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RESUMO

LIMA, G. P. Producio de bio-hidrogénio a partir de frutas e vegetais residuais em reatores
anaerdbios em batelada. 2020. 74 f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Universidade Federal de Alagoas, Maceio, AL, 2020.

A quantidade de alimento desperdicada tem se tornado um problema ambiental, econdmico e
social. O consumo sustentavel e o reaproveitamento podem ser alternativas para solucionar
estes problemas. A fermentagdo anaerdbia surge como uma alternativa de baixo custo para
reaproveitar o residuo, obtendo produtos de valor agregado. Este estudo investigou o efeito do
pré-tratamento 4cido (1,6-6,4 % v/v), pH inicial (4,00-7,00) e volume de indculo (25-75% v/v)
na produ¢@o anaerobia de bio-hidrogénio por culturas mistas aclimatada (50% v/v de substrato
e 50% v/v de lodo tratado termicamente) em reatores em batelada, utilizando um planejamento
fatorial completo. A fermentagao foi realizada em reatores com 42 mL de volume ttil, mantidos
sob uma temperatura de 35+1°C e rotagao de 120 rpm. O modelo de Gompertz modificado pode
descrever o progresso da producdo acumulada de hidrogénio nos ensaios em batelada deste
estudo com sucesso. O experimento mostrou que o pH inicial ¢ o volume de indculo
influenciaram significativamente na produgdo de bio-hidrogénio individual e interativamente.
O rendimento maximo de hidrogénio de 646,7 mL/g carboidrato consumido durante a
fermentacdo foi obtido com o pré-tratamento acido de 6,4% v/v. Enquanto a taxa maxima de
produgdo de hidrogénio de 2,3 mL/h foi obtida com o pré-tratamento 4cido de 1,6% v/v. Em
ambos os casos, o pH inicial foi 4,00 e o volume de in6culo foi igual a 75% v/v. De um modo
geral, os resultados mostraram o potencial de produ¢ao de hidrogénio com as condi¢des
aplicadas.

Palavras-chave: pH inicial, pré-tratamento acido, rendimento de hidrogénio, superficie de
resposta, volume de inoculo.



ABSTRACT

LIMA, G. P. Biohydrogen production from residual fruits and vegetables in anaerobic
batch reactors. 2020. 74 p. Dissertation (Master’s in Chemical Engineering) — Federal
University of Alagoas, Maceid, AL, 2020.

The amount of food losses has become an environmental, economic and social problem.
Sustainable consumption and reuse can be alternatives to solve these problems. Anaerobic
fermentation emerges as a low-cost alternative to reuse the residue, obtaining value-added
products. This study investigated the effect of acid pretreatment (1,6-6,4% v/v), initial pH (4,00-
7,00) and inoculum size (25-75% v/v) on fermentative biohydrogen production by acclimatized
mixed cultures (50% v/v of substrate in 50% v/v heat-treated anaerobic sludge) was investigated
in batch tests, using a full factorial design. An anaerobic fermentation was conducted in serum
bottle with 42 mL working volume incubated at 35+1°C and 120 rpm. Modified Gompertz
model could describe the progress of cumulative hydrogen production in the batch tests of this
study successfully. The experiment showed that initial pH and inoculum size significantly
influenced biohydrogen production individually and interactively. The maximum hydrogen
yield of 646.7 mL/g of carbohydrate consumed during the fermentation was estimated at the
acid pretreatment of 6.4% v/v. While the maximum hydrogen production rate of 2.3 mL/h was
estimated at the acid pretreatment of 1.6% v/v. In both cases, the initial pH was 4.00 and the
inoculum size was 75% v/v. In general, the results showed the potential for hydrogen production
under the applied conditions.

Keywords: Initial pH, acid pretreatment, hydrogen yield, response surface, inoculum size.
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1 INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos tem se tornado uma ameagca a sustentabilidade global. Cerca
de um terco do alimento mundial adequado ao consumo humano, aproximadamente 1,3 bilhao
de toneladas, ¢ perdido ou ndo ¢ consumido. Frutas e vegetais apresentam as maiores taxas de
desperdicio apds o processo de producao, cerca de 45%, entre diferentes categorias de alimentos
(FAO, 2012).

O aproveitamento de alimentos desperdigados em processos que viabilizem a obtencao
de fontes limpas e renovaveis de energia acarretaria em redugdes: de dinheiro e recursos
perdidos, contaminac¢do de dguas subterraneas e solo, bem como no consumo de combustiveis
fosseis que contribuem com a emissdes de gases do efeito estufa (NI et al., 2006; GUO et al.,
2010; RAVANDI e JOVANOVIC, 2019).

Com relacdo aos residuos alimentares, estes apresentam uma natureza heterogénea,
possuindo composi¢ao variavel dependendo da sua fonte, alto teor de umidade e baixo poder
calorifico. Apesar destes fatores, processos de cunho quimico, enzimatico e biotecnologico sao
aplicados, de maneira ecologica e econdmica, para obtencdo de produtos de valor agregado
utilizando este tipo de residuo. Dentre estes produtos podemos citar: acidos organicos,
antioxidantes, bioativos, bioetanol, biobutanol, biodiesel, biogas, bioeletricidade, biopolimero,
carvao ativado, enzimas industriais, inibidores de corrosdo, pigmentos etc. (SINDHU et al.,
2019).

O hidrogénio gasoso, como produto de valor agregado na geracao de bioenergia, ¢
caracterizado como uma fonte limpa, contendo uma capacidade energética superior ao dos
combustiveis fosseis. Entretanto, sua aplicacdo ainda apresenta entraves, tais como as
dificuldades de armazenagem. Este combustivel pode ser obtido através de processos
biologicos, fisicos ou quimicos.

Os processos de obtengdao de hidrogénio a partir de combustiveis fosseis sao
considerados caros, demandam grande gasto energético € na maioria das vezes ndo sao
amigaveis do ponto de vista ambiental. Com o propoésito de mitigar estes impactos, 0s processos
biologicos ganham destaque por promoverem um método alternativo para producao de
hidrogénio, realizado em condigdes brandas, apresentando baixo consumo energético e custo
de processo, aliado a exploragdo ilimitada de recursos energéticos renovaveis (WANG e WAN,

2009).
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A fermentacdo anaerobia, ou digestdo anaerobia, € um processo bioldgico que consiste
na transformacao de compostos organicos complexos em produtos mais simples através de um
consorcio de microrganismos. A ampla variedade de fontes de carboidratos utilizada como
substrato, bem como a forma¢ao de metabolitos intermedidrios de valor agregado, sdo alguns
dos fatores positivos do processo. Teoricamente, 4 mols de H s@o obtidos a partir de 1 mol de
glicose quando o acido acético ¢ produto no efluente. Entretanto, rendimentos mais baixos sao
relatados devido a limitagdes microbianas.

A producao de bio-hidrogénio, via fermentacao anaerobia a partir de diversos residuos
alimentares em reatores em batelada, vem sendo amplamente estudada. Ismael et al. (2009)
avaliou o efeito de quatro parametros, aplicando a metodologia de superficie de resposta, no
residuo oriundo de refeitorio universitario. Kim, Kim e Shin (2009) e Elbeshbishy et al. (2011)
investigaram o efeito de diferentes pré-tratamentos no residuo coletado de um restaurante e uma
planta de processamento orgéanico, respectivamente. Basak et al. (2019) investigaram o efeito
de diferentes pré-tratamentos aplicados no inéculo. Turhal, Turanbaev e Argun (2019)
estudaram adi¢ao de in6culo na mistura de melancia e melao obtidos de um mercado local.

O presente estudo propde a avaliagao da producao de bio-hidrogénio, via fermentacao
anaerobia, a partir de frutas e vegetais residuais oriundos de um centro de abastecimento através
da investigacdo do efeito das varidveis pré-tratamento acido (1,6-6,4% v/v), pH inicial (4,0-7,0)

e volume de indculo (25-75% v/v), aplicando o planejamento fatorial 2°.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo principal deste estudo foi avaliar as variaveis de processo envolvidas na
producdo de bio-hidrogénio em reatores anaerdébios em batelada a partir de frutas e vegetais

residuais oriundos de um centro de abastecimento.
2.2 Especificos

e Aplicar a técnica de planejamento fatorial completo na andlise do efeito das variaveis
pré-tratamento acido (1,6-6,4% v/v), pH inicial (4,0-7,0) e volume de inéculo (25-75%
v/v) no processo de producao anaerdbia de bio-hidrogénio.

e Aplicar o modelo de Gompertz modificado para descrever a producao de hidrogénio e
obter os parametros cinéticos: potencial de producdo de hidrogénio (P), taxa de

producao de hidrogénio (Rm) e fase lag ().
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Hidrogénio como Combustivel Ecolégico

A busca por novas fontes energéticas limpas e renovaveis tem se intensificado ao longo
dos anos, com o intuito de mitigar a crise energética e a degradagao ambiental, fatores que
prejudicam o desenvolvimento sustentdvel. O consumo dos combustiveis fosseis ndo apenas
contribui com as mudangas climaticas, como também esta limitado a questdo do esgotamento
das fontes naturais energéticas (NI et al., 2006; GUO et al., 2010).

Com o proposito de aliviar a dependéncia de combustiveis, como gasolina e diesel, a
primeira geracdo de biocombustiveis; oriunda de culturas alimentares, como milho, cana-de-
acucar, e Oleo de palma; tornou-se atrativa do ponto de vista ambiental. Entretanto, a
competi¢do com a alimentagdo ocasiona um aumento nos pregos dos alimentos. A segunda
geragdao de biocombustiveis; oriunda de plantas e residuos agricolas; apresenta-se como uma
solucdo para sanar este impasse (GUO et al., 2010).

O hidrogénio gasoso ¢ considerado uma fonte de energia limpa e apresenta uma alta
densidade energética. Pode ser aplicado diretamente em motores a combustdo ou, apds
purificagdo, em células a combustivel para produgdo de eletricidade, pois apresenta uma
capacidade energética superior ao dos combustiveis fosseis, tendo um teor energético por
unidade de peso de 142 kJ/g, conforme disposto na Tabela 1. Além disto, como produto de sua
combustdo ¢ gerado apenas agua, o que o torna uma alternativa ambientalmente amigavel (GUO

etal., 2010; RAHMAN et al., 2016, ZHANG et al., 2020).

Tabela 1 — Comparacao das principais propriedades do hidrogénio e outros combustiveis.

Emissao especifica de
Energia por unidade de  Energia por unidade de

Combustivel carbono (kg C/kg
massa (J/kg) volume (J/m?3)
combustivel)

Ha (1) 142 10 0
H: (g) 142 0 0
Oleo combustivel 46 39 1
Gasolina 46 35 1
Metanol 22 18 1
Etanol 30 24 1
Biodiesel 37 33 1
Gas Natural 50 0 1

Fonte — Adaptado de Kothari, Tyagi & Pathak (2010).
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3.2 Geracao de Energia a partir de Hidrogénio

A extrema dependéncia dos combustiveis fosseis e a dificuldade de extragdo de petrdleo
contribuem para o aumento nos precos do petréleo bruto. Além disso, essa dependéncia em
diferentes setores resulta na emissao de gases do efeito estufa (Figura 1). Portanto, o incentivo
para o desenvolvimento de fontes energéticas limpas e renovaveis ganha destaque no cendario

atual.

Figura 1 — Emissées de gases de efeito estufa por setores econémicos.
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Fonte — Adaptado de IPCC (2014).

Apesar de sua abundancia na Terra, o hidrogénio ndo ¢ encontrado em sua forma
elementar, mas sim em diversos compostos quimicos ou em sua forma molecular. Est4 presente
em aplicagdes quimicas e petroquimicas, além de poder ser usado como combustivel em Onibus,
navios e submarinos (SINGH e WAHID, 2015; LUKAIJTIS et al., 2018).

Aproximadamente 98% do hidrogénio ¢ oriundo de combustiveis fosseis. Em todo o
mundo, 40% do hidrogénio ¢ produzido a partir de gas natural ou vaporizacdo de
hidrocarbonetos, 30% de 6leo lubrificante (principalmente consumido nas refinarias), 18% do
carvdo e os 4% restante via eletrolise da 4gua (MARBAN e VALDES-SOLIS, 2007; SINHA e
PANDEY, 2011).

