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RESUMO

A busca por fontes de energia renovavel se faz mais necessaria a cada dia devido aos
problemas ambientais relacionados a queima de combustiveis fosseis. Surge como
alternativa de energia limpa a producdo do gas hidrogénio, que se destaca entre outras
fontes pelo seu alto potencial energético, grande disponibilidade e por sua combustéo
gerar apenas agua, contribuindo para minimizar os impactos ocasionados pelo
aquecimento global. Para conseguir obter o hidrogénio a partir da palma forrageira
(nopalea cochenillifera) foram realizados estudos utilizando reatores anaerdbios operados
em batelada com agitacdo de 120 rpm, temperatura de 35+1°C e pH inicial de 7,0. Além
de avaliar a producdo de hidrogénio e os subprodutos da fermentacdo, foram avaliados 0s
efeitos dos pré-tratamentos acido (HCI) e alcalino (NaOH) na sacarificacdo da biomassa
lignocelulésica. Foram aplicados modelos matematicos de fungBes ndo-lineares para
ajuste dos dados obtidos a partir das amostras analisadas. O tipo e o volume do inéculo e
a melhor concentracdo do substrato também foram estudados para otimizar as taxas de
producdo de H.. Obteve-se a melhor produgdo de hidrogénio utilizando-se 5%(v/v) de
indculo de suinos com 5% (m/v) de substrato em solucdo aquosa com 0,5% (v/v) de
NaOH, alcancando producdo especifica igual a 286,32 mLH2/gSSVh. Constatou-se que
volumes maiores de inoculo (10%,15% e 20% (v/v)) e maiores concentracGes de
NaOH/HCI (4% e 8% (v/v)) provocaram queda na producdo de H assim como a
utilizacdo de concentracdes menores de substrato 1,0%, 1,8%, 2,6% e 4,2% (m/v), ja as
eficiéncias de remocéo de carboidratos foram melhores para as maiores concentracdes de
substrato, variando entre 70,02% e 81,02%. Os principais metabdlitos produzidos nessas
condicdes operacionais foram: &cido acético (48,61%), etanol (19,27%) e o acido butirico
(11,20%).

Palavras chave: energia renovavel, biomassa verde, lignina, pré-tratamentos,
fermentacdo anaerobia.



ABSTRACT

The search for renewable energy sources becomes more necessary every day due to
environmental problems related to the burning of fossil fuels. The production of hydrogen
gas emerges as a clean energy alternative, which stands out among other sources for its
high energy potential, high availability and for its combustion to generate only water,
contributing to minimize the impacts caused by global warming. In order to obtain the
hydrogen from the forage palm (nopalea cochenillifera), anaerobic reactors were carried
out in batch with 120 rpm agitation, temperature of 35 + 1°C and initial pH of 7,0. In
addition to evaluating the production of hydrogen and the by-products of the
fermentation, the effects of acid (HCI) and alkali (NaOH) pre-treatments on the
saccharification of the lignocellulosic biomass were evaluated. Mathematical models of
non-linear functions were applied to fit the data obtained from the analyzed samples. The
type and volume of the inoculum and the best substrate concentration were also studied to
optimize Hz production rates. The best hydrogen production was obtained by using 5%
(w/v) of pig inoculum with 5% (w/v) of substrate in aqueous solution with 0,5% (w /v)
NaOH, reaching production specific ratio equal to 286,32 mLH./gSSVh. It was found
that higher inoculum volumes (10%, 15% and 20% (w/v)) and higher concentrations of
NaOH / HCI (4% and 8% (w/V)) as the use of lower substrate concentrations 1,0%, 1,8%,
2,6% and 4,2% (m/v), since the carbohydrate removal efficiencies were better for the
higher substrate concentrations, varying between 70,02% and 81,02%. The main
metabolites produced under these operating conditions were: acetic acid (48,61%),
ethanol (19,27%) and butyric acid (11,20%).

Keywords: renewable energy, green biomass, lignin, pre-treatments, anaerobic
fermentation.
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1 INTRODUGCAO

Com o crescimento da populacdo a demanda por fontes de energia aumenta cada
vez mais, despertando a necessidade de substituicdo dos combustiveis fosseis devido ao
seu esgotamento, por fontes de energia renovaveis que satisfacam as necessidades
energéticas globais além de contribuir com a minimizacdo dos impactos ambientais
provocados pela combustdo de materias como carvéo, petroleo e gas natural (HAN et al.
2015).

Como alternativa para fonte de energia limpa aparece o gas hidrogénio devido a
sua abundancia no planeta, alto rendimento energético e também por sua combustao gerar
apenas agua como produto. Para a obtencdo do hidrogénio existem varios metodos, entre
eles citam-se: processos fisicos, quimicos e também os bioldgicos, tais como fermentacéao
anaerobia e foto-fermentacdo, que ocasionam menos impactos ambientais e necessitam de
menos energia para a producdo do gas, o que diminui o custo do processo (KUMAR et al.
2015).

No entanto, a fermentagdo anaerdbia ainda apresenta vantagens em relagcdo aos
outros processos: simplicidade de execucéo, taxas mais altas de producéo de hidrogénio e
utilizacdo de residuos de baixo valor como matérias-primas. Entre essas matérias-primas
que podem ser utilizadas destacam-se os residuos de biomassa verde, principalmente por
serem uma rica fonte de carboidrato e além disso, pelas altas quantidades que séo geradas
anualmente desse tipo de residuo, estando por volta de 220 bilhdes de toneladas (CUI e
SHEN, 2012).

Os residuos de biomassa verde envolvem materiais como: grama, palha de
coqueiro, folhas em geral e espécies de plantas como a palma forrageira. SA0 compostos
em sua maior parte pela celulose, hemicelulose e a lignina. A celulose é o principal
polimero presente nesses materias, apresentando em sua composicdo a glicose
(RABELO, 2010).

Ja a hemicelulose promove a ligacdo entre a lignina e a celulose, apresentando
em sua estrutura pentoses e hexoses. Tanto a celulose como a hemicelulose apresentam
unidades de acucares que beneficiam a producéo de hidrogénio a partir da utilizacdo da
biomassa verde (KUMAR et al. 2015).

A lignina é o segundo polimero em maior quantidade presente nos vegetais

(ficando atras apenas da celulose), & uma estrutura recalcitrante que dificulta o acesso aos
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carboidratos da biomassa lignocelulésica por apresentar uma degradacao dificil e também
por existir uma pequena quantidade de organismos capazes de promover essa degradacao,
essa caracteristica faz com que seja necessario a aplicacdo de tecnologias que otimizem a
geracdo de H» tentando diminuir os efeitos provocados por esse interferente (KUMAR et
al. 2015).

Apesar das baixas taxas de H> produzidas através desse tipo de residuo, varios
estudos tém sido realizados com o intuito de contornar essa dificuldade. A partir disso séo
aplicados os mais diversos tipos de tecnologias de pré-tratamento antes da fermentacao,
sejam eles de natureza fisica, quimica, fisico-quimicas, térmicas ou biologicas
(BUNDHOO et al. 2015).

Cita-se como alternativas de pré-tratamento exitentes para facilitar a degradacéo
da lignina: &cidos, com a aplicacdo de acido sulfurico, acido hidrocloridrico, acido nitrico
e acido acetico, ja nos tratamentos alcalinos aplica-se NaOH, amonia e Ca(OH).. Além
desses pode-se optar também pelos pré-tratamentos térmicos, ultrasom, irradiacGes,
exploséo a vapor e suas respectivas combinagdes (KUMAR et al. 2015).

E importante citar que esses pré-tratamentos necessitam de energia para
funcionar, o que pode aumentar o preco do procedimento, além de apresentarem como
desvantagem a producdo de compostos inibidores da fermentagdo, como 0os mandmeros
fendlicos, derivados de furano e o 4cido acético.

Levando-se em conta a importancia de utilizacdo de novas fontes de energia
renovavel e reutilizacdo dos residuos gerados mundialmente, é de grande necessidade o
aprimoramento das técnicas utilizadas para determinados fins, no que diz respeito a
fermentacdo anaerdbia da biomassa lignocelulésica e os pré-tratamentos utilizados para
aumentar o rendimento de H», de forma que seja possivel obter um maior controle dos
sub-produtos gerados no processo (SIQUEIRA e REGINATTO, 2015).

