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RESUMO

Visando o desenvolvimento sustentavel, diante da consciéncia de que o planeta terra possui
recursos finitos e dos danos causados pela poluigdo, busca-se por fontes alternativas de
energia que possam competir e/ou substituir a utilizacdo de combustiveis fdsseis. O
hidrogénio é uma opc¢éo, pois sua obtengdo por fermentacédo a partir de biomassa o caracteriza
como energia de fonte renovavel. Para producdo de hidrogénio por fermentacao utilizou-se
como substrato o hidrolisado de residuos da cultura da soja (Glycine max), palha da soja, pré-
tratada de forma mecanica (moagem) e quimica (solucdo de acido sulfurico (H.SO4)) a
temperatura ambiente (26°C). Foi realizado planejamento fatorial 2 para avaliar o efeito da
carga de sélidos (5 e 10% m/v), concentracdo de acido sulfarico (1,0 e 4,0% v/v) e tempo de
contato (30 e 60 min) na etapa do pré-tratamento da biomassa na producdo bioldgica de
hidrogénio. O procedimento experimental foi realizado em reatores operados em batelada de 7
dias, mantidos a temperatura mesofilica (35+1°C) através da utilizacdo de uma incubadora
rotativa shaker a 120 rpm, inoculados com lodo de reator UASB, termicamente pré-tratado e
com pH do meio inicialmente 7,70. O intervalo escolhido de tempo de contato e concentragdo
de &cido sulfurico diluido ndo foram significativos no pré-tratamento da palha da soja a
temperatura ambiente, porém a concentracdo de sélidos sim, de forma que o aumento da
quantidade de soélidos resultou numa maior quantificacdo de carboidratos. J& na producéo
bioldgica de hidrogénio todos os parametros foram significativos (p<0,05). Foi possivel obter
um rendimento maximo de hidrogénio de 89 mL de Hx/g de biomassa seca, nas condi¢des
mais brandas de pré-tratamento (1% v/v de H2SOs4, tempo de contato de 30 min e
concentracdo de solidos de 5,0% m/v).

Palavras-chaves: Batelada, digestdo anaerdbia, planejamento fatorial, pré-tratamento &cido.



ABSTRACT

Aiming at sustainable development, given the awareness that the planet has finite resources
and the damage caused by pollution, we seek alternative energy sources that can compete
and/or replace the use of fossil fuels. Hydrogen is an option because its obtaining by
fermentation from biomass characterizes it as energy from renewable sources. For hydrogen
production by fermentation, the hydrolyzate of soybean (Glycine max) crop residues, soybean
straw, mechanically (milled) and chemical (dilute sulfuric acid (H2SOa)) at room temperature
was used as substrate. Factorial design 2% was performed to evaluate the effect of solids
loading (5 and 10% m/v), sulfuric acid concentration (1.0 and 4.0% v/v) and contact (30 and
60 min) in the biomass pretreatment stage in the biological hydrogen production. The
experimental procedure was carried out in 15-day batch reactors maintained at mesophilic
temperature (35+£1°C) using a 120 rpm shaker rotary incubator, inoculated with UASB reactor
sludge and initially pH 7.70. The chosen contact time range and dilute sulfuric acid
concentration were not significant in the soybean straw pretreatment at room temperature, but
the solids concentration did, so that increasing the amount of solids resulted in a higher
quantification of total carbohydrates. Already in the biological production of hydrogen all
parameters were significant. It was possible to obtain hydrogen of 89 mL of H./g of dry
biomass, under milder pretreatment conditions (with 1% v/v diluted acid, contact time of 30
minutes and solids concentration of 5,0% w/v).

Keywords: Acid pretreatment, anaerobic digestion, batch, factorial planning.
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1 INTRODUCAO

Diante da consciéncia dos danos causados pela poluicdo, busca-se por fontes
renovaveis de energia que possam mitigar ou diminuir os impactos ambientais causado pela
queima de combustiveis, que contribuem com a diminuicdo da camada de o0zbnio,
intensificado o efeito estufa. O gas hidrogénio produzido por processo fermentativo tem sido
estudado como uma fonte alternativa de energia, pois a sua queima tem como subproduto
apenas agua, e pode ser aplicado diretamente em motores a combustdo ou, apos purificacéo,
em células a combustivel para gerar eletricidade (LUKAIJTIS et al., 2018).

A fermentacdo para producdo do gas hidrogénio possui as vantagens de ter baixo custo
de equipamentos, ser de facil operacdo e a obtencdo de subprodutos de interesse como acidos
volateis e alcoois. Como substrato do processo, podem ser usados residuos agroindustriais,
valorizando os aspectos ambientalmente positivos do processo (ACAR & DINCE, 2019).

Para alcancar um bom rendimento de hidrogénio no processo fermentativo, os residuos
necessitam conter um alto teor de carboidratos, como € caso das palhas de cereais, como soja,
arroz, trigo, cevada, sorgo, cana-de-acucar etc. A biomassa ainda apresenta vantagens como
disponibilidade durante todo o ano, ndo compete com a producao de alimentos, baixo preco e
abundancia (GHOSH et al., 2017; BALAT & KIRTAY, 2010).

No Brasil a soja (Glycine max) é a principal cultura agricola, consumida na
alimentacdo humana, e de forma menos expressiva como matéria-prima na producdo de
biodiesel. E o produto mais exportado desde que o pais passou a registrar e divulgar os dados
de vendas ao exterior, com uma producdo que alcancou os 242,1 milhdes de toneladas na
safra de 2018/2019 (BUNDHOO, 2019; CONAB, 2019; MARTELLI-TOSI et al., 2017).

Para cada tonelada de soja produzida, estima-se que sejam gerados cerca de uma
tonelada de residuo, conhecido como palha da soja, composto por caules, hastes e folhas. Na
literatura foi reportado o uso da biomassa na producdo de biocombustiveis como metano
(XIONG et al., 2020), hidrogénio (HAN et al., 2012) e etanol (FILBIDA, 2017), na
sacarificacdo e hidrolise enzimatica (CABRERA et al., 2015), e como racdo animal (RESTLE
et al., 2000; REHFELD & BLASCZYK, 1972).

Os mon6émeros de glicose presentes na celulose, e as pentoses (xilose, arabinose),
hexoses (manose, glicose, galactose) e acidos urdnicos encontrados na hemicelulose sdo 0s
componentes de interesse na producdo de biocombustiveis através de vias biologicas, porém a
densidade polimérica da biomassa lignocelulésica a torna um substrato de dificil degradacéo.

A celulose possui uma forte cristalinidade onde suas microfibrilas sdo interligadas a
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hemicelulose, envoltas por lignina, o que aumenta a hidrofobicidade da parede, impedindo a
acdo de enzimas hidroliticas. Assim, faz-se necessario na fermentacdo etapas de pre-
tratamento da biomassa elevando o custo do processo (SALAKKAM et al., 2019).

O pré-tratamento da biomassa é a etapa anterior a fermentacédo, que objetiva quebrar o
escudo de lignina e romper a estrutura cristalina da celulose, tornando a biomassa pré-tratada
acessivel ao ataque enzimaético e aumentando a disponibilidade de agucares sollveis no meio.
Os métodos de pré-tratamento sdo classificados como: fisico (mecanico), quimico, fisico-
quimico, bioldgico e a combinacao dos processos (REN et al., 2009).

O pré-tratamento com é&cido diluido é um processo simples, com tempo reduzido, e
possui alta reatividade com a celulose, o que pode proporcionar altas taxas de obtengdo de
acucares. Assim, este processo é amplamente abordado na literatura (SILVA & BERTUCCO,
2018; THUNGKLIN et al., 2018; HAN et al., 2012; CUI & SHEN, 2012; CHANG et al.,
2011).

Este trabalho avaliou a producgéo de hidrogénio por fermentacdo em reatores batelada
usando como indculo lodo de biorreator UASB, e utilizando como substrato o hidrolisado da
palha da soja, originario da biomassa lignocelulésica previamente pré-tratada de forma
mecéanica (moagem) e quimica (acido sulfurico diluido de 1,0 a 4,0% v/v) a temperatura e
pressdo ambiente (26°C e 1 atm).

