UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
UNIDADE ACADEMICA CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA
MESTRADO EM ENGENHARIA QUIMICA

JOSE MENDES FREIRE NETO

APLICACAO DE PRE-TRATAMENTOS ACIDOS E ALCALINOS PARA
PRODUCAO DE BIO-HIDROGENIO E BIOETANOL A PARTIR DAS CASCAS DA
MANDIOCA (MANIHOT ESCULENTA)

Maceio
2019



JOSE MENDES FREIRE NETO

APLICACAO DE PRE-TRATAMENTOS ACIDOS E ALCALINOS PARA
PRODUCAO DE BIO-HIDROGENIO E BIOETANOL A PARTIR DAS CASCAS DA
MANDIOCA (MANIHOT ESCULENTA)

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Alagoas,
como requisito parcial para obtencdo do grau
de Mestre em Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Lucena

Cavalcante de Amorim.

Maceio
2019



Catalogacéao na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho

F866p Freire Neto, José Mendes.
Producdo de bio-hidrogénio e bioetanol a partir da casca da mandioca (Manihot

esculenta) / José Mendes Freire Neto. — 2019.
100 f. : il. color.

Orientador: Eduardo Lucena Cavalcante de Amorim.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade Federal de
Alagoas. Centro de Tecnologia. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia

Quimica. Macei6, 2019.

Bibliografia: f. 75-88.
Apéndices: 88-100.

1. Fendbmenos quimicos. 2. Bio-hidrogénio. 3. Bioetanol. 4. Biocombustiveis. I.
Titulo.

CDU:662.767.2




AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Yara Nubia Rocha Freire e Alex Tenorio Freire, meus pilares e maiores
incentivadores durante toda a minha jornada académica. Por me ensinarem, acima de tudo, a lutar
por meus objetivos sob a luz da ética e respeito ao proximo.

A minha companheira Lais Ferreira de Melo Rocha, com quem tenho a felicidade de
compartilhar as conquistas e batalhas impostas pela vida desde quando decidimos acolher um ao
outro no inicio da nossa vida adulta.

A minha irma Lais Rocha Freire, pelo companheirismo e risadas.

Ao meu orientador Eduardo Lucena Cavalcante de Amorim, que prontamente me
recebeu, um membro externo ao entdo convivio da UFAL, com muita cordialidade e
disponibilidade. Pela paciéncia, confianca e auxilio nas davidas sanadas para realizacdo deste
trabalho, porém, acima de tudo, pela amizade estabelecida em detrimento da paixdo mutua pelo
maior clube de futebol de Alagoas.

As parceiras de pesquisa no laboratorio, Isabela e Beatriz, por caminharem comigo nessa
jornada, compartilhando as atividades laboratoriais durante meses.

Aos meus colegas de mestrado e do Laboratdrio de Controle Ambiental, em especial 0s
caros Artur, Anderson e Gabryel, com quem pude dividir conhecimentos, momentos de agonia e
muitas risadas.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Quimica, ao Laboratério de Controle
Ambiental, a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas, a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico por proverem 0s meios necessarios e suporte financeiro durante o
trabalho.

E, por fim, agradeco imensamente a todos aqueles que fizeram parte deste étimo
processo, tanto como trabalho, como quanto aprendizado de vida.

Gratidao.



“E resistir. Resistir sempre. Resistir para acordar as
consciéncias ainda adormecidas para que, juntos, finqguemos
0 pé no terreno que esta do lado certo da histéria, mesmo que

0 chado trema e ameace de novo nos engolir. ”

Dilma Vana Rousseff



RESUMO

O crescimento econdbmico mundial e a rapida urbanizacdo exigem esforcos para produzir
quantidade suficiente de energia para suprir a crescente demanda de energética das na¢des. Diante
deste cenario, a exploragdo de alternativas energéticas limpas e renovaveis mostra-se como uma
solugédo socioecondmica fundamental. Com o intuito de produzir hidrogénio, etanol e metano
atraves do processo de digestdo anaerdbia, o presente estudo utilizou cascas de mandioca
(manihot esculenta) como substrato para avaliar os efeitos de pré-tratamentos com solucdes
acidas (HCI) e alcalinas (NaOH) em diferentes concentra¢@es na sacarificacdo desta biomassa e,
consequentemente, na producdo de biocombustiveis. O procedimento experimental foi realizado
em reatores operados em batelada, mantidos a temperatura mesofilica (35+1°C) através da
utilizacdo de uma incubadora rotativa shaker a 120 rpm. Os reatores foram inoculados com lodo
proveniente de Estacdo de Tratamento de Esgotos e tiveram pH do meio inicialmente ajustado
em 7. Os resultados evidenciam que a concentracdo de carboidratos no substrato e a eficiéncia na
producdo de biocombustiveis foram maiores nos reatores onde houve a aplicacdo de pré-
tratamentos quimicos na biomassa. Obteve-se a melhor producéo de hidrogénio na utilizagédo de
pré-tratamento com &cido diluido a 0,5% (v/v) de HCI. Nessa condi¢éo, a taxa de producéo foi
de 0,95 mL de Hz por hora, apresentando uma producdo acumulada 195% maior que o reator sem
pré-tratamento quimico. Enquanto a producdo especifica do reator com a biomassa sem pre-
tratamento foi de 0,52 mL de H2/gSSVh, no reator com pré-tratamento &cido a 0,5% (v/v) de HCI
foi de 1,19 mL de H2/gSSVh. O pré-tratamento alcali com concentracdo 0,5% (v/v) de NaOH
gerou a maior concentracao final de etanol dentre as condicdes estudadas, 24,78 mmol de etanol/L
versus 7,69 mmol de etanol/L quando ndo fora utilizado pré-tratamento. O pré-tratamento
quimico com solucéo acida a 1,0% (v/v) de HCI gerou 57,19 mL de metano por grama de casca
de mandioca, taxa 26,19% maior que a producdo no reator onde ndo houve pré-tratamento
quimico. Constatou-se ainda que os pré-tratamentos com as maiores concentracdes estudadas de

NaOH/HCI (4 e 8% (v/v)) provocaram queda na producdo de Hz, CH4e etanol.

Palavras-chave: Pré-tratamento Quimico, Biohidrogénio, Bioetanol, Biogas.



ABSTRACT

World economic growth and rapid urbanization require efforts to produce sufficient energy to
meet the growing demand for energy of nations. In this scenario, the exploitation of clean and
renewable energy alternatives is shown as a key socio-economic solution. In order to produce
hydrogen, ethanol and methane by anaerobic digestion process, the present study used cassava
peels (Manihot esculenta) as substrate to assess the effects of pretreatments with acid (HCI) and
alkaline (NaOH) solutions in different concentrations at saccharification of this biomass and,
consequently, in the production of biofuels. The experimental procedure was carried out in batch
operated reactors maintained at the mesophilic temperature (35 £ 1 ° C) using a rotating shaker
incubator at 120 rpm. Reactors were inoculated with sludge from Sewage Treatment Station and
pH was initially set to 7. Results evidence that concentration of carbohydrate in the substrate and
the efficiency of biofuel production of reactors were greater where there was application of
chemical pretreatments in biomass. The best hydrogen production was obtained using pre-
treatment with 0.5% (v/v) dilute acid HCI. In this condition, the production rate was 0.95 mL of
H> per hour, presenting a cumulative production 195% higher than the reactor without chemical
pretreatment. The specific production of the reactor with untreated biomass was 0.52 mL
H2/gSSVh, whilst, the reactor with 0.5% (v/v) acid pre-treatment of HCI was 1.19 mLH»/ gSSVh.
The alkali pre-treatment with 0.5% (v/v) NaOH concentration generated the highest final
concentration of ethanol among the studied conditions, 24.78 mmol of ethanol/L versus 7.69
mmol of ethanol/L when it was not used any chemical pre-treatment. Chemical pre-treatment
with 1.0% (v/v) acidic solution of HCI generated 57.19 mL of methane per gram of cassava peel,
a rate 26.19% higher than the production in the reactor where there was no chemical pretreatment.
The highest studied concentrations of NaOH / HCI (4 and 8% (v/v)) caused a decrease in Hz, CHs

and ethanol production.

Keywords: Chemical pretreatment, Biohydrogen, Bioethanol, Biogas.
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1 INTRODUCAO

O crescimento econdmico mundial e a rdpida urbanizacdo exigem esforgos para
produzir quantidade suficiente de energia para suprir a crescente demanda, cujo crescimento €
estimado em 35% entre 2014 e 2035. Os combustiveis fosseis representam cerca de 80% da
oferta total de energia atual (BP, 2017). Por outro lado, as reservas de energia fossil dificilmente
podem atender & demanda crescente e rapida. Até o final de 2015, o aumento das reservas
exploradas de combustiveis fésseis foi muito menor do que o0 aumento da produgéo (BP, 2016).

Nesse sentido, para resolver a degradacdo ambiental e a crise energética, a exploracdo
de alternativas energéticas limpas e renovaveis € extremamente urgente. Algumas fontes de
energia renovavel foram exploradas pelo homem, como a energia solar, energia edlica, energia
hidrelétrica e a partir da biomassa. A biomassa pode ser transformada em energia através de
trés maneiras: pode ser queimada para produzir calor e eletricidade, transformada em
combustiveis gasosos (metano, hidrogénio, monéxido de carbono e outros) ou convertida em
combustiveis liquidos (alcoois, acidos volateis e outros).

A geracdo de bio-hidrogénio, biogéds e bioetanol como fonte de biocombustivel/
bioenergia a partir da ampla variedade de biomassa reuniu uma quantidade substancial de
esforcos de pesquisa nas Ultimas décadas. Um dos principais impulsos neste campo tem sido a
busca de métodos e abordagens tecnicamente solidas e eficazes para melhorar
significativamente a eficiéncia da bioconversdo e aumentar os rendimentos de biocombustiveis
(KARMEE, 2018).

Como a geracdo de residuos é uma caracteristica inerente a todo processo agroindustrial,
0 avanco da agricultura gera cada vez mais residuos agricolas. Tais residuos podem servir como
matérias-primas para que, explorando rotas microbianas simples de maneira economicamente
e ambientalmente viaveis, possam ser biologicamente transformados em bioetanol e biogas.

O processamento industrial da mandioca, gera residuos como a manipueira e a casca da
mandioca em grande quantidade. De acordo com Adekunle et al. (2016), Nigéria, Brasil e
Tailandia sdo, em ordem decrescente, 0s maiores produtores mundiais de mandioca, gerando
juntas mais de 200 milhdes de toneladas de residuos durante seu processamento, que ndo sao
utilizadas com nenhuma finalidade econdmica conhecida. As cascas desse tubérculo tém alta
proporcdo de carboidratos estruturais e lignina, com elevado potencial para producdo de
biocombustiveis por digestdo anaerébia (MOSHI et al., 2015).

Dentre os processos fermentativos para obtencdo de bio-hidrogénio, destaca-se a

digestdo anaerdbia de compostos ricos em matéria organica, também conhecida como
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fermentacdo na auséncia de luz. Neste, além de ser amenizado o problema ambiental, com o
tratamento de efluentes ricos em carbono, é produzida energia limpa e renovavel, o biogés que
tem como componentes: hidrogénio, metano, didéxido de carbono e nitrogénio, sendo gerado
pela decomposicdo natural do material organico.

Considerando os estudos recentes desenvolvidos na area e a aplicabilidade prética da
solucdo, o presente trabalho utilizou um residuo agricola de grande producéo no Brasil, a casca
da mandioca, para produzir energia limpa através da digestdo anaerobia. Para tanto, com o
intuito de otimizar o processo produtivo, pré-tratamentos acidos e alcalinos foram aplicados na
biomassa lignoceluldsica. Além disso, o processo produtivo foi realizado através da
fermentacdo escura, com estratégia de inibicdo da metanogénese, em reatores anaerdébios
operados em batelada.

Este trabalho esta organizado em seis capitulos, além das referéncias bibliograficas e
apéndices. O presente capitulo, Introducdo, apresenta 0s argumentos que justificam a
importancia da execucéo do trabalho e o problema de pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do estudo foi avaliar a producdo de biocombustiveis (hidrogénio, etanol
e metano) em reatores anaerdbios operados em batelada, utilizando como biomassa

lignocelulosica a casca da mandioca (manihot esculenta).

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) Awvaliar a influéncia da aplicacao de pré-tratamentos acidos e alcalinos no substrato para
0 aumento da producéo de hidrogénio, metano e etanol a partir da digestdo anaerébia;

b) Awvaliar a composi¢do dos metabdlitos soltveis (etanol, acido acético, &cido butirico e
propidnico) obtidos ap6s a fase acidogénica da digestdo anaerdbia;

c) Avaliar a eficiéncia do pré-tratamento &cido e alcalino na sacarificacdo da casca da

mandioca;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para desenvolver um método otimizado para a digestdo anaerdbia da biomassa
lignocelulosica € fundamental conhecer o impacto do pré-tratamento em sua composicéo
estrutural e quimica. Segundo Mosier (2005), o pré-tratamento € o primeiro passo para abrir a
estrutura lignocelulésica, tornando 0s componentes acessiveis a acdo enzimatica dos
microorganismos para a liberagcdo de agucares monoméricos.

Neste capitulo, com base em referéncias da literatura, sdo discutidos conceitos
pertinentes a utilizacdo da biomassa lignocelulésica como substrato para producdo de
biocombustiveis através de sua digestdo anaerdbia, além de uma breve visdo geral acerca da

casca da mandioca e da utilizacdo de hidrogénio como fonte renovavel de energia.

3.1 HIDROGENIO: O COMBUSTIVEL DO FUTURO

O uso de hidrogénio como fonte de energia é investigado desde 1868. Entretanto, as
formas de obtengdo desse gas eram ambientalmente desfavoraveis, vinham de fontes néo
renovaveis e exigiam alto gasto energéetico (LOVATO, 2014). Estudos recentes, como por
exemplo os realizados por Chaves (2018), Adekunle et al. (2016) e Moshi et al. (2015), tém
desenvolvido a tecnologia na producdo de hidrogénio em fontes renovaveis, diminuindo os
custos envolvidos e o gasto energético.

