origin 2018b utilizando o modelo de
Gompertz Modificado, como recomenda Ahmad (2017), tivemos as maiores taxas de
producdo de H» para os reatores R567 (2,5 mmol/dia) e R1 (2,0 mmol/dia), conforme nos
mostra a Tabela 21.

A fase Lag, representada por Xc, conforme Tabela 21, é a fase de adaptacdo ao
novo meio, onde 0s microrganismos consomem carboidratos para seu crescimento. As
menores fase Lag, ocorreram para os reatores R2 e R3 com 1,12 e 0,83 h respectivamente.
Para o reator R1 o qual apresentou a melhor producédo de H, acumulada, sua fase lag foi
de 2,07 h. Vale ressaltar que para os reatores que apresentaram a menor fase lag (R2 e
R3), ndo foram suficientes para serem os melhores reatores em producédo de hidrogénio,
como j& explicado no item anterior, isso deve-se ao fato de que o reator tinha muito
microrganismo para pouca fonte de carboidrato no meio, 0,5g e 1,5 de substrato e 10 e
30% de lodo, onde a maior parte de carboidrato foi direcionado apenas para o crescimento
do microrganismo, ficando a producéo de hidrogénio desfavorecida para estes reatores, 0
que confirma a baixa producdo acumulada na Figura 13.

Para todos os reatores, com o ajuste do modelo, obtivemos um coeficiente de
correlacdo (R) entre as variaveis perfeita, conforme Tabela 17, 0 que nos mostra que as
variaveis estudadas interferem juntas perfeitamente na producéo de hidrogénio.

Avaliando a producdo especifica dos reatores dessa etapa, confirmamos de acordo
0 apontado na producao acumulada e taxa de producado, que a maior producéo especifica,
conforme Figura 15, foram para os reatores R1 e R567, com 2,51 e 1,58
mmolH2/gSSVdia, respectivamente. 1sso nos mostra, que quanto maior a fase lag, maior
sera a taxa de producdo de hidrogénio por dia e maior sera a producgdo especifica de
hidrogénio, ou seja, a producdo especifica de hidrogénio depende do crescimento
microbiano no meio, onde representa a capacidade que uma determinada comunidade
microbioldgica em converter o substrato em gas, para comparacao de sistemas, no nosso

caso, os melhores sistemas foram os reatores R1 e R567.
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Tabela 17 - Dados cinéticos do modelo de Gompertz Modificado nos reatores — Etapa 1

Constantes R1 R2 R3 R4 R567
Xc (hora) 216 12 0,72 192 144
K (mmol/dia) 201 097 169 080 253
R? 099 099 100 099 1,00

R 099 099 100 099 1,00

PeH2 (mmolH2/gSSvdia) 251 121 0,7 033 1,58
Fonte: Autora (2018)

5.2.1 Planejamento fatorial

A Tabela 18 apresenta a saida do Statistic 7 para a ANOVA, referente a producéo
de hidrogénio utilizando bagaco de cana-deacUcar, usada para determinar ao nivel de 5%

de significancia se as médias foram ou ndo significativamente diferentes entre si.

Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA)

iac3 Soma Quadrética uadrado Médio Ajustado
Fontes de Variagéo G.L ((gSQ) Q (QM) J p- valor
A - Massa de ! 0,003025 0,003025 0,569
substrato (g)
B - 9% de inéculo 1 0,009025 0,009025 0,364
AB - Interagao 0,050625 0,050625 0,109
Massa x pH
Falta de ajuste 1 0,000430 0,000430 0,823
Puro Erro 2 0,013267 0,006633
Total 6 0,076371
R? =82,07

LEGENDA: G.L: Graus de liberdade.
Fonte: Statistic 7

A ANOVA apresentou para os fatores, massa de substrato e % de indculo (fatores
A, B e AxB) o valor de p igual a 0,569, 0,364 e 0,109 que é maior que 0,05. Pode-se
afirmar, entdo, com 95 % de confianca, que as médias sdo iguais entre si. Portanto, ndo
influenciaram na variédvel resposta (Producgdo de H>). Isso significa que, para o intervalo
estudado nos fatores ndo ha qualquer influéncia na variavel resposta. Como ndo obteve
curvatura, 0 modelo a ser adotado néo deve ser o quadratico e sim o linear, conforme a

Equacdo 6.
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A Figura 14 apresenta o grafico de pareto que mostra a significancia dos fatores
em relacdo a probabilidade normal dos efeitos, em que todos os fatores e a interagdo foram
ndo significativos, confirmando a Tabela 18.