Viérias tecnologias sdo aplicadas com o objetivo de converter residuos alimentares em
energia (Figura 2). A obtencdo de hidrogénio gasoso pode ser dada através de processos
biologicos, fisicos ou quimicos a partir de combustiveis fosseis, 4gua e biomassa. Alguns destes

métodos exigem alto consumo energético, tornando-os ainda ndo rentaveis, como por exemplo,



19

eletrolises de dgua, reforma a vapor de hidrocarbonetos e processos autotérmicos (KOTHARI,

TYAGI E PATHAK, 2010; BHARATHIRAJA et al., 2016). Na Tabela 2 s3o apresentados

diferentes processos de geragao de hidrogénio, com suas respectivas vantagens e desvantagens.

Figura 2 — Tecnologias de conversao de residuos em energia.
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Fonte — Adaptado de Pham et al. (2015).

Tabela 2 — Comparacao de diferentes processos de conversao de biomassa de residuos em

hidrogénio.

Processo

Vantagens

Desvantagens

Gaseificagao termoquimica

Pirdlise rapida
Gaseificagdo Solar

Conversao supercritica

Conversao microbiana

A conversdo maxima pode ser

alcangada.

Produz bio-6leo.

Bom rendimento de hidrogénio.
Pode processar lodo de esgoto, que
¢ dificil de gaseificar.

O residuo, de origem soélida ou
liquida, pode acarretar na geragao

de alguns metabolitos secundarios.

E necessario condicionamento

significativo de gas;
A remocdo de alcatrdo ¢
importante.
Chances de desativacdo do

catalisador.

Requer placas coletoras efetivas.

Selecao de meio supercritico.

Selegdo de microbios adequados.

Fonte — Adaptado de Kothari, Tyagi e Pathak (2010).
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Os processos biologicos ganham destaque na produ¢ao de H> por empregarem recursos
renovaveis em condi¢des normais de temperatura e pressdo. Eles podem ser realizados na
presenca de luz (biofotdlise ou fotofermentacdo), utilizando algas verdes, bactérias
fotossintéticas e cianobactérias, ou na auséncia de luz (fermentacdo anaerdbia) utilizando
bactérias heterotroficas, como Clostridium (Tabela 3). Entre os processos bioldgicos citados, a
fermentagdo anaerobia ¢ a mais atrativa pela quantidade de residuos que podem ser utilizados

na producdo de H> (SARATALE et al., 2008; GHIMIRE et al. 2015; SILVA et al., 2018)

Tabela 3 — Comparacio entre trés tecnologias de producao de bio-hidrogénio.

Organismos
Processo Vantagens Desvantagens .
envolvidos
Produgdo direta de H, a partir do
uso de agua e luz;
Biofotolise
) Chlamydomonas
Agua abundante como substrato; ] B
) o reinhardtii
2H,0 — 2H, + Oy Baixa eficiéncia de
Nio ha necessidade de substrato ~conversdo de luz, causando
como nutriente. baixos rendimentos de Hy;
As bactérias podem utilizar o
amplo espectro de energia Necessidade de fornecer
Fotofermentagdo . .
luminosa; energia luminosa.
Rhodobacter
Ce¢H1206 + 12H20 — ) sphaeroides
Compostos organicos sao
6CO, + 12H, )
completamente convertidos em
Hz € COz.
Produz maior rendimento de H»
em comparagdo com outros
processos de produgdo de bio- o
) ) Custo adicional ao
Fermentagdo escura  hidrogénio. )
processo devido a
) separagio
CsHi206 + 2H,0 —  Nao ha necessidade de luz que H» Clostridium sp.

) ] unidade para separar a
2C,H40;, +2CO;, + pode produzir durante todo o dia;

mistura de produtos de
4H,

COz € Hz.
Uma variedade de fontes de

carbono pode ser usada, no
processo.

Fonte — Adaptado de Rahman et al. (2016).
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O estudo realizado por Acar e Dincer (2019) compara o desempenho da producao de
hidrogénio entre diferentes processos. Como podemos observar (Figura 3), os processos
biologicos apresentam um alto desempenho ambiental, entretanto, apresentam baixos indices
nos outros fatores. Em virtude disto, € importante investigar solu¢des para que os outros indices

também atinjam um patamar mais proximo do ideal.

Figura 3 — Comparacio de desempenho entre as produc¢des de hidrogénio.
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Fonte — Adaptado de Acar e Dincer (2019).
3.3 Fermentac¢ao anaerdbia

A fermentacdo anaerdbia ocorre em etapas sequenciais, englobando processos
metabolicos complexos, na presenga de trés grupos de microrganismos: bactérias fermentativas
ou acidogénicas que convertem, por hidrolise e fermentacdo, os compostos organicos
complexos (carboidratos, proteinas e lipideos) em outros compostos mais simples (acidos
organicos, além de hidrogénio e didxido de carbono); bactérias sintroficas ou acetogénicas que
convertem compostos organicos intermedidrios (propionato e butirato) em acetato, hidrogénio
e dioxido de carbono; e microrganismos metanogénicos que convertem o acetato e hidrogénio

em metano e didoxido de carbono (CHERNICHARO, 2007) (Figura 4).
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Figura 4 — Caminhos microbianos para producao e consumo de H,.
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Fonte — Adaptado de Guo et al., 2010.

A producdo de hidrogénio, realizada por microrganismos, ¢ estimulada pelo
metabolismo anaerdbio do piruvato. Isto ocorre, pois o piruvato formado durante o catabolismo
de varios substratos ¢ degradado por duas rotas bioquimicas: piruvato formato liase (PFL)
(Equagdo 1) e piruvato ferredoxina oxidorredutase (PFOR) (Equagdo 2). Em ambas as rotas, o
piruvato gerado pela glicolise € consumido para formacao de acetil coenzima A (acetil-CoA),
que ¢ consumida formando ATP, e por fim, ¢ consumido formando H> (RAHMAN et al., 2016;
CHAVES, 2018).

Piruvato + CoA - acetil — CoA + formato (1)
Piruvato + CoA + 2Fd,x) — acetil — CoA + CO, + 2Fd (req (2)

3.3.1 Rotas fermentativas e metabdlicas

O rendimento teorico maximo de H> ¢ de 4 mol Ho/mol glicose quando acontece a
metabolizacdo completa da glicose pela rota de acetato, gerando 2 mols de acetato e 4 mols de
H> (Equagao 3). Outras rotas sao importantes na geragao de Ho, como por exemplo, a do butirato
(Equacao 4) e a do etanol (Equacao 5). No entanto, existem rotas desfavoraveis a producado de
H;, diminuindo assim o rendimento de hidrogénio, como a promovida pelas bactérias

homoacetogénicas (Equagao 6) e a da fermentacao do propionato (Equagao 7).

CeH,,0, + 2H,0 » 2CH;COOH + 2C0, + 4H, 3)
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C¢H,,0, — CH5CH,CH,COOH + 2CO, + 2H, (4)
CeH;,0, + H,0 —» CH;COOH + CH;CH,O0H + 2CO, + 2H, (5)
4H, + 2C0, — CH;COOH + 2H,0 (6)

C¢H,,0¢ + 2H, — 2CH;CH,COOH + 2H,0 (7)

3.3.2 Fatores que influenciam a produg¢do de bio-hidrogénio

A complexidade da fermentacdo anaerdbia, decorrente da dependéncia de vérios fatores
envolvidos, afeta o rendimento de hidrogénio. Dentre estes fatores podemos citar: os elementos
toxicos, método de tratamento de indculo, pH, substrato, taxa de carregamento organico,

temperatura, tipo de reator etc.
3.3.2.1 Inéculo

A produgdo de hidrogénio pode ser realizada por intermédio de culturas microbianas
mistas, derivadas de ambientes naturais, ou culturas puras, com microrganismos previamente
selecionados. As culturas puras sdao sensiveis a contaminagdo, o que implica, na maioria dos
casos, o emprego de condigdes assépticas e o consequente aumento do custo global do processo.
Portanto, a aplicacdo de culturas mistas torna-se mais favordvel. Apesar disto, os
microrganismos consumidores de hidrogénio presentes nas culturas puras (arqueias
metanogénicas, as bactérias homoacetogénicas e as bactérias sulfato e nitrato redutoras)
precisam ser inibidos. O pré-tratamento ¢ um método empregado com o objetivo de selecionar
as bactérias acidogénicas e inibir as metanogénicas. Esta sele¢do acontece devido as bactérias
acidogénicas possuirem a capacidade de se protegerem em condigdes adversas, através da
formacdo de esporos, enquanto as metanogénicas ndo. Os pré-tratamentos podem ser
classificados em: fisico (irradiacao eletromagnética e térmico), mecanico (ultrassom), quimico
(acetileno, iodopropano e acido 2-bromoetano sulfonico (BESA)) e biologico (bactérias e
enzimas) (ZHU ¢ BELAND, 2006; SRIKANTH et al., 2010; SA, CAMMAROTA E
FERREIRA-LEITAO, 2014; PREETHI et al., 2019).

Nazlina et al. (2008) utilizaram como indculo uma composi¢ao proporcional entre o
lodo anaerdbio tratado termicamente e meio Clostridial, enquanto Ramos et al.
(2012) também fizeram uso desta técnica, mas sendo o in6culo composto proporcionalmente
por lodo anaerdbio tratado termicamente e substrato. Este procedimento chamado de
aclimatag@o do in6culo tem como objetivo promover a adaptagdao das bactérias produtoras de

hidrogénio sob condigdes anaerobias.
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Basak et al. (2019) aplicaram seis pré-tratamentos no inéculo com o intuito de avaliar o
melhor rendimento de hidrogénio. A inibi¢cdo dos microrganismos consumidores de H> foi mais
efetiva nos pré-tratamentos com 2-bromoetano (1,66 mmol Hx/g DQO), térmico (1,22 mmol
Hy/g DQO) e acido (1,39 mmol Hy/g DQO). Isto se deve ao fato dos microrganismos
metanogénicos serem submetidos a condigdes adversas, como pH abaixo de 6,3 e choque
térmico, ndo sendo capazes de esporular, e por consequéncia, as chances de sobrevivéncia sao
diminuidas.

Na Tabela 4 sao apresentados os pré-tratamentos comumente aplicados no indculo para

produgdo de hidrogénio em reatores anaerdbios em batelada.

Tabela 4 — Comparaciao entre pré-tratamentos do inéculo aplicados na producio de H; em

reatores anaerobios em batelada.

Inéculo [Origem] Pré-tratamento Referéncia
Lodo de esgoto [Digestor
Térmico (10 min a 90°C) Kim, Han e Shin (2004)
anaerobico]
Cultura acidogénica [CSTR] Lavagem com meio anaerdbio Shin, Youn e Kim (2004)
Grama biodigerida )
) Térmico (2 a 8 h e 60 a 120°C) Lay et al. (2005)
anaerobicamente
Lodo de esgoto [Digestor ) ) )
) Térmico (15 min a 80°C) Ming et al. (2008)
anaerobico]
Lodo anaerodbio [Tanque de ] ) ]
Térmico (20 min a 80°C) Ismail et al. (2009)
decantacdo]
Indculo aclimatado (50 mL de
lodo anaerébio [Digestor
Térmico (30 min a 80°C) Nazlina et al. (2009)
anaerdbio] tratado termicamente +
50 mL de meio Clostridial)
Lama de rio Térmico (Fervido por 15 min) Wang et al. (2010)
Térmico (20 min a 90°C/2 h a
Lodo anaerdbio Kim et al. (2011)
550°C)
Inoéculo aclimatado (50% m/v) de
lodo anaerdbio tratado
Térmico (30 min a 80°C) Yasin et al. (2011)
termicamente + 50% m/v) de
substrato)
Lodo granular anaerdébio Térmico (24 h a 104°C) Ramos et al. (2012)

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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3322 pH

A concentracdo de ions hidronio afeta o rendimento de hidrogénio, pois € responsavel
por alteragdes nas rotas metabolicas, morfologia e estrutura celular de enzimas e
microrganismos envolvidos no processo. Apesar do baixo pH inibir o consumo de hidrogénio
pelos microrganismos metanogénicos, seu controle e manutencdo sdo essenciais, pois, a
producdo de hidrogénio ¢ acompanhada pela formagdo de acidos orgéanicos (acético, latico,
butirico e propidnico) que diminuem o pH do meio inibindo assim a atividade das enzimas
responsaveis pela produgao de hidrogénio. Um pH abaixo de 5 também limita a capacidade dos
microrganismos de manterem o pH intracelular em uma faixa apropriada. A faixa de pH
relatada para producdo de hidrogénio est4 entre 5 e 7, sendo o pH 6timo em torno de 5,5, mas
o tipo de substrato utilizado também pode afetar o pH 6timo (WANG e WAN, 2009;
VASCONCELOS et al., 2016; LUKAJTIS et al., 2018).