Segundo Das et al. (2014), o hidrogénio é considerado um novo combustivel para o
século 21, principalmente devido ao seu carater ambientalmente benigno. A producdo de
hidrogénio a partir de biomassa renovavel tem varias vantagens em compara¢do com a dos
combustiveis fosseis. Diversos processos estdo sendo praticados para conversdo e utilizacdo
eficiente e econdmica da biomassa em hidrogénio. A producdo de bio-hidrogénio a partir de
residuos organicos € atraente devido a dois motivos: A producdo de combustivel gasoso e a
biorremediagao.

O hidrogénio possui varios beneficios como combustivel, por exemplo:

1. Tem um excelente historico de seguranca e € tdo seguro para o transporte,
armazenamento e uso como muitos outros combustiveis (MOMIRLAN et al.,
2005);

2. Possui 0 maior rendimento energético dentre os combustiveis utilizados
atualmente, tendo um teor energético por unidade de peso de 142 kJ.g*
(VASCONCELOS et al., 2016);



17

3. E totalmente limpo, com agua como Unico produto gerado em sua utilizagio
(WANG et al., 2017).

Sendo o Unico isento de carbono e possuindo o maior conteddo energético em
comparacdo com qualquer combustivel conhecido (Tabela 1), o hidrogénio é globalmente
aceito como uma forma alternativa de energia renovavel (NIKOLAIDIS et al., 2017).

Tabela 1: Poder calorifico de diferentes combustiveis

Estado em Condicdes Normais de Poder Calorifico | Poder Calorifico

Combustivel Temperatura e Presséo (25°C e 1 ATM) S?E;g;’ r Irg&gl/’éc))r
Hidrogénio Gés 1419 119,9
Metano Gas 55,5 50,0
Etano Gés 51,9 47,8
Gasolina Liquido 47,5 44,5
Diesel Liquido 44,8 42,5
Metanol Liquido 20,0 18,1

Fonte: Adaptado de Nikolaidis et al. (2017)

Rahman et al. (2016) afirmam que aproximadamente 80% da demanda energética
mundial é proveniente de combustiveis fosseis, os quais, além de serem esgotaveis, liberam em
suas reacOes diversos compostos 6xidos causadores do efeito estufa, chuva acida e poluicao.

Dutta (2014) propde que, por ser uma fonte de energia limpa aceita mundialmente, o
hidrogénio pode ser usado como fonte de energia para diferentes aparelhos, como veiculos com
celula de combustivel & hidrogénio e eletrdnicos portateis.

Assim, fica evidente a necessidade da pesquisa em desenvolvimento de combustiveis
renovaveis que nao gerem impactos ambientais relevantes, sejam economicamente viaveis e
tenham alto potencial energético. Nesse cenério, pode-se constatar que o hidrogénio é uma

excelente alternativa, uma vez que possui todas essas caracteristicas.

3.2 FORMAS DE PRODUGCAO DE HIDROGENIO

Segundo Dutta (2014), a producdo de hidrogénio a partir de fontes baratas e renovaveis
é o fator chave para a utilizacdo desse tipo de energia na vida real. A proposito, Bharathiraja et
al. (2016), afirmam que o hidrogénio pode ser obtido por processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, a partir de combustiveis fosseis, biomassa e dgua. Wang et al., (2017) acrescentam
ainda a producédo de H» a partir de energia nuclear. A Figura 1 ilustra os principais processos
para obtencgdo desse gas.
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Figura 1: Processos para obtengéo de hidrogénio
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ENERGIA
NUCLEAR

D Matéria Prima - Método de Producao . Produto

Fonte: Autor (2019)

3.2.1 Producéo de Hidrogénio a Partir da Biomassa

Segundo Argun et al. (2011), a producéo de bio-hidrogénio a partir da biomassa € aceita
como uma abordagem ambientalmente amigavel e sustentavel. No entanto, este processo € lento
devido a estrutura de biomassa recalcitrante dificultando a liberagdo de agUcares prontamente
fermentaveis para fermentacdo. Portanto, a producéo de bio-hidrogénio é geralmente integrada
a um processo de pré-tratamento de biomassa relevante (WANG e YIN, 2017).

A producéo de bio-hidrogénio a partir de residuos agroindustriais pode trazer um duplo
efeito benéfico: A estabilizag&o de residuos por um longo periodo e a producéo de energia limpa
(CHUNG et al, 2012). De fato, a producdo de hidrogénio a partir de fontes de energia
renovaveis, como a biomassa, ganhou atencdo especial nos ultimos anos, o que é comprovado
com o notdrio nimero de publicacdes de carater cientifico que buscam alternativas para
otimizar a producdo desse tipo de energia.

A Tabela 2 retine publicacGes recentes que utilizaram a biomassa como substrato para a

producéo de bio-hidrogénio através da digestdo anaerdbia.
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Tabela 2: Trabalhos que utilizaram a biomassa como substrato para a producdo de bio-

hidrogénio através da digestdo anaerdbia

Substrato Condigdes Operacionais Autor
Bagaco Batelada; pH = 6,5 ; 45 °C Saripan et al., 2014
Bagaco Batelada; pH = 6,8 ; 45 °C Laietal., 2014
Bagaco Batelada; pH =5,5; 45 °C Chandel et al., 2014

Casca de Batata

Continuo; pH=5,0;35°C

Bibra et al., 2018

Casca de Mandioca

Batelada; pH = 6,0 ; 32 °C

Moshi et al., 2014

Grama Batelada; pH =7,0; 35 °C Cui e Chen, 2012
Grama Batelada; pH = 7,0 ; 60 °C Brynjarsdottir et al.,2013
Grama Batelada; pH =7,0; 70 °C Brynjarsdottir et al, 2014

Palha de Arroz

Batelada; pH =7,0; 35 °C

He et al., 2014

Palha de Arroz

Batelada; pH = 6,5; 55 °C

Chenetal., 2012

Palha de Arroz

Batelada; pH =6,5; 35 °C

Cheng et al., 2011

Palha de Milho Batelada; pH =7,0; 35 °C Lietal, 2016
Palha de Milho Batelada; pH = 6,0 ; 35 °C Wu et al., 2013
Palha de Milho Batelada; pH = 7,0 ; 60 °C Caietal., 2014

Palha de Trigo

Batelada; pH =6,5; 35 °C

Reilly et al., 2014

Palha de Trigo

Batelada; pH = 6,5 ; 40 °C

Zhi e Wang, 2014

Palha de Trigo

Batelada; pH = 7,7 ; 45 °C

Pawar et al., 2013

Palma Forregeira

Batelada; pH =7,0; 35 °C

Andrade, 2017

Polpa de Beterraba

Batelada; pH =6,5; 35 °C

Ozkan et al., 2011

Polpa de Beterraba

Batelada; pH =7,0; 35 °C

Ozkan et al., 2011

Polpa de Beterraba

Batelada; pH =6,5; 35 °C

Ozkan et al., 2012

Residuos de Frutas

Batelada; pH =6,5; 35 °C

Saidi et al., 2018

Melago de Cana

Continuo; pH=5,0; 30°C

Rego, 2016

Melaco de Cana

Continuo; pH =6,5; 30 °C

Lietal., 2013

Melago de Cana

Continuo; pH =5,6 ; 30 °C

Chaves, 2018

Fonte: Autor (2019)

Diversos residuos organicos, como residuos industriais, residuos agroindustriais e

residuos alimentares, tém sido utilizados como substratos para a producdo de bio-hidrogénio.

Entre essas matérias-primas, os residuos agricolas ganharam consideravel atencdo como

substratos promissores para a producao de biohidrogénio, devido a sua abundancia, baixo custo
e confiabilidade (ALLIBARDI e COSUL, 2016).
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Conforme ilustrado na Figura 1, a producgéo de hidrogénio a partir da biomassa ocorre
majoritariamente atraves de trés processos: Reforma em fase liquida, gaseificacdo da biomassa
e processos biologicos, dentre os quais pode-se destacar a digestdo anaerobia. Para que estes
processos ocorram, Amorim (2009) e Bharathiraja et al. (2016) destacam a importancia da
presenca das enzimas nitrogenase, Fe-hidrogenase e Ni-hidrogenase, que atuam como

catalisadoras da reacéo descrita pela Equagéo 1:

2H ™+ 2e H, 1)

Segundo Chaves (2018), as tecnologias para producdo de bioh, através de processos
bioldgicos sdo classificadas em dois grupos: independentes da luz (fermentacdo escura) e
dependentes da luz (biofotdlise e fotofermentacdo). A biofotdlise, realizada por
microrganismos foto-autotréficos (cianobactérias e microalgas), promove a divisdo de
moléculas de &agua em moléculas de H> através do uso de energia solar e CO.. A
fotofermentacdo envolve uma série de reagBes bioquimicas realizadas por bactérias
fotossintéticas na presenca de luz que fazem com que 0s compostos organicos de residuos sejam
degradados em moléculas menores. A fermentacdo escura € o bioprocesso mais benéfico e
rentavel porque ndo necessita de energia luminosa e produz os maiores rendimentos de H:
(RAHMAN et al., 2016).

A Tabela 3 mostra uma comparacdo entre a biofotdlise, a fotofermentacdo e a

fermentacdo escura.
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Processo

Reacao

Vantagens

Desvantagens

Organismos
Representativos

Biofotdlise

Foto-
fermentacao

Fermentacéo
escura

2H,0 + luz
2>2H, + O,

CH3COOH +
2H,0 + luz =
4H, + 2CO,

CeH1206 +
2H,0 >
2CH3COOH +
2C0O;7 + 4H2

1) Producéo direta
de H a partir do
uso de agua e luz

solar.

2) Agua
abundante como
substrato.

1) H2 pode ser
produzido por
aguas residuais.

2) Os compostos
organicos séo
completamente
convertidos em H;
e COa.

1) Produz os
maiores
rendimentos de H;
comparado com
outros processos
bioldgicos.

2) Sem
necessidade de
luz, o H2 pode ser
produzido durante
todo o dia.

3) Pode utilizar
inmeras fontes de
carbono como
substrato.

1) Baixa eficiéncia

da conversao de luz

causando baixos
rendimentos de Ho.

2) Necessidade de
fornecer energia
luminosa: luz solar

ou outras fontes, com

custo adicional.

1) Baixa eficiéncia
da conversao de luz
causando baixos
rendimentos de Ho.

2) Necessidade de
fornecer energia
luminosa: luz solar

ou outras fontes, com

custo adicional.

1) Custo adicional ao

processo devido a

unidade de separacéo

da mistura de CO; e
Ho.

Chlamydomonas-
reinhardtii

Rhodobacter-
spheroides

Clostridium sp.

Fonte: Adaptado de Rahman et al. (2016)
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3.3 DIGESTAO ANAEROBIA: PROCESSOS E PARAMETROS RELEVANTES

A digestdo anaerobia esta ganhando mais atencdo hoje em dia, tanto como uma solucéo
para as preocupac¢des ambientais quanto como um recurso energetico para o estilo de vida atual
gue demanda alto consumo de energia (GAO et al., 2012). Além disso, Yadvika et al. (2004)
compartilham essa linha de pensamento e enfatizam que a digestdo anaerdbia de residuos
organicos é de crescente interesse, pois oferece uma oportunidade para lidar com alguns dos
problemas relacionados com a reducdo da quantidade de residuos organicos, diminuindo o
impacto ambiental e facilitando o desenvolvimento sustentavel do fornecimento de energia.

Na digestdo anaerébia, os materiais organicos sdo degradados por diversos
microrganismos, na auséncia de oxigénio, convertendo-0s em compostos organicos complexos
(carboidratos, proteinas e lipidios), alcoois, acidos graxos e biogas (metano, hidrogénio e
diéxido de carbono). A pasta do digestor € rica em amonia e outros nutrientes, que podem ser
utilizados como fertilizante organico (TEGHAMMAR, 2013; CHERNICHARO, 2007,
SILVA, 2015).

Em geral, a producéo de H> microbiana € impulsionada pelo metabolismo anaerobio do
piruvato, formado durante o catabolismo de varios substratos e degradado por um dos dois
sistemas enzimaticos descritos nas Equagdes 2 e 3 (RAHMAN et al., 2016).

Piruvato: formato liase (PFL)

Piruvato + CoA — acetil-CoA + formato 2
Piruvato: ferredoxin éxido redutase (PFOR)

Piruvato + CoA + 2Fd(ox) — acetil-CoA + CO, + 2Fd(red) 3)

A digestdo anaerobia € muitas vezes considerada um processo complexo. a digestdo em
si é baseada em um processo de reducdo que consiste em uma série de reac@es bioquimicas que
ocorrem sob condi¢cBes anaerdbias. Conforme ilustrado na Figura 2, a digestdo anaerdbia
envolve quatro etapas diferentes: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.
Geralmente, nesse tipo de processo, a limitacdo da producdo pode ser definida como a etapa

que causa a falha do processo sob o estresse cinético imposto (ASLANZADEH, 2014).
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Figura 2: Rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerébia
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Fonte: Adaptado de Chernicharo (2007)

Adekunle e Okolie (2015) afirmam que a hidrolise é o primeiro passo no processo de
digestdo anaerdbia, envolve a transformacdo mediada por enzimas de materiais organicos
insoliveis e compostos de massa molecular mais elevada, como lipidos, polissacaridos,
proteinas e acidos nucleicos, em materiais organicos sollveis, ou seja, compostos apropriados
para 0 uso como fonte de energia e carbono celular, como monossacarideos, aminoacidos e
outros compostos organicos simples. Este primeiro estdgio € muito importante porque as
moléculas organicas sdo grandes para serem diretamente absorvidas e usadas pelos
microrganismos como substrato.

De acordo com Teghammar (2013), na acidogénese, os monémeros produzidos na fase
hidrolitica sdo absorvidos por diferentes bactérias anaerdbias facultativas e obrigatdrias e séo

degradadas ainda mais em &cidos organicos de cadeia curta, como 0s acidos butirico,
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propanoico, acético, alcoolico, hidrogénio e dioxido de carbono. A concentracao de hidrogénio
formado como produto intermediario nesse estagio influencia o tipo de produto final produzido
durante o processo de fermentacéo.