A biomassa lignocelulésica utilizada nesse trabalho foi a palma forrageira
(nopalea cochenillifera) e para o promover o seu tratamento foi utilizado o reator
anaerobio em batelada, que apresenta alta eficiéncia para a producdo de hidrogénio
devido a boa conversédo do substrato e tempos de detengéo curtos.

Segundo Zaiat et al. 2001, s&o quatro as etapas de operacdo de um reator em
batelada: alimentacéo, reacdo, sedimentacdo e descarte. O fluxo descontinuo favorece um
bom controle da qualidade do efluente, alta producdo de biogas e boa separacédo do lodo

do efluente liquido. Em relacdo ao principais interferentes na operacdo do reator
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anaerobio em batelada, pode-se citar: agitacdo, relacdo entre substrato e biomassa,
geometria do reator e por fim, 0 modo como € realizada a alimentacdo do reator.

Além dessas vantagens desse tipo de reator, cita-se ainda a facil operacdo em
escala laboratorial. Para que o sistema apresente desempenho satisfatério é necessario
que varios parametros fisico-quimicos sejam controlados de modo que a atividade
microbiana ndo seja prejudicada em termos de degradacdo de matéria organica (SHIDA
et al. 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é avaliar a produgdo de hidrogénio em reatores
anaerdbios em batelada utilizando como biomassa lignocelulésica a palma forrageira

(nopalea cochenillifera).

2.2 Objetivos especificos

1 Avaliar o desempenho da palma forrageira (nopalea cochenillifera) na
producdo de hidrogénio;

1 Awvaliar a influéncia de pré-tratamentos (&cido e alcalino) para sacarificacdo
da biomassa lignocelulésica e consequentemente producédo de hidrogénio;

91 Awvaliar diferentes indculos para producéo de hidrogénio (residuos obtidos a
partir de atividades suinicolas e lodo de reatores UASB encontrados em
estacdes de tratamento de efluentes (ETE);

1 Avaliar a influénica da faixa de temperatura mesofilica na producdo de
hidrogénio;

1 Avaliar a composicdo dos metabdlitos solGveis e gasosos produzidos

(etanol, acido acético, butirico, propibénico, H2, CH4 etc).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo de hidrogénio a partir de residuos agroindustriais

O gés hidrogénio é visto como o combustivel do futuro, pelo fato dele ser uma
fonte de energia limpa e renovavel. Ele tem a maior densidade de energia gravimétrica
entre todos os combustiveis e sua combustdo ndo tem contribuicdo para a poluicédo
ambiental e as alteracGes climaticas, pois ndo libera CO2. Assim, a utilizacdo do
hidrogénio como fonte de energia limpa é bastante promissora (ROSA e SILVA, 2012).

Além disso, o hidrogénio aparece como uma das substancias mais abundantes na
terra, e através da utilizacdo desse gas sera possivel contribuir com a preservacdo das
reservas de combustiveis fosseis que vem se esgotando cada vez mais devido ao
aumento da demanda energética mundial. Segundo o Programa Nacional de Hidrogénio
dos Estados Unidos, em 2025 o H> representard 10% da energia do mercado global
(ANZOLA-ROJAS et al. 2015).

Dentre os métodos de obtencdo de hidrogénio estdo: métodos fisicos, métodos
quimicos e os métodos bioldgicos. Cita-se como exemplos: a queima de combustiveis
fosseis, a hidrélise da agua, foto-fermentacdo e fermentacdo anaerobia. No entanto, 0s
processos de obtencdo bioldgicos se tornam mais atraentes quando efluentes organicos
sdo utilizados como matérias primas (ROSA e SILVA, 2012).

A utilizagdo de residuos orgénicos é mais viavel levando-se em consideragdo
que a utilizacdo de fontes puras de carbono aumenta o custo do processo de producdo do
hidrogénio em grande quantidade e também sdo evitados descartes incorretos desse
material no meio ambiente, ou seja, apresenta duas vantagens importantes: geracao de
energia a um custo menor e tratamento de aguas residuérias (BRAGA e ZAIAT, 2012).

Os principais sistemas para geracdo de hidrogénio via microbiana sdo o0s
processos fotoquimicos e fermentativos. O primeiro baseia-se na atuacdo de
microrganismos fotossintéticos, como algas e bactérias fotossintéticas. Ja o fermentativo
consiste na degradacdo da matéria organica realizada por microrganismos anaerobios,
facultativos (na presenca ou auséncia de luz) ou obrigatérios (na auséncia de luz),
produtores de H> (SANTOS et al. 2012).
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O processo fotoquimico tem como principal representante das bactérias
fotossintéticas, as cianobactérias, que necessitam da energia solar para a decomposicao
da 4gua em Hz e Oz, sendo exatamente esse o principal fator limitante do processo, pois,
pensando-se na utilizacdo de reatores, a penetracdo dessa luz se torna mais dificil.
Salienta-se também, o baixo rendimento de H ao utilizar-se esse processo (CHEN et al.
2006).

J& o processo da fermentacdo apresenta algumas vantagens em relacdo ao
demais: produz maior quantidade de hidrogénio, a luz ndo é um fator limitante e,
principalmente, é possivel a utilizacdo de varios tipos de substratos. Em relacdo aos
substratos que podem ser utilizados para a producdo de hidrogénio a partir da
fermentacdo, os que apresentam carboidratos sao os mais indicados (AMORIM, 2009).

Como exemplo desses substratos existem: pentose, xilose e sacarose como
principais fontes utilizadas, estando presentes em alimentos como a beterraba e a cana-
de-agUcar. Porém, a utilizacdo desses alimentos para essa finalidade gera uma
competicdo entre a producdo de energia renovavel e o consumo alimenticio, o que pode
ocasionar conflitos futuros (GONCALVES et al. 2014).

Diante desse fato, estudos mais recentes tém analisado a utilizacdo de residuos
agro-industriais como amido, residuos de milho, residuos de arroz, borras de cerveja,
residuos sélidos de alimento, aguas residudrias de alimentos, &gua residuaria de
laticinio, entre outros (WANG e WAN, 2009).

Podem-se citar também como substratos que possuem grande valor energético,
as aguas residudrias provenientes da producdo de vinho, guas residuérias resultantes do
processamento da mandioca e residuos gerados pelas atividades suinicolas. Logo,
percebe-se a importancia de se estudar a producdo de hidrogénio a partir da anaerobiose
de residuos organicos devido as vantagens apresentadas se comparadas aos demais
métodos de producdo desse gas.

Além de todas essas fontes de residuos organicos ja citadas, a utilizacdo de
residuos de biomassa verde como: grama, capim, folhas de arvores ou palma (nopalea
cochenillifera), apresenta-se como boa opc¢do para a producdo de hidrogénio, por se
tratarem de materiais ricos em carboidratos (fonte de energia utilizada pelos
microrganismos) e principalmente pelas grandes quantidades geradas anualmente desses
residuos, estima-se que 220 bilhdes de toneladas séo descartadas ou queimadas (CUI e
SHEN, 2012).
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Segundo Kang et al. (2015) atualmente a utilizacdo da biomassa em geral como
fonte de energia renovével fornece cerca de 10% da contribuicdo energética mundial,
sendo que 80% dessa parcela de biomassa € composta justamente por materiais que
contém a lignina em sua composicao estrutural.

No entanto, os residuos de biomassa verde apresentam em sua estrutura 0s
seguintes componentes: celulose e hemicelulose (polissacarideos que contém agUlcares)
e a lignina, conforme Figura 1. A quantidade de lignina presente em cada tipo de
espécie varia bastante, podendo representar 40% do peso seco da biomassa (KANG et
al. 2015).

A lignina tem varias funcdes nos vegetais, entre as principais citam-se: fornecer
rigidez para a parede celular e funcionar como prote¢do contra os microrganismos. E
justamente essa protecdo contra microrganismos gue limita a quantidade desses seres
Vivos que sdo capazes de degrada-la, o que dificulta o acesso aos carboidratos da planta,
funcionando como um dos principais fatores interferentes para a producdo de
hidrogénio a partir desses residuos.