Na Tabela 5 sdo apresentadas as faixas de pH aplicadas em experimentos para produgdo

de hidrogénio em reatores anaerdbios em batelada.

Tabela 5 — Comparacao entre as faixas de pH aplicadas e o pH 6timo obtido na producio de H»

em reatores anaerdbios em batelada.

Substrato [Composic¢ao] Faixa pH pHotimo Controle de pH Referéncia
Shin, Youn e Kim
Restos de comida 45;5,5¢e6,5 5,5 Sim
(2004)
Residuo de vegetais em 5,5,6,0;6,5¢
7,0 Sim Lee et al. (2008)
forma de folha 7,0
5,0; 6,0; 7,0; 8,0
Residuo refeitério 9.0 7,5 NR Ismael et al. (2009)
€3,
Kim, Kim e Shin
Restos de comida 1,0e13,0; 7,0 NR Sim
(2009)
Restos de comida
5,0;6,0;70¢ Nazlina et al.
[Carboidrato:proteina:fibra 7,0 NR
8,0 (2009)
(2:2:1)]
Restos de comida [Arroz,
5,0;5,5¢e6,0 5,5 Sim Yasin et al. (2011)
vegetais e peixe (2:1:1)]
Restos de comida 5,5;6,0e7,0 7,0 Sim Ramos et al. (2012)

NR, néo reportado.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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3.3.2.3 Composicao e tratamento do substrato

A variedade e concentragdo de nutrientes disponiveis no meio ¢ importante para que
ocorra o crescimento microbiano. Neste contexto, os residuos alimentares se apresentam como
uma boa alternativa de substrato para a fermentacdo anaerdbia devido ao alto teor de
carboidratos, proteinas, lipidios e energia. Apesar disto, técnicas sdo aplicadas para aumentar a
quantidade de matéria organica disponivel no meio facilitando a assimilacdo pelos
microrganismos, € com isto, melhorando a performance do processo de fermentagdo. Dentre
elas podemos citar os pré-tratamentos mecanicos, térmicos, quimicos ou biologicos
(DEEPANRAJ, SIVASUBRAMANIAN e JAYARAJ 2017; JIA et al., 2019; PREETHI et al.
2019).

Na Tabela 5 sdo apresentados os pré-tratamentos comumente aplicados no substrato

para produgdo de hidrogénio em reatores anaerobios em batelada.

Tabela 6 — Comparacao entre os pré-tratamentos do substrato aplicados na producio de H; em

reatores anaerobios em batelada.

Substrato [Origem] Pré-tratamento Referéncia
Restos de comida [Refeitorio] Térmico (2 h a 160°C) Ming et al. (2008)
Restos de comida [Refeitorio] Térmico, acido e base Kim, Kim e Shin (2009)

) Ultrassom e 4cido; térmico e
Bagaco de maga [Fabrica de suco] ) ) Wang et al. (2010)
acido; e amoOnia

Ultrassom; aquecimento; acido;

Residuo alimentar [Planta de base; ultrassom e aquecimento; )
) ) Elbeshbishy et al. (2011)
processamento organico] ultrassom e acido; e ultrassom e
base
Restos de comida [Refeitorio] Térmico (20 min a 90°C) Kim et al. (2011)
Frutas e vegetais (5,71% rabanete, Secagem; e autoclavagio Abubackar et al. (2019)

5,06% pimenta, 7,02% roma,
3,33% pera, 4,06% mag¢a, 2,06%
abobora, 1,68% tangerina, 7,45%
tomate, 6,20% cebola, 12,90%
péssego, 2,28% limdo, 11,34% Secagem Keshin et al. (2019)
barinjela, 8,68% cenoura, 2,59%
laranja, 6,80% pepino, 4,13%
repolho and 2,68% uvas) [Saldo
principal da prefeitura]

Melao e melancia [Bazar] Térmico (Fervido por 1 h) Turhal, Turanbaev e Argun (2019)

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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3.4 Producio de bio-hidrogénio a partir de residuo alimentar

Kim, Han e Shin (2004) produziram bio-hidrogénio a partir da co-digestdo de residuo
alimentar de um refeitério e lodo de esgoto por fermentagdo em reatores anaerdbios em
batelada. O experimento foi realizado em 32 frascos de soro (415 mL) sob varias concentragdes
de STV (0,5-5%) e taxas de misturas de dois substratos com base nos valores de STV (0:100-
100:0). O lodo foi pré-tratado termicamente sob uma temperatura de 90°C por 10 min. Em
todos os frascos foram adicionados: 200 mg de KH>PO4; 14 mg de MgCl4-H>O; 2 mg de
NaxMo04-4H>0; e 10 mg de FeCl,. Empregou-se em todos os frascos NaHCO3 com a finalidade
de ajustar a relagao carboidrato/alcalinidade total para 1,0 + 0,1. Além disso, foram preenchidos
com 200 mL de 4gua destilada e o pH do meio foi corrigido para 6,0 utilizando 1 M de HCI ou
1 M de KOH. O experimento ocorreu sob agitacao de 120 rpm a 36°C. O potencial maximo de
producdo especifica de hidrogénio foi de 122,9 ml H/g STV quando a razdo residuo
alimentar/lodo de esgoto foi de 87:13 e concentragdo a 3,0% de STV.

Shin, Youn e Kim (2004) estudaram a producdo de hidrogénio a partir de residuo
alimentar oriundo de um refeitorio por fermentagdao em reatores anaerdbios em batelada sob
condigdes mesofilica e termofilica. O experimento foi conduzido em reatores em bateladas (715
mL) operados a 35 ou 55°C sob agitagdo de 100 rpm. Os reatores foram inoculados com culturas
mesofilica ou termofilica e posteriormente pré-tratados com um meio anaerobio de acordo com
a metodologia de Shelton e Tiedge (1984). Foram adicionados nos reatores: 250 mL de meio
anaerobio; 150 mL de uma mistura de residuo alimentar e agua desionizada com 2,5 g de
NaHCOs3; e 50 mL de indculo. O pH do meio foi corrigido para as faixas de estudo (4,5; 5,5 ¢
6,5) com 2 N de KOH ou 2 N de HCI antes da adicdo do indculo e durante o experimento.
Posteriormente, variou-se a concentracao de STV (3-10 g/L) para a melhor cultura acidogénica.
O maximo rendimento de hidrogénio foi de 0,1 mol Hz/mol hexose para reator com
concentracdo de STV de 6 g/L, cultura acidogénica termofilica e pH de 5,5.

Lay et al. (2005) investigaram os fatores que afetam a producdo de hidrogénio a partir
de residuo alimentar (41% carboidratos, 26% proteinas, 15% lipidios e 18% outros) por
compostos ricos em Clostridium via fermentacdo em biorreatores de alto teor de solidos
(HSBR) em batelada. O experimento foi conduzido em 32 reatores (120 mL) operados a 37°C
sob agitagdo de 1,5 rpm. Os reatores foram inoculados com grama biodigerida anaerobicamente
pré-tratada por choque térmico utilizando varias temperaturas e tempos de 60 a 120°C e de 2 e
8 h, respectivamente. Foi adicionada uma solucao nutritiva em 1 L de dgua destilada contendo:

80 g de NH4HCO3; 40 g de KH2POs; 4,0 g de MgSO47H20; 0,4 g de NaCl; 0,4 g de



28

Na;Mo042H>0; 0,4 g de CaCl>-2H>0; 0.6 g de MnSO4-7H20; € 0,11 g de FeCl,. O pH do meio
foi corrigido para 7,0 utilizando 1 N de KOH. Além disto, diferentes concentragdes de FeCl, (0
a 250 mg/L), NH4sHCO3 (0 a 750 mg/L) e KH2PO4 (1.250 a 5.000 mg/L) foram aplicadas, com
o auxilio da metodologia de superficie de resposta. O potencial maximo de produgao especifica
de hidrogénio foi de 77 mL Hx/g STV com concentragdes de Fe?", NH* e PO4>~ iguais a 132,
537, e 1.331 mg/L, respectivamente.

Lee et al. (2008) investigaram o efeito do pH na producdo de hidrogénio a partir de
residuo vegetal sob condi¢ao termofilica (55°C) via fermentagdo anaerobia. O experimento foi
conduzido em reatores em bateladas (1,0 L) operados a 55°C sob agitacdo de 600 rpm. O pH
foi mantido constante pela utilizacdo de um controlador de pH acoplado a uma bomba
peristaltica adicionando 2,5 N de NaOH. Os reatores foram inoculados com compostagem de
residuos de cozinha. Em cada reator foi adicionada uma solugao nutritiva contendo: 0,175 mg/L
de resazurina; 32,32 mg/L de CaCl,-6H>0; 232,26 mg/L. de MgCl,-6H>0; 167,81 mg/L de KCI;
63,87 mg/L de MnCl»-4H,0; 3,87 mg/L de CoCl,:6H20; 0,74 mg/L de H3BO3; 0,35 mg/L de
CuCl2-2H20; 0,33 mg/L de NaxMo00O4-2H>0; 0,27 mg/L de ZnCl; 10,62 mg/L de FeCl,-4H-O;
217,35 mg/L de tioglicolato de sodio; e 119 mg/L de KH,PO4. Na faixa de pH estudada (5,5-
7,0), a maxima taxa de produgdo especifica de hidrogénio foi de 0,48 mmol Hz/g SSV/h em pH
igual a 6,0 e o maior rendimento de hidrogénio foi de 0,57 mmol Hz/g DQO em pH igual a 7,0.

Ming et al. (2008) aumentaram a producgdo de bio-hidrogénio adicionando rejeito de
aterro sanitario ao residuo alimentar oriundo de um refeitorio universitario por fermentacao em
reatores anaerobios em batelada. O experimento foi conduzido em 13 frascos de soro (250 mL),
divididos em dois testes: exploratorio e de pasteurizagdo. No teste exploratorio, foram utilizados
7 frascos, sob agitacdo de 120 rpm a 36°C, sendo 5 deles com diferentes razdes em peso de
rejeito de aterro sanitario/residuo alimentar (5:100, 15:100, 25:100 ¢ 50:100 g/g), 1 com carvao
ativado em granulos (GAC) e 1 carvao ativado em p6 (PAC), ambos com razao de 15:100 g/g,
e 1 apenas com lodo de esgoto. Empregou-se em todos os frascos NaHCO; com a finalidade de
ajustar a relagdo carboidrato/alcalinidade total para 1,0 e inoculag¢do do sistema com lodo de
esgoto pré-tratado por aquecimento de 15 min a 80°C. No teste de pasteurizagdo, foram
utilizados 6 frascos com razao em peso de rejeito de aterro sanitario/residuo alimentar constante
(50:100 g/g), exceto um frasco que apenas continha 10 g de rejeito de aterro sanitario, em que
foi aplicado um tratamento de esterilizagdo a alta temperatura de 160°C por 2 h. Em ambos os
testes foram adicionados 4,9 g de lodo de esgoto em todos os frascos. A concentragao de
hidrogénio aumentou 26,6% com a adi¢ao de rejeito de aterro sanitario (50:100 g/g), ocorrendo

um aumento do pH de 4,5 para 6. O potencial maximo de producao de hidrogénio avaliado foi
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de 193,85 mL H»/g STV no frasco contendo tratamento de esterilizacdo a alta temperatura do
residuo alimentar e do lodo de esgoto, com razdo de rejeito de aterro sanitario/residuo alimentar
50:100 g/g.