A escolha do pré-tratamento com acido sulfurico diluido (1,0 a 4,0% v/v) em
condicdes brandas de processo (temperatura e pressdo ambiente), neste trabalho, visa
favorecer a formacdo de acucares sollveis, evitar a degradacdo dos agucares por condigdes
severas, limitar a producao de inibidores, que afetem o rendimento da fermentacéo, reduzir o

custo energético e o custo da producdo do hidrogénio.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de hidrogénio em reator batelada

por fermentacdo anaerobia utilizando como substrato o hidrolisado de palha da soja.
2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar o efeito das condi¢bes do pré-tratamento quimico (tempo de contato,

concentracdo de &cido sulfarico e carga de solidos) na quantificacdo de carboidratos totais;

. Avaliar a influéncia das condi¢des do pré-tratamento quimico no teor de cinzas;
. Avaliar o efeito das condicdes do pré-tratamento quimico no rendimento de
hidrogénio;

. Avaliar o ajuste dos dados experimentais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biomassa Lignocelul6sica

Biomassa lignocelulosica é aquela no qual sua estrutura é composta basicamente dos
polimeros vegetais celulose, hemicelulose e lignina, com subdivisdo em biomassa lenhosa,
ndo lenhosa (residuos agricolas e gramineas) e fibras ndo lenhosas (algodao). A biomassa
lignocelulosica € o recurso mais abundante da terra, sendo uma importante fonte de energia
renovavel, pois o dioxido de carbono (CO) gerado a partir de biocombustiveis & consumido
pelas plantas em seu sofisticado processo de fotossintese (NAGARAJAN et al., 2019;
SALAKKAM et al., 2019).

Os biocombustiveis, entre eles o gas hidrogénio, produzidos a partir da biomassa
lignocelulésica, sdo denominados de segunda geracdo, que em contraste aos biocombustiveis
de primeira geracdo, obtidos a partir da conversdo direta de culturas como cana-de-agucar,
milho e beterraba, ndo disputam matéria-prima com a producdo de alimentos, nem &reas
plantadas, além de serem abundantes em todas as regifes do planeta (KUMARI & SINGH,
2018).

A biomassa lignocelul6sica agricola compreende basicamente palhas de cereais
(folhas, caules e vagens), gramineas perenes e residuos de frutas e vegetais. A composi¢cdo
percentual de celulose, hemicelulose, lignina e outros (proteina e cinzas), na biomassa
agricola, estdo nas faixas 35-50%, 20-35%, 15-20% e 15-20%, respectivamente (MOOD et
al., 2013).

3.1.1 Palha da Soja

A soja (Glycine max) é um grdo originario do Japdo e China, pertencente a familia
Fabaceae, a mesma do feijdo, lentilha e ervilha. A soja est4 presente na alimentacdo humana
como o0leo, grdo, molho (molho shoyu), proteina e leite da soja, sendo rica em proteinas e sais
minerais (SILVA, 2006).

Mundialmente s@o produzidos cerca de 362 milhdes de toneladas de soja, sendo os
Estados Unidos da América o maior produtor do gréo, seguido pelo Brasil. Estima-se que para
cada tonelada de soja produzida, sejam gerados no processo da colheita uma tonelada de
residuo, composto por caules, hastes e folhas, popularmente conhecido como palha da soja. O
descarte do residuo é feito no aterro sanitario ou incinerado (BUNDHOO, 2019; EMBRAPA,
2019; MARTELLI-TOSI et al., 2017).
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A composicao da palha da soja pode variar de acordo com de fatores genéticos (tipo
de cultivar) e ambientais (localizagdo geogréfica e época de semeadura). Em geral, a palha da
soja apresenta cerca de 35% de celulose, 21% de lignina insoltvel, 17% de hemiceluloses,
11% de cinza, 1% de lignina solivel em acido e componentes remanescentes como proteina,
pectina e 4&cido glucurdénico (MARTELLI-TOSI et al., 2017; GHOSH et al., 2017,
CABRERA et al., 2015).

3.1.2  Composi¢do Biomassa Lignocelulosica

3.1.2.1 Celulose

A celulose € um homopolimero contendo como Unico monémero a glicose, conectadas
por ligacdes B-(1,4)-glicosidicas, cujo grau de polimerizacdo varia dependendo de sua fonte
(entre 10000 a 15000). Forma microfibrilas com cadeias unidas por ligages de hidrogénio
entre as hidroxilas. A organizacdo de suas macromoléculas ndo é uniforme ao longo de toda
sua estrutura, possuindo regides amorfas e regides cristalinas, que sdo altamente organizadas.

A unidade bésica de repeticdo do polimero de celulose consiste em duas unidades de anidrido

de glicose, chamadas de unidade de celobiose. E o polimero vegetal mais abundante na terra,
a Figura 1 ilustra a estrutura da celulose (NAGARAJAN et al., 2019; SALAKKAM et al.,
2019; BALAT & KIRTAY, 2010; GURGEL, 2010).

Figura 1 — Estrutura Celulose.
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Fonte: SALAKKAM et al., 2019.

3.1.2.2 Hemicelulose

Tem estrutura linear ramificada que pode conter unidades repetidas do mesmo agucar
(homopolimero) ou mistura de diferentes agucares (heteropolimero), entre estes, pentoses

(xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose e galactoses) e alguns acidos organicos como
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acido acético e acidos urénicos (&cido 4-O-metilglucurdnico, acido galacturénico). Séo
classificadas conforme suas ligacbes em xilanas (unidades de p-1,4-D-xilose ligadas),
mananas (unidades de B-1,4-D-manose ligadas), arabinanas (unidades de a-1,5-L-arabinose
ligadas), e galactanas (unidades de B-1,3-D-galactose ligadas). Em gramineas e palhas de
cereais, a principal hemicelulose é glucuronoarabinoxilana (Figura 2), sendo o suporte
principal de xiloses (SALAKKAM et al., 2019; GURGEL, 2011; KUMARI & SINGH, 2018;
GURGEL, 2011; GIRIO, 2010).

Figura 2 — Estrutura da Glucuronoarabinoxilana.
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Fonte: SALAKKAM et al., 2019.

3.1.2.3 Lignina

A lignina é o principal componente da biomassa lignoceluldsica, sua estrutura amorfa
ndo possui aclcares, mas unidades de fenilpropanicas ligadas a uma complexa estrutura
tridimensional. Os trés alcoois fenilpropanicos encontrados comumente como monémeros de
lignina s&o o p-coumaril, coniferil e sinapil (Figura 3). A lignina confere estrutura e rigidez as
plantas, envolvendo a celulose e a hemicelulose, € hidrofébica, uma barreira fisico-quimica
das plantas a ataques microbianos (KUMARI & SINGH, 2018).

Figura 3 — Estruturas dominantes na lignina.
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H4C
Z 7 0 "o z 0
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(@) p-coumaril, (b) coniferil, (c) sinapil.
Fonte: KUMARI & SINGH, 2018.
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3.1.3 Pré-tratamento Biomassa Lignocelulosica

A etapa do pré-tratamento objetiva basicamente quebrar o escudo de lignina, composto
de dificil degradacdo, romper a estrutura cristalina da celulose, preservar a hemicelulose e
aumentar a porosidade da biomassa, tornando-a mais acessivel ao ataque enzimatico,
possibilitando a conversdo do substrato em agucares soluveis, que poderdo ser usados pelos
microrganismos de forma direta para producdo de hidrogénio, além de reduzir o tempo de
hidrélise (CUI & SHEN, 2012; MOSIER et al., 2005).

Os métodos de pré-tratamento da biomassa envolvem processos fisicos (moagem,
explosdo a vapor, irradiacdo, exposicdo a altas pressdes e temperaturas), processos quimicos
(&cido, alcalino e oxidativos), ou a combinacdo de ambos 0s processos. Os processos fisicos
tém como desvantagem em geral o alto custo com energia. Os quimicos a corrosdo de
equipamentos, 0s custos com reagentes e a possivel formacdo de inibidores ao processo
fermentativo (GHOSH et al., 2017).

A Tabela 1 reine os métodos de pré-tratamento, seu efeito na biomassa e as principais
vantagens e desvantagens.

Tabela 1 — Métodos de pré-tratamento, efeito, vantagens e desvantagens.

Método de Pré-

tratamento Efeito Vantagens Desvantagens
Fisico
L r . T izaca
e Reduzir a cristalinidade e g?nrzgﬁgr:‘?;ﬁgﬁ; @ Alto consumo de energia
. o0 tamanho da particula . gla.
Triturar. particula
Baixa penetragéo da
- A radiagdo em materiais
Répida transferéncia de . )
Micro-ondas Fragmentacdo da lignina  calor, curto tempo com particulas grandes;
reacional Distribuig8o da radiacéo
apenas superficial.
Quimico
< . F_rac_lonamento da Hidrdlise da biomassa a Corrosividade e toxidade.
Acido lignina, celulose e . L x
. acucares fermentaveis. Formagdo de subprodutos
hemicelulose. C
inibidores ao processo.
Reduz a absorcao de
x - - Longos tempos de
. Remocao da lignina e celulose devido a Lo x
Alcalino . e x residéncia. Formacéo de
hemicelulose. eficiente remocdo de R
L . subprodutos inibidores
lignina, baixo custo.
16nico Precipitacdo da celulose e  Condigdes de trabalho Elevado custo, complexa

remocéo da lignina.

brandas.

purificacdo e sintese.

Continua



18

Continuagéo

Quimico

Solventes

Fracionamento da
hemicelulose e remocéo
da lignina.