Dessa forma, a baixa producdo de hidrogénio a partir da biomassa
lignocelulésica esta associada a hidrolise incompleta de moléculas de celulose, 0 que
prejudica a sacarificagdo (conversao da celulose em mondmeros de glicose) desse tipo
de matéria prima. Além dos teores de lignina presentes no substrato, pode-se citar como
fatores interferentes no processo de sacarificacdo: tamanho das particulas utilizadas
como fonte de carbono e umidade (BUNDHOO et al. 2015)

Figura 1- Estrutura dos materiais lignoceluldsicos

LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE

Fonte: Aguiar, 2010, p. 2
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A digestdo anaerobia atualmente é considerada como uma importante alternativa

para o tratamento de diferentes tipos de residuos, com elevadas concentracfes de

material organico, devido aos baixos custos operacionais e por oferecer alternativa para

substituicdo de combustiveis fosseis, minimizando a emissdo de gases responsaveis pelo

efeito estufa (SILVA, 2009). As principais reacdes bioguimicas que ocorrem nesse

processo sdo divididas em: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura

2).
Figura 2 - Esquema ilustrativo da digestdo anaerébia
Aguas residuarias domésticas
com material organico em
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Fonte: Adaptado de Foresti et al. 1999
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Hidrdlise - A primeira fase se inicia com as bactérias fermentativas hidroliticas.
Menciona-se hidrélise como sendo o processo pelo qual o material organico presente no
sistema é transformado em compostos dissolvidos de menor peso molecular. As
proteinas sdo degradas para formar aminoacidos; os carboidratos se transformam em
acucares sollveis e os lipideos sdo convertidos em acidos graxos de cadeia longa e
glicerina.

Acidogénese - Os produtos gerados na hidrdlise sdo absorvidos por bactérias
acidogénicas fermentativas e excretados como substancias organicas simples como
acidos graxos volateis, tais como acido acético, formico, propiodnico, butirico e latico,
além do etanol e de compostos minerais como CO2, Hz, NH3, H2S etc.

Acetogénese- Na terceira fase, os acidos graxos e o etanol formados sdo
transformados pelas bactérias acetogénicas, produtoras de acetato e hidrogénio. E nesta
fase que ocorre a conversao dos produtos gerados na acidogénese em compostos que
formam os substratos para a producdo de metano. A funcdo desses microrganismos é
degradar esses acidos graxos e alcoois dando origem a acetato, H2 e CO, (LABIB et
al.1992).

Metanogénese- Na quarta fase, o metano é produzido por um grupo de
procariontes, as metanobactérias, convertendo o acetato, hidrogénio e dioxido de
carbono principalmente em metano e diéxido de carbono. O processo de producdo de
metano geralmente é quem limita o processo de digestdo anaerdébia, embora, abaixo dos
20 °C, a hidrdlise possa limitar o processo (SILVA, 2009).

Para que de fato, o hidrogénio seja produzido é necessario que a quarta fase da
digestdo anaerdbia, a metanogénese, seja impedida, uma vez que a mesma apresenta
bactérias metanogénicas que consomem o hidrogénio produzido para gerar 0 gas
metano, sendo um fator limitante na geracdo de energia renovavel. Cita-se também
como fator interferente na produgdo de H> as altas taxas de concentra¢Ges de sulfato, ja
que as bactérias redutoras de sulfato competem com as metanogénicas por hidrogénio e
acetato (SANTOS et al. 2012).

Com o0 objetivo de impedir o desenvolvimento de microrganismos
metanogénicos nos inoculos (consumidores de Hz) e aumentar a quantidade de
microrganismos produtores, opta-se por enriquecer o inéculo atraves de pre -
tratamentos que podem ser: o choque térmico, aplicacdo de um acido ou de uma base,
aeracdo, cloroférmio, do congelamento e descongelamento, aplicacdo de 2-
bromoetanosulfonato de sédio e iodopropano (WANG e WAN, 2009).
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Sabe-se, no entanto, que a producéo de H> depende de inimeros fatores, entre
eles estdo as rotas fermentativas realizadas pelos microrganismos para a degradacéo da
matéria organica e também os produtos finais gerados por essas rotas, citam-se: acido
acetico, acido butirico, acido propiénico, metano, etanol, alcoois, acido latico e etc
(MAINTINGUER et al. 2011).

As principais rotas fermentativas nas quais ocorre a produgdo do hidrogénio a
partir do consumo de glicose sdo: a rota que apresenta como um dos produtos finais o
acido acético, Equacdo (1), e em seguida a rota que possui como como um dos produtos
finais o acido butirico, Equacdo (2) (SHARMA e LI, 2009). Logo, a producdo de &cido
acético ou &cido butirico indicam a formacdo do gas hidrogénio, ambas as rotas podem

ser observadas a seguir:
C4H,, 0, +2H,0 - 2CH,COOH <®CO, 4H, )

CH,,0, +2H,0 - CH.,CH,CH,COOH ®CO, 2H, @)

Percebe-se a partir das rotas fermentativas apresentadas, que a rota de producéo
do acido acético produz mais hidrogénio (4 mol Hz. mol glicose ) quando comparada
com a rota de producéo do acido butirico (2 mol Hz. mol glicose ). Porém, além dessas
rotas fermentativas existem varias outras que fazem parte da conversdo da matéria
organica em diversos metabdlitos, como a rota de producdo do acido propidnico e do
etanol. Equacéo 3 e Equacéo 4, respectivamente:

C,H,O,+2H, - 2CH,CH,COOH =H,O 3)

C,H,,O0, - 2CH,CH,OH +2CO, (4)

Observa-se, no entanto, que na rota de producdo do &cido propibnico ha o
consumo de dois moles de H», portanto essa rota deve ser evitada quando o objetivo da
digestdo anaerobia for a obtencdo de hidrogénio. Ao observar-se a rota do etanol,
percebe-se que ndo h& consumo e nem producdo do Hz, o que poderia significar que a
producdo desse acool ndo interfere na producdo de Hz, no entanto, o consumo da glicose
para que o etanol possa ser produzido pode diminuir o rendimento de Ho.

Analisando essa informacéo, verifica-se que o etanol € um metabolito que deve
ser evitado devido ao seu possivel efeito inibidor, assim como o acido propibnico

(REIS, 2010). Apesar de que a combinagdo entre etanol e hidrogénio é, hoje em dia,
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muito promissora para 0 0 cendrio energético mundial, principalmente quando obtidos a
partir de fontes renovaveis (SILVA, 2008).

Além da metanogénese e da alta concentracdo de sulfatos que diminuem a
producdo de hidrogénio existem diversos fatores que interferem na producao do mesmo,
sendo necessario o controle destes de uma maneira adequada para que seja possivel

maximizar a quantidade de gas produzido e ndo prejudicar o rendimento das bactérias.

3.3 Fatores que interferem na producéo de hidrogénio

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).

1 Temperatura — € normalmente utilizada préxima a temperatura ambiente
tornando o processo mais econémico quando comparado a utilizacdo de
temperaturas termofilicas. Segundo Lazaro et al. (2014), as temperaturas
mesofilicas causam um efeito positivo na producdo de hidrogénio porque 0s
microrganismos que se desenvolvem nessas condi¢cbes de temperatura sdo
menos afetados pela producdo dos inibidores de fermentacdo (mondmeros
fenolicos, acido acético e derivados de furano) formados durante os pré-
tratamentos dos substratos quando comparados aos microrganismos
termofilicos.

1 pH- é um pardmetro de grande importancia para 0 meio em que ocorre a
biodigestdo, pois este pode afetar as vias metabélicas anaerdbias e a atividade
das hidrogenases (enzimas que catalisam a oxidacdo reversivel de H), ndo
favorecendo a produgédo de H2 (SHARMA e L1, 2009).

Dareioti, Vavouraki e Kornaros (2014) utilizaram uma mistura de agua

residuaria composta por 6leo de oliva, soro de queijo e esterco de vaca para

avaliar a interferéncia do valor do pH na producdo de hidrogénio utilizando
reatores em batelada e inéculo de lodo de digestor anaerébio. Ao final do
experimento concluiram que o pH 6,0 foi 0 que proporcionou uma taxa maxima

de rendimento de hidrogénio (0,642 mol de H2 / mol de glicose consumida).
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Porém, segundo Vijayaraghavan e Soom (2004) percebe-se atualmente uma
grande dificuldade no que diz respeito a um valor 6timo de pH para a producédo
de hidrogénio devido a variedade de substratos, indculos e condicOes
operacionais utilizadas. Percebe-se também que trabalhos desenvolvidos na area
demonstram que o valor de pH inicial que propicia um melhor rendimento de
hidrogénio € 7,0, sendo este o valor adotado para a metodologia desse trabalho
(QIU et al. 2016).