Visando maximizar a producdo de hidrogénio, pode-se inibir o desenvolvimento de
microrganismos metanogénicos nos indculos (consumidores de Hy) através de pré-tratamentos
fisicos e/ou quimicos (WANG e WAN, 2009; ASLANZADEH, 2014).

Por outro lado, sabe-se que a producéo de hidrogénio depende de inimeros fatores, entre
eles estdo as rotas fermentativas realizadas pelos microrganismos para a degradacdo da matéria
organica e também os produtos finais gerados por essas rotas (MAINTINGUER et al. 2011).

Teoricamente, o rendimento maximo de Hz é de 4 mol Ha/molgiicose quando a glicose é
completamente metabolizada a partir da rota de acetato (Equacéo 4), gerando 2 moles de acetato
e 4 moles de hidrogénio. Outra rota importante seguida durante a producdo de H; é a rota do
butirato (Equacéo 5), rendendo o maximo de 2 mol Ha/molgiicose. A rota do etanol (Equacao 6)
também gera um rendimento teérico de 2 mol Ha/molgiicose. Bactérias homoacetogénicas que
tenham sobrevivido ao pré-tratamento do inéculo, podem consumir Hz para produzir acetato
(Equacéo 7), diminuindo o rendimento de hidrogénio (HY). Outra rota que provoca a reducao
do HY é a fermentacdo do propianato (Equacéo 8), que consome substrato e H, (BARCA et al.,
2015; CHAVES, 2018).

Producédo de acido acético:

CeH 2,04 + 2H,0 — 2CH3;COOH (acetato) + 2CO, + 4H, 4)
Producdo de acido butirico:
C6H1206 — CH3CH2CH2COOH (butirato) + 2C02 + 2H2 (5)

Producéo de etanol:

C6H1206 + Hzo - CH3COOH + CH3CH20H (etanol) + 2C02 + 2H2 (6)
Producdo de acido acético a partir de bactérias homoacetogénicas:
4H, +2C0O, — CH;COOH (acetato) + 2H,O (7)

Producdo de acido propionico:
C6H1206 + 2H2 — 2CH3CH2COOH (propianato) + 2H20 (8)
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3.4 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA PARA PRODUCAO
DE BIOCOMBUSTIVEIS

O desenvolvimento de sistemas energéticos sustentaveis baseados em matérias-primas
renovaveis de biomassa € agora um esforgo universal. Biocombustiveis produzidos a partir de
varios materiais lignoceluldsicos, como madeira, residuos agricolas ou florestais, tém o
potencial de substituir ou complementar o uso de combustiveis fosseis (BAJPAI, 2016).

Como pode ser observado na Figura 3, a lignocelulose é um composto natural
constituido basicamente de celulose, hemicelulose e lignina. Nela, a celulose e a hemicelulose
estdo emaranhadas e envoltas por lignina (DE VRIES e VISSER, 2001). Segundo Moshi
(2015), o principal componente das cascas da mandioca é o amido (30% a 43% da matéria
seca), que ¢ facilmente hidrolisavel e digerivel mesmo sem pré-tratamento. O segundo maior
componente das cascas € lignocelulose, que corresponde a 22-27% da matéria seca.

A conversdo bioldgica da biomassa lignocelulésica em biocombustiveis é baseada na
decomposicdo da biomassa em acUcares aquosos usando meios quimicos e bioldgicos.
Doravante, o0s acucares fermentaveis podem ser processados em etanol ou outros
biocombustiveis avancados. Portanto, o pré-tratamento € necessario para aumentar a
acessibilidade da superficie dos polimeros de carboidratos as enzimas hidroliticas (BAJPALI,
2016).

Figura 3: Estrutura da biomassa lignocelulésica

Fonte: Adaptado de PELTRE et al. (2017)
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Os principais objetivos do processo de pré-tratamento sdo remover a lignina e

hemicelulose, aumentar a porosidade dos materiais lignocelulésicos e reduzir a cristalinidade

da celulose, tornando assim a celulose acessivel para a hidrolise (Figura 4). O pré-tramento
também deve atender os seguintes requisitos (CHANDRA et al. 2007; BAJPAI, 2016; GALBE

e ZACCHI, 2007; MOSIER et al. 2005; LYND et al. 2008):

e Baixo capital e custo operacional,

e Efetivo em uma ampla faixa e carregamento de materiais lignocelulésicos;

e Deve resultar na recupera¢do da maioria dos componentes lignocelulésicos em uma

forma utilizavel em fracdes separadas

e Evitar a formacdo de subprodutos inibidores dos processos subsequentes de hidrélise e

fermentacao;

e Baixa demanda de energia ou ser realizado de forma que a energia investida possa ser

usada para outros fins, como aquecimento secundario.

e Melhorar a formacédo de aglcares ou a capacidade de formar acucares posteriormente

pela hidrolise,

e Evitar a degradacédo ou perda de carboidratos.

Figura 4: Esquema do efeito de pré-tratamento na biomassa lignocelulésica

LIGNINA
/ s CELULOSE

PRE-TRAMF.NT[L S )

\
/.\o
o

Fonte: Adaptado de Perras et al. (2017)

Segundo Wang e Yin (2017), houve um significativo acréscimo no nimero de pesquisas

que aplicam diversos metodos de pre-tratamentos & biomassa para a producdo de

biocombustiveis a partir da fermentacéo escura.
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Com o intuito de avaliar esse fendmeno, foram analisados trabalhos publicados em
periodicos importantes da area, desde 2007 até 2018. A Tabela 4 sintetiza publicacbes que
utilizaram distintos métodos de pré-tratamentos em uma gama de biomassas para a producao
de trés tipos de biocombustiveis a partir da fermentacdo anaerobia, sdo eles: Bio-hidrogénio,
biogas e bioetanol. Em todos os trabalhos analisados, sem nenhuma excecéo, houve aumento
na eficiéncia da producgdo dos biocombustiveis ao aplicar pré-tratamento na biomassa. Os dados

das maximas produc@es de biocombustiveis dos trabalhos também constam na referida tabela.



Tabela 4: Estudos que aplicaram pré-tratamentos nas biomassas para producéo de biocombustiveis
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AUTOR

OBJETIVO DO ESTUDO

PRE-TRATAMENTO

SUBSTRATO

MAXIMA PRODUCAO

Cui et al., 2010

Producéo de bio-hidrogénio

Acido, Alcalino e

Enzimatico

Folha de Alamo

44,92 mL Hz/g de folha
(Pré-tratamento Enzimatico)

Cui e Shen, 2012

Producéo de bio-hidrogénio

Alcalino e Acido

Grama

72,21 mL Ha/g
(Pré-tratamento &cido)

Zhang et al., 2016

Produgdo de bio-hidrogénio

Enzimético

Palha de milho

51,9 | Ho/KgST

Eskicioglu et al.,2017

Produgdo de bio-hidrogénio

Térmico

Palha de trigo, de arroz e
de milho, sorgo de
biomassa

5a 26 ml de Ha/gSV

Andrade, 2017

Producéo de bio-hidrogénio

Alcalino e Acido

Palma forrageira
(Nopalea cochenillifera)

286,32 ml de H2/gSSV
(Pré-tratamento alcalino)

Yang et al., 2018

Producéo de bio-hidrogénio

Fisico-quimico

Residuos de grama

68 ml/g de residuo de grama

Peterssonn et al., 2007

Producéo de bioetanol

Fisico

Semente de colza, da fava
e centeio de inverno

Rendimento méximo de 70%

Moshi et al., 2014

Producéo de bioetanol

Enzimético

Mandioca (Manihot
glaziovii)

85g/mL de bioetanol
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Moshi et al., 2015

Producéo de bioetanol

Alcalino-enzimatico

Casca da mandioca
(Manihot glaziovii)

1,3 g/L/h

Gongcalves et al., 2015

Producéo de bioetanol

Enzimatico

Casca do coco

0,21 g/L/h

Isitua et al., 2018

Producéo de bioetanol

Alcalino e 4cido

Casca da mandioca
(Manihot esculenta)

Producéo de 8,1 % (v/v) de etanol

Zhang et al., 2016

Producéo de bioetanol

Acido e enzimatico

Palha de milho

1776mg COD/L de etanol

Peterssonn et al., 2007

Producdo de biogas

Fisico

Semente de colza, da fava

e centeio de inverno

Rendimento maximo tedrico de

85%

Zhong et al., 2011

Producédo de biogas

Enzimético

Palha de milho

Rendimento méaximo tedrico de

75%

Moshi et al., 2015

Producdo de biogas

Alcalino-enzimatico

Casca da mandioca
(Manihot glaziovii)

43-53 mL de CH4/Kg de SSV

Veluchamy et al., 2018

Producdo de biogas

Térmico

Papel (celulose)

303 mL de CH4/gSSV

Fonte: Autor (2019)
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3.4.1 METODOS DE PRE-TRATAMENTO

Os métodos de pré-tratamento podem ser divididos em diferentes categorias, séo elas:
fisico, fisico-quimico, quimico, bioldgico, elétrico ou uma combinacéo destes. Os métodos de
combinatdrios sdo geralmente mais eficazes para melhorar a digestibilidade da biomassa e sdo
frequentemente usados na concepg¢do das principais tecnologias de pré-tratamento (BAJPAI,
2016).

Wang e Yin (2017) estudaram a distribuicdo de diferentes métodos de pré-tratamentos
utilizados nos artigos enfocados na producdo de hidrogénio a partir da fermentacdo escura da
biomassa entre os anos de 2008 e 2017. Os métodos combinados foram os mais utilizados,
representando cerca de 32% de todos os estudos, seguido pelo tratamento fisico com 30%. A
Figura 5 sintetiza a porcentagem de utilizacdo de cada tipo de pré-tratamento nos estudos desse
periodo.

O presente tdpico visa destacar os principais métodos de pré-tratamento utilizados para
aumentar os rendimentos de bioetanol, biogés e bio-hidrogénio na fermentacdo escura de
biomassas lignocelulosicas.

Figura 5: Utilizacdo de pré-tratamentos nos artigos enfocados na producdo de hidrogénio a

partir da fermentag&o escura da biomassa entre os anos de 2008 e 2017

Combinado; Sem Pré-Tratamento,
32% 22%
Biolégico Fisico
9% 30%
Quimico
7%

Fonte: Adaptado de Wang e Yin (2017)
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3.4.1.1 Pré-Tratamento Fisico

A cominuicdo é o mais difundido método de pré-tratamento fisico para biomassas
liginocelulosicas, uma vez que aumenta a area superficial especifica disponivel e reduz grau de
polimerizacdo e a cristalinidade da celulose (SUN e CHENG, 2002). Palmowski e Muller
(1999), relatam que diferentes métodos mecanicos de reducdo de tamanho tém sido utilizados
para melhorar a digestibilidade da biomassa lignocelul6sica.

A cominuicdo tem sido usada na maioria dos estudos de hidrolise e pre-hidrélise, porém
ndo ha muita informacéo disponivel sobre a energia consumida durante o processo (ZHU et al.,
2005). Estudos mostraram que o processo de moagem aumenta os rendimentos de bioetanol,
biogés e bio-hidrogénio (STEYER et al., 2002).

Fato notorio € a grande quantidade de trabalhos recentes (MOSHI et al., 2014; SALEM
etal., 2018; PAWAR et al., 2014 CAl et al., 2013; ZHU et al., 2005; WANG et al., 2009) que
utilizam a cominuicdo mecadnica como uma etapa do pré-tratamento da biomassa

lignocelul6sica.
3.4.1.2 Pré-Tratamento Acido

Acido sulfurico e acido cloridrico, concentrados ou diluidos, tém sido amplamente
utilizados para tratar materiais lignocelul6sicos (AGBOR et al., 2011; BENSAH e MENSAH,
2013; CHATURVEDI e VERMA, 2013; KUMAR et al. 2009; MOSHI et al., 2014).

Nesse tipo de pré-tratamento, a solucdo &cida é misturada com biomassa para solubilizar
a hemicelulose, aumentando assim a acessibilidade da celulose no substrato. O pré-tratamento
com acido sulfurico ou cloridrico diluido pode melhorar significativamente a hidrélise da
celulose, aumentando assim a eficiéncia das reagdes. Por outro lado, embora o pré-tratamento
com &cido diluido possa melhorar significativamente a hidrélise da celulose, é necessaria uma
neutralizacdo do pH para o processo de fermentacdo (ESTEGHALIAN et al., 1997; BAJPAI,
2016).

De acordo com Nguyen et al. (2013), o pré-tratamento com acido diluido é realizado a
uma temperatura variando de 50°C a 215 °C e o tempo de permanéncia varia de alguns segundos
a minutos, dependendo da temperatura do pré-tratamento. Em outro método, a biomassa pré-
condicionada e fisicamente pré-tratada é submersa em um banho circulante de acido sulfarico
ou cloridrico diluido, o banho é entdo aquecido a temperaturas desejadas para efetuar o pré-

tratamento em diferentes niveis.
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Segundo Wang e Yin (2017), o pré-tratamento acido é, juntamente com o pré-tratamento
alcalino, o mais comumente utilizado por sua facilidade de operacéo e alta eficiéncia. Relatam
ainda que, embora se acredite que o pré-tratamento com acido concentrado a baixas
temperaturas seja mais econdmico, o acido diluido a maiores temperaturas € mais amplamente

utilizado por seu melhor desempenho.
3.4.1.3 Pré-Tratamento Alcalino

O tratamento alcalino funciona através da dissolucéo e saponificacdo de ligagdes éster,
levando a dissolucdo da membrana celular, diminuicdo da polimerizacdo e destruicdo da
cristalinidade da celulose. NaOH, NH4OH e Ca(OH) séo usados nesse tipo de pré-tratamento
(WANG e YIN, 2017).

O pré-tratamento alcalino quebra a estrutura da lignina e rompe a ligacdo entre a lignina
e as outras fracdes de carboidratos na biomassa lignocelul6sica, tornando assim os carboidratos
mais acessiveis. A reatividade dos polissacarideos remanescentes aumenta a medida que a
lignina é removida. Acetil e outros tipos de &cidos urénicos, que reduzem a acessibilidade de
enzimas a superficie da celulose, também sdo removidas por pré-tratamentos alcalinos
(MOSIER et al., 2005; CHANDRA et al., 2007).