Formacéo de lignina de
alta pureza.

Necessita de etapas de
separacgdo do solvente e
lavagens. Alto custo de
capital.

Fisico-quimico

Explosdo a vapor

Agua quente

Reducédo do tamanho de
particula, hidrolise
parcial da hemicelulose,
remocdo de lignina

Hidrolise parcial da
hemicelulose, remocéo de
lignina.

Menos uso de agua, sem
uso de produtos
quimicos, baixo impacto
ambiental.

N&o requer etapas de
lavagem, recuperagéao
quimica ou
desintoxicagdo

Alto custo com
equipamentos.

Elevado consumo de
energia e agua.

Bioldgico

Microrganismos e
enzimas

Degradacéo da lignina,
celulose e hemicelulose.

Degradacéo seletiva de
lignina, hemicelulose e
celulose.
Ambientalmente
amigavel.

Baixa taxa de hidrolise e
longo tempo de pré-
tratamento.

Fonte: Adaptado de SALAKKAM et al., 2019.

Atualmente, a hidrélise com acido diluido vem sendo amplamente abordada na
literatura. Segundo Silva e Bertucco (2018), isto se deve devido a simplicidade do pré-
tratamento em tempo reduzido, e a alta reatividade com a celulose que pode proporcionar
altas taxas de obtencédo de acucares.

Acidos minerais como os &cidos sulftrico e cloridrico s&o os mais empregados no pré-
tratamento acido, porém acidos organicos também podem ser usados. O &cido sulfirico € o
mais usual por ser economicamente mais acessivel e menos corrosivo do que outros acidos,
como &cido cloridrico, nitrico e perclérico (JONSSON & MARTIN, 2016).

Um maior interesse na utilizacdo de solucGes diluidas reside também no beneficio
econbmico proporcionado por este processo, ja que o baixo consumo de acido diminui os
custos com matéria-prima e equipamentos, devido a menor corrosividade destes (GURGEL,
2010).

A literatura reporta que o aumento da concentragdo do &cido diluido pode ser
favoravel para aumentar o rendimento de agucares no meio apos o pré-tratamento. Cabrera et
al. (2015), que estudaram o efeito do pré-tratamento com acido sulfarico diluido (1, 2 e 4%
m/m) e do tempo de contato (30 e 60 min), a temperatura de 121°C, na quantificacdo de
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acucares da palha de soja, observaram que a elevagdo de ambos os parametros resulta numa
maior quantificacdo de agUcares.

Em contrapartida, ha autores que relatam, que com aumento da concentracdo de acido
no meio ocorre a degradacdo dos agucares obtidos em compostos inibitdrios aos processos
fermentativos, como em 5-hidroximetil furfural (HMF) e furfural, e a formagéo de outros
inibidores como 4&cidos organicos e compostos fendlicos, que causam efeito inibitdrio ao
metabolismo dos microrganismos na etapa da fermentacdo (SOARES et al., 2018; ALVIRA
etal., 2010; GURGEL, 2010; PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

O estudo realizado por Ge et al. (2011) avaliou o pré-tratamento, com acido sulfrico
diluido (0; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0% v/v) a 121°C, na sacarificacdo de residuos da alga Laminaria
japonica, e também constatou a eficiéncia do método, obtendo 225 mg/g alga seca no reator
sem pré-tratamento e 277,5 mg/g alga seca no reator com melhor resultado que foi o de 0,1%
v/v, e para todas as outras concentracdes a quantificacdo de glicose foi inferior.

Pattra et al. (2008) estudaram a producéo de hidrogénio utilizando como substrato o
hidrolisado do bagaco da cana-de-agucar. O pré-tratamento para obtencdo do hidrolisado foi
realizado em autoclave a 121°C, variando o tempo de contato da biomassa (15 a 240 min) e a
concentracdo de &cido sulfarico no meio (0,25 a 7% v/v). Os resultados mostraram que o
aumento da concentracdo de H2SOs reduziu o rendimento de aglcares no meio e aumentou a
concentragédo de furfural. Ambos os resultados de forma significativa (p<0,05).

Akanksha et al. (2014) estudaram a sacarificacdo do sorgo variando a carga de sélidos
(10 — 15% m/m), a concentracdo de acido sulfarico (0,5 — 4% (v/v)), tempo de residéncia (15
— 60 min) e temperatura do pré-tratamento (120 — 200 °C). Os autores constataram que a
partir da concentracdo de 1% de H2SO4 o rendimento de aglcares decaia, e relacionaram este
resultado a possivel formacéo de inibidores.

O pré-tratamento aumenta o rendimento de Hz. Han et al. (2012) avaliaram a producéo
bioldgica de hidrogénio a partir da palha da soja estudando o efeito do pré-tratamento acido
(HCI), alcalino (NaOH), peroxido de hidrogénio, peroxido acido e peroxido alcalino na
biomassa. O pré-tratamento com é&cido diluido (0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0% v/v de HCI), foi
realizado sob fervura, com 30 min de tempo de contato. Foi realizada a fermentacdo com
hidrolisado do pré-tratamento nas condicdes de 35°C, 120 rpm de agitacdo, e pH inicial 7,00,
com lodo anaerobio. O melhor rendimento de hidrogénio se deu com pré-tratamento acido
(HCI 4% vl/v, fervido por 30 min) de 47,65 mL de H»/g de biomassa seca, e este resultado foi
11 vezes melhor do que rendimento de hidrogénio apresentado pelo reator que ndo passou

pelo pré-tratamento.
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Cui e Shen (2012) estudaram a producdo de hidrogénio a partir da grama por
fermentacgdo escura a 35°C, 120 rpm de agitacdo, pH inicial 7,00, carga de so6lido de 5% m/v,
com lodo anaerdbio. Os autores avaliaram os efeitos do pré-tratamento acido (HCI) e alcalino
(NaOH) nas seguintes concentracdes para ambos 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8% (m/v). O melhor
rendimento de hidrogénio foi com pré-tratamento acido (HCI 4% vl/v, fervido por 30 min) de
72,21 mL de Ho/g de biomassa seca, e este resultado foi 16,45 vezes melhor do que

rendimento de hidrogénio apresentado pelo reator que ndo passou pelo pré-tratamento.
3.2 Producédo De Hidrogénio Por Fermentacéo

O gés hidrogénio é uma fonte alternativa de energia limpa, que em sua queima libera
apenas energia e agua, possui elevado poder calorifico de 120 kJ/g, maior que a metano (50
kJ/g), gasolina (46,70 kJ/g) e etanol (26,80 kJ/g), sendo assim uma alternativa interessante do
ponto de vista ambiental e energético em substituicdo ao uso de combustiveis fdsseis
(ZHANG & HOU, 2019; LUKAIJTIS et al., 2018; ZAJIC et al., 1978).

Ainda que a queima de gas hidrogénio ndo contribua com a poluicéo, sua difundida
forma de obtencdo esta relacionada a fontes de energias ndo renovaveis. A maior parte da
producdo de hidrogénio, cerca de 50%, é obtido a partir de processos cataliticos e de
gaseificacdo utilizando gés natural, depois tem-se 6leos pesados e nafta compondo a préxima
maior fonte de obtencéo, seguido pelo carvdo, e apenas 4% gerado a partir da eletricidade e
1% a partir da biomassa (BALAT & KIRTAY, 2010).

As tecnologias para obtencdo de hidrogénio a partir de combustiveis fosseis séo
industrialmente exploradas e consolidadas. Assim, além de viavel economicamente é
interessante que o processo de producdo de hidrogénio em si possua apelos ambientais que
envolvam recursos renovaveis. A producdo de hidrogénio por rotas bioldgicas possui
potencial como fonte inesgotavel, de baixo custo e renovavel de energia limpa (ACAR &
DINCE, 2019; REN et al., 2009).

Os processos de producdo de bio-hidrogénio envolvem a biofotolise da agua usando
algas e cianobactérias, e decomposi¢do de compostos organicos por bacterias fotossintéticas
(foto-decomposicdo) e fermentacdo escura (digestdo anaerdbia). A fermentagdo escura tem
como vantagens o baixo custo do processo aliado a facilidade de operacdo (REN et al., 2009).

Na fermentacdo bactérias hidroliticas, sob condigdes andxicas e sem a presenca de luz,
produzem enzimas extracelulares, biocatalisadores altamente especificos, que sdao
responsaveis pela degradacdo dos materiais particulados complexos em materiais dissolvidos

mais simples, 0s quais sdo permeaveis as membranas celulares das bactérias fermentativas.
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Estes componentes serdo metabolizados por outros grupos de microrganismos que seréo
convertidos em compostos como &cidos organicos volateis, alcoois, CO», Hz, além de novas
células bacterianas (JANG, UCHIDA & WAKISAKA, 2012).