Pan et al. (2008) estudaram o efeito da razdo entre substrato oriundo de residuos
domésticos e diferentes culturas microbianas para produgdo de bio-hidrogénio via fermentacao
em reatores anaerdbios em batelada (1 L), sob temperaturas de 35 e 50°C e sem agitagdo. Os
reatores foram inoculados com culturas mesofilica ou termofilica e ndo ocorreu corre¢ao de pH
do meio. O maximo rendimento de hidrogénio foi de 57 mL H»/g STV para o reator com razao
substrato/cultura microbiana de 7, contento uma cultura microbiana termofilica.

Ismail et al. (2009) investigaram as melhores condigdes operacionais para a producao
de bio-hidrogénio a partir da fermentagao utilizando a metodologia de superficie de resposta,
em reatores anaerdbios em batelada (160 mL). Entre os quatro parametros estudados, pH e
temperatura foram aqueles que influenciaram significativamente na producdo de bio-
hidrogénio. Residuos alimentares oriundos de um restaurante foram utilizados como substrato
no experimento. O pH inicial em cada reator foi ajustado utilizando 1 M NaOH ou 1 M H>SO4.
1ém disto, adicionou-se 0,01 g/mL de NaHCO3; como tampao para reduzir a variagao de pH no
meio. O maximo rendimento de hidrogénio foi de 120 mL H»/g CHO, encontrada sob um pH
igual a 7,5 e temperatura de 55,7°C.

Kim, Kim e Shin (2009) avaliaram a producdo de hidrogénio via fermentagdo sem a
adicao de inoculo a partir de residuos alimentares aplicando trés tipos de pré-tratamentos:
aquecimento (90°C por 20 min); acido (pH 1,0 por 1 d); e alcalino (pH 13,0 por 1 d). Foram
realizados trés testes: no primeiro e segundo foram conduzidos em reatores com volume de 635
mL; ja no terceiro, o volume dos reatores foram de 7,5 L. Em todos os testes os reatores foram
operados a 35°C e sob agitacdo de 100 rpm. O pH inicial foi corrigido para 7,0 utilizando 6N
de HCI ou 6N de KOH, e durante o experimento o pH foi controlado para que estivesse acima
de 5,0 pela adi¢do de 3N de KOH. Além disto, a temperatura de pré-tratamento variou de 60 a
90°C (intervalo de 10°C) com o mesmo tempo de aquecimento de 20 min. O maximo
rendimento de hidrogénio foi de 0,1 mol H>/mol hexose a 90°C.

Nazlina et al. (2009) avaliaram os efeitos de diferentes temperaturas, pH inicial e
composicao de substrato na produgdo de bio-hidrogénio a partir de residuos alimentares por
meio de fermentagdo em batelada. O substrato foi composto por residuos alimentares
(carboidrato:proteina:fibra na razao de 2:1:1) coletados de varios restaurantes. A proporg¢ao de
agua adicionada foi de 2 vezes maior do que a massa de substrato. Além disso, para controlar a

razdo de carboidrato/alcalinidade em 1,0, adicionou-se 0,84 g de NaH>COs3/100 mL de
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substrato. O experimento foi conduzido em reatores em batelada (150 mL) operados sob
diferentes temperaturas (35-60°C), pH (5,0-8,0) e razao indculo/substrato (10:90, 20:80, 30:70
e 40:60% v/v). Realizou-se uma aclimatagdo em que foi promovida a mistura entre 50 mL de
lodo anaerébio tratado termicamente com 50 mL de Meio Clostridial Reforcado (RCM).
Posteriormente, o lodo aclimado foi submetido a condigdes de temperaturas pré-definidas
durante um periodo de 24 h. O maximo rendimento de hidrogénio foi 593 mL H»/g CHO, sendo
observada sob as condi¢des de 55°C, pH igual a 7,0 e razdo in6culo/substrato de 30/70% v/v.

Wang et al. (2010) produziram bio-hidrogénio via fermentagdo anaerdbia a partir de
diferentes pré-tratamentos do bagago de maca. O experimento foi conduzido em reatores em
batelada (150 mL) operados a 37°C e sob agitagao de 120 rpm. O bagaco de maga, obtido de
uma fabrica de suco, foi embebido em véarias concentragdes de solucao diluida de HCI (0,0-
0,8% v/v) com razdo solido/liquido igual a 1:10. Esta mistura foi aquecida sob uma temperatura
de 70°C por 2 h, e posteriormente, o pH dela foi ajustado para 7,0 utilizando uma solugao
diluida de NaOH. O bagaco de maca foi hidrolisado pela catélise da celulase num pH fixo de
5,0. Os reatores foram inoculados com lama de rio, que foi previamente fervida por 15 min. O
maximo rendimento de hidrogénio foi de 134,04 mL H»/g ST para o reator com enzima
hidrolisada na concentracdo de substrato fermentado de 15 g/L.

Elbeshbishy et al. (2011) avaliaram o efeito de diferentes pré-tratamentos aplicados aos
residuos alimentares, coletados de uma planta de processamento organico, através do processo
de fermentagdo anaerobia para producao de bio-hidrogénio. O experimento foi conduzido em
reatores em batelada (200 mL) operados a 37°C e sob agitagao de 180 rpm, sendo os pré
tratamentos aplicados: ultrassom, aquecimento, &cido, base, ultrassom/aquecimento,
ultrassom/acido e ultrassom/base. Nao houve adicao de in6culo e o pH inicial foi ajustado para
5,5 utilizando 1 N NaOH ou 1 N HCI. O méximo rendimento de hidrogénio foi de 118 mL Ha/g
STV e ocorreu quando foi utilizado o tratamento combinado entre ultrassom e acido.

Kim et al. (2011) investigaram o efeito da adi¢ao de lodo de esgoto ao substrato, oriundo
de um refeitdrio, na producgdo de bio-hidrogénio. O experimento foi conduzido em reatores em
batelada (200 mL) operados a 35°C e sob agitacao de 100 rpm, sendo variadas as proporc¢des
de lodo tratado termicamente (0-40% da DQO do substrato). O pH foi mantido em 6,0
utilizando 3 N de KOH. No total, foram realizadas 3 bateladas: apenas com substrato; substrato
com lodo tratado termicamente; e substrato com cinzas de lodo de esgoto. As composicdes entre
substrato e lodo tratado termicamente apresentaram um rendimento médio de hidrogénio de

2,11 mol Hz/mol hexose, cerca de 13% maior do que o composto apenas por substratos.
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Yasin et al. (2011) investigaram o efeito do pH na producdo de hidrogénio a partir de
residuos alimentares sob condicdo termofilica (55°C) por meio da digestdo anaerdbia. O
experimento foi conduzido em reatores em batelada (500 mL) operados a 55°C e sob agitagdo
de 100 rpm. O substrato foi coletado de varias cafeterias, e apresentava composi¢do na
propor¢ao de 2:1:1 de arroz, vegetais e peixe. 60 mL de lodo aclimado, contendo 50% m/v de
lodo anaerobio tratado termicamente € 50% m/v de substrato, foi utilizado como indéculo nos
reatores. O pH do meio foi corrigido para as faixas de estudo (5,0-6,0) com 5 N de NaOH ou 5
N de H2SO4 no inicio e durante o experimento. O maximo rendimento hidrogénio foi de 79
mmol H»/L/d para o reator com pH igual a 5,5.

Ramos et al. (2012) avaliaram os efeitos da concentrac¢ao de solidos totais e pH iniciais
na produg¢do de bio-hidrogénio utilizando residuos alimentares através da fermentagao
anaerobia. O experimento foi conduzido em reatores em batelada (300 mL) operados a 36°C e
sob agitacdo de 150 rpm. Os reatores foram inoculados com 4 g de lodo granular anaerdbio
oriundo de reator UASB. As concentragdes de solidos totais utilizadas foram de 1, 5, 10, 40 ¢
90 g/L e a faixa de pH estudada foi de 5,5-7,0, sendo ajustado no inicio do experimento com
0,1 N de NaOH ou 0,1 N de HCI. Além disto, foi adicionado 0,5 mL de solu¢do nutritiva em
cada um dos reatores contendo: 200 g/L de NH4HCOs; 100 g/L de KH2PO4; 10 g/L de
MgS04-7H>0; 1,0 g/l de NaCl; 1,0 g/l de Na;Mo0O4-2H>0; 1,0 g/L de CaCl,-2H,0; 1,5 g/L
de MnSO4-7H20; € 0,278 g/L de FeClz. A maior taxa de degradacao especifica foi de 192,2 mL
H»/g STV/d e ocorreu com a menor concentracao de ST e um pH inicial de 7,0.

Basak et al. (2019) investigaram o efeito de diferentes pré-tratamentos no indculo na
produgdo de hidrogénio, utilizando a co-digestdo de residuos de frutas e vegetais e soro de
queijo cottage. Também foram avaliados fatores como pH inicial, composi¢ao entre substrato
e inéculo, e razdo C/N. Os melhores rendimentos de hidrogénio foram encontrados nos pré-
tratamentos 2-bromoetano (1,66 mmol Hy/g DQO), térmico (1,22 mmol Hz/g DQO) e acido
(1,39 mmol Hz/g DQO). O melhor rendimento (1,66 mmol H»/g DQO) foi obtido com os
seguintes parametros: pré-tratamentos do indculo com 2-bromoetano, pH igual a 7, 35°C,
composi¢ao substrato e indculo de 10,6 g DQO/g STV e razao C/N igual a 26,8.

Keskin et al. (2019) investigaram o efeito da frequéncia de percolacdo enquanto
Abubackar et al. (2019) investigaram o efeito do tamanha e autoclavagdo na produgdo de
hidrogénio a partir de restos de frutas e vegetais utilizando um sistema de fermentacdo seca. Os
rendimentos de hidrogénio encontrados para o experimento de Keskin et al. (2019) foram de
57, 53 e 68 mL Hy/g STV/d para uma frequéncia de 2 vezes a percolagdo por dia, 1 vez a

percolagdo por dia e 1 vez a percolagdo por 2 dias, respectivamente. Abubackar et al. (2019)
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obtiveram o melhor rendimento de hidrogénio (23,53 mL Ha/g STV/d) quando o substrato foi
autoclavado com um tamanho > 5 cm.

Turhal, Turanbaev e Argun (2019) avaliaram a produgao de hidrogénio, via fermentacao
anaerobica, da mistura entre meldo e melancia com adi¢do ou nao de indculo. O experimento
foi conduzido em reatores em batelada (310 mL) operados a 36°C e sob agitagdo de 120 rpm.
O lodo anaeroébio foi fervido por um intervalo de tempo de 1 h na presenga de um meio de
crescimento, e posteriormente utilizado como indculo. O pH inicial ficou entre 5,5 e 6,0. Além
disto, o efeito da concentragao de substrato foi estudado (0,74-37 g ST/L). Apesar dos reatores
sem inoculagdo produzirem hidrogénio, a inoculagdo aumentou a produtividade
significativamente.

Esta revisdo teve como objetivo apresentar diversos estudos relacionados a produgao de
hidrogénio a partir de restos de comida pelo processo bioldgico da fermentacdo anaerdbia,
destacando os principais fatores de influéncia. Através dela, foi obtido o melhor entendimento
destes fatores, ampliando o conhecimento sobre o processo e auxiliando nas discussdes dos
resultados obtidos. No cenario atual, o desenvolvimento de sistemas alternativos que
contribuam com a geragao de fonte de energia limpa e renovavel sdo importantes para promover

a diminui¢do do desgaste ambiental.
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Tabela 7 — Comparacao entre parametros na producao de H; a partir de residuos alimentares em reatores anaerobios em batelada.