A eficécia do pré-tratamento alcalino varia, dependendo do substrato e das condigdes
de tratamento. Em geral, o pré-tratamento alcalino é mais efetivo em madeiras, herbaceas e
residuos agricolas com baixo teor de lignina do que em substratos com alto teor de lignina
(OZKAN et al., 2011).

Bajpai (2016) listou as principais vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos acidos
e alcalinos, que estdo reunidos na Tabela 5.

Tabela 5: Comparacdo entre as vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos &cidos e
alcalinos

PRE-TRATAMENTO COM ACIDO DILUIDO

VANTAGENS DESVANTAGENS
Pode gerar grandes taxas de reacdes Necessidade de neutralizar o pH apos o
tratamento

Pode-se controlar significativamente a
melhora da hidrolise da hemicelulose e da
celulose ao variar o grau de severidade do

pré-tratamento

Formacdo de produtos de degradacéo e
liberagéo de inibidores naturais de fermentacéo
da biomassa

Facil manuseio/aplicagio A reducdo do tamanho de particula de
biomassa e necessaria
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PRE-TRATAMENTO ALCALINO
VANTAGENS DESVANTAGENS

Processos alcalinos causam menos
degradacdo do aglcar em comparacao
com processos acidos

Necessidade de neutralizar o pH apds o
tratamento

Pode-se controlar significativamente a
melhora da hidrdlise da hemicelulose e da | Menos eficaz com biomassas com alto teor de
celulose ao variar o grau de severidade do lignina

pré-tratamento

o ) o Conversao de alcali em sais irrecuperaveis e /
Facil manuseio/aplicacao ou incorporagao de sais na biomassa durante as
reacOes de pré-tratamento

Fonte: Adaptado de Bajpai (2016)

35 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO ANAEROBIA DE BIO-
HIDROGENIO

A digestdo anaerdbia é um processo complexo e dependente de muitos fatores que
podem interferir no rendimento de hidrogénio. Entre eles pode-se citar: temperatura, pH,
substrato, método de tratamento de indculo, taxa de carregamento organico e elementos toxicos
(AMORIM, 2009). Nishio e Nakashimada (2004) ressaltam ainda a influéncia do tipo de reator.

3.5.1 INFLUENCIA DO PH

A relevancia do pH na bioproducdo de hidrogénio em reatores anaerdbios é
inquestiondvel, visto que o mesmo afeta a fun¢do das enzimas hidrogenases bem como a
velocidade de acdo dos microrganismos digestores, influenciando nas vias metabolicas e na
estrutura microbiana. As enzimas hidrogenase podem ser reguladas por alteracbes no pH
extracelular, afetando a producdo de hidrogénio através da alteracdo da atividade enzimatica
por meio da reducdo no potencial de aminoacidos nos sitios ativos (VASCONCELOS et al.,
2016; AMORIM, 2012; LIMA, 2015; CHAVES, 2018).

A atividade catalitica das enzimas e proteinas da membrana pode ser regulada por
alteracOes no pH extracelular. O H* extracelular afeta a rota metabdlica levando a produgao de
H> de trés maneiras: (1) através da alteracao da atividade dos sitios cataliticos; (2) pela alteracéo
da hidrolise do substrato; (3) alterando o fluxo de nutrientes através da forga motriz de prétons
(KODUKULA etal., 1988; PEREGO, 2002; CHENG, 2010; ZHANG et al., 2007; GOODWIN
e ZEIKUS, 1987 apud VIANA, 2016).
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N&o existe um consenso na comunidade cientifica sobre o pH inicial ideal para a
producdo de hidrogénio fermentativo. Por exemplo, o pH inicial 6timo para producdo de
hidrogénio fermentativo relatado por Khanal et al. (2004) foi de 4,5, enquanto que o relatado
por Lee et al. (2002) foi 9,0.

Segundo Viana (2016), diversos estudos mostram que o pH 6timo para a producéo de
H. é entre 4,5 e 5,7 (considerando o género Clostridium como o principal produtor de H>)
porque a sintese ou a ativacdo da hidrogenase é afetada negativamente fora dessa faixa
(GOTTWALD e GOTTSCHALK, 1985). Além disso, sob condicGes acidas, as archaeas
metanogénicas tém a sua atividade metabdlica inibida (ROSSI et al., 2011).

Por outro lado, Nualsri et al. (2016) relatam que as bactérias acidogénicas preferem um
intervalo de pH entre 5,5 e 6,5. Fato é que a possivel razdo para essa discordancia entre a
comunidade cientifica se deve a diferenca entre os estudos realizados em termos de indculo,
substrato e faixa inicial de pH estudados (WANG e YIN, 2017).

3.5.2 INFLUENCIA DA TEMPERATURA

A temperatura é um dos fatores mais importantes que influenciam as atividades de
bactérias produtoras de hidrogénio. Foi demonstrado que, em uma faixa apropriada, 0 aumento
da temperatura poderia aumentar a producdo de hidrogénio, porém, a produgdo diminui ao
elevar a temperatura além dessa faixa (KARADAG et al., 2014).

De acordo com Li e Fang (2007), embora a temperatura étima para a producdo de
hidrogénio através da fermentacdo anaerdbia ndo seja sempre a mesma, hd um consenso que as
bactérias acidogénicas se desenvolvem mais rapidamente na faixa mesofilica (em torno de
37°C) e na faixa termofilica (em torno de 55°C).

Em paises tropicais, o0 processo de producdo de hidrogénio atraves da fermentacao
anaerdbia pode ser realizado préximo a temperatura ambiente, tornando o processo mais
econémico quando comparado a utilizacdo de temperaturas termofilicas (WANG e YIN, 2017).

Segundo Lazaro et al. (2014), as temperaturas mesofilicas causam um efeito positivo na
producéo de hidrogénio porque os microrganismos que se desenvolvem nessas condicfes de
temperatura sdo menos afetados pela producdo dos inibidores de fermentacdo (monémeros
fenolicos, acido acético e derivados de furano) formados durante os pré-tratamentos dos
substratos quando comparados aos microrganismos termofilicos.

Diversos estudos recentes avaliaram a influéncia da temperatura na producgéo de bio-

hidrogénio através da fermentagdo anaerobia.
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Xing et al. (2008) utilizaram glicose como substrato em reatores operados em batelada,
numa faixa de temperatura que variou entre 20 °C e 44 °C, para determinar que o rendimento
maximo de hidrogénio (1,34 mol de Hz/mol de glicose) ocorreu em 37 °C. De maneira
semelhante, Yin e Wang (2016) utilizaram glicose como substrato em reatores operados em
batelada, numa faixa de temperatura que variou entre 20 °C e 40 °C, para determinar que 0
rendimento maximo de hidrogénio (1,69 mol de H2/mol de glicose) ocorreu em 35 °C. Por outro
lado, Lee et al. (2008) utilizaram amido como substrato em reatores operados em batelada,
numa faixa de temperatura que variou entre 37°C e 55°C, para determinar que o rendimento

maximo de hidrogénio (1,44 mol de H2/g de amido) ocorreu em 37°C.
3.5.3 INFLUENCIA DO TIPO DE INOCULO E SEU TRATAMENTO

De acordo com Elsharnouby et al. (2013), a producdo anaerobia de bio-hidrogénio é
bastante influenciada pelo tipo de in6culo, uma vez que os produtos finais da fermentacédo
dependem da cultura microbiana, que inclui: misturas de bactérias anaerdbias obtidas a partir
de digestores anaerdbios de lamas, pilhas de compostagem e culturas puras de espécies de
bactérias acidogénicas.

De Sa (2011) afirma que a producéo de hidrogénio biolodgico pode ser realizada a partir
de culturas microbianas mistas ou culturas puras selecionadas a partir de bactérias produtoras
de Ha. As culturas puras apresentam como vantagens a facil manipulagdo do metabolismo
através da alteracdo das condicdes de crescimento, elevados rendimentos de H. e a reducdo de
subprodutos. No entanto, sdo mais sensiveis as contaminacdes, o que demanda, na maioria dos
casos, um maior cuidado no processo e aumento de custo global do mesmo. Ja as culturas mistas
possibilitam um custo menor do processo, pois é possivel utiliza-las a partir de fontes naturais,
tais como solo, lodo de estacédo de tratamento de efluentes, excreta de animais e compostos ou
através de certos residuos. Como principal desvantagem, ha a probabilidade de existéncia de
microrganismos consumidores de Ho, 0 que torna necessario a utilizagdo de pré-tratamentos de
indculo para inibi-los ou minimiza-los.

Estratégias de inibicdo da metanogénese (EIM) aplicadas a indculos de natureza mista
melhoram a producdo de H> e sdo amplamente utilizadas, porém ndo ha consenso sobre a EIM
que melhor seleciona uma microbiota com potencial para producdo de H.. Vérias EIMs sdo
propostas na literatura, dentre as quais pode-se destacar: choque térmico, adicdo de acidos ou
bases, congelamento seguido de descongelamento, aeracdo e adigdo de cloroformio (VIANA,
2016).
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Além de inibir a atividade metanogénica, as EIMs podem, de acordo com Rossi et al
(2011), induzir a formacdo de esporos, um fenémeno benéfico que aumenta a resisténcia a
condicdes adversas em algumas bactérias produtoras de Ho.

A diversidade microbiana esta relacionada com o tipo de EIM aplicado ao indculo
(NING et al., 2012). Choque térmico e manutencdo de pHs extremos sdo EIMs realizadas para
eliminar micro-organismos que ndo formam esporo (ROSSI et al., 2011), enquanto EIMs de
natureza quimica usando cloroférmio visam suprimir a atividade metanogénica inibindo a
coenzima M redutase (CAPONE, 1988), presente nas archaeas metanogénicas.

Pendyala et al. (2012) observaram que o choque térmico é o mais eficaz porque estimula
a producdo de esporos e promove maiores niveis de diversidade entre as bactérias produtoras

de hidrogénio.
3.5.4 INFLUENCIA DO SUBSTRATO

O aumento da concentracdo de substrato poderia aumentar a capacidade das bactérias
produtoras de hidrogénio de produzir hidrogénio durante a fermentacdo anaerébia, porém
concentracdes de substrato em niveis muito altos podem diminuir essa producdo (LEE et al.,
2008). Além disso, segundo Wang e Yin (2017), existe certo desacordo sobre a concentracao
6tima de um determinado substrato para producao de hidrogénio fermentativo.

Para um bom rendimento de hidrogénio, sdo necessarios substratos com quantidades
significativas de matéria orgénica. Neste sentido, muitos residuos industriais sdo utilizados
como fonte de carbono para produzir hidrogénio e, cada material, exige a selecdo individual de
condicdes de processamento 6timas na fermentacdo anaerdbia (CHAVES, 2018; PAWAR e
VAN NIEL, 2013; URBANIEC e BAKKER, 2015).

Alguns substratos complexos ndo séo ideais para a producdo de hidrogénio fermentativo
devido as suas estruturas complexas, no entanto, apds serem pré-tratados por alguns métodos,
eles podem ser facilmente usados por bactérias produtoras de hidrogénio (WANG e YIN, 2017).
Por exemplo, Zhang et al. (2007) relataram que o rendimento de hidrogénio a partir de residuos
de talo de milho ap6s o pré-tratamento &cido era muito maior do que sem qualquer pré-
tratamento.

Como ilustrado na Tabela 2, diversos tipos de substrato podem ser utilizados como

substrato para a producéo bio-hidrogénio através da fermentacéo anaerobia.
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3.5.5 INFLUENCIA DO TIPO DE REATOR

A configuracéo do reator é crucial para o desenvolvimento do consoércio microbiano,ja
que ele influencia diretamente no microbioma, no comportamento hidrodinamico e na
superficie de contato entre o microrganismo e o substrato (MOHAN, 2009).

Conforme pode ser observado na Tabela 2, a maioria dos estudos sobre a producédo de
hidrogénio através da fermentagdo anaerobia é realizada em modo batelada. Segundo Debrata
Das et al. (2014) isso ocorre devido a sua operacdo e controle simples.

Entretanto, Viana (2016), alerta que em experimentos conduzidos em frascos, o controle
do pH (fator crucial durante a producdo de Hz) pode ser dificultado. Uma outra questdo
relacionada com esse tipo de reator € o acumulo de H2 no headspace, o que pode inibir a
producdo de H> pelo aumento da pressdo parcial (HALLENBECK, 2009). Para sanar tal

problema, a purga com gas inerte €, de acordo com Mathew (2015), a melhor solucéo.
3.5.6 INFLUENCIA DA TAXA DE CARREGAMENTO ORGANICO

Para cultivos em batelada, a concentragéo inicial de substrato (So) representa uma fonte
de carbono e energia para as necessidades da biossintese e outros fins energéticos, enquanto
que a concentracao inicial de biomassa (Xo) € uma fonte de consumo do substrato (LIU, 1996).

Segundo Liu (1996), a relacdo inicial So/Xo (g demanda quimica de oxigénio [DQO]/g
solidos totais volateis [STV]) pode ser escolhida alterando So em uma Xo constante ou variando
Xo em uma Sp constante.

De acordo com Viana (2016), a fim de evitar a inibicdo por excesso de substrato, é
recomendavel realizar testes para conhecer os valores criticos dessa relacdo antes de inocular

um reator, porque para cada indculo existe uma concentracdo inicial 6tima de substrato.
3.6 MODELOS CINETICOS PARA A PRODUQAO DE HIDROGENIO E METANO

Durante a producdo de hidrogénio através da fermentacdo anaerobia, quando o substrato
¢ degradado, o crescimento de bactérias produtoras de hidrogénio (HPB) ocorre
simultaneamente com a producdo de hidrogénio, assim como alguns metabdlitos soluveis.
Alguns modelos cinéticos tém sido propostos para descrever o progresso da degradacéo de
substrato, crescimento de HPB, producdo de hidrogénio e a formacéo de metabdlitos sollveis
em um processo de producdo de hidrogénio fermentativo (WANG et al., 2008).