Substratos- os substratos submetidos a fermentacéo sao selecionados de acordo
com a disponibilidade, custos, quantidade de carboidrato e biodegradabilidade.
Os mais utilizados no processo de fermentacgdo biolégico séo sacarose, amido de
trigo, 6leos vegetais e 4gua residuéria da etapa de purificacdo do biodiesel.
Carboidratos simples, como sacarose e glicose sdo facilmente biodegradaveis,
por esse motivo, sdo utilizados como substratos modelo para producdo do
biohidrogénio. No entanto, fontes puras de carboidratos representam matérias-
primas caras para producéo de Hz em grande escala (SA, 2011).

Apesar da maior producdo de hidrogénio ser obtida quando se utilizam altas
concentracdes de acucares, deve haver um controle em relacdo a esse substrato,
pois caso a concentracdo seja muito elevada, pode ocorrer inibicdo do
crescimento dos microrganismos (MAINTINGUER et al. 2011).

Um exemplo sobre a importancia da concentracdo dos subtratos utilizados nos
reatores foi verificado nos estudos realizados por Kargi e Pamukoglu (2009), no
qual eles testaram trés concentragdes diferente de amido de trigo (10 g/L, 20g/L
e 30g/L) como fonte de carboidrato para a producdo de Hz. A concentracdo de
subtrato mais eficiente em termos de producdo de hidrogénio foi a de 20g/L,
pois 10g/L e 30g/L de amido de trigo limitaram a producéo do gas.

Por motivos econdmicos e sustentaveis, atualmente, alguns estudos tem se
concentrado na utilizacdo de residuos industriais para a produc¢éo de Ho, visando
obter um processo mais econdmico referente aos substratos utilizados (SANTOS
et al. 2012). Residuos alimenticios industriais ou domésticos, residuos da
industria de papel, residuos lacteos e residuos de biomassa verde aparecem como
fontes alternativas de carboidratos.

TCO- A taxa de carregamento organico é um parametro usualmente adotado para o

dimensionamento de reatores, principalmente quando os mesmos sdo destinados ao
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tratamento de efluentes industriais, nos quais a concentracdo da matéria organica é
mais elevada do que o esgoto sanitario (JUNIOR e ZAIAT, 2012).
O mesmo pode ser manipulado por meio da variacdo da concentracdo inicial do

substrato ou pelo tempo de detencdo hidraulica (TDH) conforme Equacéo 5:

R (5)

O controle desse parametro é fundamental para otimizar a producdo de
hidrogénio pois o mesmo esta diretamente relacionado a escolha das rotas
fermentativas pelos microrganismos, a formacdo de produtos inibidores devido
ao acumulo de &cidos graxos volateis no reator e, também, a velocidade de
consumo do substrato pelas bactérias, ja que, quanto maior a quantidade de
substrato, maior TDH sera necessario (NISSILA et al. 2014).

1 Método de tratamento de inéculo- A producdo de hidrogénio bioldgico pode ser
realizada a partir de culturas microbianas mistas ou culturas puras selecionadas a
partir de bactérias produtoras de H>. As culturas puras apresentam como
vantagens a facil manipulacdo do metabolismo através da alteracdo das
condi¢cdes de crescimento, aos elevados rendimentos de Hz e a reducdo de
subprodutos. No entanto, sdo mais sensiveis as contaminagdes, o que demanda,
na maioria dos casos, um maior cuidado no processo e aumento de custo global
do mesmo (SA, 2011).

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 estacdo 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 Hz, 0 que torna necessario a utilizacao de pré-
tratamentos de in6culo para inibir ou minimizar esses microrganismos, Existem
varios tipos de pré-tratamentos de inéculo: quimicos (acido, alcalino, adicdo de
compostos quimicos) e os fisicos (térmico, congelamento/descongelamento,
aeracdo) (SA, 2011).
Além da dificuldade de controle dos parametros citados acima, Sharma e Li
(2009) acresentam mais dois fatores importantes que limitam a producao de hidrogénio.
Primeiramente, as producdes maximas de hidrogénio alcancam 4mol H,. mol glicose *

na rota fermentativa do acido acético e 2mol H.. mol glicose * na rota fermentativa do
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acido butirico, porém esse valores de rendimentos sdo tedricos. Nos experimentos
realizados os valores desses rendimentos ficam na faixa de 0,9-2,0 molH,. mol glicose™.

Um segundo fato citado pelos autores é que o acumulo de produtos &cidos
resultantes da fermentacdo acumulados no headspace inibem a atividade bacteriana,
afetando dessa forma, a producdo de H.. Logo, percebe-se que a producéo de H:
utilizando diferentes condi¢es operacionais ainda € bastante limitada.

Outro parametro que deve ser levado em consideragdo é a escolha dos
microrganismos, ja que esta envolve o tipo de substrato e também do balanco
econdémico do processo de producdo de Hz. Devem ser analisados aspectos como
facilidade de obtencdo, manutencdo das culturas bacterianas, temperaturas necessarias
para a realizacdo da fermentacdo, producdo das bactérias estudadas, além de verificar a
vantagem de se trabalhar com culturas puras ou mistas (PENTEADO e ZAIAT, 2011).

3.4 Microbiologia

O processo bioldgico fermentativo é atrativo ndo apenas por se tratar de um
processo ambientalmente correto, mas também pelo fato de haver uma diversidade
muito grande de bactérias que atuam neste processo, sendo que grande parte desses
microrganismos vivem no rumen de alguns animais, funcionando como inéculo para a
sobrevivéncia destes (REGINATTO e ANTONIO, 2014).

Segundo Nissila et al. (2014) a producéo de hidrogénio em larga escala ocorre
utilizando-se culturas microbianas mistas que sdo capazes de degradar substratos mais
complexos do que hexoses e pentoses, sendo que, 0s grupos de bactérias mais
utilizados sdo os pertencentes ao género Clostridium, que sdo microrganismos
restritamente anaerdbios ou pertencentes ao género Enterobactericeae, organismos
anaerobios facultativos (REGINATTO e ANTONIO, 2014).

Porém, a maior producdo de hidrogénio via fermentacdo anaerdbia tem sido
realizada através da atuacdo de microrganismos pertencentes ao género Clostridium por
se desenvolverem bem em faixas de pH entre 4,5 — 7,0 (QIU et al. 2016). De acordo
com Neves (2009), a espécie Clostridia representa 64,6% do total de populagdes
estudadas. E essa espécie é facilmente obtida por tratamento calorifico de lodos

biolégicos.
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Em relacdo aos microrganismos pertencentes ao género Enterobactericeae, eles
também tém a capacidade de metabolizar por fermentacdo anaerdbia substratos, como a
glicose. Além desses grupos mais comuns de microrganismos utilizados para a
producédo de Ho, a capacidade de microrganismos termoéfilos serem utilizado para esse
fim também tem sido estudada.

Os termdfilos sdo pertencentes ao género Thermoanaerobacterium, e s&o menos
utilizados em relagéo aos demais pelo fato da necessidade de elevadas temperaturas para
a producdo do hidrogénio, o que torna a relacdo custo-beneficio pouco atraente para
esse fim (NEVES, 2009).

Como j& citado anteriormente, os processos fermentativos que utilizam
consadrcios microbianos apresentam vantagens quando comparada com 0s que operam
com culturas puras, pois a operagdo dos primeiros é mais simples, o controle do
processo € mais facil e pode se utilizar ampla fonte de substratos ao contrario das
culturas puras que apresentam uma faixa restrita de substrato.

Entre essa grande variedade de substratos existentes para produzir o hidrogénio
surge a palma forrageira (nopalea cochenillifera), uma espécie de cactacea encontrada
em grande parte na regido nordeste brasileira e caracterizada por apresentar alto teor de
carboidrato, que é um dos principais aspectos a ser considerado para a escolha das
biomassas ques podem ser utilizadas para a producdo de H. a partir da digestdo
anaerdbia ( NISSILA et al. 2014).