3.2.1 Fatores que influenciam a Produgdo de hidrogénio

A adaptacdo da fermentacdo anaerdbia as condic¢Bes industriais envolve a otimizacao
de pardmetros que interferem no rendimento da producdo de hidrogénio. Tipos de
microrganismos utilizados (culturas bacterianas puras ou mistas), método de preparacdo de
indculo e condigbes do processo que controlam metabolismo dos microrganismos sdo 0s

principais fatores estudados em experimentos em batelada (KUMAR et al., 2015).
3.2.1.1 In6culo

Séo usados como indculo na digestdo anaerdbia culturas puras, bactérias selecionadas
que sdo produtoras de hidrogénio, e mistas, provenientes de fontes naturais. As principais
culturas puras utilizadas no processo incluem bacterias anaerdbias estritas (Clostridium sp.) e
anaerdbias facultivas (Enterobacter, Escherichia coli, Rhodopseudomonas, Citrobacter
Thermoanaerobacterium). A depender das condi¢fes do processo, a producéo de hidrogénio a
partir de culturas isoladas, é capaz de alcancar bons rendimentos (2 a 4 moles de Hz/mol de
glicose consumida), mas a necessidade de condi¢des estéreis no inicio da operacdo, para
evitar o risco de contaminacdo, encarece o custo do processo (SOARES et al., 2020).

Em escala industrial, o processo com culturas mistas € preferivel por ndo necessitar de
controle e operacdo em condi¢Ges assépticas. As culturas mistas sdo consércios de
microrganismos provenientes principalmente de ambientes naturais, como lodo de reatores
anaerobios, residuos da criacdo de bovinos e suinos, e residuos agricolas e urbanos. Nesses
meios, além de bactérias produtoras de H», é possivel observar a presenca de bactérias
consumidoras de Hz, como arqueias metanogénicas, bactérias homoacetogénicas e bactérias
redutoras de sulfato e nitrato. Assim, faz-se necessario no processo a etapa de pré-tratamento
do in6culo (processos quimicos e fisicos), que visa selecionar os microrganismos produtores
de hidrogénio (SOARES et al., 2020; USMAN et al., 2019).

A producdo de hidrogénio a partir de residuos de biomassa lignocelulosica utilizando
como indculo culturas mistas foi reportada na literatura por diversos autores, pois a
diversidade do meio microbiano permite o melhor aproveitamento do carbono disponivel em
formas diferentes (REN et al., 2009).
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Cui e Shen (2012) e Han et al., (2012) estudaram a producéo de hidrogénio a partir da
grama e do hidrolisado da palha da soja, respectivamente, utilizando como indculo do
processo lodo anaerdbio. Chang et al. (2011) e Chen et al. (2012) avaliaram a producdo de H»
a partir da palha do arroz utilizado como in6culo lodo de esgoto. Nagaiah et al. (2016)
estudaram a producgdo de H a partir do hidrolisado do sorgo utilizando como in6culo residuo
proveniente da compostagem de esterco de bufalo.

3.2.1.2 Concentracao de Substrato

Segundo Soares et al. (2018) e Pattra et al. (2008) quando a quantidade de substrato
no meio excede o ideal, 0 metabolismo das bactérias produtoras de hidrogénio passa a ser
voltado a producdo de acidos volateis, que se acumulam no estéagio inicial da producdo de
hidrogénio e, consequentemente, diminuem o pH no meio, levando reducdo da producédo de
hidrogénio.

Soares et al. (2018) estudaram o efeito da concentracdo do hidrolisado obtido a partir
do pré-tratamento hidrotérmico (200°C) por 10 min a 16 bar, do bagaco da cana-de-agucar na
producdo de hidrogénio em reatores bateladas usando como indculo a cultura de Clostridium
butyricum sob temperatura mesofilica (37°C). Os autores verificaram que o0 aumento da
concentracdo de substrato no meio de 5 g/L para 6 g/L, reduziu a producdo de hidrogénio de
1,53 para 0,95 mmol de Ha/ L.

Chang et al., (2011), também reportaram que 0 aumento da concentracdo de
carboidratos, reduz o rendimento de hidrogénio no processo fermentativo. Os autores
estudaram o pré-tratamento da palha de arroz com diferentes acidos, sulfurico, nitrico e
cloridrico (3% m/v) a 150°C por 1 hora, e apds essa etapa foi realizada a desintoxicacdo de
HMF e/ou furfural do meio. A digestdo anaerdébia ocorreu com pH inicial 6,50 a 50°C, com
agitacdo de 150 rpm e variando a concentracao inicial de carboidratos no meio com a diluicédo
do hidrolisado obtido na etapa do pré-tratamento em 3, 10, 20, 30, 40, e 50 g/L. Os autores
alcancaram cerca de 35-65 g/L de carboidratos ap0s o pre-tratamento, e 0 maior rendimento
de H obtido foi de 0,0624 mL de H»/g de biomassa seca, conseguido utilizando acido

cloridrico com uma concentracdo de 3 g/L, a menor concentracdo de carboidratos estudada.
3.2.1.3 Inibidores

Diversos subprodutos, que interferem nos processos metabdlicos, sdo formados na

solubilizacdo e/ou degradacdo da lignina e hemicelulose durante a etapa do pré-tratamento.
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Eles podem ser classificados como componentes fenolicos (originarios da degradacdo de
lignina), derivados de furano tais como furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) (gerados a
partir da transformacédo de acucares C5 e C6, respectivamente) e acidos fracos, como &cido
acetico e acido formico. Esses componentes inibitérios causam efeito toxico no crescimento
celular e atividade metabdlica, por mecanismos distintos. Por exemplo, 0s agentes fenolicos
mais venenosos prejudicam as membranas celulares, os derivados de furano interagem com
enzimas envolvidas em bioreacdo fermentativa e carboxilicos ndo-dissociados (KUMAR et
al., 2015).

A elevacdo do teor de cinzas no hidrolisado da biomassa pré-tratada é outro fator que
interfere no processo fermentativo, pois alguns anions e cations conseguem atravessar a
parede celular, inibindo o crescimento microbiano. O teor de cinzas também aumenta com a
neutralizacdo do pH usando hidroxido de sédio (ZHOU et al., 2015; ZHOU et al., 2014;
WATSON, PRIOR & LATENGA, 1984).

O teor de cinzas se refere aos materiais inorganicos presentes na biomassa, que a
depender do seu tipo, ira conter diferentes espécies e quantidades de componentes
inorganicos, sendo os principais: silicio (Si), célcio (Ca), potassio (K), sodio (Na) e magnésio
(Mg) com vestigios de enxofre (S), fosforo (P), ferro (Fe), manganés (Mn) e aluminio (Al).
Estes elementos estdo ligados a estrutura da biomassa nas formas de Oxidos, silicatos,
carbonatos, sulfatos, cloretos e fosfatos (PATTIYA, CHAOW-U-THAI & RITTIDECH,
2013; RAVEENDRAN, GANESH & KHILAR 1995).

Zhou et al. (2015) avaliaram o efeito do pré-tratamento com acido sulfurico na alfafa a
temperatura ambiente (22°C) nas concentracfes de 35, 100 e 200 mg/L, assim como
Syaichurrozi et al. (2019) estudaram o pré-tratamento &cido da Salvinia molesta, uma planta
aquatica, nas concentracdes 2, 4, 6 % v/v de acido sulfurico a 30°C. Em ambos os trabalhos o
teor de cinzas aumentou no hidrolisado, conforme o aumento da concentracdo de acidos e do
tempo de reacdo, influenciando na producéo de etanol e biogas respectivamente.

A formacéo de subprodutos inibidores dos processos metabdlicos é inevitavel, mas
pode ser minimizada através do controle e otimizacdo das condi¢des do pré-tratamento, por
exemplo, tempo de exposicdo, temperatura, pressdo e concentracdo de produtos quimicos
(KUMAR et al., 2015).

3.2.2 Produc¢ao de Hidrogénio a partir da fermentacgdo de residuos agricolas

A maior parte do residuo gerado no campo vem das quatro principais culturas

cultivadas mundialmente em relagdo a area plantada, trigo, milho, arroz e cana-de-agUcar,



24

respectivamente, gerando aproximadamente 5358,54 milhdes de toneladas de biomassa seca
por ano, que embora seja aproveitada em partes como ragao animal, em sua grande maioria €
incinerada. E importante frisar que a queima da biomassa libera CO2, CH4, e gases toxicos
para atmosfera, o que contribui para o efeito estufa e consequente aquecimento global. Assim,
0 aproveitamento de residuos reduz o impacto ambiental causado pela agricultura (KUMARI
& SINGH, 2018).

Bundhoo (2019) estimou o potencial de producdo de bio-hidrogénio a partir da
fermentacdo de residuos agricolas. Os diferentes residuos agricolas analisados pelo autor
incluem palha e bagago da cana-de-agUcar, palha de milho, sabugo de milho e milho, palha de
trigo, palha e casca de arroz, palha de soja, cachos de restos de frutas, polpa de beterraba,
residuo de mandioca, palha de cevada e bagaco de sorgo.