Dentre tais modelos cinéticos, o0 modelo de Gompertz Modificado (Equacdo 9),

desenvolvido por Zwietering et al. (1990), tem sido amplamente utilizado para descrever o
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progresso da degradacdo do substrato, crescimento de HPB, producéo de hidrogénio, metano e
metabdlitos sollUveis em processos operados em batelada de fermentagdo anaerdbia de
hidrogénio (LIN et al., 2008).

Ry e

H=P-exp {—exp [ (A—0t)+ 1]} 9)

Onde,

P = Potencial de producdo de H> ou CHa;

Rm = Taxa de producdo de H> ou CHa;

t = Tempo de incubacéo dos reatores;

e = NUmero de Euler (2,71828);

A = Fase lag.

Conforme ilustrado na Figura 6, Ahmad (2017) utilizou a equagdo de Gompertz
Modificada para modelar a producdo de metano, durante um processo de producao em batelada
por cultura mista anaerdbia.

Figura 6: Curva tipica da producdo cumulativa de metano modelada pelo modelo de Gompertz
Modificado
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Fonte: Ahmad (2017)
O modelo de Gompertz Modificado é o modelo mais utilizado para descrever o

progresso da produgdo cumulativa de CH4 e H2 em experimentos de batelada, ao relaciona-la
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com o crescimento e o metabolismo microbiano (GHASEMIAN et al., 2016; AHMAD, 2017,
SIRIPATANA et al., 2016; LI et al., 2017).

36 A CASCA DA MANDIOCA E SEU POTENCIAL COMO RECURSO
ENERGETICO

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz, Manihot utilissima e Manihot ahipi) também
chamada de aipim e macaxeira, originaria da Ameérica do Sul, produz raiz tuberosa de cores
branca, amarela ou rosea, possui reserva de amido com alto valor energético e baixo teor de
proteina, além de apresentar razoavel teor de vitamina B1, fosforo e ferro. Com mais de 1.200
espécies, as variedades foram melhoradas e adaptadas para uso industrial ou para consumo das
familias (CAMARGO FILHO, 2004; ALVES, 2004; SANTOS, 2018). Aso et al. (2018) e Achi
et al. (2018) ressaltam ainda que a mandioca € uma cultura de raizes perenes, principalmente
propagada vegetativamente, que cresce bem em climas tropicais.

Esse tubérculo tem importante valor econémico e de subsisténcia para cerca de 1 bilhdo
de pessoas em mais de 90 paises, dentre os quais, pode-se destacar o Brasil, que produziu em
2017 cerca de 21 milhGes de toneladas de mandioca, caracterizando-se como quarto maior
produtor mundial (FAO, 2008; FAO, 2017; EMBRAPA, 2017). Koch et al. (2004), afirmam
ainda que a macaxeira € a quarta cultura alimentar mais importante nos paises em
desenvolvimento e a terceira maior fonte mundial de carboidratos.

O processamento da mandioca requer a remocao das cascas (cortex e periderme), cabeca
e extremidades da cauda, esses componentes sdo geralmente descartados como residuos e
geram poluicdo ambiental (ASO et al., 2018).

Mais de 65% da producdo anual global de mandioca é processada para consumo
humano, o que gera uma quantidade enorme de residuos. Esta matéria organica ndo alimentar
é potencialmente uma boa matéria-prima para processos de digestdo anaerobica, que geram
bioenergia (ACHI et al.,2018). De acordo com NITSCHKE et al. (2012), trés tipos de residuos
sdo gerados durante o processamento industrial da mandioca: cascas e bagaco (solidos) e aguas
residuais (liquidas). Tais os residuos sdo pobres em contetido de proteina, mas sao ricos em
carboidratos e gerados em grandes quantidades durante a producdo de produtos derivados dos
tubérculos.

O armazenamento inadequado de residuos solidos do processamento da mandioca por
longos periodos € a principal causa na producéo de lixiviados, que podem contaminar as aguas
subterraneas em épocas de chuva intensa, nas comunidades produtoras desse tubérculo no norte
da Africa (UBALUA, 2007).
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As cascas da mandioca representam entre 10% e 30% da matéria seca do tubérculo, a
depender da variedade, do cultivo e da regido produtora. Ubalua (2007) estimou esse valor em
10%, enquanto Dufour (1984) afirmou que seriam 16%. Gomez et al. (1983) e Gomez et al.
(1985) concordaram em 17%, todavia, Aso (2013) e Cooke (1982) concordaram em 18%. Cuzin
(1992) produziu metano com cascas que representavam 30% da matéria seca do aipim. Fato é
que, conforme ilustrado na Figura 7 e ratificado por ACHI et al. (2018), toda forma de
processamento industrial da mandioca gera grande quantidade de cascas de mandioca como
residuo.

A composicao fisico-quimica da casca da mandioca foi estudada por diversos autores e
tais analises revelam seu alto teor de amido e lignina, o que a caracteriza como um bom
substrato para a digestdo anaerobia, se aplicado pré-tratamento adequado (MOSHI, 2015; ACHI
et al., 2018). A Tabela 6 reline estudos que avaliaram a composicdo fisico-quimica da casca da
mandioca (Manihot Esculenta).

Tabela 6: Composicao fisico-quimica da casca da mandioca, em porcentagem.

Hemicelulose Celulose Proteinas  Lignina Cinzas Referéncia
32,36 9,71 3,70 16,89 11,38 Nanssou, et al., 2016
27,00 14,00 3,50 11,00 7,00 Babayemi, et al., 2010
23,40 14,17 5,29 10,88 3,70 Pooja e Padmaja, 2015
15,13 25,80 1,86 18,60 0,36 Awoyale, et al., 2019

Fonte: Autor (2019)



Figura 7: Processamento industrial da mandioca
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi planejado de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 8.
4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO SUBSTRATO

Vinte e dois quilos de mandioca foram coletados no dia 07 de agosto de 2017 na Fazenda
Olhos D’agua, localizada na zona rural do municipio de Maribondo-AL (9°33°50,804°’S e
36°16°5.361°W).

A colheita aconteceu de maneira manual, seguindo os procedimentos indicados em
EMBRAPA (2003). Conforme sugerido por Moorphy e Ramanujan (1984) e ratificado por Ki
et al. (2013), a coleta da mandioca ocorreu 8 meses apds o plantio, ao fim da época chuvosa na
regiao e assegurou-se que todos os tubérculos utilizados na pesquisa tinham maturidade similar.

Os tubérculos coletados seguiram para o Laboratorio de Controle Ambiental (LCA),
localizado no Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), onde
foram lavados com &agua corrente e descascados manualmente 24 horas apds a colheita,
conforme Moshi et al. (2014).

As cascas seguiram imediatamente para o pré-tratamento fisico, enquanto a polpa foi

congelada para posterior doacéo.
4.2 PRE-TRATAMENTO FISICO

O pré-tratamento fisico utilizado na pesquisa foi composto por 3 etapas: Secagem,
cominuicao e peneiramento.

As cascas coletadas foram secas em estufa bacterioldgica, modelo CIENLAB® CE-
210/100, a 50 — 55 °C, até atingir umidade de 10-12% (Moshi et al., 2014).

Em seguida, as cascas secas foram mecanicamente cominuidas em liquidificador
modelo Philips R12001 e posteriormente peneiradas em peneira com malha de aco de 850 um,
seguindo procedimento realizado por Moshi et al. (2014), Moshi et al. (2015) e Adekunle et al.
(2016).

O farelo gerado nesse processo foi acondicionado em sacos de polipropileno Nasco

Whirl-Pak®, conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 8: Fluxograma das atividades a serem desenvolvidas durante o estudo
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Figura 9: Casca de mandioca desidratada (A) e farelo de casca de mandioca apés pré-
tratamento fisico (B)

(A) (B)
Fonte: Autor (2019)

4.3 Pré-Tratamento Quimico

Com o intuito de quebrar a estrutura lignoceluldsica da casca da mandioca, foram
aplicados pré-tratamentos quimicos (acido e alcalino) no farelo fisicamente tratado
anteriormente, seguindo metodologia semelhante descritaem CUIl e SHEN (2012), ANDRADE
(2017) e MOSHI (2014).

Conforme ilustrado na Figura 8, para a realizacdo da primeira etapa do trabalho, a
biomassa foi tratada com solugdes aquosas diluidas de HCI ou NaOH em concentracGes
sugeridas na literatura (0,5, 1, 2, 4 e 8 (v/v)), na proporcao de 1g de substrato para 20 mL de
solugdo. Para os reatores de controle (brancos), a propor¢do aplicada foi mantida, de 1g de
substrato para 20 mL de &gua destilada. Posteriormente, fora aquecida por 30 minutos em
frascos de borossilicato a 90+2 °C. A mistura foi entdo neutralizada a pH 7,0 pela adi¢do de
solucéo aquosa diluida de NaOH (ou HCI) em diferentes concentracdes.

Posteriormente, durante a terceira etapa do trabalho, a biomassa foi tratada com solugfes
aquosas diluidas de HCI ou NaOH em baixas concentra¢des (0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 (v/v)), na
proporc¢do de 1g de substrato para 20 mL de solucdo. Posteriormente, fora aquecida por 30 min
em frascos de borossilicato a cerca de 90£2 °C. A mistura foi entdo neutralizada ao pH 7,0 pela
adicao de solucdo aquosa diluida de NaOH (ou HCI) em diferentes concentragdes.
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4.4 INOCULO E ESTRATEGIA DE INIBICAO DA METANOGENESE (EIM)

Na primeira etapa do trabalho, que visa a m&xima producdo de bio-hidrogénio, os
reatores foram inoculados com lodo coletado de um reator UASB de uma Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) de um conjunto residencial localizado no bairro Tabuleiro dos
Martins, da cidade de Macei6-AL. Com o intuito de inibir a metanogénese, antes da sua
utilizacéo o indculo passou por um pré-tratamento térmico, evitando assim o crescimento de
microrganismos consumidores de hidrogénio. A EIM adotada foi elaborado por Maintinguer et
al. (2008) e replicada por diversos autores (CHAVES, 2018; ANDRADE, 2017; VIANA,
2016). Consistiu inicialmente no aquecimento do lodo, monitorado com termdmetro, a 90°C
por 15 minutos, seguido pelo seu resfriamento em banho de gelo até atingir a temperatura de
25°C.

Na segunda etapa, 0 mesmo lodo proveniente de ETE foi utilizado para inocular os
reatores metanogénicos, porém, como nessa etapa ndo ha o interesse pela inibicdo da fase
metanogénica, nenhuma EIM foi adotada.

Por fim, na terceira etapa da pesquisa, o lodo utilizado possui a mesma procedéncia e

passou por EIM idéntica a primeira etapa.
4.5 MONTAGEM E OPERACAO EM BATELADA DOS REATORES

O procedimento experimental foi desenvolvido no LCA/CTEC/UFAL através de
adaptacdo dos métodos de Andrade (2017), Adekunle et al. (2016), Moshi et al. (2015), Cui e
Shen (2012).

Na primeira etapa, os reatores foram montados em frascos de borossilicato com volume
util de 100 ml. Conforme ilustrado na Figura 10, em cada frasco foi adicionado 50 mL do meio
reacional, sendo 45 mL da solucdo pré-tratada do substrato e 5 mL do lodo de ETE com a EIM
adotada.

O pH foi neutralizado com solugdes &cidas ou alcalinas em diferentes concentragoes.
Segundo Amorim (2012), ainda ndo existe uma defini¢cdo quanto ao pH 6timo para producéo
de hidrogénio. Seguindo a metodologia utilizada em Cui e Shen (2012) o pH foi justado para
7.

Em seguida, foi injetado gas nitrogénio (fornecido pela Linde Gases Brasil) por um

minuto em cada frasco, a fim de manter a atmosfera anaerodbia.
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Figura 10: llustracdo esquematica do projeto dos reatores da primeira etapa

A

Headspace

{- 50 mL de atmosfera anaerébia
| Meio Reacional
«45mL da solucdo com o substrato tratado
+ 5 mL do lodo com EIM
Fonte: Autor (2019)

Os frascos foram entdo vedados com septos de borracha de butila e tampa de aluminio,
sendo posteriormente colocados em uma camara incubadora com agitacao orbital fabricada pela
Marconi, modelo MA830, a 371 °C, com rotacao de 120 rpm.

Os reatores permaneceram incubados por aproximadamente 13 dias. Todos os testes
ocorreram em duplicata. A figura 11 ilustra parte dos reatores da primeira etapa montados.
Figura 11: Reatores da primeira etapa

Fonte: Autor (2019)
De maneira analoga a primeira etapa, os reatores da segunda etapa foram montados em

frascos de borossilicato de 100 mL. Conforme ilustrado na Figura 12, cada frasco era composto
por 25 mL do meio reacional, sendo 22,5 mL do efluente gerado nos reatores da primeira etapa

e 2,5 mL do lodo de ETE sem EIM. A figura 13 ilustra parte dos reatores da segunda etapa
montados.



Figura 12: llustracdo esquematica do projeto dos reatores da segunda etapa

A

+ 75 mL de atmosfera anaerdbia

Meio Reacional
22,5 mL do efluente gerado nos reatores
+2,5mL do lodo sem EIM

{Headspace
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Fonte: Autor (2019)

Figura 13: Reatores da segunda etapa

Fonte: Autor (2019)
N&o obstante, na terceira etapa, os reatores foram montados em frascos de borossilicato

com volume util de 100 ml. Conforme ilustrado na Figura 14, em cada frasco foi adicionado 50

ml do meio reacional, sendo 45 ml da solugdo pré-tratada do substrato e 5 ml do lodo de ETE

com a EIM adotada. A figura 15 ilustra os reatores da terceira etapa montados.

Figura 14: llustracdo esquematica do projeto dos reatores da terceira etapa

A

Headspace

+ 50 mL de atmosfera anaerébia

Meio Reacional
+ 45 mL da solugdo com o substrato tratado
* 5mL do lodo com EIM

Fonte: Autor (2019)



48

Figura 15: Reatores da terceira etapa

Fonte: Autor (2019)
A Tabela 7 sintetiza e atribui codigos para todos os reatores utilizados no trabalho.