Figura 14 Gréfico de Pareto

1by2

(2)% de inéculo / -1,16643
(1)massa de substrato (g) / 6753

p=,05

Fonte: Statistic 7

A partir da ANOVA e do gréafico de probabilidade pode-se obter o0 modelo que

estd expresso na Equacdo 6:

Y (H2)= 0,4643 + 0,0275*Massa - 0,0475*% de indculo + 0,1125*Massa*% de indculo
(6)

Segundo a Tabela 18, o valor do coeficiente de determinacio (R?) foi igual a
82,07%, dessa forma 82,07% dos dados sdo explicados pelo modelo.

Substituindo os niveis das massas e das % de inoculos de cada ensaio (-1 e -1; +1
e-1; -1 e +1; +1 e +1) no modelo encontrado representado pela Equacédo 6, as melhores
condicdes previstas pelo modelo foi para o ensaio 1, onde Y1 = 60%, o que significa que
as melhores condigOes para producdo de H: foi para o reator R1 massa de substrato de

0,59 e % de indculo de 10%, confirmando o melhor resultado exposto no item anterior.
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5.3  Estudo dos dados cinéticos de Gompertz Modificado nos reatores -

Etapa 2

Para esta Etapa 2, foi fixado os fatores: massa de bagaco e porcentagem de
indculo, confirmados como melhores resultados de acordo com a etapa anterior, o qual
para esta etapa fixaremos para todos os reatores: m=0,5g de bagaco e 10% (5mL) de lodo
de ETE, os fatores que foram avaliados: tempo de aquecimento da pré-hidrélise (0, 30 e
60 min) e pH inicial (5,6 e 7).

Conforme a Figuras 14, observamos que os reatores que apresentaram os melhores
resultados na producdo acumulada de Ho, foram para os reatores R4 com 0,85 mmol de
H2 acumulado, e o reator R567 com 0,83 mmol de Hz> acumulado, para o R1, que obteve
a 3 maior producéo, alcancando0,57 mmol de H, acumulado.

Os reatores R2 e R3 tiveram a menor producéo de acumulado, 0,36 e 0,39 mmol.
De acordo com Schuchardt et al., (2001), durante a quebra da lignina alguns compostos
podem ser formados: Compostos aromaticos, benzeno, fenol, &cido acético e vanilina,
obtencdo de 6leos com caracteristicas semelhantes ao petroleo, producéo de resinas fenol-
formaldeido, dispersantes, emulsificantes, sequestrantes de metais, adesivos,
aglomerantes, obtencdo de gas de sintese utilizado na producao de metanol, dependendo
do método de extracdo, com isso, a producdo de hidrogénio fica desfavorecida.

Braga et al. (2014), Ratti et al. (2014) e Soares et al. (2014) alcancaram produ¢oes
de Hz de 0,23, 7,7 e 0,09 mmol respectivamente, comparando com 0s nossos resultados
podemos observar que a maior producédo alcangada (0,85 mmol) se mostrou dentro do

esperado considerando que o substrato € 0 mesmo.
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Figura 15 — Ajustes dos dados utilizando o0 modelo de Gompertz modificado

1.0 -
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= 4 H3 acumulado R3 ¥
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Legenda: R1(Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=0 min, pH inicial=5); R2(Tempo de aquecimento da
pré-hidr6lise=60 min, pH inicial=5); R3(Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=0 min, pH inicial=7);
R4(Tempo de aquecimento da pré-hidrdlise=60 min, pH inicial=7); R567(Tempo de aquecimento da pré-
hidré6lise=30 min, pH inicial=6).

Fonte: Autora (2018)

Observando a influéncia dos fatores para os reatores que mais produziram
hidrogénio acumulado, para os reatores R4, R567 e R1, os tempos de aquecimento na pré-
hidrolise foram de 60, 30 e 0 min respectivamente, 0 que comprova que para este fator
estudado, quanto maior o tempo de aguecimento maior sera a producédo de Hy, outro fator
estudado como influenciador na producéo de H> foram os pHs iniciais, é possivel perceber
apos a realizacdo do experimento, que a producao de H: esta bastante relacionada com os
valores de pH dos reatores, que ficaram entre 5,0 e 7,0 (valores médios de pH),
demonstrando ser a faixa ideal para promover o consumo do substrato devido ao aumento
da taxa de fermentacéo anaerdbia provocado por esses valores de pHs, valores estes que
estdo de acordo com Infantes et al. (2011), pois as bactérias que realizam as quatro fases
da digestdo, possuem exigéncias individuais quanto ao pH. Para os reatores que melhor

apresentaram producéo, o pH inicial e final foram: 7/6,3, 6/6 e 5/5,2 respectivamente,
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confirmando assim, que o parametro pH também é um dos principais interferentes na
producdo de hidrogénio a partir da digestdo anaerdbia, uma vez que valores abaixo de 4,0
inibem a atividade da hidrogenase, e consequentemente a producdo de H; e valores altos
como 9,0 também causam queda na producao especifica do H> (ZHANG et al., 2008).