VReator
Pré-tratamento
Substrato [Origem]| [VReacional] T (°O) Rotac¢ao (rpm) pH HY Referéncia
substrato
(mL)
Co-digestao de restos de comida [Refeitorio] e Kim, Han e Shin
NA 415 [200] 35 100 6 NR
lodo de esgoto [Espessador por gravidade] (2004)
) o 45;55¢€ Shin, Youn e
Restos de comida [Refeitorio] NA 715 [500] 35e55 100 0,12 )
6,5 Kim (2004)
Restos de comida (41% carboidratos, 26%
o NA 120 37 1,5 7 NR  Lay et al. (2005)
proteinas, 15% lipidios e 18% outros)
Residuo de vegetais em forma de folha 5,5;6,0;
NA [1.000] 55 600 0,57° Lee et al. (2008)
[Fabrica de coleta de residuos] 6,5¢7,0
Térmico (2ha Ming et al.
Restos de comida [Refeitorio] 250 36 120 5 NR
160°C) (2008)
) ) ) Apenas manual antes da
Restos de comida [Residéncias] NA 1.000 [500] 35e50 ) ) ) NR 57¢  Panetal. (2008)
medi¢@o de hidrogénio
45; 50; 5,0; 6,0;
o S Ismael et al.
Residuo refeitorio [Refeitério universitario] NA 160 [100] 55;60¢ NA 7,0;8,0¢ 1204 (2009)
65 9,0

2 mol Hp/mol hexose; ® mmol Hy/g DQO; ¢ mL Hy/g STV; ¢mL Hy/g CHO; ® mL Hy/g ST; fmmol Ho/L/d; NA, ndo aplicado; NR, nio reportado.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 7 — Comparacao entre parametros na producao de H; a partir de residuos alimentares em reatores anaerobios em batelada (continuacio).

VRea or
‘ Rotagao
Substrato [Origem] Pré-tratamento substrato [V Reacional] T (°O) ( ) pH HY Referéncia
rpm
(mL)
635 [200]; 1,0e Kim, Kim e
Restos de comida [Refeitorio] Aquecimento, acido e base 35 100 2,052
7.500 [3000] 13,0; 7,0 Shin (2009)
Restos de comida 35, 40;
) 5,0; 6,0; Nazlina et al.
(carboidrato:proteina:fibra (2:2:1)) NA 150 [100] 50;55e NR 5934
7,0 8,0 (2009)
[Restaurantes] 60
) Ultrassom e acido; térmico e acido; e Wang et al.
Bagaco de maga [Fabrica de suco] ) 150 [100] 37 120 7,0 134,04¢
amonia (2010)
Ultrassom; aquecimento; acido; base;
Residuo alimentar [Planta de Elbeshbishy et
ultrassom e aquecimento; ultrassom e [200] 37 180 5,5 118¢
processamento organico] al. (2011)
acido; e ultrassom e base
) o ) ) Kim et al.
Restos de comida [Refeitorio] Térmico (20 min a 90°C) [200] 35 100 6,0 2,112 2011)
Restos de comida (arroz, vegetais e 5,0;5,5 Yasin et al.
) NA 500 [200] 55 100 79¢
peixe (2:1:1)) [Restaurantes] € 6,0 (2011)
5,5,6,0 Ramos et al.
Restos de comida [Refeitorio] NA 300 [150] 36 150 NR
e7,0 (2012)

2 mol Hp/mol hexose; ® mmol Hy/g DQO; ¢ mL Hy/g STV; ¢mL Hy/g CHO; ® mL Hy/g ST; fmmol Ho/L/d; NA, ndo aplicado; NR, nio reportado.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 7 — Comparacao entre parametros na producao de H; a partir de residuos alimentares em reatores anaerobios em batelada (continuacio).

Pré- VReator
T Rotacgao
Substrato [Origem] tratamento [VReacional] pH HY Referéncia
°C)  (rpm)
substrato (mL)
Frutas e vegetais (5,71% rabanete, 5,06% pimenta, 7,02% roma, 3,33%
pera, 4,06% maca, 2,06% abdbora, 1,68% tangerina, 7,45% tomate, 6,20%
Secagem; Abubackar
cebola, 12,90% péssego, 2,28% limao, 11,34% berinjela, 8,68% cenoura, [8.000] 37 250 5,5-6,75  23,53¢
) ) autoclavagao (2019)
2,59% laranja, 6,80% pepino, 4,13% repolho e 2,68% uvas) [Saldo
principal da prefeitura]
4,5;5,0;
5,5;6,0; Basak et al.
Frutas, vegetais [Restaurante] e soro de queijo cottage [Fébrica] NA 3.000 [2500] 37 NR 1,66°
6,5; 7,0; (2019)
7,5¢e8,0
Frutas e vegetais (5,71% rabanete, 5,06% pimenta, 7,02% roma, 3,33%
pera, 4,06% maga, 2,06% abobora, 1,68% tangerina, 7,45% tomate, 6,20% )
. .. Keshin et al.
cebola, 12,90% péssego, 2,28% limao, 11,34% berinjela, 8,68% cenoura, Secagem [8.000] NR 250 5,0 68° (2019)
2,59% laranja, 6,80% pepino, 4,13% repolho e 2,68% uvas) [Saldo
principal da prefeitura]
Térmico Turhal,
Meldo e melancia [Bazar] (Fervido por 1 310 [80] 36 120 5,5-6,0 NR Turanbaev e
h) Argun (2019)

2 mol Hp/mol hexose; ® mmol Hy/g DQO; ¢ mL Hy/g STV; ¢mL Hy/g CHO; ® mL Hy/g ST; fmmol Ho/L/d; NA, ndo aplicado; NR, nio reportado.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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4 MATERIAS E METODOS

A producdo de bio-hidrogenio a partir de frutas e vegetais descartados foi monitorada
no Laboratorio de Controle Ambiental (LCA) e no Laboratorio de Saneamento Ambiental
(LSA), ambos localizados no Centro de Tecnologia da UFAL.

Durante o experimento, 16 reatores em batelada, com volume reacional igual a 42 mL
mantidos sob uma temperatura de 35+1°C e rotacdo de 120 rpm, foram operados com o intuito
de investigar trés variaveis do processo de geracao de bio-hidrogénio via fermentagdo

anaerobia: pré-tratamento acido (HCI), pH inicial e volume de indculo (Figura 5).

Figura 5 — Fluxograma das atividades desenvolvidas durante o estudo.

ole &
‘ Coleta lodo anaerdbio granular ‘ ‘ Coleta frutas e legumes ‘ i
v Tratamento fisico O° IT_‘

@ 7 * = Tratamento térmico T 'y |
< * Processamento _

v * 90°C por 10 min

* Choque térmico para 25°C

®

Aclimatacdo indculo

Composicio substrato

Abacaxi (11% v/v), couve (4% w/v), |
f¢— laranja (22% v/v), limdo (11% v/v). 20
* 50% v/v lodo tratado termicamente ) ? gﬁ

1 {74 ) 1 o, e
+ 50% v/v substrato melancia (16% v/v), meldo (11% v/v),

pimentio (4% v/v), tangerina (11%
v/v), tomate (8% v/v) e uva (4% v/v)

® ®

v

Montagem experimental

Métodos analiticos A Pré-tratamento  acido  (1,6-6.4%
viv)
1. Andlises fisico-quimicas B. pH inicial (4.0-7,0)
2. Cromatografia gasosa C. Volume inéculo (25-75% viv)
3. Biologia molecular l @ @ @
| Superficie de resposta | 1 =3

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

4.1 Substrato

Frutas e vegetais descartados foram coletados no Centro de Abastecimento (CEASA),
localizado no bairro Santos Dumont, em Satuba, Alagoas (Figura 6a). As frutas e vegetais foram
cortados separadamente em pequenos pedacos, incluindo as cascas, e posteriormente, triturados
por um liquidificador alta rotag¢ao industrial 2 L METVISA modelo LAR2220CCS5 (Figura 6b).
Para cada processamento, 250 mL de agua foram adicionados, seguindo instrugdes do

fabricante do liquidificador.
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Figura 6 — Frutas e vegetais coletados no CEASA (a) e frutas e vegetais apés o processamento no

liquidificador.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

O substrato constituido por abacaxi, couve, laranja, limao, melancia, meldo, pimentao,
tangerina, tomate € uva foi armazenado em um freezer a —20°C e usado quando necessario. Sua
composi¢ao foi determinada através do volume processado de cada tipo de fruta e vegetal, como
mostra a Figura 7. Antes do experimento, o substrato foi fervido na presen¢a do seu respectivo
pré-tratamento acido por um intervalo de tempo de 10 minutos. Este procedimento tem o

objetivo de permitir a liberagdo de agucares fermentaveis (ARGUN e DAO, 2018).

Figura 7 — Composiciao do substrato coletado no CEASA.

= Abacaxi
= Couve
= Laranja

Liméo

_ = Melancia

= Meldo

= Pimentdo
= Tangerina

= Tomate

= Uva

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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A mistura, que constitui os diferentes tipos de fruta e vegetal, utilizada como substrato
no experimento foi caracterizada quanto a DQO, pH, ST, STF, STV e CHT. A caracterizacao

esta resumida na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracterizacao do substrato.

Parimetros Unidade Valores
DQO g/L 78
pH 3,67
ST g/L 70
STF g/L 4
STV g/L 66
CHT g/L 73

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

4.2 Inoculo

O lodo granular oriundo de um reator UASB foi coletado de uma Estagao de Tratamento
de Esgoto (ETE) de um condominio residencial, localizado no bairro Tabuleiro do Martins, em

Maceio, Alagoas. A caracterizagdao do lodo esta resumida na Tabela 9.

Tabela 9 — Caracterizacao do lodo.

Parametros Unidade Valores
pH 6,38
ST g/L 30
STF g/L 6
STV g/L 24

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

O lodo passou por um tratamento térmico que consistia em seu aquecimento até¢ 90°C
por 10 minutos (Figura 8a), e posteriormente resfriamento instantaneo até atingir a temperatura
de 25°C (Figura 8b). Apos este procedimento, o processo de aclimatizagcdo foi realizado
adicionando 50% v/v de substrato e 50% v/v do lodo tratado termicamente, ajustado
manualmente para 5,50 o pH do meio utilizando 1 M NaOH e 1 M HCL, em um reator nas
condigdes de temperatura e rotagao propostas no experimento, durante 24 h (Figura 8c). Além
disto, adicionou-se 0,02 g/mL de NaHCOs3, o dobro da concentragdo adotada por Ismail et al.
(2009), a fim de evitar variagcdes no pH. Os processos aplicados tiveram como objetivo inibir o

crescimento dos microrganismos consumidores de hidrogénio e promover a adaptagdo das
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bactérias produtoras de hidrogénio sob condicdes anaerdbias, respectivamente

(MAINTINGUER et al., 2008; SKONIECZNY e YARGEAU, 2009).

Figura 8 — Aquecimento do lodo até 90°C por 10 minutos (a), resfriamento instantineo do lodo

até 25°C (b) e inoculo aclimatizado (c).

(a) (b)
Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

A caracterizagao do lodo tratado termicamente ¢ do indculo aclimatado estao resumidas

nas Tabela 10.

Tabela 10 — Caracterizacao do lodo tratado termicamente e in6culo aclimatado.

Amostra PHFinal ST (g/L) STF (g/L) STV (g/L)
Lodo tratado
7,86 32 6 26
termicamente
Inoculo aclimatado 4,05 54 25 29

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

4.3 Procedimento experimental

O planejamento experimental foi aplicado com o objetivo de extrair o maximo de
informagdo do sistema em estudo, fazendo uso de principios estatisticos, realizando o minimo
de experimentos possiveis e assim determinando a interacdo entre variaveis de forma racional
e economica (BARROS, SCARMINO e BRUNS, 2001).

O estudo das variaveis foi realizado por um planejamento fatorial 2. Neste
planejamento foram consideradas trés varidveis (pré-tratamento acido no substrato, pH inicial
e volume de indculo) resultando em 8 experimentos distintos, que foram realizados em

duplicata totalizando 16 reagdes (Tabela 11).
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Tabela 11 — Efeitos e niveis escolhidos no planejamento fatorial aplicado.

Efeitos estudados Unidade -1 +1
A Pré-tratamento acido no
% v/v 1,6 6,4
substrato
B pH 4,00 7,00
C Volume de inéculo % v/v 25 75

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

O intervalo das variaveis foi determinado com base na revisao bibliografica realizada.
Os valores utilizados foram: pré-tratamento acido no substrato de 1,6 e 6,4% v/v; pH inicial de
4,0 e 7,0; e volume de in6culo de 25 e 75% v/v. A Tabela 12 apresenta a matriz experimental
para o planejamento fatorial. Nesta tabela, o nivel -1 representa o limite inferior, enquanto o
nivel +1 representa o nivel superior de cada variavel. Além disso, A representa o pré-tratamento

acido aplicado no substrato; B o pH inicial; e C o volume de inoculo.