Segundo o autor, que fez um levantamento dos rendimentos reportados pela literatura,
o0 potencial de producédo de bio-hidrogénio mundial a partir de palha de arroz é de 58 milhGes
de m? de hidrogénio por ano e 34,68 milhdes de m® de hidrogénio por ano a partir da palha do
trigo, isso para ambos os residuos sem pré-tratamento, etapa que aumenta o rendimento de
hidrogénio. Os volumes de hidrogénio correspondem a um potencial bioenergético de 623
PJ/ano e 373 PJ/ano, para palha de arroz e trigo respectivamente.

A Tabela 2 apresenta o rendimento de hidrogénio a partir de residuos agricolas.

Tabela 2 — Rendimentos de hidrogénio a partir de residuo de biomassa agricola.

Inéculo

Pré-Tratamento

Condicbes

Rendimento

Substrato (Pré-Tratamento) do Substrato Operacionais de Hz Referéncia
Hidrolisado Lodo anaerébio (90°C,  0,5% (v/v) H2SO4 pH: 6,05, 2,17 L/L Thungklin et
dobagaco  5h) (2 h) + explosdo a Temperatura: al., 2018.
da cana vapor 37°C

(195°C, 1,5 min)
Palha de Thermoanaerobacterim  Acido/Aquecimento  pH: 7,00, 2,24 mol Caoetal.,
milho thermosaccharolyticum  (1,69% HSOsa, Temperatura: Ha/mol 2009.
hidrolisada W16 121°C ,117 min) 60°C acucar
Palha de Lodo anaerébio Acido/Aquecimento  pH: 7,00, 7,74 mmol/g  Zhang et al.,
milho granulado (1,7% H3SO0s., Temperatura: aclcar 2015.

121°C,1h) 36°C consumido
Palha de Lodo de digestao - pH: 5,50, 10,52 mL/g  Quéméneur
trigo anaerdbia (90°C, 10 Temperatura: SV etal., 2012.

min) 37°C
Palha de Lodo de esgoto (95°C,  Acido/Aquecimento  pH: 6,50 0,0624 Chang et al.,
arroz 1h) (3% m/v HClI, Temperatura: mmol/g de 2011.
hidrolisada 150°C, 1 h) 45°C palha
Acucares

redutores: 3 g/L

Continua
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Continuacao

Palha de Lodo de esgoto urbano - pH: 6,50
arroz (100°C, 40 min) Temperatura:
55°C
Hidrolisado Lodo anaer6bio Acido/Aquecimento  pH: 7,00
da Palha da (0,5% HCI, fervura, Temperatura:
soja 30 min) 35°C
120 rpm

24,80 mL/g
palha seca

60,20 mL/g
palha seca

Chenetal.,
2012.

Han et al.,,
2012.

Fonte: Adaptado de Bundhoo et al., 2019.



4 METODOLOGIA

A producéo de bio-hidrogénio se deu por fermentacdo anaerdbia em reatores batelada

usando como inoculo, lodo de biorreator UASB, e como substrato, o hidrolisado da palha da

soja pré-tratada quimicamente com &cido sulfurico diluido. Foram utilizados reatores

anaerdbios operados em batelada de 120 mL, com volume reacional de 60 mL. Foi realizado

planejamento fatorial 23 para avaliar o efeito (p<0,05) da concentracdo de sdlidos,

concentracdo do acido e tempo no pré-tratamento na producao bioldgica de hidrogénio.

O estudo foi planejado conforme mostra o fluxograma da Figura 5 abaixo:

Figura 4 — Fluxograma.
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Fonte: Autora, 2020.
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4.1  Preparo da Biomassa

A biomassa usada no experimento é conhecida popularmente como “palha da soja”
que € composta pelo caule e folha, e foi proveniente do cultivo das espécies de soja: AS 3730
IPRO, BMX POTENCIA, BRS 9383, M 6210 IPRO, M 6210 IPRO, M 8349 IPRO e M 6410
IPRO. A biomassa foi coletada no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da UFAL, localizado
na BR 104 Norte, km 85, Rio Lago/AL, cujas coordenadas geograficas sdo: 09°28°02” de
latitude sul e 35°49°43”, 127 m de altitude, localizado na regido dos Tabuleiros Costeiros.

O residuo foi lavado para remocgédo de areia e detritos, e seco em estufa de aeracao
forcada em sacos de papel craft a temperatura de 65°C por aproximadamente 72 h, para
obtengdo da massa seca, triturado em liquidificador e peneirado em peneira de 20 mesh. Com
a reducdo do tamanho das particulas aumenta-se a darea superficial do substrato,
caracterizando o tratamento mecanico, o que facilita a acdo da degradacdo da lignina,

hemicelulose e celulose em agUcares pelo tratamento acido.
4.2  Pré-tratamento do Indculo

O indculo utilizado no experimento € proveniente de lodo de reatores UASB coletado
em uma estacdo de tratamento de esgoto doméstico (ETE) do residencial Cidade Jardins
localizado na cidade de Maceié — AL. O lodo foi tratado termicamente, de modo que o
material foi colocado em um aquecedor até que se atingisse a temperatura de 90°C,
mantendo-o0 em temperatura constante por 10 min. Em seguida, resfriou-se o indculo até que
se alcancasse a temperatura de 25°C (MAINTINGUER et al., 2011).

Este procedimento objetiva a selecdo de microrganismos acidogénicos, a fim de
favorecer a etapa da digestdo anaerdbia onde sdo produzidos principalmente &cido acético,
acido butirico e etanol. Sob temperaturas termofilicas a membrana das arqueias responsaveis
pela producdo de metano se rompe, ja 0s microrganismos acidogénicos esporulam, e sob

condicGes favoraveis sdo capazes de retomar o metabolismo (CHERNICHARO, 2007).
43 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Com intuito de estudar os efeitos da concentracdo de sélidos, concentracdo do &cido e
tempo no pré-tratamento da biomassa e posterior producdo de bioldgica de hidrogénio, foi
realizado um planejamento fatorial 23. A relagdo dos efeitos com os niveis esta disposta na
Tabela 3.
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Tabela 3 — Variaveis de interesse.

Nivel Variaveis
1: Tempo (min) 2: Concentragdo H2SO4 (%) 3: carga de solidos (%)
- 1 (Minimo) 30 1 5
+1 (Méaximo) 60 4 10

Fonte — AUTORA, 2019.

As amostras submetidas ao pré-tratamento acido foram preparadas na proporcdo de
grama de biomassa/100 mL de solucdo de acido sulfdrico diluido, de acordo com o
planejamento experimental, e o experimento foi realizado a temperatura ambiente (26°C).
Apos o tempo de contato a amostra foi filtrada em papel filtro qualitativo de @ 9 micras e 0
pH ajustado para 7,00, com solucdo de hidroxido de sédio a 50%, o pH neutro sugere que
todo &cido estd reagido com a base descontinuando assim a acdo do pré-tratamento e
padronizando o pH final apds o pré-tratamento. A matriz experimental (Tabela 4) resultante
envolveu 8 combinacgdes, o experimento foi realizado em duplicada, totalizando 16 ensaios.

Tabela 4 — Matriz experimental planejamento fatorial 23.

Reator Tempo (min) Acido (% v/v) S:L (% miv)
1 30 1,0 5,0
2 60 1,0 5,0
3 30 4,0 5,0
4 60 4,0 5,0
5 30 1,0 10,0
6 60 1,0 10,0
7 30 4,0 10,0
8 60 4,0 10,0

Fonte — Autora, 2019.
Para interpretacdo dos resultados obtidos (glicose quantificada apds pré-tratamento e

producdo acumulada de Hy) utilizou-se o software Minitab 17®.
4.4  Ensaio sem Pré-tratamento Quimico

Foi realizado um ensaio com reator sem pré-tratamento quimico apds a batelada do
planejamento experimental, onde os parametros escolhidos para tempo de contato e
concentracdo de sélidos, foram os que resultaram em um maior rendimento de hidrogénio no
planejamento experimental (ensaio 1 (89 mL de Haz/Qbiomassa)). NO ensaio a amostra de
biomassa com concentracdo de solidos de 5% m/v, esteve em contato com apenas agua

destilada por 30 min a temperatura ambiente (26°C), e o hidrolisado obtido apos filtrag&o, foi



29

utilizado como substrato no ensaio. As condi¢des de controle pré-estabelecidas estéo
dispostas na Tabela 5.

Tabela 5 — Condicdes ensaio da amostra sem pré-tratamento.