O pH ideal para as hidrdliticas e fermentativas varia de 4,5 — 6,3 (BACKES,
2011). No entanto o pH pode sofrer alteragdes durante o processo de digestéo, devido aos
metabolitos que se acumulam no sistema fazendo com que o meio fique mais acido ou
alcalino (CAMPOS et al., 2006), conforme podemos observar a mudanca dos pHs iniciais

e finais na Figura 15.

Figura 16 - pH inicial e final de cada reator

RS67 _
R4 #

R

pH final ®pH inicial

Fonte: Autora (2018)

Na Etapa 2 do experimento, avaliamos os fatores: tempo de aquecimento (min) no
pré-tratamento e pH inicial, e plotamos o grafico no Origin 2018b utilizando 0 modelo de
Gompertz Modificado para ajustar nossos dados experimentais, obtivemos as maiores
taxas de producéo de H» para os reatores R567 (2,07 mmol/dia), R3 (2,04 mmol/dia) e
R4 (1,97 mmol/dia), conforme nos mostra a Tabela 22.

Para todos os reatores, com o ajuste do modelo, obtivemos um coeficiente de
correlagdo (R) entre as varidveis forte a perfeita, conforme Tabela 18, o que nos mostra

que as variaveis estudadas interferem juntas perfeitamente na producdo de hidrogénio.
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Avaliando a producéo especifica dos reatores dessa etapa, as maiores producdes
especificas, conforme Figura 16, foram para os reatores R567, R3 e R4 e, com 2,59, 2,55
e 2,46 mmolH2/gSSVdia, respectivamente. Observando a fase lag desses reatores, nos
mostra, que quanto maior a fase lag (7,92, 3,36 e 7,68 h), maior sera a taxa de producao
de hidrogénio por dia e maior sera a producdo especifica de hidrogénio, ou seja, a
producdo especifica de hidrogénio depende do crescimento microbiano no meio, onde
representa a capacidade que uma determinada comunidade microbiol6gica em converter
0 substrato em gas.

Utilizando a producdo especifica para comparacdo de sistemas, o reator que
apresentou o melhor desempenho considerando a simultaneidade das variaveis para
producdo de hidrogénio, foi o reator R567, com tempo de aquecimento da pré-

hidrolise=30 min e pH inicial=6.

Tabela 19 - Dados cinéticos do modelo de Gompertz Modificado nos reatores — Etapa 2

Constantes R1 R2 R3 R4 R567
Xc (hora) 312 2,16 336 768 7,92
K (mmol/dia) 033 034 204 197 207
R? 097 099 098 0,96 0,96

R 098 099 099 098 098

PeH2 (mmolH2/gSSVvdia) 041 043 255 246 259
Fonte: Autora (2018)

5.3.1 Planejamento fatorial

A Tabela 20 apresenta a saida do Statistic 7 paraa ANOVA, referente a produgédo
de hidrogénio utilizando bagaco de cana-de-acucar, usada para determinar ao nivel de 5%

de significancia se as médias foram ou ndo significativamente diferentes entre si.
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Tabela 20 - Anélise de variancia (ANOVA)

Fontes de Variagio GL Soma Quadratica ~ Quadrado Médio Ajustado _valor
(SQ) (QMa) P
A - Tempo de 1
aguecimento na pré- 0,0169 0,0169 0,733
hidrélise (min)
B — pH inicial 1 0,0256 0,0256 0,677
AB - Interacdo 0,1089 0,1089 0,424
Tempo x pH
Falta de ajuste 1 0,0289 0,0289 0,659
Puro Erro 2 0,2198 0,1099
Total 6 0,4002
R?=37,83

LEGENDA: G.L: Graus de liberdade.
Fonte: Statistic 7

A ANOVA apresentou para os fatores, tempo de aquecimento na pré-hidrolise e
pH inicial (fatores A, B e AxB) o valor de p igual a 0,733, 0,677 e 0,424 gue é maior que
0,05. Pode-se afirmar, entdo, com 95 % de confianca, que as médias sdo iguais entre si.
Portanto, ndo influenciaram na variavel resposta (Producdo de H>). Isso significa que,
para o intervalo estudado nos fatores ndo ha qualquer influéncia na variavel resposta.
Como néo obteve curvatura, 0 modelo a ser adotado ndo deve ser o quadratico e sim o
linear, conforme a Equacdo 7.