Tabela 12 — Matriz experimental para planejamento 23.

Valores codificados Valores nio codificados
Ensaio A (Pré-tratamento B (pH C (Volume A (Pré-tratamento B (pH C (Volume
acido) inicial) de indculo) acido) inicial) de indculo)
% (v/v) % (v/v) % (V/V) % (v/v)

1 -1 -1 -1 1,6 4,00 25
2 +1 -1 -1 6,4 4,00 25
3 -1 +1 -1 1,6 7,00 25
4 +1 +1 -1 6,4 7,00 25
5 -1 -1 +1 1,6 4,00 75
6 +1 -1 +1 6,4 4,00 75
7 -1 +1 +1 1,6 7,00 75
8 +1 +1 +1 6,4 7,00 75

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

A geragao de bio-hidrogénio, através da fermentacdo anaerdbia, foi realizada em
reatores de 106 mL, com volume reacional igual a 42 mL, sob uma temperatura de 35+1°C e
rotagdo de 120 rpm mantidas por uma camara incubadora refrigerada com agitacdo orbital
(shaker) MARCONI modelo MAS&30. O pré-tratamento do substrato foi realizado com solugao
diluida de HCI (1,6-6,4% v/v) numa proporcao de 1:3 (25% v/v de solu¢do acida diluida e 75%
v/v de substrato). Essa mistura foi fervida por um intervalo de tempo de 10 minutos, sendo o
inéculo aclimatado adicionado ap6s o término do tempo predeterminado. O pH inicial foi

ajustado manualmente utilizando 1 M NaOH e 1 M HCI. Além disto, adicionou-se em cada
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reator 0,02 g/mL de NaHCOs3, o dobro da concentragdo adotada por Ismail et al. (2009), a fim

de evitar variagdes no pH. Posteriormente, o headspace dos reatores foi borbulhado N, @ POr

um periodo de 3 minutos, sendo hermeticamente vedados com lacre de pléstico e septos de

borracha.
4.4 Métodos analiticos e calculos
4.4.1 Analises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos analisados foram: demanda quimica de oxigénio (DQO),
potencial hidrogenidnico (pH), série de so6lidos (ST, STF, STV) e carboidratos totais (CHT)
(Tabela 13).

Tabela 13 — Parametros fisico-quimicos analisados com seus respectivos equipamentos, métodos,

reagentes, vidrarias e referéncias.

Anilise Unidade Equipamentos Método Referéncia
DQO mg/L 1, 3),# e Espectrométrico
pH 2)e(9) Potenciométrico

APHA, AWWA e

WEEF (2012)
Série de so6lidos mg/L 3),(5), (7 e(8) Gravimétrico

Dubois et al.
(1956)
Equipamentos: Agitador de tubos tipo Vortex Gehaka® modelo AV-2 (1); Agitador magnético com

CHT mg/L (He@®) Espectrométrico

aquecimento Fisatom® modelo 752A (2); Balanga analitica Shimadzu® modelo ATX224 (3); Digestor
CienlaB® modelo CE-350/30 (4); Dessecador (5); Espectrofotometro KASUAKI® modelo IL-226 (6); Estufa
Ethik Technology® modelo 400-2ND 200°C (7); Forno mufla Quimis® modelo Q318m24 (8); e Medidor de
pH MS TECNOPON® modelo mPA210 (9).

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

4.4.1.1 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi determinada pelo método espectrométrico
de acordo com APHA, AWWA e WEF (2012). Os equipamentos utilizados durante a andlise

sdo apresentados na Figura 9, e o protocolo de analise esta descrito no Quadro 1.
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Figura 9 — Agitador vortex (a), balanca analitica (b), digestor (c), espectrofotometro (d) e

solucdes de digestiio (dicromato de potassio e sulfato de merciirio) e de acido sulfirico e sulfato

de prata (e).

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Quadro 1 — Protocolo para determinacio da DQO.

Protocolo para determinacio da DQO

e Realizar a curva analitica de Absorbancia (nm) vs. DQO (mg/L) em um processador grafico para
obten¢do da equacdo de correlacdo e avaliacdo de representatividade e confiabilidade do método;

e Apos realizar a curva de calibragdo, adicionar 1,5 mL da solug@o de digestdo (dicromato de potéssio e
sulfato de merctirio) ao tubo de ensaio;

e Adicionar 3,5 mL da solugdo de acido sulfurico e sulfato de prata;

e Adicionar 2,0 mL da amostra, pura ou diluida;

e  Preparar o branco com 2,0 mL de agua destilada;

e Fechar perfeitamente os tubos com a tampa apropriada e agitar o conteudo;

e Digerir a amostra por 120 min a 150°C, com o auxilio de um digestor;

e Apds o periodo de digestdo, resfriar as amostras em local escuro para posterior leitura no
espectrofotometro;

e Ligar o espectro e ajustar seu comprimento de onda para 620 nm. Posteriormente, esperar, por
aproximadamente, 20 minutos sua estabilizacdo;

e  Efetuar a leitura da amostra.

4.4.1.2 Potencial hidrogenionico (pH)

O potencial hidrogeniénico (pH) foi determinado pelo método potenciométrico de
acordo com APHA, AWWA e WEF (2012). Os equipamentos utilizados durante a analise sdo

apresentados na Figura 10, e o protocolo de andlise est4 descrito no Quadro 2.
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Figura 10 — Agitador magnético (a), medidor de pH (b) e solucdes padrdes de pH iguais a 7,0 e
4,0 (c).

(b)

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Quadro 2 — Protocolo para determinacio do pH.

Protocolo para determinacio do pH

e Ligar o medidor de pH e esperar, por aproximadamente, 30 minutos sua estabilizagao;
e  Calibrar o equipamento com as solugdes padrdes de pH iguais 7,0 e 4,0;
e Apods o término da calibracdo, efetuar a leitura da amostra até que o mostrador digital ndo apresente

mais variagdes e entdo anotar o valor do pH da amostra.

4.4.1.3 Série de solidos

A série de solidos foi determinada pelo método gravimétrico de acordo com APHA,
AWWA e WEF (2012). Os equipamentos utilizados durante a analise sdo apresentados na

Figura 11, e o protocolo de analise esta descrito no Quadro 3.

Figura 11 — Balanca analitica (a), dessecador (b), estufa (c) e forno mufla (d).
_

(b) (c) (d)
Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Quadro 3 — Protocolo para determinacio da série de sélidos.

Protocolo para determinaciio da série de sélidos
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e Calcinar a capsula vazia na mufla (500 + 50°C) durante 1 h;
e Resfriar a capsula em dessecador até atingir temperatura ambiente;
e Determinar o peso da capsula vazia (Po);

e  Transferir um determinado volume de amostra para a capsula;

e Resfriar a capsula com a amostra seca em dessecador até atingir temperatura ambiente;
e Determinar o peso da capsula com a amostra seca (P);

e Calcinar a capsula com a amostra seca na mufla (500 + 50°C) durante 2 h;

e Determinar o peso da capsula com a amostra calcinada (P»);

e Calcular a concentragdo (mg/L) de sélidos de acordo com a Equagao 8.

mgy (P, — Py) - 108
Sélidos Totais (ST) (0) = (B —Ry) - 10°

L VAmostra
m P, —P,)-10°
Solidos Totais Volateis (STV) (_g) = %
L VAmostra
m P, —P,)-10°
Sélidos Totais Fixos (STF) (_g) = %
L VAmostra

Em que:

Py — peso da capsula, g;

Py — peso da capsula mais amostra apos secagem em estufa a 105°C, g;
P, — Peso da capsula mais amostra ap6s calcinagdo na mufla a 550°C, g;

V Amostra — Volume da amostra, mL.

e Acondicionar a capsula com a amostra em estufa graduada a 105°C por um periodo de 24 h

e Resfriar a capsula com a amostra calcinada em dessecador até atingir temperatura ambiente;

(®)

4.4.1.4 Carboidratos totais (CHT)

Os carboidratos totais (CHT) foram determinados pelo método espectrométrico de

acordo com Dubois et al. (1956). Os equipamentos utilizados durante a analise sdo apresentados

na Figura 12, e o protocolo de analise esta descrito no Quadro 4.

Figura 12 — Agitador vortex (a), balanca analitica (b), espectrofotometro (c) e solucdo de fenol e

acido sulfarico concentrado (d).

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Quadro 4 — Protocolo para determinaciao dos CHT.

Protocolo para determinacio dos CHT

e Realizar a curva analitica de Absorbancia (nm) vs. Glicose (mg/L) em um processador grafico para
obteng¢do da equacdo de correlacdo e avaliagdo de representatividade e confiabilidade do método;

e  Apos realizar a curva de calibragdo, adicionar 1,0 mL da amostra e 1,0 mL da solugdo de fenol ao
tubo de ensaio;

e  Agitar vigorosamente a mistura;

e Adicionar 5,0 mL de acido sulfurico concentrado e misturar bem;

e Realizar os procedimentos anteriores numa capela;

e Deixar em repouso no escuro durante 10 minutos;

e Apods o repouso, agitar e posteriormente resfriar as amostras em local escuro, durante 30 minutos, para
posterior leitura no espectrofotometro;

e Ligar o espectro e ajustar seu comprimento de onda para 490 nm. Posteriormente, esperar, por
aproximadamente, 20 minutos sua estabilizacdo;

e  Efetuar a leitura da amostra.

4.4.2 Cromatografia gasosa

O hidrogénio foi detectado e quantificado por intermédio de um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu® modelo GC-2010 (Figura 13a) equipado com um detector de condutividade térmica
(TCD) e uma coluna Carboxen™ 1010 PLOT com capilar de silica fundida (30,00m x 0,53mm
x 0,00um), tendo o Ar como gas de arraste (Figura 13b). As temperaturas do injetor, detector e
coluna foram 200, 230 e 35°C, respectivamente. O tempo total de analise foi de 5 minutos,
sendo o hidrogénio detectado em 4,1 + 0,1 min, aplicando uma rampa de temperatura de 35°C
(5’). Para a andlise, | mL do gas contido no headspace foi injetado manualmente no
cromatografo gasoso com o auxilio de uma seringa GASTIGHT® com trava da marca
HAMILTON® (Figura 13c). A calibragdo da cromatografia gasosa foi realizada usando
99,999% (v/v) de Ha. As configuracdes do equipamento para a andlise estdo dispostas no

Quadro 5.
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Figura 13 — Cromatografo gasoso Shimadzu® modelo GC-2010 (a), coluna Carboxen™ 1010

PLOT e injecdo da amostra gasosa com o auxilio de uma seringa GASTIGHT® (c).

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Quadro 5 — Configuracgdes para deteccio de H; por intermédio do cromatografo gasoso

Shimadzu® modelo GC-2010.

Configuracdes para detec¢do de Hz por intermédio do cromatografo gasoso Shimadzu® modelo GC-2010

a) SPL:
o
o
o
o
o
o
o
o

b) Coluna:
o
o
o
o
o
o
o

c¢) TCD:

Temperatura: 200°C;

Gas de arraste: Argonio (Ar);
Pressdo: 37,1 kPa;

Fluxo total: 24,4 mL/min;
Fluxo coluna: 7,12 mL/min;
Velocidade linear: 46,6 cm/s;
Fluxo de purga: 3,0 mL/min;
Razao Split: 2,0

Temperatura: 35°C;

Informagdes da coluna: CarboxenTM 1010 PLOT com capilar de silica fundida;
Temperatura maxima: 250°C;

Comprimento: 30,0 m;

Diametro interno: 0,53 mm;

Espessura do filme: 0,00 um;

Programa de temperatura do forno da coluna: 35°C (5°).

Temperatura: 230°C;

Tempo total de analise: 5 min;
Corrente: 35 mA;

Polaridade: (-);
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e  Gas de arraste: Argdnio (Ar);

e  Fluxo de arraste: 3,0 mL/min.

4.4.3 Bio-hidrogenio produzido

As curvas de produgdo acumulada de hidrogénio foram obtidas durante o experimento

em batelada, sendo calculadas de acordo com a Equagao 9.