Reator Substrato Tempo (min) Acido (% V/iv) S:L (% miv)
Hidrolisado da
9 biomassa sem pré- 30 min - 5
tratamento

Fonte — Autora, 2020.
4.5 Processo Fermentativo

O hidrolisado obtido apds a filtragem da amostra foi utilizado como substrato em
reatores anaerobios operados em batelada de 120 mL, com volume reacional de 60 mL, o
hidrolisado representava cerca de 50% deste volume, 30 mL. Foi adicionado ao meio 25% de
inéculo, 15 mL, e 15 mL de agua destilada, o pH inicial dos reatores ndo foi ajustado, sendo
de 7,70.

Foram realizadas 2 bateladas, cada uma 8 reatores, totalizando 16 reatores, cada
batelada com 7 dias de durac¢do. O ensaio com reator que continha hidrolisado que nédo foi
quimicamente pré-tratado com &cido sulfurico diluido, foi realizado com 2 reatores, e também
teve a duracdo de 7 dias.

A anaerobiose nos reatores foi estabelecida pela substituicdo de todo o ar atmosférico
presente no headspace dos frascos por meio do borbulhamento de argbnio durante 3 min. Os
reatores foram hermeticamente fechados com rolha de borracha de butila e lacre de metal,
depois disso, foram dispostos em uma incubadora com agitacdo orbital (shaker) e com
controle de temperatura, modelo TE-420 da Tecnal, a 120 rpm, e a temperatura mesofilica
(35+1°C).

Os parametros escolhidos nesse projeto como concentracdo dos &cidos, temperatura,
rotacdo da incubadora, proporcdo de substrato e de indculo foram adotados com base nos
experimentos de Han et al. (2012) e Cui e Shen (2012).

4.6  Analises Fisico-quimicas e Método Analitico

As analises foram realizadas no Laboratério de Saneamento Ambiental — LSA e no
Laboratorio de Controle Ambiental — LCA, no Centro de Tecnologia na Universidade Federal

de Alagoas.
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4.6.1 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas realizadas durante o trabalho foram:

e Potencial hidrogeniénico (pH): feito de acordo com o APHA: Standard Methods for
the Examination of Water and Waterwaster (1998), para correlacionar o valor de pH com os
metabdlitos formados durante o processo, alem do pH inicial e final dos reatores, e ap6s a
etapa de pré-tratamento acido;

e Carboidratos totais: realizada pela metodologia de Dubois et al. (1956), utilizando
como padrdo a glicose. Analise realizada para se estimar a quantidade de acgUcares obtidos
apos o pré-tratamento acido, e seu consumo apos processo fermentativo.

e Solidos (solidos totais fixos): realizado pelo método gravimétrico de acordo com
APHA: Standard Methods for the Examination of Water and Waterwaster (1998), para se

determinar o teor de cinzas presente no meio apds a etapa do pré-tratamento.

4.6.2 Cromatografia Gasosa

O hidrogénio coletado no headspace dos reatores em batelada, foi quantificado
utilizando-se um cromatrégrafo gasoso, modelo do equipamento GC-2010 Plus fabricado pela
Shimadzu®, que possui um detector de condutividade térmica e uma coluna (Supelco™
Carboxen-1010 PLOT) com 30 m de comprimento e diametro interno de 0,53 mm (QIU et al.,
2016).

A amostra gasosa coletada no headspace foi introduzida na coluna cromatogréafica
com auxilio de uma seringa de vidro de 100 pL. A calibracdo da cromatografia gasosa foi
realizada usando 99,99% (v/v) de H>. As condi¢des operacionais para a realizagcdo da
cromatografia gasosa seguem o método ASTM D3612-96 para coluna Carboxen-1010 PLOT:

e Gas de arraste: Argonio, 3 mL/min;

e Temperaturas do forno: 35°C (5 min) até 250 °C a 24°C/min;

e Detector: TCD 230°C,

e Temperatura da coluna: 200°C.
4.7  Hidrogénio Produzido

A producdo acumulada de bio-hidrogénio proveniente do processo fermentativo em
batelada foi calculada conforme a Equagéo 1:

Viri = Viio1 + Cui(Vei — Veio1) + Vino(Cri — Crio1) 1)
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Onde: VH,i é o volume de hidrogénio acumulado no tempo atual; V-1 € 0 volume de
hidrogénio acumulado no tempo anterior; Chi € 0 volume de hidrogénio acumulado no
headspace do recipiente no tempo atual; Cui-1 € 0 volume de hidrogénio acumulado no
headspace do recipiente no tempo anterior; Vg, € 0 volume total de biogas no tempo atual;
Va,i-1 € 0 volume total de biogas no tempo anterior; e Vho € 0 volume de hidrogénio
acumulado no tempo inicial.

A modelagem da producéo de hidrogénio nos experimentos em batelada baseia-se na

seguinte equacdo de Gompertz modificada (Equacédo 2) (HAN et al., 2012):
Rm
H = P-exp[—exp{?-(?\—t)-e+1}] (2)

Onde: H é a producdo acumulada de hidrogénio (mL); P é potencial de producgdo de
hidrogénio (mL); Rm € a taxa de producédo de hidrogénio (mL-h™?); t é o tempo de incubagio
dos reatores (h); e € o nimero de Euler (2,71828); e A ¢ a fase lag (h). Os parametros cinéticos
(P, Rm e X) seréo estimados via Excel.

O tempo no qual se obteve a maxima producdo de hidrogénio foi calculado utilizando

a Equacdo 3 (primeira derivada da Equacéo 2):

tm = A+

©)

Ry e

O rendimento de hidrogénio € dado neste trabalho em mL de Ha/gbiomassa seca.
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5.1  Efeito do Pré-tratamento na Quantificacdo de Carboidratos Totais
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Os dados obtidos da quantificacdo de carboidratos totais (mg/L), apds o pré-

tratamento, foram organizados em uma matriz de planejamento 22 como ilustrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Matriz experimental (quantificacédo de carboidratos).

2 (Acido

Carboidratos

ENSAIO 1 (Tempo) %) 3(siL) 12 13 23 (mg/L)
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 2946
2 +1 1 1 1 1 +1 3208
3 1 +1 1 1 +1 1 3050
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 3189
5 1 1 +1 +1 1 1 6032
6 +1 1 +1 1 +1 1 6283
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 5893
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 6263

Fonte: AUTORA, 2020.

Com os resultados da Tabela 6 € possivel observar que a carga de solidos é o efeito

que promove maior quantificacdo de carboidratos no meio, como se vé entre 0 ensaio 1 e 5,

onde esse efeito contribuiu com um aumento de 104,77% no rendimento. O efeito da

concentracdo de &cido sulfarico foi praticamente indiferente ao experimento, sendo 0 aumento

de rendimento mais expressivo de 3,53%, entre o ensaio 1 e 3. J& o tempo aumentou o indice

de carboidratos de forma mais relevante se comparado o ensaio 1 e 2, de 8,91%, e de forma

menos significativa, entre os ensaios 5 e 6, de 4,17%.

A Tabela 7 mostra os efeitos e a contribuicdo da concentracdo de &cido e tempo de

exposicao e concentracao de sélidos para geracdo de carboidratos em cada uma das condicBes

investigadas.

Tabela 7 — Efeito e contribuicdo dos fatores (quantificagdo de carboidratos).

FATOR EFEITO CONTRIBUICAO
1: Tempo (min) 256 + 90,143 0,71%
2: Concentracdo H2SO4 (%) -18,5+ 90,143 0,00%
3: Carga de sélidos (%) 3019 £+ 90,143 98,47%
12 -1+90,143 0,00%
13 55 + 90,143 0,03%
23 -61 + 90,143 0,04%
123 60,5 + 90,143 0,04%

Fonte: AUTORA, 2020.
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A Figura 5 ilustra o grafico de Pareto, gerado com software Minitab® 17, que mostra
quais efeitos, entre os estudados no pré-tratamento (carga de solidos, concentracdo de acido e
tempo de contato), foram significativos (p < 0,05).
Figura 5 — Gréfico de Pareto, efeito (p<0,05) da carga de solidos (5 e 10% m/v), concentracéo de

acido sulfurico (1,0 e 4,0% v/v) e tempo de contato (30 e 60 min) na quantificacdo de

carboidratos.
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Fonte: AUTORA, 2020.

Conforme mostra a Tabela 7 e a Figura 5, os efeitos significantes (p<0,05) foram
apenas a carga de solidos e o tempo de contato entre biomassa e pré-tratamento quimico.
Onde a carga de sélidos contribuiu em 98,47% com a quantificacdo carboidratos totais, ja o
tempo em 0,70%.

O efeito do tempo de contato possui um valor positivo (256), ou seja, quanto maior o
tempo de contato da biomassa com pré-tratamento, maior a quantificacdo de carboidratos
totais no meio. Isso se deve a hidrolise ndo homogénea da hemicelulose, onde uma porgédo
hidrolisa rapidamente, enquanto a outra é gradual. Este comportamento é observado segundo
os autores Lee, lyer e Torget (1999) no pré-tratamento acido da biomassa a temperaturas
abaixo de 160°C.