A Figura 17 apresenta o grafico de pareto que mostra a significancia dos fatores
em relacdo a probabilidade normal dos efeitos, em que todos os fatores e a interagdo foram

ndo significativos, confirmando a Tabela 20.
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Figura 17 Grafico de Pareto

(2)pH inicial F

(1)Tempo de aquecimento (min) % 392143

Fonte: Statistic 7

A partir da ANOVA e do grafico de probabilidade pode-se obter o modelo que

estd expresso na Equacdo 7:

Y (H2) = 0,484286 + 0,065*Tempo + 0,08*pH+ 0,165* Tempo*pH (7)

Segundo a Tabela 20, o valor do coeficiente de determinacio (R?) foi igual a
37,83%, dessa forma 37,83% dos dados sdo explicados pelo modelo.

Substituindo os niveis dos tempos de aquecimentos e do pH inicial de cada ensaio
(-le-1;+1e-1;-1e +1; +1 e +1) no modelo encontrado representado pela Equacéo 7,
as melhores condicBes previstas pelo modelo foi para o ensaio 4, onde Y4 = 80%, o que
significa que as melhores condicgdes para producdo de H. foi para o reator R4 tempo de
aquecimento de 60min e pH inicial 7, o que n&o confirma o melhor resultado exposto no
item anterior que seria o reator R567, isso explica-se pelo fato de o modelo para esta parte
2 ndo ser tdo confiavel, visto que o modelo explica apenas 37,83% dos dados, 0 que nédo

podemos considerar um modelo representativo.
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5.4 Metabdlitos solaveis produzidos

Durante a acidogénese dos acucares, varios metabolitos foram produzidos junto
com o hidrogénio, em diferentes concentracdes. Apos a realizacdo da etapa da
cromatografia para analisar e quantificar a presenca de acidos e alcoois via headspace, foi
possivel chegar a algumas conclusfes a partir dos resultados mostrados na Tabela 19,
onde sdo expostas as concentragbes médias em mg.L? dos metabolitos sollveis
produzidos nos reatores.

Os principais subprodutos gerados nesse trabalho foram: &cido acético, acido
propiodnico, etanol e metanol. A presenca do acido propiénico como o segundo metabolito
em maior quantidade nas amostras verificadas (R2 e R567), indica que o pré-tratamento
basico pode ter relacdo com a formacéo deste, e que o aprimoramento de técnicas para
controlar esses inibidores é necessario, confirmando estudos realizados por Siqueira e
Reginatto (2015).

Em todos os reatores o metabdlito produzido em maior quantidade foi o &cido
acetico, reator R567 com 1374,20 mg/L, em seguida 0 R2 1162,10 mg/L, e em terceiro o
R4 com 1083,91 mg/L. O que é um fator importante por indicar que a rota fermentativa
utilizada pelos microrganismos para a producdo de hidrogénio foi a do 4cido acético,
proporcionando o maior rendimento possivel de Hz por mol de glicose, quando
comparada as rotas do etanol, acido butirico e acido propiénico (ANTONOPOULOU et
al. 2008).

Andrade (2017), Tavares (2016) e Chaves (2018), também concluiram que em
seus metabolitos, a maior producdo também foi para o acido acético chegando a alcancar
concentracdes de 445 a 2329 mg/L.

Segundo Reis (2010) quanto maior a formacdo de acido acético maior sera a
quantidade de hidrogénio obtido, pois ele é um indicador, ja que a producdo desse &cido
leva a formacao de 4 mol de hidrogénio por mole de glicose conforme a Equacéo 6.