3.5 Caracterizacao da palma forrageira

A palma forrageira compreende varias espécies dos géneros (opuntia e nopalea)
foi originada no México e esta presente em sua maioria nas regides aridas e semi-aridas
do planeta, apresentando grande capacidade de armazenamento de &gua que pode
chegar a representar cerca de 90% de sua composicdo, fato este que € responsavel pela
importancia dessa planta nas regides que sofrem com a escassez de chuvas ocasionando
longos periodos de estiagem (NUNES, 2011).

No Nordeste do Brasil, onde se encontra a maior parte dessa planta, podem ser

encontrados trés tipos diferentes de palma: gigante - da espécie opuntia ficus indica,
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redonda - opuntias, e miuda- nopalea cochenilifera, totalizando 550000 hectares de area
plantada cultivada nessa regido (ARAUJO et al. 2005).

Sdo0 espécies que ndo toleram umidade excessiva e em solos profundos
apresentam extraordinaria capacidade de extracdo de agua do solo, o que as tornam
importantissimas para a regido do poligono das secas (Caracterizada por altas taxas de
evapotranspiracdo, baixos indices pluviométricos e longos periodos de estiagem). A
regido compreende os estados: Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (SILVA e SANTOS, 2006).

Atualmente é utilizada como uma das principais fontes de alimento para 0s
animais ruminantes das regides secas do Brasil. No nordeste brasileiro a maior
quantidade dessa planta encontra-se na regido do agreste e sertdo dos estados de
Alagoas e Pernambuco (NUNES, 2011).

Uma das pessoas importantes para a disseminacdo da palma miuda nos
municipios alagoanos foi o comerciante de peles de bode, cabra e carneiros além de
algoddo Delmiro Augusto da Cruz Gouveia, que ja tinha o objetivo de garantir a
alimentacdo do gado durante o periodo de estiagem (SANTOS et al. 2006).

Apesar da consolidacdo da palma no Semi-arido nordestino, o seu cultivo
ocorreu com 0 objetivo principal de alimentar os ruminantes, no entanto, é uma planta
de enorme potencial produtivo e de multiplas utilidades, podendo ser usada na
alimentacdo humana, na producdo de medicamentos, cosméticos e corantes, na
conservacdo e recuperacdo de solos, cercas vivas, paisagismo, entre outros us0S
(LEITE, 2006).

Logo, percebe-se que a palma oferece vantagens que estdo sendo pouco
exploradas pelas regiGes nas quais as mesmas sdo encontradas. Podendo esta espécie de
planta contribuir com o desenvolvimento sustentavel do planeta em especial quando se
fala em fonte de energia renovavel, ja que através da utilizacdo dos frutos e cladédios é
possivel gerar gas a partir da fermentagdo anaerdbia, minimizando a quantidade de
rejeitos agricolas descartados incorretamente (NUNES, 2011).

Cladddios é o nome que se da ao tipo de caule da palma forrageira. Os cladddios
sdo uma variagdo do tipo de caule de alguns vegetais que deixam de se apresentar na
forma de folhas comuns para apresentar um formato adaptado para armazenar agua, por
tanto, sdo tipicos de vegetais encontrados em regides de clima seco. Geralmente
possuem de 30 a 40 cm de comprimento, podendo ser ainda maiores e 18 a 25 cm de
largura (HILLS, 2001).



31

Além da funcdo basica de armazenar agua, a partir dos cladédios (Figura 3) é
possivel obter-se diferentes substancias, incluindo: minerais, ceras, gorduras, lignina,
polissacéridos e a celulose. Apresenta também, funcdo estrutural devido a presenca de
paredes espessas, que apresenta com um de seus principais componentes a lignina, que
oferece resisténcia a acdo de microrganismos (GRECO e MAFFEZZOLLI, 2015).

Figura 3- Cladddios da palma forrageira (nopalea cochenillifera)

Fonte: Disponivel em: <http: webcactus.ru/index.php?uid=1408>. Acesso em 30 agosto 2016

Os cladddios sdo considerados uma boa matéria-prima para a geracao de biogés,
sejam utilizados de forma isolada ou misturados com esterco de gado bovino, ou mesmo
outros tipos de indculos, como os dejetos de suinos ou lodo de estacdes de tratamento
de efluentes. A utilizagdo desse material para a geracdo de energia renovavel apresenta
como principal vantagem a alta produtividade da palma forrageira no Nordeste
brasileiro (mais de 40 ton de matéria seca/ha por ano) (CORTAZAR & VARNERO,
2001).

Cabe salientar que o objetivo de utilizar-se a palma forrageira como substrato
para a geracdo de H> ndo tem como intuito provocar uma competicdo entre a utilizacdo
dessa planta para a alimentacdo de ruminantes (principal uso atual) e a geragcdo de
energia. Porém, devido a grande quantidade presente no territério brasileiro,
especificamente no Nordeste, ha a possibilitade de utilizacdo ndo sé para alimentar o

gado, mas também para produzir energia limpa através da producéo de Ho.
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Nesse sentido, alguns trabalhos realizaram a caracterizacdo da palma de

determinadas espécies ja com o intuito de utilizar esse tipo de biomassa para produzir

energia renovavel conforme pode ser visto adiante. Porém, estudos com esse objetivo

ainda existem em pequena quantidade, dificultando a realizacéo desse trabalho.

A Tabela 1 apresenta a composi¢do quimica da palma forrageira opuntia ficu-

indica e a Tabela 2 ilustra a composi¢do quimica da nopalea cochenillifera:

Tabela 1-Comparacdo quimica da palma forrageira opuntia ficu-indica

Variaveis Caracterizacdo da variagéo opuntia
ficu-indica
Matéria seca % 7,83
Matéria organica * 83,70
Matéria mineral * 16,30
Proteina bruta* 4,83
Extrato etério* 0,98
Carboidratos totais* 77,89
Carboidratos néo fibrosos* 50,30
Fibra em detergente neutro** 29,07
Fibra em detergente acido** 25,77
Nitrogénio insoltvel em detergente neutro* 0,20
Nitrogénio insoltvel em detergente acido* 0,12
Hemicelulose* 3,30
Celulose* 21,15
Lignina* 4,62

*0p da matéria seca

** corrigido para cinzas

Fonte: Adaptado de Tosto et al. (2007)
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Tabela 2 - Composicdo quimica da palma forrageira nopalea cochenillifera

Composicdo da Biomassa Caracterizacdo da Caracterizacdo da
(%) variedade nopalea (SILVA variedade opuntia
et al. (2015) (KULOYO et al. (2015)
Glicose 14,24 23,1
Xilose 8,66 3,9
Arabinose 2,07 3,8
Acucares totais 24,97 30,8
Lignina total 8,91 79
Proteinas 11,00 7,5
Fibras 14,57 -

Extrativos 18,28 24,3
Cinzas 15,04 16,8

Fonte: SILVA et. al (2015)

Nesse trabalho a palma utilizada foi do género nopalea cochenillifera, palma
midda (Figura 4), pelo fato de existir essa variedade da palma no Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL), localizado no municipio
de Rio Largo — AL, proximo a capital do estado, o que facilitou a realizacdo das coletas

desse material.
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Figura 4- Palma forrageira (nopalea cochenillifera) sendo coletada no CECA/UFAL

Fonte Autora (2016) ‘
3.6 Pré-tratamentos da biomassa

Existem diversos tipos de pré-tratamentos para facilitar a hidrolise da lignina e
seus demais componentes em carboidratos, que serdo convertidos em energia renovavel
na forma do gas H, a partir da fermentacdo anaerdbia. Cita-se como pré-tratamentos:
quimico, fisico-quimico, bioldgico, térmico entre outros.

Apesar dos varios tipos de pré-tratamentos existentes, tem-se que um dos mais
eficientes ja estudados sdo os que envolvem a insercdo de acidos, como por exemplo:
acido sulfarico, &cido cloridrico, &cido nitrico, acido acético, e também os que
envolvem a aplicagéo de bases, como: NaOH, aménia e Ca(OH)..