Tabela 7: Codigos dos reatores

Pré-Tratatamento Concentracao Cddigo dos Reatores
0,1% A0,1
0,2% A0,2
0,3% A0,3
Acido 0,4% A0,4
0,5% A0,5
1,0% Al
2,0% A2
4,0% Ad
8,0% A8
0,1% BO,1
0,2% B0,2
0,3% B0,3
0,4% BO,4
Alcalino 0,5% B0,5
1,0% B1
2,0% B2
4,0% B4
8,0% B8
Sem Pre-Tratamento - C

Fonte: Autor (2019)
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4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas sdo de fundamental importancia para analisar seu potencial
para a producdo de biocombustiveis. Conforme sugerido por Chaves (2018), Andrade (2017),
Ahmad (2017) e Moshi et al. (2014), a caracterizacéo fisico-quimica do substrato consistiu nas
seguintes analises: pH, demanda quimica de oxigénio (DQO) e carboidratos totais. Todas as
analises foram realizadas de acordo com APHA: Standard Methods for the Examination of
Water and Waterwaster (2005).

O teor de carboidratos totais foi determinado utilizando o espectrofotdbmetro modelo
HACH® a 420 nm, em mg/glicose.L, através do método colorimétrico desenvolvido por
Dubois et al. (1956), que se baseia no fato de que agUcares e seus derivados, quando tratados
com fenol e &cido sulfdrico concentrado, tomam coloracdo amarelo-alaranjado.

Em cada fase experimental foram feitas coletas de amostras dos reatores anaerobios,
bem como do biogéas por eles produzidos, afim de serem realizadas as devidas anélises fisico-
quimicas e cromatograficas.

A Tabela 8 compendia a frequéncia e a metodologia utilizada nessas analises.

Tabela 8: Frequéncia das analises das amostras coletadas

Anélises Frequéncia Método
pH Inicial e final/etapa
DQO Inicial e final/etapa APHA: Standard Methods for the Examination
— _ of Water and Waterwaster (2005)
SSsV Inicial e final/etapa
Carboidratos Inicial e final/etapa Dubois et al. (1956)
,AC'd(_)S volateis 1 vez/etapa Maintinguer et al. (2008)
Alcoois e acetona
Composicéo do o
5 a 10 vezes/semana Maintinguer et al. (2008)

biogas

Fonte: Autor (2019)

4.6.1 Anélise da composicdo do biogas

As analises para determinar e quantificar os gases Hz, CO2 e CHs produzidos nos
reatores foram feitas por cromatografia gasosa, de acordo com a metodologia desenvolvida por
Maintinguer et al. (2008) e replicada por varios autores (CHAVES, 2018; ANDRADE, 2017;
VIANA, 2016; AHMAD, 2016). Utilizou-se um cromatédgrafo gasoso de alta resolugéo, da
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marca Shimadzu®, modelo GC 2010, munido de detector de condutividade térmica (TCD), com

as seguintes configuracoes:

e Coluna Carboxen™ 1010 PLOT com capilar de silica fundida (30m x 0,53mm);
e Temperaturas do injetor, detector e coluna = 30, 200 e 230 °C, respectivamente;
e Fluxo do gés de arraste (argonio): 21,9 cm.s?;

e Tempo total de analise: 6,87 min.

Nestas condigdes, os gases Hz, CO2 e CH4, foram detectados nos tempos aproximados
de 0,8, 1,3 e 1,8 minutos, respectivamente. Para as analises, 0s reatores eram suavemente
agitados manualmente, com o objetivo de evitar a estratificacdo térmica, e a partir dai foram
colhidas amostras de 100 uL da fase gasosa do headspace dos reatores com o0 uso de seringa
gastigh com trava, as quais eram injetadas no cromatdgrafo para a leitura da area dos gases
produzidos. Desta forma, as areas dos gases analisados foram relacionadas com suas respectivas
curvas, resultando na quantidade de mols produzida.

O volume acumulado de hidrogénio foi calculado de acordo com a equagéo 10:

VH; = VH;_; + CH;(VG; — VG;_,) + VHy(CH, — CH;_;) (10)

Onde,

VHi= volume de hidrogénio acumulado no tempo atual;

VHi.1= volume de hidrogénio acumulado no tempo anterior;

CHi= volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo atual;

CHi.1= volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo anterior;

VGi= volume total de biogas no tempo atual,

VGi.1= volume total de biogas no tempo anterior;

VHo=volume de hidrogénio acumulado no tempo inicial.

4.6.2 Analises de metabadlitos soliveis pelo método de headspace

Nesta etapa foram identificados os subprodutos da digestdo anaerobia produzidos nos
reatores, que sdo conhecidos como metabdlitos sollveis e consistem de acidos organicos
voléateis, acetona e alcoois. A determinagdo foi executada pelo método de extracdo por
headspace de acordo com metodologia adaptada de Adorno et al. (2014) e Chaves (2018), com
0 uso do amostrador automatico HS-20 acoplado ao cromatografo gasoso GC 2010, ambos da

marca Shimadzu® e processado no software LabSolutions.
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O cromatdgrafo gasoso foi o0 mesmo utilizado na andlise de composi¢do 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 gés de arraste e detector de ionizacdo de chama (FID).

As amostras liquidas de efluente para determinacdo de acetona, alcoois e acidos foram
preparadas pelo efeito salting-out, em tubos de 10 mL com tampa rosqueével e septo de silicone
branco e azul, com a adicdo de 1 g de NaCl, 2 mL de amostra, 70 pL de solucéo de isobutanol
alg/L, 100 pL de acido croténico a 700 mg/L e 200 pL de acido sulfarico 2 M, de acordo com
Adorno et al. (2014).

Para o cromatografo gasoso GC 2010, as seguintes condic¢Bes foram utilizadas:

e 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;

e Razdo de Split: 1;

e Fluxo do gas de arraste (H2), 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;

e Fluxo da coluna: 1,56 mL/min.dia;

e Tempo total de anélise: 14,49 min.

Para 0 amostrador automatico HS-20, as seguintes condi¢cdes operacionais foram

utilizadas:

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

e Nivel de agitacéo: 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 pressurizagéo e de equilibrio da presséo: 5; 0,5 e 0,10 minutos,
respectivamente;

e Tempos de carregamento, de equilibrio do carregamento e de inje¢éo: 0,5; 0,10 e 0,5

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

A partir destas condicdes, foi possivel avaliar a producdo de acetona, metanol, etanol,
n-butanol e de seis &cidos (acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e
caproico). A analise de metabolitos tambem possibilitou a identificacdo da rota principal

seguida pelos microrganismos presentes no reator para produzir hidrogénio.
4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através técnica de analise de variancia (ANOVA), com
intervalo de confianga de 95% (teste de Tukey) e p < 0,05, usando o software PAST 3.20 para
comparacdo das médias. Esta técnica tem sido amplamente usada para comparar as médias dos
resultados de ensaios em batelada em duplicata e triplicata, inclusive para testes que buscaram
avaliar o efeito das estratégias de inibicdo da metanogénese para aumentar a producéo de H»
(CHAGANTI, 2012; KIM. 2012; LALMAN, 2012; BAGLEY, 2001; PENDYALA etal., 2012,
VIANA, 2016).

4.9 AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS

Os dados experimentais obtidos (média dos reatores em duplicata) foram ajustados
através da Equacdo 9, conhecida como equacdo de Gompertz Modificada (ZWIETERING,
1990), através do software Origin 2018b.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO NA SACARIFICACAO DO SUBSTRATO

A Figura 16 apresenta a conversdo da biomassa lignoceluldsica em acuUcares soluveis
utilizando a fragdo de 5% (m/v), ou seja, 2,25 g de substrato em 45mL de solugio aquosa. E
possivel observar que todos 0s pré-tratamentos quimicos investigados, independente da
concentracdo utilizada, foram eficientes na solubilizacdo dos carboidratos. O aumento da
concentracdo do acido cloridrico e do hidroxido de sodio resultaram em comportamento similar
sobre a sacarificacdo da casca da mandioca. As condigdes A1,0 e B1,0 foram mais eficientes
com aumento na concentracdo de carboidratos de 29% e 30%, respectivamente, em relagdo ao
experimento controle, quando nao foi adotado nenhum pré-tratamento.

Figura 16: Efeito do pré-tratamento na sacarificacdo do substrato

B8 [ 2276 |
B4 223 |
B2 | 199.4 |
Bl | 256.2 |
B0,5 202.6 |
B0 4 205.2 |
B0.3 | 3009 |
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Al 2527 |
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A0 4 2043 |
A03 [ 200.8 |
A02 201.9 |
A01] 1992 |
C 196.4 |
L L L L L L B L L L L B L BN L L BB L BRI BN

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

Concentracdo de Carboidratos (mg/g de casca de mandioca)
Fonte: Autor (2019)
Os valores obtidos nas analises foram comparados pelo teste de Tukey. De acordo com
os resultados analisados, é possivel afirmar que a aplicacdo de pré-tratamento quimico no
substrato resultou em efeito positivo na degradagdo dos compostos lignoceluldsicos presentes
na casca da mandioca, pois aumentou significativamente a solubilizacdo dos carboidratos no

substrato (p<0,05). Esse evento pode ser atribuido, segundo Mosier et al. (2005), a quebra da
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estrutura da lignina e ao rompimento da ligacdo entre a lignina e as outras fracdes de
carboidratos na biomassa lignocelulésica promovidas pelos pré-tratamentos quimicos
aplicados, tornando assim os carboidratos mais acessiveis.

Andrade (2017) e Cui e Shen, (2012), sob as mesmas condi¢des operacionais e sob
concentragdes de pré-tratamentos semelhantes, com excecao dos reatores que passaram por pré-
tratamento a baixas concentragcfes acidas e alcalinas (0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4%), concluiram
que as maiores concentracdes de glicose, para palma forrageira e para grama, respectivamente,
foram obtidas nas condigdes operacionais submetida a altas concentracdes de alcali e &cido, que
foi de 8% em ambos o0s casos.

No entanto, tratando-se da casa da mandioca (manihot esculenta), as condigdes
operacionais que promoveram melhores sacarificacfes, ao observar a solubilizacdo dos
polissacarideos, foram condicdes A1,0 e B1,0. Sendo este um resultado vantajoso do ponto de
vista econdmico e ambiental.

De maneira geral, os pré-tratamentos aplicados mostram-se eficientes para degradar os
compostos lignoceluldsicos presentes na casca da mandioca, uma vez que todas as condicdes
experimentais estudadas demonstraram quantidades maiores de carboidratos em relagdo a

condig&o controle.
5.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO NA PRODUC}AO DE HIDROGENIO

Os dados indicam a viabilidade da producdo de hidrogénio em reatores anaerébios
operados em batelada, quando utilizada a casca de mandioca desidratada como substrato
inoculado com lodo de ETE. Nédo obstante, as analises evidenciam que os pré-tratamentos
quimicos aplicados no substrato sdo eficientes para 0 aumento da producdo de hidrogénio. No
entanto, assim como relatado por Andrade (2017), ndo foi observada a produgéo de hidrogénio
nos reatores onde 0s substratos passaram por pré-tratamentos nas maiores concentracoes
experimentadas (A8, B4 e B8).

Ao comparar os dados referentes a produgdo acumulada de hidrogénio nos reatores pelo
teste de Tukey, é possivel afirmar que os pré-tratamentos quimicos utilizados resultaram em
efeito positivo significativo na producdo de hidrogénio (p<0,05). Diversos autores
(ADEKUNLE et al., 2016; ANDRADE, 2017; MOSHI et al., 2015) relataram efeito positivo
semelhante gerado por esse tipo de pré-tratamento na biomassa lignocelulosica.

A Figura 17 ilustra a produgdo acumulada de hidrogénio nos reatores.



Figura 17: Producdo acumulada de hidrogénio (mL) versus tempo (h) para cada tipo de pré-tratamento utilizado
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O modelo cinético de Gompertz Modificado (ZWIETERING et al., 1990) mostrou-se
eficaz para ajustar os dados experimentais, o que pode ser comprovado, segundo Ghasemian et
al. (2016), pelo fato de todas as analises apresentarem coeficientes ajustados de determinacéo
(R?) maiores que 0,95. A Tabela 8 reline os valores experimentais dessa etapa da pesquisa e
seus respectivos dados cinéticos obtidos atraves da analise cinética do modelo de Gompertz
Modificado. O Apéndice A traz as curvas de producdo de hidrogénio ajustadas pelo mesmo
modelo.

Tabela 8: Dados experimentais e cinéticos da producao de hidrogénio

Reator Dados Experimentais Dados Cinéticos do -I\{Iodelo de
Gompertz Modificado
Producdo | Variagéo n
Acumulada | Controle | (mlhy/g de PER: A e K R2
D) ) casca) (mlho/gSSVh) | (mL) | (mL/h)  (h)

C 87,28 - 38,79 0,52 94,76 0,42 | 31,46 | 0,955
A0,1 112,59 29,00 50,04 0,91 110,52 | 0,73 | 20,41 | 0,999
A0,2 136,29 56,15 60,57 0,99 128,44 | 0,79 | 12,50 | 0,997
A0,3 149,21 70,95 66,31 1,04 155,27 | 0,83 | 13,90 | 0,998
A04 163,62 87,46 72,72 1,06 192,07 | 0,85 | 22,06 0,998
A0,5 258,10 195,72% 114,71 1,19 287,77 0,95 | 18,27 | 0,978

Al 159,79 83,08% 71,02 0,97 167,82 | 0,78 | 30,62 | 0,974
A2 132,96 52,34% 59,09 0,91 131,30 | 0,73 | 28,85 | 0,980
Ad 0,00 - - - - - - -

A8 0,00 - - - - - - -

BO,1 109,94 25,96 48,86 0,80 99,59 0,64 | 14,90 | 0,995
BO0,2 136,14 55,98 60,51 0,91 147,47 | 0,73 | 13,96 | 0,998
BO0,3 144,92 66,04 64,41 0,97 151,39 | 0,78 | 20,98 | 0,998
B0,4 198,86 127,84% 88,38 1,14 22357 | 0,90 | 14,77 0,996
B0,5 199,24 128,28% 88,55 1,15 240,26 | 0,92 | 23,29 0,970

Bl 169,71 94,45% 75,42 1,01 206,98 = 0,81 | 11,35 0,985

B2 12151 39,22% 54,00 0,88 12168 | 0,71 | 13,68 | 0,981

B4 100,68 15,35% 44,74 0,70 114,10 | 0,56 | 45,09 | 0,980

B8 0,00 - - - - - - -

""Producao de hidrogénio por grama de casca no reator; "¥*2Producéo especifica de hidrogénio; A Produgéo acumulada prevista pelo modelo

de Gompertz Modificado; XC Taxa de produgéo de hidrogénio; K Tempo gasto antes da producéo de H, iniciar-se (fase lag).