Producdo do acido acético:

Ce H1206 + 2H20 2CH3COOH +2CO0O» + 4H> (6)
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Tabela 21 - Concentracdes médias, em mg/L, dos metabolitos sollveis produzidos nos

reatores.
R1 R2 R3 R4 R567
Metabdlitos
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Acetona 21,53 0,00 0,00 0,00 0,00
Metanol 79,88 33,71 34,49 33,73 34,63
Etanol 79,13 26,46 83,29 39,51 36,46
n-Butanol 24,49 13,12 13,21 13,04 13,23
Acido acético 478,41 1162,10 660,42 108391 1374,20
Acido
o 0,00 56,92 0,00 0,00 59,45
propibnico
Acido
] . 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
isobutirico
Acido butirico 0,00 0,00 76,09 0,00 0,00
Acido
) ] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
isovalérico
Acido valérico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido caproico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

@LD; — Limite de detecgdo da acetona = 14,9 mg/L; ®LD; — Limite de deteccdo do metanol = 19,3 mg/L; ©LDs—
Limite de deteccdo do etanol = 15,6 mg/L; @LD4— Limite de deteccdo do n-butanol = 12,0 mg/L; ®LDs— Limite de
deteccdo do Acido acético = 63,8 mg/L; ("LDes— Limite de deteccdo do acido propidnico = 49,3 mg/L; @LD7— Limite
de detecgfo do acido isobutirico = 54,6 mg/L; MLDg — Limite de detecgdo do 4cido butirico = 51,9 mg/L; ®LDo —
Limite de deteccdo do acido isovalérico = 54,9 mg/L; @LD1o — Limite de detecgdo do é&cido valérico = 62,4 mg/L;

(ILDy1 - Limite de detecgdo do 4cido caproico = 11,1 mg/L.

Fonte: Autora (2018)

Observando a Tabela 20 e a Figura 16, verificamos que para 0 R4 apresentou a
maior porcentagem em moles (89,64%) de acido acético, juntamente com R567(88,91%).
O R2 que obteve 88,27% de acido acético, a terceira maior porcentagem, deve-se ao fato
de que, apesar da rota do acido acético ser a mais favoravel quando se tem como objetivo
produzir o hidrogénio, precisamos ter cuidado com a homoacetogénese, onde 0s
microrganismos homoacetogénicos, que resistiram ao tratamento térmico do in6culo
consomem o hidrogénio e o gas carbdnico para produzir o acido acético, e devido as suas
altas concentragdes, se torna um inibidor da fermentacéo, desfavorecendo o objetivo do
trabalho, conforme equagdes 8 e 9 (ARGUN et al. 2008).

CeH1206 + 2H20 — 2CH3COOH (acetato) + 2CO> + 4H> (8)
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4H; + 2CO2 — CH3COOH (acetato) + 2H>0O 9)

Como também pode ser justificada pela presenga da concentracdo do acido
propiénico, que atingiu seu apice (3,5 %) no R2, também pode ter contribuido para a
diminuicdo da sua eficiéncia em relacdo aos outros reatores, pois na rota fermentativa
deste metabdlito sdo consumidos 2 mols de H. para produzir 2 mols do mesmo como nos
mostra a equacgdo 10 (LEVIN et al. 2004; VARDAR et al. 2007).

CeH1206 + 2H2 — 2CH3CH2COOH (propianato) + 2H,0 (10)

J& para 0 R1, apresentou a menor producdo de &cido acético (61,86%), além de
observar que houve uma grande producdo de metanol (19,36%) e etanol (13,34%) para
este reator em relacdo aos outros reatores, o que nos leva a entender que também foi
utilizada a rota do etanol, 0 mesmo comportamento podemos observar para 0 R3 com
73,69% de &cido acético, e producdo de metanol (7,21%) e etanol (12,11%).

Como cada componente tem uma massa molecular diferente, para ver a
predominancia de cada um em relacéo ao total de produtos liquidos, sdo apresentadas na
Tabela 23 e na Figura 16 as concentracdes molares médias produzidosnos reatores e a
porcentagem molar de cada um em relagdo aos metabolitos totais produzidos (SMPs).



Tabela 22 - Concentracdo molar, em mmol/L, e porcentagem dos metabdlitos produzidos nos reatores
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Metabslitos R1 R2 R3 R4 R567
C(mmol/L) % C(mmol/L) % C(mmol/L) % C(mmol/L) % C(mmol/L) %
Acetona 0,37 2,88 - mem mem
Metanol 2,49 19,36 1,05 4,80 1,08 7,21 1,05 5,23 1,08 4,20
Etanol 1,72 13,34 0,57 2,62 1,81 12,11 0,86 4,26 0,79 3,08
n-Butanol 0,33 2,57 0,18 0,81 0,18 1,19 0,18 0,87 0,18 0,69
Acido acético 7,97 61,86 19,35 88,27 11,00 73,69 18,05 89,64 22,88 88,91
Acido propionico 0,77 3,50 0,80 3,05
Acido butirico 0,86 5,79
SMP 12,88 100,00 21,92 100,00 14,92 100,00 20,14 100,00 25,74 100,00

SMP = metabdlitos solUveis totais produzidos.