Porém, o aprimoramento dos estudos a respeito da melhor técnica de pré-
hidrolise para cada tipo de substrato é de fundamental importancia para otimizar o
processo da producdo de hidrogénio, uma vez que, até 0 momento ndo existe um pré-
tratamento ideal para todas as biomassas lignocelulésicas (KUMAR et al.2015).

Segundo Cui e Shen (2012) a aplicacdo dos pré-tratamentos utilizando HCI e
NaOH (8% v/v) na grama aumentaram respectivamente 6,40 e 5,84 vezes a
sacarificagdo desse material em relagdo a grama sem tratamento prévio (Tabela 3).

Logo, o experimento demonstrou que os pré-tratamentos acidos e basicos sdo eficazes
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para aumentar a conversdo da biomassa celuldsica em agucares solUveis que podem ser

utilizados pelos microrganismos para produzir hidrogénio.

Tabela 3- Efeitos dos pré-tratamentos da sacarificacdo da grama

Pré-tratamento Total de agUcares (mg/g-S)
Grama sem pré-tratamento 56,65
Grama pre-tratada com HCI (8% v/v) 362,56
Grama com pré-tratada com NaOH (8% v/v) 330,83

(mg/g-S) significa (mg/g-de grama seca)

Fonte: Cui e Shen (2012)

Além disso, estudos anteriormente realizados mostraram que as concentracoes
6timas de HCI e o NaOH para a producdo de hidrogénio a partir de biomassa verde
foram 4% e 0,5% respectivamente, logo, uma maior concentracdo de acido ou base ndo
indica que haverd maior produgdo de H:, pelo contrario, podera ocorrer atraso no

processo de fermentagédo. Ver Tabela 4:

Tabela 4- Efeitos dos pré-tratamentos acido e alcalino no volume acumulado de hidrogénio produzido

Pré- tratamento Volume de Hidrogénio acumulado
(mL/g-S)
Grama sem pré-tratamento 4,38
Grama pré-tratada com HCI (4% v/v) 72,21
Grama com pré-tratada com NaOH (0,5% v/v) 19,25

(mL/g-S) significa (mL/g-de grama seca)

Fonte: Cui e Shen (2012)

Vérios sdo os fatores que influenciam na eficiéncia dos pré-tratamentos:

temperatura, tempo de contato, pressdo aplicada, pH, concentragdo quimica, biomassa e
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etc. Apesar dos beneficios trazidos por esses procedimentos, um fator importante que
deve ser levado em consideracdo é o custo que cada tipo de pré-tratamento apresenta.
Como exemplo, cita-se a necessidade da energia elétrica nos tratamentos fisicos ( infra
vermelho, calor, ultra-som) e o custo dos reagentes quimicos que sdo empregados no
pré-tratamento quimico (BUNDHOO et al. 2015).

Logo, a anélise do custo e beneficio do processo de produgdo de H» precisa ser
levada em consideragdo para que possamos saber se o custo da energia elétrica e/ou dos
reagentes quimicos é compensado pela producdo de H», tornando o procedimento da
pré-hidrélise economicamente vidvel (BUNDHOO et al. 2015).

Vale ressaltar também, que apesar dos beneficios trazidos pelos diversos tipos de
pré-tratamentos, existe também um fator desfavoravel que surge ao adotar-se esse
método para degradar a lignina de maneira mais facil, sdo as substancias conhecidas
como inibidores de fermentacdo que estdo presentes na pre-hidrolise e diminuem a
producdo bioldgica de hidrogénio, consequentemente, prejudicando o funcionamento do
processo (SIQUEIRA e REGINATO, 2015).

Segundo Siqueira e Reginato (2015) existem trés principais inibidores da
fermentacdo: acidos organicos, derivados de furano e monémeros fendlicos, todos
produzidos na hidrélise de materiais lignocelulésicos. Os &cidos organicos sao gerados
a partir de produtos oxidados da glicose, enquanto os derivados de furano s&o
originados a partir de produtos oxidados da xilose, e por Gltimo os mondémeros
fenolicos, que sdo originados da degradacdo incompleta da lignina (NISSILA et al.
2014).

Apesar da formacdo de inibidores da fermentacdo alcodlica para a producédo de
cerveja despertar a atencdo de varios estudiosos, hd uma caréncia de estudo dessas
substancias na producdo de H». Sabe-se que a producdo dessas substancias ndo pode ser
evitada, no entanto, pode ser minimizada caso haja o controle de parametros como:
tempo de exposicao, temperatura, pressdo, concentracdo de substancias quimicas e etc
(KUMAR et al. 2015).
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Segue o fluxograma do procedimento experimental do trabalho para facilitar o

entendimento das etapas efetuadas (Figura 5). Os reatores foram nomeados de acordo

com a concentracdo de acido/base, quantidade de biomassa, volume e tipo de indculo e

tiveram as concentracdes de glicose (mg/L) analisadas para que fosse possivel estudar o

efeito dos pré-tratamentos na sacarificacdo da biomassa (palma forrageira) e

consequentemente, consumo desses agucares fermentaveis pelos microrganismos para a

producdo do hidrogénio.

Figura 5- Fluxograma do procedimento experimental do trabalho

Biomassa lignocelulésica

!

N\

Sem pré-tratamento

Pré-tratamento acido (HCI)

Pré-tratamento basico (NaOH)

Variagao de concentragdes

@
<«

N

Bruto 0,5%

1%

2%

4% 8%

Melhor pré-tratamento

N/
o

Melhor concentragéao

Variag¢do da massa do substrato

A

Variagdo do tipo do inoculo

Variagdo do volume do indculo

Fonte: Autora (2016)




38

4.1 Inéculo e pré-tratamento

Foram avaliados dois tipos de indculo nesse trabalho: indculo proveniente de
atividades referentes a suinocultura, que assim como a palma forrageira (nopalea
cochenillifera), foi coletado no CECA/UFAL, e lodo de reatores UASB coletado em
uma estacao de tratamento de esgoto domeéstico (ETE) de um residencial localizado na
cidade de Macei6 — AL.

Foi realizado um pré-tratamento térmico em todos os indculos que foram
utilizados, esse tipo de pré-tratamento foi escolhido devido a eficiéncia ja demonstrada
em estudos anteriores (SHARMA e LI, 2009). O pré-tratamento térmico ocorre de
forma simples: coloca-se o in6culo em um aquecedor até que se atinja a temperatura de
90°, quando a temperatura é atingida mantém-se por 15 min, em seguida resfria-se o

indculo até que se obtenha a temperatura de 25° (Maintinguer et al. 2011).

4.2 Biomassa lignocelulosica e pré-tratamento

Foi utilizada como substrato visando a producdo fermentativa de hidrogénio no
presente trabalho, a palma forrageira (nopalea cochenillifera), como fonte de
carboidrato representante dos residuos de materiais lignocelulésicos (Biomassa verde).
A proporcdo inicial de palma utilizada nos reatores foi de 1g de palma forrageira seca
para 20 mL de solucdo aquosa, sendo que foi realizado um ajuste no pH inicial da
mistura para 7,0 utilizando dilui¢des de NaOH ou HCI (CUI e SHEN, 2012).

Para a realizacdo da caracterizacdo da palma forrageira (nopalea cochenillifera)
antes de tudo, a mesma foi colocada em uma estufa sob a temperatura de 50°C por um
periodo aproximado de sete dias, para que fosse possivel obter a massa seca da mesma e
em seguida foi triturada em um liquidificador para que chegasse na consisténcia de uma
farinha, que por fim, é introduzida nos reatores, facilitando o consumo da biomassa
pelos microrganismos.

Foram avaliadas as influéncias de pré-tratamentos (acido e alcalino) para
sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica e consequentemente producao de hidrogénio.
E importante citar que o pré-tratamento de residuos de biomassa verde utilizando &cido

(HCI) ou base (NaOH) ¢é um dos métodos mais eficazes para aumentar o rendimento de
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hidrogénio, o que justificou a escolha dos mesmos para o desenvolvimento do trabalho
(CUI e SHEN, 2012).