Fonte: Autor (2019)
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O reator AO,5 teve a maior producdo acumulada de H> entre todas as condigOes
experimentais analisadas (258,10 mL). O segundo maior volume acumulado de H> foi obtido
no reator BO,5, com 199,24 mL. O reator controle, sem nenhum pré-tratamento, produziu 87,3
mL de hidrogénio acumulado.

Os dados indicam um acentuado aumento, igual a 195%, na producéo de hidrogénio no
reator onde a biomassa foi pré-tratada quimicamente com a solucdo de HCI 0,5%, frente ao
reator sem pré-tratamento quimico. Esse aumento na producdo de hidrogénio foi reportado em
outros trabalhos (ANDRADE, 2017; MOSHI et al., 2014) que analisaram a influéncia de pré-
tratamentos quimicos na biomassa lignocelulésica para produzir H2, que segundo ZHENG et
al. (2014), geram, na maioria dos casos, um efeito positivo de 20% — 200% no rendimento.

Apesar dos reatores B8, A4 e A8 ndo apresentarem producdo significativa de
hidrogénio, todas as outras condi¢Ges experimentais onde houve pré-tratamento quimico na
biomassa resultaram em volumes acumulados de hidrogénio maiores que no reator C, onde néo
houve pre-tratamento quimico.

De fato, as maiores producdes especificas de hidrogénio, conforme exposto na Tabela
8, ocorreram, em ordem decrescente, nos reatores A0,5, BO,5, B0,4, A0,4, A0,3, B1, A0,2 e
Al, permitindo-nos inferir que as baixas concentragdes (< 1%) para o pré-tratamento quimico
da farinha da casca de mandioca sdo as mais eficientes.

Esse efeito positivo na producdo de hirdrogénio gerado pelos pré-tratamentos
empregados na biomassa deve-se a quebra da estrutura da lignina e o rompimento da ligacédo
entre a lignina e as outras fracGes de carboidratos na biomassa lignocelulésica, tornando assim
os carboidratos mais acessiveis (WANG e YIN, 2017).

Assim como no presente trabalho, Andrade (2017), ao analisar a influéncia do pré-
tratamento quimico na producdo de hidrogénio utilizando como substrato a palma forrageira,
observou que as baixas concentracfes de acidos e alcalis (< 4%) foram mais eficientes para o
aumento da producdo acumulada de hidrogénio. Uma hipdtese para explicar esse
comportamento pode ser 0 acimulo de potenciais inibidores da producédo de hidrogénio durante
0 processo de sacarificagdo da biomassa, tais como o furfural, o &cido acético e o HMF
(SIQUEIRA e REGINATTO, 2015).

O écido acético é formado principalmente pela hidrdlise enzimética do grupo acetilo
presente na hemicelulose, importante constituinte da biomassa lignocelulésica. Ja o 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e seu derivado, o furfural, €, geralmente, resultado da degradacéo
da hemicelulose quando pré-tratadas termoquimicamente (JONSSON et al., 2013).
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partir da sacarificacdo do bagaco da cana de acucar aplicando HCI como pré-tratamento em
varias concentracoes (0,67 a 6% m/v), e observou que a concentracdo de HCl a 6,0% resultou
Furfural e 0,40 mg/L de HMF). Palmqvist et al. (2000), em artigo de revisdo, explicam que
esses inibidores contribuem para o aumento do estresse ambiental para 0 organismo
fermentativo devido a diminuicdo da oferta de agua e o aumento da concentracdo de

determinados compostos.

acido acético) da producdo bioldgica de hidrogénio utilizando biomassa lignocelulésica e
concluiram que o aumento da concentragdo dos inibidores provoca queda no potencial
produtivo de Ha. A adigéo de furfural em 0,25, 0,5 e 1,0 g /L diminuiu a produgédo de H> (mL)
em 20, 35 e 57% e a taxa de producdo de hidrogénio (mL/h) em 18, 53 e 64%, respectivamente,
ambos em comparacdo com o experimento controle. Resultados semelhantes foram obtidos

para 0 HMF e &cido acético.

Diante do exposto, podemos inferir que o fato de as condi¢Oes experimentais A4, A8 e
B8 ndo apresentarem producdo acumulada de H» esta diretamente ligado ao aumento da

concentracdo de &cido ou base no pré-tratamento.

A maior taxa de producdo foi encontrada, naturalmente, no reator que gerou a maior
producdo acumulada de hidrogénio, o A0,5, nele a taxa foi de 0,95 ml de H por hora. Com
excecao dos reatores que tiveram a producdo inibida, a taxa de producdo de hidrogénio foi

maior quando a biomassa passou por pré-tratamento quimico, seja acido ou alcalino.

Os resultados mostram ainda que a melhor producéo especifica de hidrogénio (PEH>) foi
obtida no reator A0,5, seguida pelo reator B0,5. Ao comparar com o0 controle, nota-se um
substancial aumento nas producdes especificas, que foram, respectivamente: 1,19, 1,15 e 0,52
mL H2/gSSVh.

Torres (2018) estudou a producéo especifica de hidrogénio a partir do bagaco da cana
utilizando cultura mista de microrganismos e obteve a melhor produgdo especifica, 0,1
mmol/gSSVh, na condicdo operacional cujo substrato foi preé-tratado com NaOH 0,5%,
neutralizado para o pH 7 e operado em batelada a +35°C.

Yang et al. (2018) analisaram o rendimento da producdo de hidrogénio a partir dos
residuos de grama aplicando o pré-tratamento acido a 1,0% seguindo a metodologia descrita

por Cui e Shen (2012), e obtiveram rendimento (1) de 42 ml de H2/g-grama ao passo que a
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condicdo controle apresentou rendimento de 26 mL de Hz/g de grama. Nesse trabalho, a
condicédo operacional A0,5 apresentou rendimento de 114,71 mL de H2/g de casca de casca de
mandioca, resultando no aumento da producdo de de 195,72%, comparado com a condi¢éo

controle.

Ainda, é possivel observar expressiva reducao do tempo destinado & adaptagéo da cultura
a condicdo experimental (fase lag, K) da maioria as condi¢des operacionais quando comparadas
com a condic¢do controle (K = 31,46 h). A condicdo AO0,2 teve a reducdo mais significativa,
iniciando a producdo de hidrogénio apds 12,5 horas. No entanto, apesar desta condicao ter
obtido a fase lag mais curta, a PEH> foi menor se comparada ao reator A0,5 (K = 28,39 h). Isso
pode ser explicado pelo fato de os microrganismos utilizarem os carboidratos como fonte de
energia apenas para o seu crescimento e ndo necessariamente, para produzir o gas (ANDRADE,
2017).

A Figura 16 ilustra a oscilacdo dos pHs em cada reator, enquanto a Figura 17 ilustra a

eficiéncia de conversdo da glicose na etapa acidogénica.

A Tabela 9 apresenta os resultados referentes ao efeito da sacarificacdo da casca da
mandioca apo6s as condicdes experimentais estudadas, a glicose remanescente no final do

periodo de incubacdo, a variagdo do pH e a eficiéncia de conversdo do processo.

Os baixos pH verificados nos efluentes dos reatores (pHmedio= 4,05 = 0,24) podem
favorecer a rota metabolica do etanol, conforme elucidado por Chaves (2018) Ren et al. (2006),
Lietal. (2007), Guo et al. (2008) e Zhu et al. (2013). Segundo eles, a fermentagéo do tipo etanol
acontece em pH’s baixos, geralmente entre 4 e 4,5, sendo mais bem-sucedida quanto a producéo
de hidrogénio do que a fermentacdo tradicional do tipo butirato, devido a producdo simultanea
de altas concentracdes de acido acético e etanol, possibilitando maiores rendimentos e taxas de

producdes de hidrogénio.



61

Figura 18: Variacdo de pH entre a partida e a desativacao dos reatores

Figura 19: Eficiéncia de conversao da glicose na etapa acidogénica
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Tabela 9: Eficiéncia de conversao da glicose e variaces do pH na etapa acidogénica
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Reator Converséo da Glicose pH
Glicose Inicial Glicose Final Eficiéncia pH pH
(mg/L) (mg/L) (%) Inicial Final
C 9818,2 6963,1+330,9 29,08 6,8 4,1+0,00
A0,1 9961,2 7887,5+717,2 20,82 7,1 4,1+0,04
A0,2 10058,7 6884,7+102,8 31,56 7,0 4,2+0,07
A0,3 10150,3 7595,0+202,8 25,18 6,9 4,2+0,14
A04 10197,1 6771,5+259,1 33,59 7,2 4,2+0,11
A0,5 10225,2 6963,0+58,1 31,90 7,0 4,.0+0,04
Al 12634,2 5926,8+25,9 53,09 7,0 4,3+0,07
A2 10731,2 8691,9+75,4 19,00 7,4 4,8+0,07
Ad 11664,2 9721,9+77,8 16,65 6,8 5,0+0,04
A8 12172,2 10803,6+829,7 11,24 6,9 3,7+£0,14
BO,1 9982,5 7908,6+266,5 20,78 7,0 4,1+0,07
BO,2 10001,6 7400,5+212,6 26,01 6,8 4,4+0,04
BO,3 10127,0 7354,7+528,1 27,38 6,9 4,4+0,14
B0,4 10218,6 6704,5+316,7 34,38 7,2 4,4+0,07
BO,5 10138,2 7494,3+317,6 26,08 7,0 4,1+0,04
Bl 12810,2 7141,4+884,8 44,25 6,9 4,1+0,04
B2 9996,2 7838,1+528,3 21,59 7,2 3,9+0,00
B4 11149,2 9309,3+213,9 16,50 7,0 4,2+0,04
B8 11380,2 10088,6+324,1 11,35 7,2 4,31+0,04

Fonte: Autor (2019)

Yang et al. (2018) ao aplicarem o pré-tratamento acido na concentracao de 1%(v/v), sob

as mesmas condigdes deste trabalho, obtiveram a eficiéncia de remocdo de 53%.

A condigédo experimental Al apresentou a maior conversdo de carboidratos durante o

processo de digestdo resultando, assim, na eficiéncia de 53%.

As condicOes experimentais (A e B) com concentracGes de acidos ou alcalis iguais ou

maiores que 2% resultaram na baixa conversao de carboidratos e, consequente, baixa eficiéncia,

quando comparados com o reator controle. Este resultado reitera que estas condigdes, apesar da

alta eficiéncia do processo de sacarificagdo do substrato, ndo resultam nas melhores eficiéncias
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de conversdo no processo de digestdo anaerdbia devido aos potenciais inibidores do processo

fermentativo.

5.3 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO NA PRODUCAO DE ETANOL E ANALISE
DOS DEMAIS METABOLITOS

Durante a operagdo dos reatores varios metabdlitos foram produzidos junto com o
hidrogénio, em diferentes concentrages. Os metabolitos sollveis formados com a producao de
hidrogénio sdo indicadores importante para a avaliacdo de propriedades do processo e a
identificacdo da rota fermentativa (YANG et al., 2017).

Os principais metabolitos gerados nesse trabalho foram: acetona, metanol, etanol, acido
acético, acido propionico e acido butirico. Os acidos isobutirico, isovalérico, valérico e caproico
ndo foram detectados em nenhum dos reatores. Por outro lado, &cido butirico foi produzido em
todos os reatores, com exce¢do dos reatores NaOH 4,0% e NaOH 8,0%.

A producdo de metabdlitos solveis nos reatores foi estatisticamente analisada pelo teste
de Tukey, sendo possivel afirmar que os pré-tratamentos quimicos utilizados resultaram em
efeito significativo (p<0,05) na producdo dos seguintes acidos e alcoois: Acetona, metanol,
etanol, n-butanol, &cido acético, acido propibnico e &cido butirico.

Semelhante ao ocorrido na producdo de hidrogénio, as menores producgdes de
metabdlitos solUveis totais produzidos (SMPs) foram observadas nos reatores que passaram por
pré-tratamentos quimicos nas maiores concentra¢fes de HCI e NaOH utilizadas nesse trabalho,
0 que sugere que 0s pré-tratamentos com altas concentracfes dessas substancias podem nao ser
eficientes.

A Tabela 10 retne as concentracbes médias em mg/L dos metabdlitos sollveis
produzidos nos meios reacionais submetidos a distintas formas de pré-tratamento.

Como cada componente tem uma massa molecular diferente, para analisar a
predominancia de cada um em relacdo ao total de produtos liquidos, sdo apresentadas na Tabela
11.