Fonte: Autora (2018)
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6 CONCLUSOES

H& uma grande influéncia na propor¢do de massa de substrato e % de indculo para
a producao de hidrogénio, onde a melhor proporcédo € 1:1.

A producéo especifica dos reatores da etapa 1, confirmou que o reator R1 (0,59
de bagaco e 10% de lodo de ETE), com 2,51 mmolH>/gSSVdia, apresentou a melhor
capacidade microbiol6gica para converter o substrato em Ha, sendo considerado o melhor
resultado nesta etapa.

Na etapa 2, os reatores que apresentaram os melhores resultados na producéo
acumulada de Hz, foram para os reatores R4 com 0,85 mmol de H2 acumulado, e o reator
R567 com 0,83 mmol de H> acumulado

Utilizando a producdo especifica para comparacdo de sistemas, o reator que
apresentou o melhor desempenho considerando a simultaneidade das varidveis para
producdo de hidrogénio, foi o reator R567, com tempo de aquecimento da pré-
hidrélise=30 min e pH inicial=6.

De acordo com o coeficiente de correlacdo entre as variaveis, para todos 0s
reatores a interferéncia dos fatores € de forte a perfeita.

Conforme a ANOVA realizada, para as duas etapas, as méedias dos fatores foram
ndo significativa, isso significa que o intervalo dos fatores estudados nédo interfere na
variavel resposta, para isso, o intervalo deve ser ampliado para que as médias sejam
diferentes.

Os principais subprodutos gerados nesse trabalho foram: &cido acético, etanol e
metanol. Em todos os reatores o metabdlito produzido em maior quantidade foi o acido
acetico. O que indica que a rota fermentativa utilizada pelos microrganismos para a
producdo de hidrogénio foi a do acido acético, proporcionando o maior rendimento
possivel de Hz por mol de aglcar, quando comparada as outras rotas.

O R4 obteve a maior porcentagem em moles (89,64%) de é&cido acético,
juntamente com R567 (88,91%).

O R2 que obteve 88,27% de &cido acético, a terceira maior porcentagem,
apresentou uma das menores producgdes especificas de hidrogénio, isso deve-se ao fato de
que, apesar da rota do &cido acético ser a mais favoravel quando se tem como objetivo
produzir o hidrogénio, precisamos ter cuidado com a homoacetogénese. A presenca da

concentragdo do &cido propidnico neste reator, que atingiu seu apice (3,5%), também pode
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ter contribuido para a diminuicdo da sua eficiéncia em relacdo aos outros reatores, pois
na rota fermentativa deste metabdlito sdo consumidos 2 mols de H> para produzir 2 mols
do mesmo.

Os reatores R1 e R3, por apresentarem uma grande presenca de etanol
(13,34%/12,11%) e metanol (19,36%/7,21%) além do &cido acético (61,86%/73,69) nos
leva a entender que a rota do etanol também foi utilizada.

O pH foi também um influenciador nos metabdlitos, visto que o nosso melhor
resultado, foi para o reator R567 com pH inicial/final de 6/6 respectivamente, pois pH
abaixo de 6 favorece a formacéo de acido acético e consequentemente a producdo de Hy;

Como as melhores condicGes avaliadas para este projeto, os melhores fatores
foram: massa de substrato de 0,59, 10% de indculo, pH inicial de 6 e tempo de

aquecimento na pré-hidrélise de 30 min.



87

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTURQOS

v" Ampliar o intervalo dos fatores estudados;

v" Estudar a producdo de hidrogénio em reator batelada a partir do pré-tratamento
acido;

v' Estudar a producdo de hidrogénio em reator batelada a partir do bagaco da cana
de acucar com a utilizacdo de diferentes fontes de indculo;

v" Analisar apés o pré-tratamento basico e &cido e operacdo do reator, a
porcentagem de lignina, hemicelulose e celulose no material lignoceluldsico;

v" Estudar com as condic¢des 6timas encontradas (massa de substrato, % de in6culo,
pH inicial e tempo de aquecimento na pré-hidrdlise) para outros tipos de

biomassa lignoceculosica.
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