Os resultados obtidos apos a aplicacdo dos pré-tratamentos foram comparados
aos resultados alcancados sem a aplicacdo de pré-tratamentos para saber qual
concentracdo de acido (ou base) € mais eficiente para degradar a lignina, e
consequentemente, extrair a maior quantidade de carboidratos da biomassa
lignocelulosica. As solucgdes de acido (ou base) utilizadas para tratar a biomassa tiveram
as seguintes concentracdes: 0,5%, 1%, 2%, 4% e 8% (v/v).

Essas concentracGes dos pré-tratamentos utilizados foram adotadas segundo a

metodologia realizada por Cui e Shen (2012).

4.3 Procedimento experimental

A producéo bioldgica de hidrogénio foi avaliada em reatores de 500 mL, sendo o
volume reacional igual a 250 mL. Todos os reatores foram mantidos sob condigdes
mesofilicas na faixa de 35+1 °C através da utilizacdo de uma encubadora shaker devido
ao efeito positivo dessa faixa de temperatura na producéo de hidrogénio (SHARMA e
LI, 2009).

Foram escolhidos reatores em batelada devido a maior facilidade de operacgdo e
controle (WANG e WAN, 2009). Vale ressaltar que as propor¢des da quantidade de
biomassa, volume do indculo, também foram adotadas segundo o experimento
desenvolvido por Cui e Shen (2012), além da rotacdo utilizada de 120 rpm.

Inicialmente foram misturados 12,5g (5% m/v) de biomassa verde com 225 mL
de HCI ou NaOH diluidos em solucdo aquosa com diferentes concentracées (0,5%, 1%,
2%, 4% e 8% (v/v)) além de um reator sem acido e base (apenas com 225 mL de dgua
destilada como solugdo), mais 25 mL (10% v/v) de indculo (Residuos de atividades
suinicolas).

Em seguida utilizaram-se as seguintes variagdes de massas da palma forrageira:
2,59 (1% m/v), 4,59 (1,8% m/v), 6,59 (2,6% m/v), 8,59 (3,4% m/v) e 10,59 (4,2% m/v)
na melhor concentracdo do pré-tratamento (HCI/NaOH) mais eficaz para a producéo de
H>, mantendo-se as demais condi¢des operacionais que foram utilizadas no inicio do
experimento (pH inicial, volume reacional, temperatura, indculo e rotacdo) para obter a

guantidade de massa mais eficiente na producéo do hidrogénio.
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Tendo conhecimento da quantidade de massa do substrato mais eficiente para
gerar hidrogénio, realizou-se mais uma vez o experimento variando-se as massas do
substrato (iguais as da etapa anterior), com o melhor pré-tratamento e sua respectiva
concentracdo, porém, utilizando-se outro tipo de inoculo: lodo proveniente de uma
estacdo de tratamento de efluentes (ETE). O objetivo dessa etapa foi fazer uma
comparagdo entre o indculo de suinos e o lodo de ETE na otimizacdo do processo de
producéo de Ha.

Para finalizar a realizacdo desse experimento, o ultimo parametro variado foi o
volume do indculo utilizado nos reatores, como nas etapas iniciais o0 volume do inoculo
adotado correspondia a 10% do volume de trabalho do reator, optou-se por variar esse
parametro adotando-se as seguintes porcentagens: 5%, 15% e 20% do volume de
trabalho de cada reator (250 mL).

Apds os procedimentos realizados foi possivel obter a concentracdo do melhor
tipo de pré-tratamento utilizado (HCI/NaOH), a massa mais adequada de substrato, o
tipo de inéculo mais adequado, além do volume de in6culo mais eficiente. Ao unir
todos esses resultados, chega-se a um conjunto de condi¢cdes operacionais que busca
melhorar o rendimento de hidrogénio obtido através da biomassa lignoceluldsica.

No total foram necessarios 49 reatores idénticos ao da Figura 6. Esses foram
hermeticamente fechados com rolha de borracha de butila e lacre de plastico, o que
impossibilitou 0 vazamento dos gases produzidos. A anaerobiose foi estabelecida pela
substituicdo de todo o ar atmosférico presente no headspace dos frascos pelo
borbulhamento de nitrogénio, em seguida foi realizada a etapa da cromatografia dos
reatores com o a utilizacdo de uma seringa de vidro de 100pL e um cromatografo

gasoso.

Figura 6- Reatores prontos para posteriormente realizar a cromatografia gasosa

-
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4.4 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas periodicamente no Laboratorio de
Saneamento Ambiental (LSA) do Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), Campus A.C. Simdes, localizado na cidade de Macei0 -
AL.

A Tabela 5 apresenta as analises laboratoriais que foram realizadas no decorrer
do trabalho para o controle operacional dos reatores utilizados e as respectivas
metodologias que foram adotadas para execucdo das mesmas. Vale ressaltar que a
caracterizacdo das amostras foi realizada antes e depois da aplicacdo dos pré-
tratamentos, com excecdo do volume de hidrogénio produzido que foi acompanhado

diariamente enquanto estava sendo realizada a cromatografia gasosa.

Tabela 5- Anélises previstas para o controle operacional dos reatores

Analise Metodologia Frequéncia

pH

DQO
- - ) APHA:: Standard Methods
Solidos (solidos totais — ST, Inicial e Final

for Examination of Water
and Wastewater (1998).

solidos suspensos totais — SST,

solidos suspensos volateis — SSV)

Medidor MilliGascounter

. . (Ritter) 2xdia
Hidrogénio
Cromatografia gasosa
(MODELO)
Acidos Organicos Volateis e Cromatografia gasosa
Alcodis (MODELO) Final
Carboidratos Dubois et al.(1956) Inicial e Final

Fonte: Silva (2014)
4.5 Caracterizacgdo do inoculo de suinos e do lodo de ETE

Os dois tipos de indculos apresentaram carboidratos em suas composicoes,
contribuindo como fonte de energia para o crescimento dos microrganismos produtores
de hidrogénio além dos carboidratos presentes no substrato. Além disso, observa-se o0s

valores altos de DQO (Tabela 6 e Tabela 7), indicando o poder de degradagdo ambiental
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que esses indculos podem causar no meio ambiente caso sejam descartados

incorretamente.

Ao associar essas caracteristicas da DQO e dos carboidratos, além dos sélidos

suspensos volateis, que indicam o crescimento dos microrganismos presentes, percebe-

se que a utilizacdo dos mesmos é de grande importancia ndo sé por minimizar os

impactos da poluicdo ambiental, mas também por serem utilizados no processo de

digestdo anaerdbia para a geracdo de energia renovavel.

Em relacdo ao pH, ambos os in6culos apresentaram um valor praticamente

neutro.

Tabela 6- Caracterizacdo do in6culo de atividades suinicolas

Inoculo de suinos Metodologia
Carboidratos 977,89 mg/L Dubois et
al.(1956)
DQO 710148  mg/L
APHA:
Sélidos suspensos totais (SST) 2880,00 mg/L Standard
Methods for
Sélidos suspensos fixos (SSF) 140000  mg/L Examination of
Water and
Sélidos suspensos volateis (SSV) 1480,00 mg/L  VWastewater
(1998)
pH 6,88

Fonte: Autora (2016)
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Tabela 7 - Caracterizagdo do in6culo de lodo de ETE

In6culo de lodo de ETE Metodologia
Carboidratos 1856,65 mg/L Dubois et
al.(1956)
DQO 22114,27  mg/L
APHA:
Sélidos suspensos totais (SST) 2640,00 mg/L Standard
Methods for
Sélidos suspensos fixos (SSF) 110000  mg/L Examination of
Water and
Sélidos suspensos volateis (SSV) 1540,00 mg/L  Wastewater
(1998)
pH 6,88

Fonte: Autora (2016)

4.6 Método analitico

Os componentes do biogas coletados no headspace dos reatores em batelada,
CHa e também o H., foram determinados através da utilizacdo de um cromatdgrafo de
gas, equipamento esse que possui um detector de condutividade térmica (QIU et al.
2016) e uma coluna (Supelco Carboxen 1010 Plot) com 30 m de comprimento e
diametro interno de 0,53 mm.