Vii = Viio1 + Cui(Vai — Veic1) + Vino(Cri — Criioq) )

Em que Vy,i ¢ o volume de hidrogénio acumulado no tempo atual; Vui-1 € o volume de
hidrogénio acumulado no tempo anterior; Cui ¢ o volume de hidrogénio acumulado no
headspace do recipiente no tempo atual; Cpi-1 € o volume de hidrogénio acumulado no
headspace do recipiente no tempo anterior; Vg i€ o volume total de biogas no tempo atual; Vg i-1
¢ o volume total de biogés no tempo anterior; € Vu, € o volume de hidrogénio acumulado no
tempo inicial.

A produg¢do acumulada de hidrogénio foi ajustada pelo modelo de Gompertz modificado
(Equagdo 10) (Lay et al., 1999) com o auxilio do Solver presente no Microsoft Excel® (v 2001,
Microsoft, USA).

H = P-exp[—exp{R?m-O\—t)-e+1}] (10)

Em que H ¢ a producdo acumulada de hidrogénio (mL); P ¢ potencial de producao de
hidrogénio (mL); Rm € a taxa de producao de hidrogénio (mL/h); t € o tempo de incubagao dos
reatores (h); e € o nimero de Euler (2,71828); e A ¢ a fase lag (h).

Neste estudo, 0 modelo de Gompertz modificado foi aplicado para ajustar a produgado
acumulada de hidrogénio para obter P, Rm e A. O rendimento de hidrogénio foi calculado
dividindo a producao acumulada pela quantidade de carboidrato consumida durante a

fermentagao (Equacao 11).

H

HY =
CC'VS

(11)

Em que HY ¢ o rendimento de hidrogénio; H ¢ a produgdo acumulada de hidrogénio
(mL); Cc ¢é quantidade de carboidrato consumida durante a fermentacgdo (g/L); e Vs € o volume

do substrato presente (L).
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O modelo linear (Equagao 12) foi utilizado para ajustar os dados experimentais obtidos

no planejamento fatorial 23, a fim de se obter a menor falta de ajuste.

Y = X0+X1A+X2B+X3C+X12AB+X13AC+X23BC

(12)
+X123'A'B'C

Em que Y ¢ a resposta; A, B e C sdo valores reais; Xo ¢ uma constante; X, Xo e X3 sdo
coeficientes lineares; X2, X13, X23 ¢ X123 sdo coeficientes interativos.

A analise da variancia (ANOVA) foi realizada com o intuito de testar a significancia do
modelo de ajuste para os dados experimentais, bem como a significAncia dos termos lineares,
termos interativos e termos quadraticos. Os parametros foram diagnosticados pelo coeficiente
de correlagio, R?, limite de confianca de 95%, valor F e valor de P. Em geral, um valor F
significativo e um bom R? (coeficiente de correlagiio) acarretam num modelo eficiente e viavel
(Tabela 14). As condigdes que poderiam fornecer a maxima produgao de bio-hidrogénio foram

previstas usando a otimizagdo numérica.

Tabela 14 — Significincia Estatistica, conforme o valor de P.

Valor P Significado
> 0,05 Nao significante
0,01 20,05 Significante
0,001 20,01 Muito significante
< 0,001 Extremamente significante

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo o modelo de Gompertz modificado (Equagdo 10) foi aplicado para ajustar
os dados da produgdo acumulada de hidrogénio de cada reator, obtendo P, Ry, e A (Tabela 15).
Os coeficientes de determinacio (R?) de todos os ajustes foram de 0,9689 a 0,9965, indicando
que o modelo aplicado descrever o progresso da produg¢do acumulativa de hidrogénio nos testes
em batelada deste estudo com sucesso. O maximo potencial de producdo de hidrogénio,
rendimento e taxa foram de 506,0 mL, 647,8 mL/g CHO e 2,4 mL/h, respectivamente, e o
minimo foram de 86,6 mL, 283,3 mL/g CHO e 1,2 mL/h, respectivamente. Apos o periodo de

incubac¢do o pH dos reatores estavam na faixa de 5,09-7,11.

Tabela 15 — Parametros cinéticos para producio de hidrogénio calculado a partir do Modelo de

Gompertz Modificado.
A B C H R? P HY Rm A
Ensaio
% viv % viv mL mL mL/g CHO  mL/h h
1 1,6 4,00 25 271,1 0,9689 266,5 295,6 1,7 0,0
2 1,6 4,00 25 312,9 0,9782 321,2 351,8 1,8 0,0
3 6,4 4,00 25 261,4 0,9832 288,7 283,3 1,5 15,1
4 6,4 4,00 25 329,6 0,9829 362,6 3572 1,8 11,6
5 1,6 7,00 25 4334 0,9823 506,0 479,2 2,4 353
6 1,6 7,00 25 337,6 0,9842 3754 373,2 1,8 6,6
7 6,4 7,00 25 336,7 0,9869 379.8 363,5 1,8 20,3
8 6,4 7,00 25 339,0 0,9839 3882 357,1 2,0 34,7
9 1,6 4,00 75 155,9 0,9956 155,7 528,9 2,3 2,9
10 1,6 4,00 75 189,1 0,9894 187,0 631,2 2,4 0,0
11 6,4 4,00 75 193,8 0,9911 192,6 647,3 2,2 2,7
12 6,4 4,00 75 193,2 0,9875 191,1 645,6 1,9 0,7
13 1,6 7,00 75 87,0 0,9965 86,6 289,3 1,3 14,2
14 1,6 7,00 75 90,3 0,9955 90,1 306,2 1,3 6,2
15 6,4 7,00 75 95,8 0,9963 94,7 317,1 1,4 8,6
16 6,4 7,00 75 111,8 0,9895 111,0 365,5 1,2 4,9

A, pré-tratamento acido; B, pH inicial; C, volume de inéculo; H, produ¢do acumulada de hidrogénio; P,
potencial de producdo de hidrogénio; HY, rendimento de hidrogénio; Rm, taxa de producao de hidrogénio; A,
fase lag.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

As curvas de produgao de hidrogénio ajustadas, para cada um dos reatores, pelo modelo

de Gompertz modificado estdo disponiveis no Apéndice A.
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5.1 Efeito do pré-tratamento acido, pH inicial e volume de indculo no rendimento de

hidrogénio (HY)

Os efeitos e niveis foram organizados numa matriz de planejamento 23 para estudar o
efeito de trés fatores (pré-tratamento acido do substrato, pH inicial e volume de in6culo) no
rendimento de hidrogénio, com o objetivo de maximizar a resposta. Os dados foram dispostos

na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados do planejamento fatorial 2°.

A B C HY Média
Ensaio
% viv % viv mL/g CHO mL/g CHO

1 -1 -1 -1 295,6 351,8 323,7
2 +1 -1 -1 2833 3572 320,2
3 -1 +1 -1 479,2 373,2 4262
4 +1 +1 -1 363,5 357,1 360,3
5 -1 -1 +1 528,9 631,2 580,0
6 +1 -1 +1 647,8 645,6 646,7
7 -1 +1 +1 289.,3 306,2 297.7
8 +1 +1 +1 317,1 365,5 3413

A, pré-tratamento acido; B, pH inicial; C, volume de indculo; HY, rendimento de hidrogénio.
Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

A Equacao 13 foi obtida usando a Equagao 12 para ajustar os dados experimentais do

rendimento de hidrogénio.

mL
HY (gT): 412,0+51-A—-556-B+544-C—-10,7-A-B+224-A
C

(13)
+C—913-B-C+49-A-B-C

Em que A, B e C sdo os valores do pré-tratamento 4cido aplicado no substrato (% v/v),
pH inicial e volume de in6culo (% v/v), respectivamente.

A andlise ANOVA do modelo de ajuste (Tabela 17) mostrou que o modelo foi altamente
significativo (p < 0,01). O coeficiente de correlacao (R?) foi 0,9359, o que pode explicar a
variabilidade de 93,59% da variavel resposta. Tudo isto indica que a Equagao 13 pode descrever
o efeito do pré-tratamento acido aplicado no substrato, pH inicial e volume de indculo no

rendimento de hidrogénio.
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Tabela 17 — Analise da variancia para o ajuste do modelo linear aos dados da Tabela 16.

Fonte de Média
Soma Quadratica N°deg.l Valor F Valor P
variacao Quadratica
Modelo 240.952 7 34.422 16,70 0,000
A 417 1 417 0,20 0,665
B 49.534 1 49.534 24,03 0,001
C 47.375 1 47.375 22,98 0,001
AB 1.832 1 1.832 0,89 0,373
AC 8.062 1 8.062 3,91 0,083
BC 13.3345 1 13.3345 64,68 0,000
ABC 386 1 386 0,19 0,677
Erro 16.492 8 2.062 - -
Total 257.444 15 - - -

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Os resultados do Valor P e coeficiente de correlacio mostram que o modelo de ajuste
foi significativo (Tabela 17). Entretanto, para as varidveis, apenas o efeito linear do pH inicial
e volume de indculo, e o efeito interativo entre pH inicial e volume de indculo foram altamente
significativos no rendimento de hidrogénio (p < 0,01), indicando que esses termos tiveram

grande impacto na varidvel resposta (Tabela 18).

Tabela 18 — Coeficientes codificados.

Termo Efeito Coeficiente Valor P
Constante 412,0 0,000
A 10,2 5,1 0,665
B -111,3 -55,6 0,001
C 108,8 54,4 0,001
AB 21,4 -10,7 0,373
AC 449 22,4 0,083
BC -182,6 91,3 0,000
ABC 9,8 4,9 0,677

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

5.1.1 Efeito do pré-tratamento (HCI)

A Figura 14 mostra que ocorreu um aumento de 0,01% na concentragao de carboidratos
totais quando o substrato foi submetido ao pré-tratamento com &cido cloridrico nas dilui¢des
de 1,6 e 6,4% v/v. Além disto, o rendimento de hidrogénio aumentou 10,2 mL/g CHO em

média quando a concentragdo de 6,4% v/v foi utilizada no pré-tratamento.
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Figura 14 — Concentraciao de carboidratos totais de acordo com o pré-tratamento aplicado.

60,5
60,0
59,5
59,0
58,5
58,0
57,5
57,0
56,5
56,0

CHT (g/L)

20,00% =1,6% =6,4%

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Apesar do efeito do  pré-tratamento ndo ter sido  significativo
(p > 0,05) no planejamento aplicado, foi observado que o rendimento de hidrogénio aumentou
com a maior concentracdo de soluc¢do acida (6,4% v/v). Estudos anteriores mostram que
maiores concentragdes favorecerem a hidrolise do substrato, porém o crescimento de
microrganismos produtores de H» pode ser inibido pelo excesso de Cl" no meio e pela produgao
de inibidores, como o furfural (FAN et al., 2006; FAN et al., 2006; WANG et al., 2010; HAN
et al., 2012). Entretanto, este fendmeno ndo foi observado no experimento. Cui et al. (2009)

atribui essa inconsisténcia aos diferentes microrganismos produtores de H> presentes no meio.
5.1.2 Efeito do pH inicial

O rendimento de hidrogénio aumentou 111,3 mL/g CHO em média quando o pH inicial
foi igual a 4,00. Apos o periodo de incubag@o o pH dos reatores estavam na faixa de 5,09-7,11.
Apesar da adicdo de NaHCOs foram observadas variagdes entre o pH inicial e final dos reatores,

principalmente os que iniciaram com pH igual a 4,0 (Tabela 19).
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Tabela 19 — Efeito do pH inicial no valor do pH final.