Tabela 9: ConcentragGes médias, em mg/L, dos metabdlitos sollveis produzidos nos reatores
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Reatores
Metabdlito C A0,5 Al A2 Ad A8 BO,5 Bl B2 B4 B8
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
@ Acetona 14,81 11,79 19,66 12,83 13,03 12,78 19,84 13,12 13,11 12,24 12,49
®)Metanol 128,96 54,34 92,71 92,74 89,94 | 129,00 @ 139,13 72,03 68,03 | 101,40 @ 103,82
©Etanol 354,28 | 334,27 263,77 281,65 948,05 @ 302,73 114159 | 45431 @ 410,70 @ 422,82 @ 449,86
@n-Butanol 58,47 112,36 21,23 24,01 11,62 13,89 22,00 11,65 24,88 26,35 27,77
®Acido Acético 677,47 @ 713,82 | 559,30 @ 644,98 259,86 332,72 118694 52,289 @ 61,94 5,26 5,26
®Acido Propidnico 343,75 19,16 15,86 10,89 5,24 10,00 15,95 1,47 0,63 10,42 10,63
@Acido Isobutirico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
™Acido Butirico 39351 | 1119,05 447,83 @ 378,79 38,59 38,70 | 152821 @ 29,38 34,89 0,00 0,00
OAcido Isovalérico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0Acido Valérico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
®Acido Caproico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

@LD; — Limite de detecgdo da acetona = 14,92 mg/L; ®PLD, — Limite de deteccdo do metanol = 19,26 mg/L; ©LDs — Limite de deteccio do
etanol = 15,64 mg/L; @LD4 — Limite de detecgio do n-butanol = 12,00 mg/L; ®LDs — Limite de detecgdo do 4cido acético = 63,84 mg/L; VLD
— Limite de deteccdo do acido propidnico = 49,25 mg/L; @WLD; — Limite de deteccdo do acido isobutirico = 54,58 mg/L; MLDs — Limite de
detecgdo do acido butirico = 51,94 mg/L; ®LDg — Limite de deteccdo do &cido isovalérico = 54,88 mg/L; YLD1o — Limite de deteccdo do acido
valérico = 62,38 mg/L; WLDy; — Limite de deteccdo do &cido caproico = 11,07 mg/L;

Fonte: Autor (2019)



Tabela 10: Concentragdes molares médias (mmol/L) dos metabdlitos sollveis produzidos nos reatores

Reatores
Metabdlito C A0,5 Al A2 A4 A8 B0,5 Bl B2 B4 B8
mmol/L | mmol/L ' mmol/L = mmol/L = mmol/L | mmol/L | mmol/L A mmol/L  mmol/L  mmol/L = mmol/L
Acetona 0,25 0,20 0,34 0,22 0,22 0,22 0,34 0,23 0,23 0,21 0,22
Metanol 4,02 1,70 2,89 2,89 2,81 4,02 4,34 2,25 2,12 3,16 3,24
Etanol 7,69 7,26 5,73 6,11 20,58 6,57 24,78 9,86 8,91 9,18 9,76
n-Butanol 0,78 1,50 0,28 0,32 0,16 0,19 0,29 0,16 0,33 0,35 0,37
Acido Acético 11,28 11,88 9,31 10,74 4,33 5,54 19,76 0,87 1,03 0,09 0,09

Acido Propi6nico 4,63 0,25 0,21 0,14 0,07 0,13 0,21 0,01 0,01 0,14 0,14
Acido Isobutirico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Acido Butirico 4,49 12,76 5,11 4,32 0,44 0,44 17,43 0,34 0,40 0,00 0,00
Acido Isovalérico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido Valérico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido Caproico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
@AVT 20,4 24,89 14,63 15,2 4,84 6,11 37,4 1,22 1,44 0,23 0,23
GSMP 33,14 35,55 23,87 24,74 28,61 17,11 67,15 13,72 13,03 13,13 13,79

@ AVT = Acidos volateis totais produzidos;®SMP = Metabdlitos soltveis totais produzidos.

Fonte: Autor (2019)
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O reator B0,5 destacou-se na producdo de etanol, atingindo a concentracdo molar de
24,8 mmol/L, trés vezes maior do que a concentragdo do reator C. Este resultado justifica o fato
da ampla utilizacdo de alcalis, em baixas concentracdes, para o pré-tratamento do substrato em
processos de producéo de bioetanol (KUMAR et al., 2018).
As maiores concentracdes de acido acético aconteceram nos reatores B0,5 e A0,5 (19,79
e 11,88 mmol/L, respectivamente), essas condigdes experimentais também apresentaram 0s
maiores produtores de H» acumulado (199,24 e 258,10 mL, respectivamente). Tais fatos nos
permitite inferir que a rota fermentativa preferencial nesses reatores se deu a partir da rota de
fermentacgdo do acido acético (Equacdo 4), rota mais adequada para a geracdo desse gas, uma
vez que permite um maior rendimento de H> (4 mol Hz/mol glicose), quando comparada as
rotas do etanol, &cido butirico e acido propidnico (ANTONOPOULOU et al. 2010).
CeH,O4 + 2H,0 — 2CH3;COOH (acetato) +2CO, + 4H, 4)
As baixas concentracfes de &cido propiénico nos reatores, com excecdo do reator
controle, destacam a eficiéncia de ambos pré-tratamentos (acido e alcalino) para a producéo de
hidrogénio, uma vez que a rota fermentativa do acido propidnico (Equacdo 08) ndo é a mais
eficiente para producéo de hidrogénio (AMORIM, 2009).
CeH,O4 + 2H, — 2CH3CH,COOH (propianato) + 2H,O (8)
A Figura 19 ilustra (A) a producdo total dos metabdlitos solUveis nos reatores e (B) a
relacdo da porcentagem de acidos, acetona e alcoois formados no processo de digestao.

Figura 20: Producdo dos metabodlitos sollveis nos reatores
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E possivel observar a predominancia da producdo de etanol durante o processo
fermentativo na maioria das condicGes operacionais estudadas, sobretudo nas submetidas aos
pré-tratamentos em altas concentracbes (> 4%) e aos pré-tratamentos alcalinos,
independentemente da concentracdo. Este resultado nos permite concluir que, sob as condi¢des
ambientais experimentadas (pH 7, 371 °C), a rota metabolica para producdo de etanol,
Equacéo 6, também foi favorecida.

C¢H,,04 + H,O — CH;COOH + CH;CH,OH (etanol) + 2CO, + 2H, (6)

5.4 PRODUCAO ACUMULADA DE METANO

Os dados indicam a viabilidade da producdo de metano em reatores anaerébios operados
em batelada, quando utilizada a casca da mandioca previamente biodigerida em fase
acidogénica inoculada com lodo de ETE. Ndo obstante, as analises evidenciam que o0s pré-
tratamentos quimicos aplicados no substrato sdo eficientes para o aumento da producdo de
metano. De maneira anadloga a observada na primeira etapa do estudo, todas as condigdes
analisadas, com excecdo das pré-tratadas com altas concentracfes de alcali e &cido (A4, A8 e
B8), apresentaram producdo acumulada significativa de metano.

Ao comparar os dados referentes a producdo acumulada de metano nos reatores pelo
teste de Tukey, é possivel afirmar que os pré-tratamentos quimicos utilizados resultaram em
efeito positivo significativo na produgdo de hidrogénio (p<0,05). Diversos autores
(ADEKUNLE et al., 2016; ANDRADE, 2017; MOSHI et al., 2015) relataram efeito positivo
semelhante gerado por esse tipo de pré-tratamento na biomassa lignocelulosica.

Semelhantemente ao ocorrido na producéo de hidrogénio e etanol, as maiores producoes
de metano ocorreram nos reatores onde a biomassa lignoceluldsica sofreu pré-tratamento
guimico em baixas concentraces, menores ou iguais a 1% (v/v), de HCI e NaOH. Os reatores
B1 e Al foram, em ordem decrescente, 0s que mais produziram hidrogénio.

Por outro lado, as menores produces de CHs ocorreram, de maneira similar ao
previamente acontecido, nos reatores onde a casca de mandioca sofreu pre-tratamento quimico
em altas concentragdes (> 4%) de HCI e NaOH.

A Figura 20 apresenta a producdo acumulada de metano, com seus respectivos ajustes

sigmoidais, de todas as condi¢Oes experimentais analisadas nessa etapa.



Figura 21: Producdo acumulada de metano nos reatores versus tempo
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O modelo cinético de Gompertz Modificado (ZWIETERING et al., 1990) mostrou-se
eficaz para ajustar e modelar os dados experimentais da producdo de metano, o que pode ser
comprovado, segundo Ghasemian et al. (2016), pelo fato de todas as analises apresentarem
coeficientes de determinacdo (R2?) maiores que 0,95. A Tabela 11 relne os valores
experimentais dessa etapa da pesquisa e seus respectivos dados cinéticos obtidos através da
andlise cinética do modelo de Gompertz Modificado. O Apéndice B traz as curvas de producao
de metano ajustadas pelo mesmo modelo.

Tabela 11: Dados experimentais e cinéticos da produgdo de metano

) ) Dados Cinéticos do Modelo de
Reator Dados Experimentais o
Gompertz Modificado
Producdo | Variacdo n
PECH. A XC K
Acumulada | Controle | (miCH./g de R2
(miCHygssvh) | (mL) = (mL/h) (h)
(mL) (%) casca)
C 100,85 - 45,32 0,38 122,26 0,15 85,40 | 0,992
A0,5 108,65 7,73% 48,83 0,41 149,79 0,16 138,27 | 0,978
Al 127,26 26,19% 57,19 0,76 125,14 0,30 117,98 | 0,992
A2 24,14 -76,06% 10,84 0,15 23,51 0,06 143,13 | 0,993
A4 0,00 - - - - - - -
A8 0,00 - - - - - - -
B0,5 112,63 11,68% 50,62 0,61 124,97 0,24 120,37 | 0,993
Bl 144,78 43,56% 65,06 0,78 150,74 0,31 140,66 | 0,991
B2 117,25 16,26% 52,69 0,51 152,31 0,20 181,07 | 0,992
B4 18,34 -81,81% 8,24 0,08 19,25 0,03 191,58 | 0,990
B8 0,00 - - - - - - -

" Produgo de metano por grama de casca no reator; "E<*4Produgio especifica de metano; ” Producio acumulada prevista pelo modelo de

Gompertz Modificado; XC Taxa de producéo de metano; K Tempo gasto antes da producdo de metano iniciar-se (fase lag).

Fonte: Autor (2019)

Observa-se que a condicao experimental B1 apresentou a maior producdo acumulada de
CHa (144,78 ml). O segundo maior volume acumulado de CH4 foi obtido na condi¢do Al, com
127,26 ml. No entanto, diferentemente da primeira etapa do experimento, o reator C, sem
nenhum pre-tratamento, teve significativa producéo de gas metano, produzindo 100,85 ml.

Os parametros cinéticos obtidos atraveés do ajuste Gompertz Modificado evidenciaram
que as maiores PECH. ocorreram nos reatores que passaram por pré-tratamento, sendo

aproximadamente 43% maior no reator B1, quando comparado ao reator C.
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A queda na producdo de metano ocorrida ao aumentar as concentractes de HCl e NaOH
para tratar o substrato pode ser explicada de maneira andloga ao ocorrido na producdo de
hidrogénio, pelo fato da alta concentracdo desses tipos de pre-tratamentos serem prejudicial a
fermentacao anaerobia, uma vez que atrasam a conclusao desse processo, causando prejuizo na
producdo (CUI e SHEN, 2012).
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6. CONCLUSAO

Os pré-tratamentos quimicos aplicados no substrato mostraram-se eficientes em
aumentar a solubilizacdo dos carboidratos, o que pode ser comprovado pelo fato de que todas
as condicBes operacionais quimicamente pré-tratadas apresentaram maiores concentracfes de
carboidratos quando comparadas a condicdo operacional onde ndo houve pré-tratamento
quimico.

Ao final da etapa de fermentacdo acidogénica, o reator A0,5 teve a maior producao
acumulada de Hz entre todas as condicOes experimentais analisadas (258,10 mL). O segundo
maior volume acumulado de hidrogénio foi obtido no reator B0,5, com 199,24 mL. O reator C,
sem nenhum pré-tratamento, produziu 87,3 ml de hidrogénio acumulado.

No tangente a producdo de metabolitos sollveis, o reator B0,5 destacou-se na producédo
de etanol, atingindo a concentracdo molar de 24,8 mmol/L, trés vezes maior do que a
concentracéo do reator C.

Os dados sugerem que, quando o objetivo é a producdo combinada de hidrogénio e
etanol, a condicdo B0,5 pode ser considerada a condicdo 6tima, uma vez que apresentou a
segunda melhor taxa de producdo de Hz e a maior producéo de etanol.

Os dados da segunda etapa do experimento evidenciaram que a condi¢do B1 obteve a
maior produgdo de CHs (144,78 mL), enquanto a condicdo C gerou um volume,
aproximadamente, 43% menor desse gas.

Os principais metabolitos gerados nesse trabalho foram: acetona, metanol, etanol, acido
acético, acido propionico e acido butirico. Os acidos isobutirico, isovalérico, valérico e caproico
ndo foram detectados em nenhum dos reatores

Diante do exposto, pode-se concluir que a utilizacdo de pré-tratamentos quimicos no
substrato, sejam alcalinos ou &cidos, aumentam a producdo de biocombustiveis nas condi¢es

experimentais estudadas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v

Estudar a producdo de biocombustiveis a partir da casca da mandioca em reatores
continuos;

Estudar o emprego de indculos com microrganismos mais adaptados aos residuos
lignocelulosicos;

Avaliar a diversidade microbiana nos reatores por PCR-DGGE;

Aumentar o tempo de incubacdo dos reatores nas fases acidogénica e metanogénica em,
pelo menos, 200%.

Verificar o emprego de alcalinizantes em maiores concentracfes na etapa metanogénica.
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APENDICE A - CURVAS DE PRODUCAO DE HIDROGENIO
AJUSTADAS PELO MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO

Figura 21: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator Controle
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Fonte: Autor (2019)
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Figura 22: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgédo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,1%
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Figura 23: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,2%
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Figura 24: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgao acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,3%
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Figura 25: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,4%
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Figura 26: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,5%
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Figura 27: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 1,0%
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Figura 28: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgéo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator HCI 2,0%
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Figura 29: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,1%
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Figura 30: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,2%
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Figura 31: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,3%
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Figura 32: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,4%
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Figura 33: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,5%
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Figura 34: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 1,0%
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Figura 35: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 2,0%

(e2]
1

B
1

N
1

Produg&o Acumulada de H, (mmol)

o
1
.

Hidrogénio (mmol)
—— Ajuste de Gompertz Modificado

0 160 200 3(I)0
Tempo (h)

Fonte: Autor (2019)



94

Figura 36: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
hidrogénio (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 4,0%
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APENDICE B - CURVAS DE PRODUCAO DE METANO AJUSTADAS
PELO MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO

Figura 37: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgéo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator Controle
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Figura 38: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator HCI 0,5%
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Figura 39: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator HCI 1,0%
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Figura 40: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator HCI 2,0%
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Figura 41: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 0,5%
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Figura 42: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da producdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 1,0%
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Figura 43: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgdo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 2,0%
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Figura 44: Curva ajustada pelo modelo de Gompertz Modificado da produgéo acumulada de
metano (mL) versus tempo (h) no reator NaOH 4,0%
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