O ataque do acido diluido em diferentes concentracdes (1 e 4% v/v) ndo contribuiu
para aumentar os carboidratos do meio, e seu efeito foi negativo (-18,5), ou seja, quanto maior

a concentracdo de H.SO4 menos carboidratos foram quantificados.
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Antonopoulou e Lyberatos (2013) estudaram a sacarificacdo do sorgo com éacido
sulfarico diluido em diferentes concentragées (0,1, 0,5, 1,0, 1,5 e 2 % (m/v)) por 60 minutos a
temperatura ambiente (25°C) e a 121°C. Os autores relataram que 0 aumento da concentragdo
de &cido nao foi efetivo para aumentar o rendimento de carboidratos no meio a temperatura
ambiente, assim como reportado neste trabalho, porém a temperatura de 121°C houve um
aumento na quantificacdo de acglcares conforme a elevacdo da concentracdo de H2SO4 de 0,1
a 1,0%, e o decaimento do rendimento nas concentracfes de 1,5% e 2%, segundo 0s autores,
devido a possivel formacao de inibidores.

Ainda que o aumento de carboidratos possa ser favorecido com a temperatura, a
condigdo de processo a altas temperaturas pode ndo ser viavel economicamente, e certamente
é ambientalmente menos favoravel devido ao alto consumo de energia, quando voltado para
producdo de hidrogénio a partir de residuos por fermentacdo anaerdbia. Além disso, é possivel
que ocorra a degradacdo dos acgucares obtidos em 5-hidroximetil furfural (HMF) e furfural, e a
formacdo de outros inibidores como acidos organicos e compostos fendlicos, que causam
efeito inibitorio ao metabolismo dos microrganismos na etapa da fermentacdo (SOARES et
al., 2018; AKANKSHA et al., 2014; GE et al., 2011; PATTRA 2008; PALMQVIST &
HAHN-HAGERDAL, 2000).

5.2 Efeito do Pré-tratamento no Teor De Cinzas

Os resultados referentes ao teor de cinzas (g/L) das amostras que passaram pelo pré-
tratamento quimico estdo dispostos na matriz de planejamento 23, como ilustrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz experimental (Teor de cinzas).

) Teor de
ENSAIO 1 (Tempo) 2 (Acido %) 3(S:L) 12 13 23 Cinzas
(9/L)

1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 17
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 17
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 46
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 45
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 17
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 16
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 42
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 43

Fonte: AUTORA, 2020.
A Tabela 9 mostra os efeitos e a contribuicdo da concentracdo de acido e tempo de

exposicdo e concentracdo de solidos no teor de cinzas em cada uma das condigdes

investigadas.



35

Tabela 9 — Efeito e contribuicio dos fatores (teor de cinzas).

FATOR EFEITO CONTRIBUICAO
1: Tempo (min) 0,207 £ 0,113 0,01%
2: Concentracdo H2SO4 (%) 27,266 £ 0,113 99,38%
3: carga de sdlidos (%) -1,642 £ 0,113 0,21%
12 0,300 + 0,113 0,01%
13 0,232 + 0,113 0,01%
23 -1,209 £ 0,113 0,20%
123 0,425 + 0,113 0,02%

Fonte: AUTORA, 2020.
A Figura 6 ilustra o grafico de Pareto, gerado com software Minitab® 17, que aponta
quais efeitos foram significativos (p<0,05) entre os estudados:
Figura 6 — Gréfico de Pareto, efeito (p<0,05) da carga de solidos (5 e 10% m/v),

concentracao de &cido sulfurico (1,0 e 4,0% v/v) e tempo de contato (30 e 60 min) no teor de

cinzas.
23
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Fonte: AUTORA, 2020.
Com os dados da Tabela 8 e 9 tem-se que o principal efeito que contribui (99,38%), de

forma significativa (p<0,05), para 0 aumento do teor de cinzas foi a concentracdo de &cidos.
Conforme a concentragdo de H.SO4 aumentava de 1 para 4%, o teor de cinzas nas amostras
pré-tratadas subia em média 61,85%. A contribuicdo dos demais efeitos foi pequena (0,62%)
se comparada a concentracédo de &cidos (99,38%).

Syaichurrozi et al. (2019) também constataram que ocorre 0 aumento de cinzas no

hidrolisado com o aumento da concentracdo de &cido sulfurico, os autores reportaram que 0
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aumento do teor de cinzas nos hidrolisados nas concentragdes de HSO4 de 2, 4, 6 % vlv, foi
de 48,31, 57,60 e 64,81%, respectivamente, em relagdo ao hidrolisado que ndo passou por

pré-tratamento.
5.3  Efeito do Pré-tratamento no Rendimento de Hidrogénio

Os dados obtidos do rendimento de hidrogénio (mL Hz/gbiomassa seca) foram organizados
em uma matriz de planejamento 23 como ilustrado na Tabela 10.

Tabela 10 — Matriz experimental (rendimento Hy).

) Rendimento
ENSAIO 1 (Tempo) 2 (Acido %) 3(S:L) 12 13 23 de H:
(mL/gbiomassa)
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 89
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 32
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 61
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 60
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 36
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 49
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 17
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 14

Fonte: AUTORA, 2020.
A Tabela 11 mostra os efeitos e a contribuicdo da concentracdo de acido, tempo de

exposicao e concentracdo de solidos para producdo de hidrogénio em cada uma das condicdes

investigadas.

Tabela 11 — Efeito e contribuicéo dos fatores (rendimento de Hy).

FATOR EFEITO CONTRIBUICAO
1: Tempo (min) -12,125 + 4,267 6,12%
2: Concentracdo H2SO4 (%) -13,375 + 4,267 7,45%
3: carga de sélidos (%) -31,875 + 4,267 42,32%
12 10,375 + 4,267 4,48%
13 16,875 + 4,267 11,86%
23 -13,875 + 4,267 8,02%
123 -18,125 + 4,267 13,68%

Fonte: AUTORA, 2020.

Analisando os dados da Tabela 11, tem-se que, com excecdo da combinacdo do tempo
com a carga de solidos (10,375), e do tempo com a concentragdo de &cidos (16,875), 0s
demais efeitos foram negativos, de forma que quando o pré-tratamento passava do nivel
inferior para o superior, o rendimento de hidrogénio reduzia. Assim, as condi¢Ges de pré-

tratamento mais brandas, com 1% de &cido diluido, tempo de contato de 30 min e
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concentracdo de sélidos de 5,0% foram as que resultaram no maior rendimento de hidrogénio
(89 mL de Haz/gbiomassa)-

O fator principal que menos influenciou o processo foi o tempo (contribuicdo de
6,12%), seguido da concentracdo de acidos (7,45%), j& a carga de solidos teve a maior
contribuicdo entre os trés (42,32%). A interacdo dos 3 fatores principais e a interagdo da carga
de sélidos com a carga de solidos foram os pardmetros que mais influenciaram no processo
como um todo, com uma contribuicdo de 13,68% e 42,32%, respectivamente.

Na Figura 7 ilustra o grafico de Pareto, gerado com software Minitab® 17, aponta
quais os efeitos estudados foram significativos no processo fermentativo para producdo de
hidrogénio.

Figura 7 - Gréfico de Pareto, efeito (p<0,05) da carga de solidos (5 e 10% m/v), concentragédo de

acido sulfurico (1,0 e 4,0% v/v) e tempo de contato (30 e 60 min) no rendimento de hidrogénio.

2,306
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Fonte: AUTORA, 2020.

O grafico de Pareto da Figura 7 mostra que todos os fatores afetaram o rendimento de
hidrogénio de forma significativa (p<0,05). A carga de solidos foi o efeito que mais
influenciou o rendimento de H», seguido da combinacdo dos trés efeitos, da combinagéo da
carga de solidos com concentracdo de acidos, da carga de sélidos com o tempo, da
concentracdo de acido, do tempo e da combinacgdo da concentragdo de acido com o tempo.

Com os resultados foi possivel associar que tanto o0 aumento de carboidratos no meio
no processo fermentativo, decorrente do aumento da carga de sélidos, quanto 0 aumento do
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teor de cinzas, resultante do aumento da concentracdo do &cido sulfirico e do tempo de
contato, na etapa de pré-tratamento, diminuiram o rendimento de hidrogénio. Em média a
reducdo do rendimento de hidrogénio com o aumento da carga de sélidos foi de 52%, ja a
reducdo com aumento da concentracao de acidos foi de 17%.

Chang et al. (2011) e Soares et al. (2018), também reportaram que 0 aumento da
concentracédo de carboidratos, reduz o rendimento de hidrogénio no processo fermentativo. O
maior rendimento de hidrogénio obtido pelos autores (0,0624 mL de H./g de biomassa seca e
1,53 mmol de Ha/ L, respectivamente), foi alcancado utilizando a menor concentragdo de
carboidratos estudada (3 g/L e 5g/L, respectivamente).