Ensaio A B ¢ pH
% viv % viv Inicial Final Média
1 -1 -1 -1 4,00 5,14 5,25 5,20
2 +1 -1 -1 4,00 5,09 5,68 5,39
3 -1 +1 -1 7,05 6,24 6,32 6,28
4 +1 +1 -1 7,03 6,62 6,28 6,45
5 -1 -1 +1 4,03 6,65 6,64 6,65
6 +1 -1 +1 4,03 6,66 6,67 6,67
7 -1 +1 +1 7,03 7,06 7,09 7,08
8 +1 +1 +1 7,07 7,11 7,02 7,07

A, pré-tratamento acido; B, pH inicial; C, volume de in6culo.
Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

O pH inicial foi significativo (p < 0,01) no planejamento aplicando. Estudos anteriores
mostram que o controle do pH estimula os microrganismos a produzirem hidrogénio.
Entretanto, valores baixos e altos de pH inibem a produ¢ao de hidrogénio pela limitacdo na
capacidade dos microrganismos manterem o pH intracelular e pela diminui¢ao da atividade da
enzima hidrogenase, respectivamente (FAN et al., 2006; AZMAN et al., 2016; BASAK et al.,
2019). Este fendmeno nao foi observado no experimento. Possivelmente a adicdo de NaHCO3
pode ter ocasionado uma elevagao do pH reacional, e com isto, ter influenciado o rendimento

de hidrogénio.
5.1.3 Efeito do volume de in6culo

O rendimento de hidrogénio aumentou 108,8 mL/g CHO em média quando o volume
de in6culo foi igual a 75% v/v. A producdo de hidrogénio estd associada ao crescimento
microbiano. Entretanto, ¢ reportado que o aumento do volume de in6culo pode elevar o
consumo da fonte de carbono pelos microrganismos, promovendo uma maior producdo de
biomassa e inibi¢ao na geracao de hidrogénio (ALSHIYAB et al., 2008; NAZLINA et al., 2009;
AZMAN et al., 2016; ARGUN e DAO, 2017).

5.1.4 Efeito interativo entre pH inicial e volume de inéculo

Elevando o pH inicial, observa-se uma redu¢do do rendimento de hidrogénio quando
estd presente um maior volume de inoculo (% v/v) e um aumento quando estd presente um

menor volume de indculo (% v/v), cerca de -293,9 e +71,3 mL/g CHO, respectivamente. Com



54

o aumento de volume de indculo (% v/v) o rendimento de hidrogénio aumenta com o pH inicial
menor e diminui com o pH inicial maior, cerca de +291,4 e -73,8 mL/g CHO, respectivamente
(Figura 15). Isto indica que os maiores rendimentos de hidrogénio (613,4 mL/g CHO, em

média) foram obtidos com pH inicial igual a 4,0 e volume de indculo de 75% v/v (Figura 16).

Figura 15 — Variacéio da resposta com os niveis dos trés fatores.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 16 — Grafico das respostas médias em funcio dos fatores B e C.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
5.1.5 Superficie de resposta

A Figura 17 mostra o grafico da superficie de resposta do modelo com base na Equagao
13 para o rendimento da produgdo de hidrogénio. O rendimento aumentou com a diminuigdo

do pH e aumento do volume de in6culo (% v/v).

Figura 17 — Grafico de superficie de resposta para o rendimento de hidrogénio.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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5.2 Efeito do pré-tratamento acido, pH inicial e volume de indculo na taxa de producio

de hidrogénio (Rm)

Os efeitos e niveis foram organizados numa matriz de planejamento 23 para estudar o
efeito de trés fatores (pré-tratamento acido, pH inicial e volume de in6culo) na taxa de producao
de hidrogénio (Rm), com o objetivo de maximizar a resposta. Os dados foram dispostos na

Tabela 21.

Tabela 20 — Resultados do planejamento 23.

A B C Rm Média
Ensaio

% viv % viv mL/h mL/h

1 -1 -1 -1 1,70 1,79 1,74
2 +1 -1 -1 1,51 1,77 1,64
3 -1 +1 -1 2,44 1,77 2,10
4 +1 +1 -1 1,78 1,97 1,88
5 -1 -1 +1 2,27 2,41 2,34
6 +1 -1 +1 2,15 1,93 2,04
7 -1 +1 +1 1,32 1,31 1,31
8 +1 +1 +1 1,44 1,18 1,31

A, pré-tratamento acido; B, pH inicial; C, volume de indculo; R, taxa de producgdo de hidrogénio.
Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

A Equacgao 14 foi obtida usando a Equagao 12 para ajustar os dados experimentais da

taxa de producao de hidrogénio.

mL
Ry <T>= 1,80-0,16-A-0,29-B—-0,09-C+0,04-A-B+0,01-A-C (14)

—-059-B-C+0,10-A-B-C

Em que A, B e C sdo os valores do pré-tratamento 4cido aplicado no substrato (% v/v),
pH inicial e volume de substrato (% v/v), respectivamente.

A andlise ANOVA do modelo de ajuste (Tabela 22) mostrou que o modelo foi
significativo (p < 0,05). O coeficiente de correlacao (R?) foi 0,8430, o que pode explicar a
variabilidade de 84,30% da variavel resposta. Tudo isto indica que a Equacao 14 pode descrever
o efeito do pré-tratamento 4cido aplicado no substrato, pH inicial e volume de indculo na taxa

de producdo de hidrogénio.
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Tabela 21 — Analise da variancia para o ajuste do modelo linear aos dados da Tabela 21.

Fonte de Média
Soma Quadratica N°de g. . Valor F Valor P
variagio Quadratica
Modelo 1,90066 7 0,27152 6,13 0,010
A 0,09846 1 0,09846 2,22 0,174
B 0,33199 1 0,33199 7,50 0,025
C 0,03174 1 0,03174 0,72 0,422
AB 0,00763 1 0,00763 0,17 0,689
AC 0,00022 1 0,00022 0,01 0,945
BC 1,38761 1 1,38761 31,35 0,001
ABC 0,04300 1 0,04300 0,97 0,353
Erro 0,35408 8 0,04426 - -
Total 2,25474 15 - - -

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.

Os resultados do Valor P e coeficiente de correlagdo mostram que o modelo de ajuste
foi significativo (Tabela 22). Entretanto, para as varidveis, apenas o efeito linear do pH inicial
e o efeito interativo entre pH inicial e volume de indculo foram significativos no rendimento de
hidrogénio (p < 0,05), indicando que esses termos tiveram impacto na variavel resposta (Tabela

23).

Tabela 22 — Coeficientes codificados.

Termo Efeito Coeficiente Valor P
Constante 1,7951 0,000
A -0,1569 -0,0784 0,174
B -0,2881 -0,1440 0,025
C -0,0891 -0,0445 0,422
AB 0,0437 0,0218 0,689
AC 0,0074 0,0037 0,945
BC -0,5890 -0,2945 0,001
ABC 0,1037 0,0518 0,353

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
5.2.1 Efeito interativo entre pH inicial e volume de inéculo

Elevando o pH inicial, observa-se uma redugdo na taxa de producdo de hidrogénio
quando esta presente um maior volume de indculo (% v/v) e um aumento quando esté presente
um menor volume de indéculo (% v/v), cerca de -0,88 e +0,30 mL/h, respectivamente. Com o

aumento de volume de indculo (% v/v) a taxa de producdo de hidrogénio aumenta com o pH
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inicial menor e diminui com o pH inicial maior, cerca de +0,50 e -0,68 mL/h, respectivamente
(Figura 18). Isto indica que as maiores taxas de producao hidrogénio (2,19 mL/h, em média)

foram obtidos com pH inicial igual a 4,0 e volume de indculo de 75% v/v (Figura 19).

Figura 18 - Variacio da resposta com os niveis dos trés fatores.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 19 — Grafico das respostas médias em funcao dos fatores B e C.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
5.2.2 Superficie de resposta

A Figura 20 mostra o grafico da superficie de resposta do modelo com base na Equagao
14 para a taxa de produgdo de hidrogénio. A taxa aumentou com a diminui¢ao do pH e aumento

do volume de in6culo (% v/v).

Figura 20 — Grafico de superficie de resposta para a taxa de producio de hidrogénio.
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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6 CONCLUSAO
Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

e Em todas as condi¢des experimentais propostas houve producao de hidrogénio,
sendo a maxima de 295,5 mL Hz quando o pré-tratamento acido aplicado foi o
de 6,4% v/v, pH inicial de 4,00 e volume de in6culo de 25% v/v. O méaximo
rendimento de hidrogénio foi de 646,7 mL/g CHO quando o pré-tratamento
acido aplicado foi o de 6,4% v/v, pH inicial de 4,00 e volume de in6culo de 75%
v/v. A maxima taxa de produgdo de hidrogénio foi de 2,34 mL/h quando o pré-
tratamento acido aplicado foi de 1,6% v/v, pH inicial de 4,00 e volume de

in6culo de 75% v/v.

e O planejamento experimental mostrou que para o rendimento de hidrogénio
apenas o efeito linear do pH inicial e volume de indculo, e o efeito interativo
entre pH inicial e volume de indculo foram altamente significativos no
rendimento de hidrogénio (p <0,01), indicando que esses termos tiveram grande
impacto na variavel resposta. Para a taxa de producao de hidrogénio apenas o
efeito linear do pH inicial e o efeito interativo entre pH inicial e volume de
indculo foram significativos no rendimento de hidrogénio (p < 0,05), indicando

que esses termos tiveram impacto na variavel resposta
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Sugere-se:

Otimizar a metodologia de superficie de resposta aplicando um planejamento
com composto central com os efeitos que foram significativos (pH inicial e
volume de inoculo) do planejamento inicial, com o intuito de se obter o valor

otimo dos fatores.

Avaliar a composicdo dos metabolitos soluveis (acidos, acetona e subprodutos
da fermentacdo anaerébia) produzidos durante a operagdo dos reatores na

producdo de bio-hidrogénio.

Caracterizar a comunidade microbiana em relagdo ao Dominio Bacteria de

reatores anaerobios em batelada por meio de técnicas de Biologia Molecular.
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APENDICE A - Curvas de produgio de hidrogénio ajustadas pelo Modelo de Gompertz Modificado

Tabela 23 — Produc¢io acumulada de H, (mL) obtida experimentalmente.

69

t (h)

Producio acumulada de H> (mL)

Reator 1 Reator 2 Reator 3 Reator 4 Reator 5 Reator 6 Reator 7 Reator 8
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 12,2 12,6 14,5 12,9 6,5 18,2 4,5 10,1 22,2 33,0 18,1 16,9 6,1 7,4 10,2 7,0
24 45,0 35,9 20,9 19,1 21,3 37,6 15,1 18,0 53,8 66,4 48,1 48,4 15,8 28,9 19,7 21,6
36 75,9 80,4 43,2 57,5 42,8 65,9 43,3 33,9 77,1 96,7 78,6 75,9 27,9 37,5 41,7 41,8
48 105,0 102,4 62,9 81,5 63,6 90,5 71,9 51,6 92,9 111,1 102,2 95,9 40,2 52,1 56,5 53,8
60 123.9 128,6 78,1 106,3 88,9 112,9 91,4 65,6 114,2 129,5 120,5 115,7 58,6 64,1 68,5 65,6
72 140,7 150,4 93,4 125,3 11,8 128,1 108,8 87,7 135,1 145,6 136,7 132,2 72,2 75,7 78,6 76,0
108 157,6 170,8 115,6 145.4 142,7 151,9 135,0 111,5 144,8 162,8 154,5 147.,8 79,2 82,5 84,8 86,3
120 171,3 188,9 135,1 169,2 173,8 180,6 160,9 143,6 152,7 181,1 175,4 163.,9 84,3 87,7 90,7 95,8
132 187,2 2129 170,4 202,6 2144 2093 190,7 185,7 152,7 181,5 183,5 174,4 84,4 88,7 93,4 103,0
144 205,5 2343 199,5 232,8 274,5 240,3 220,7  226,3 155,5 186,9 190,5 184,1 85,5 89,9 95,0 108,7
162 2233 252,6 2179 258,0 3282 267,2 2479 2628 155,7 188,1 192,1 190,2 86,1 90,0 95,5 110,8
186 240,5 274,6 2348 284,1 365,2 294.9 280,4  286,3 155,8 188,6 193.,0 192,7 86,5 90,0 95,5 1114
210 256,7 2954 2483 306,3 400,8 317,0 310,1 317,1 155,8 188,9 193,6 193,1 86,8 90,2 95,7 111,6
282 271,1 312,9 2614 329,6 4334 337,6 336,7 339,0 1559 189,1 193.,8 193,2 87,0 90,3 95,8 11,8

Fonte — Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 21 - Producio acumulada de hidrogénio (a), rendimento de hidrogénio (b) e taxa de producio de hidrogénio (c) obtidos experimentalmente.
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Figura 22 — Curvas de produ¢ao acumulada de H; ajustadas pelo modelo de Gompertz modificado.
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