Zhou et al. (2015) e Syaichurrozi et al. (2019) avaliaram que o teor de cinzas aumenta
no hidrolisado conforme o aumento da concentracdo de acidos e do tempo de reacdo, na etapa
do pre-tratamento, e isto afeta negativamente na producdo de etanol e biogas,

respectivamente.
5.4  Ajuste dos Dados Experimentais

Os parametros de modelagem cinética (P, potencial de producdo de hidrogénio (mL);
Rm, taxa de produgédo de hidrogénio (mL/h); A, fase lag (h)), obtidos através da equacdo de
Gompertz Modificado, o tempo (tm) onde ocorre a maxima taxa produc¢do de hidrogénio (Rm),
e a eficiéncia de consumo de carboidratos (EC), estdo dispostos na Tabela 12 abaixo:

Tabela 12 — Pardmetros producédo acumulada de H.

1 2

ENSAIO (Tempo (Acido 3(%;- HY? (Eog)c P (mL) (rELr‘;'h) ah)  tm(h)  R?
(min)) (%))
1 30 1 5 89 4996 159 122 29 77 0.9965
2 60 1 5 32 5115 54 043 15 61 0,995
3 30 4 5 61 4871 106 080 30 79 0,9990
4 60 4 5 60 4689 110 072 22 78 0,9988
5 30 1 10 36 7157 145 082 20 85  0,9932
6 60 1 10 49 6630 182 123 32 87 0,9989
7 30 4 10 17 6178 58 046 34 80 0,9972
8 60 4 10 14 6711 42 036 21 64 09866
9 30 0 5 5 4989 8 0.14 0 21 0,9919

2 Ensaio realizado sem pré-tratamento da biomassa; ® Rendimento de Hz (ML/Qbiomassa seca); ¢ EC: eficiéncia
consumo de carboidratos.
Fonte: AUTORA, 2020.

Como exposto na Tabela 12 o valor de R?variou de 0,9866 a 0,9990 mostrando que 0s
dados do experimento se ajustam ao modelo proposto. O apéndice A traz as curvas de cada

experimento ajustadas ao modelo proposto pela equacdo de Gompertz Modificado.
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O maior potencial de producdo de hidrogénio (P) foi alcancado no ensaio 4 de 182
mL, seguido do ensaio 1 com 159 mL. Porém o ensaio 1 foi realizado com metade da
concentracdo de solidos do ensaio 4, o que levou a um melhor rendimento de hidrogénio no
ensaio 1 em relagéo ao 4, de 89 e 49 mLde H2/gbiomassa seca, respectivamente. A maxima taxa de
producdo de H» foi proxima em ambos os ensaios, sendo de 1,22 mL/h no ensaio 1 e 1,23
mL/h no ensaio 4.

O aumento da concentracdo de carboidratos no meio fermentativo (10% v/v), devido
ao aumento da carga de solidos na etapa do pré-tratamento, resultou em uma fase lag (1) mais
prolongada (20 a 34 horas), na maior eficiéncia de consumo de consumo de carboidratos
(61,78 a 71,57%), e também em menores rendimentos de H» (14 a 49 H»/g de biomassa seca).
Assim, 0s microrganismos presentes no meio utilizaram os carboidratos como fonte de
energia para seu crescimento, aumentando a fase lag, e reduzindo o rendimento de hidrogénio
(CHANG et al., 2011).

A elevacdo da concentracdo do H>SOs também resultou em um aumento da fase lag
(22 a 34 horas), da mesma forma que observado por Cui e Shen (2012), onde 0 aumento nas
concentracdo de acido na etapa do pré-tratamento, ocasionou um atraso no processo da
fermentagdo anaerdbia, prejudicando a conversao da matéria organica e consequentemente, a
producdo de hidrogénio.

Ainda segundo Cui e Shen (2012), o reator que possuia a menor fase lag foi o que néo
passou por pré-tratamento, assim como neste trabalho, onde o ensaio 9 ndo apresentou fase
lag. O rapido consumo dos acgucares, devido a auséncia de fase lag, ndo foi favoravel a
producdo de hidrogénio neste caso.

As mesmas tendéncias observadas para fase lag, podem ser estendidas ao tempo (tm)
onde ocorre a maxima taxa producédo de hidrogénio (Rm).

O pré-tratamentou aumentou o rendimento de Hz, 0 melhor resultado de 89 mL de H2/g
de biomassa seca, foi 17,8 vezes melhor do que rendimento de hidrogénio apresentado pelo
reator que nao passou pelo pre-tratamento (5 mL de H2/g de biomassa seca).

Han et al., (2012) também obtiveram maiores rendimentos de H2 nos ensaios onde o
substrato hidrolisado era de amostra quimicamente pré-tratada, em relacéo ao ensaio no qual o
hidrolisado foi proviniente de amostra que ndo foi quimicamente pré-tratada. O melhor
rendimento de hidrogénio alcancado pelos autores foi com pré-tratamento acido (HCI 4% v/v,
fervido por 30 min) de 47,65 mL de Hx/g de biomassa seca, e este resultado foi 11 vezes
melhor do que rendimento de hidrogénio apresentado pelo reator que ndo passou pelo pré-

tratamento.
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Para Cui e Shen (2012) o melhor rendimento de hidrogénio foi com pré-tratamento
acido (HCI 4% vl/v, fervido por 30 min) de 72,21 mL de H2/g de biomassa seca, e este
resultado foi 16,45 vezes melhor do que rendimento de hidrogénio apresentado pelo reator
que ndo passou pelo pré-tratamento.

O maior rendimento de hidrogénio alcangado neste trabalho foi 89 mL de H./g
biomassa de seca, com o pré-tratamento a 1% v/v de H.SO4 a temperatura ambiente (26°C), e
carga de solidos de 5% m/v, este valor € superior aos resultados alcancados pelos autores Cui
e Shen (2012) (72,21 mL de H2/g de biomassa seca) e Han et al., (2012) (47,65 mL de H2/g
de biomassa seca) em condi¢fes ainda mais brandas de &cido e temperatura. A possivel
presenca de inibidores, como furfural, produzidos na etapa de pré-tratamento na degradacédo
da hemicelulose a partir da fervura do meio pode ter levado a formacao destes componentes

influenciando no rendimento de H2 em relagéo aos trabalhos reportados.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel obter hidrogénio pela metodologia proposta, 89 mL de Ha/g de biomassa
seca, nas condi¢cdes mais brandas de pré-tratamento (com 1% v/v de acido diluido, tempo de
contato de 30 min e concentracdo de solidos de 5,0% m/v), indicando que o processo de
producdo de hidrogénio por fermentagdo escura foi inibido em condi¢bes de incremento
desses parametros, possivelmente pelo aumento do teor de cinzas nos ensaios ocasionado pelo
aumento da concentracao de &cidos, e pelo aumento da concentracdo de carboidratos totais,
resultante do aumento da carga de solidos na etapa do pré-tratamento.

O intervalo escolhido de tempo de contato (30 e 60 min) e concentracdo de acido
sulfarico diluido (1 e 4% v/v) nao foram significativos (p>0,05) para maior quantificacdo de
acucares na etapa do pré-tratamento da palha da soja a temperatura ambiente (26°C), porém a
concentracdo de sélidos (5 e 10% m/v) sim.

Na producdo bioldgica de hidrogénio todos os pardmetros estudados foram
significativos (p<0,05). O maior rendimento de H> obtido (89 mL de H./g de biomassa seca)
nas condicBes de pré-tratamento de com 1% v/v de H>SOs, tempo de contato de 30 min e
concentracdo de solidos de 5,0% m/v, foi 17,8 vezes maior que o rendimento de H: obtido (5

mL de H/g de biomassa seca) no ensaio que a biomassa ndo passou pelo pré-tratamento.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a producdo de inibidores apos a etapa do pré-tratamento;
Avaliar o pré-tratamento acido na degradacdo da biomassa;
Utilizar temperaturas termofilicas no pré-tratamento quimico;
Estudar a ampliagdo de escala do experimento;

Avaliar condi¢bes mais brandas de concentracdo de &cido no pré-tratamento.
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Figura 9 — Ensaio 1 (ajuste de Gompertz Modificado).

1

1

Poducdo acumulada de H2 (mL)

60

140

120

00

80

60

40

20

®
20 40 60 80 100
Tempo (h)
Ajuste Gompertz Modificado

120 140 160 180

® Ensaiol

48

Fonte: AUTORA, 2020.



Figura 10 — Ensaio 2 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Figura 11 — Ensaio 3 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Figura 12 — Ensaio 4 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Figura 13 — Ensaio 5 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Figura 14 — Ensaio 6 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Figura 15 — Ensaio 7 (ajuste de Gompertz Modificado).
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Fonte: AUTORA, 2020.



Figura 16 — Ensaio 8 (ajuste de Gompertz Modificado).
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