Seguem algumas condicGes operacionais para a realizacdo da cromatografia
gasosa:

f Gas de arraste: Argonio sob fluxo de 21,9 cm. s
1 Temperaturas do forno: 30 °C

1 Temperatura da coluna: 200 °C

9 Temperatura do detector: 230 °C

Para realizar o0 processo, € necessario injetar amostras gasosas coletadas no

headspace dos reatores utilizando uma seringa de vidro, na coluna cromatografica.
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Para estudar a composic¢ao quimica da palma forrageira (nopalea cochenillifera)
foram utilizados dados de estudos realizados por Silva et al. 2015 no Laboratorio
Tecnoldgico de Alimentos e Bebidas no Centro de Tecnologia da Universidade Federal
de Alagoas - LTBA/CTEC/UFAL. Foram obtidas informacdes a respeito da composi¢édo
da biomassa, entre elas, as de maior interesse sdo: a glicose, agucares totais e a lignina.

As temperaturas da porta de injecdo, forno e detector do cromatdgrafo foram
fixados em 80, 60 e 100 °C, respectivamente. O Argénio foi utilizado como o géas de
transporte a uma taxa de fluxo de 30 mL / min (MAINTINGUER et al. 2011). Em cada
intervalo, o volume total de producdo de biogas foi medido por um método de
deslocamento de émbolo usando uma seringa de vidro de 100 pL. O volume acumulado
de hidrogénio foi calculado pela Equacéo 6:

WOQ OBQ p 6GAWEQ GBQ p  @@T6 BQ 6 BQ p (6)

Onde,

VH,i= volume de hidrogénio acumulado no tempo atual;

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

CH,i= volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo atual;
CH,i-1= volume de hidrogénio acumulado no headspace do recipiente no tempo
anterior;

VG, i= volume total de biogas no tempo atual;

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

VH,0=volume de hidrogénio acumulado no tempo inicial.

A cromatografia foi realizada durante aproximadamente cinco dias para cada
etapa do experimento (totalizando aproximadamente cem horas), sendo que foram
injetadas amostras do gas duas vezes por dia devido ao rapido consumo da biomassa e
consequentemente, rapida producéo do Ha.

Durante as cem horas os reatores (Figura 7) ficaram em uma camara
incubadora refrigeradora com agitacdo orbital (shaker) para controlar e manter a
agitacdo a 120 rpm e também a temperatura sob condi¢6es mesofilicas, 35°C (CUI e
SHEN, 2012).
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Figura 7- Reatores na encubadora shaker durante o periodo de cromatografia

Para que pudessem ser comparados os resultados obtidos das producdes de
hidrogénio dos reatores durante o experimento, foram calculadas as producdes
especificas de hidrogénio de cada reator. Essa producdo é calculada utilizando-se a
Equacdo 7 a seguir e tem o intuito de fornecer a capacidade que uma determinada
comunidade microbioldgica apresenta para converter o substrato em gas, nesse caso, 0
hidrogénio.

A partir desse dado, € possivel aperfeicoar condi¢fes operacionais como a
quantidade de in6culo necessaria em um reator anaerobio para consumir a matéria
organica presente no mesmo (AQUINO et al. 2007). Ja a taxa maxima de producédo de
H2 (mLHx/h) representa o volume méximo de H. produzido por um reator em
determinado intervalo de tempo, e, neste trabalho, foi obtida através de um ajuste para
funcBes de crescimento sigmoidais (Boltzman) realizado com o software origin 8.0.

Enquanto isso, os solidos suspensos volateis (SSV) fornecem uma ideia sobre o
crescimento da comunidade microbioldgica aderida a biomassa presente nos reatores,
sendo obtidos com a realizacdo do ensaio de solidos suspensos como ja foi mencionado

anteriormente.

PEH=

(7)

Onde:

PEH= Producdo especifica (mLH2/gSSVh)
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mLH2/h = Taxa maxima de producéo de H por hora

gSSV = Quantidade inicial de biomassa presente nos reatores em grama

4.7 Fungdes sigmoidais ndo-lineares

As regressoes lineares simples, maltiplas e polinomiais, sdo as mais comumente
utilizadas para ajustar dados experimentais, no entanto, a maioria dos fenémenos reais,
sejam eles fisicos, quimicos ou bioldgicos, como é o caso da producgdo de hidrogénio, é
melhor representada por outros tipos de fun¢des denominadas de fungdes nao lineares,

as quais ndo sdo linearizaveis por transformacao.

Para explicar a producdo de hidrogénio do presente trabalho foram utilizados
modelos de regressdo ndo-lineares para fazer o ajuste das curvas sigmdides obtidas ap6s
a plotagem do grafico com os valores da producéo de H2 (mol) versus o tempo (dia). A
regressdo ndo linear tem como objetivo estudar a relacdo entre uma variavel dependente
e uma ou mais varidveis independentes de funcdes nao linearizaveis por transformacéao
(CALBO et al. 1989).

Nesse trabalho foi utilizado o modelo de regressdo ndo-linear de Boltzmann,
exatamente para estudar a relagdo existente entre a variavel dependente “y” que fornece
a producéo de H, acumulada (mol), e os demais parametros independentes (Al, A2, xc,
dx). A escolha do modelo utilizado levou em consideracdo o modelo que melhor se
ajustava aos dados experimentais (quanto mais proximo o valor de R? for de 1, melhor o
modelo consegue ajustar os dados).

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

Até o ponto de inflexdo, o grafico representativo da fungé@o sigmoidal apresenta
concavidade para cima (derivada segunda positiva), no ponto de inflexdo a fungéo

apresenta derivada segunda nula e dai em diante apresenta concavidade para baixo
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(derivada segunda negativa). A Figura 8 apresenta as caracteristicas principais das
funcOes sigmoidais citadas acima (FLORENTINO et al. 2010).

Figura 8- Representacédo grafica da funcdo sigmdide

sigmoide : £lt)

ponto de inflexdo
1ft ;

—‘ﬂ ) maxima

dt

] derivada: -‘ﬂ-,-)
dt

Fonte: Florentino, Biscaro e Passos (2010)

4.8 Modelo ndo-linear de Logistic

E também utilizado para ajustar curvas sigmoidais. A funcdo logistica n&o
apresenta valores extremos, ou seja, ndo ha valor de x que anule a primeira derivada da
funcio e tem como coordenada do ponto de inflexdo: (xc, a/2). E o ponto de inflexdo
que fornece a ideia do qudo rapido ocorre a producdo maxima de hidrogénio nesse
estudo (MISCHAN e PINHO, 2014).

Pode-se verificar pela Figura 9 que antes do ponto de inflexdo a funcdo
apresenta concavidade para cima, e a partir dele, concavidade para baixo, observa-se

também que existe uma simetria da funcéo em relacdo a este ponto. Segue Equacéo (8):
W — (8)

Onde,

Y= producéo de hidrogénio (mmol)

a= assintota horizontal da fungéo logistica ( 0< a <1) (mmol)
k= taxa de crescimento (mmol/dia)

xc= ponto de inflex&o (dia)
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Figura 9- Representacdo do ponto de inflexdo da funcdo sigmoidal de Logistic

a=1
xc=1

Fonte: Origin 8.0

4.9 Modelo ndo-linear de Boltzmann

Conforme Figura 10, no modelo sigmoidal de Boltzmann o valor de “y” em “x0”
é a metade da distancia entre o volume inicial de H> acumulado e o volume maximo
acumulado de Hz, denominados respectivamente de Al e A2. Ao utilizar-se a fungéo
y(x0) = (Al1+A2)/2, é possivel obter a taxa maxima de produgdo de Hz> em um
determinado intervalo de tempo “x”. A magnitude destas variacdes é aproximadamente
dx. (CUNHA e VOLPE, 2011).

Logo, pretende-se obter o valor de “y” que fornece o volume maximo de
hidrogénio produzido (mmol). J& o x0, informa o tempo (dias) no qual ocorre o volume
maximo produzido de H». Portanto, (x0,y) € a coordenada de maior interesse nesse
estudo, sendo denominada de ponto de inflexdo. A aplicacdo da regressao nao-linear
multipla para a obtengdo desses parametros é possivel com o auxilio do software oringin
8.0.
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Figura 10- Representacdo do ponto de inflexdo da funcdo sigmoidal de Boltzmann

init value:A1=0 y=A2

final value:A2="1

center:x0=0 (x0, (A1+A2)/2)
time const:dx="1

y'"'=(A2-A1)/4dx
y=AT

Fonte: Origin 8.0.

O modelo sigmoidal de Boltzmann é representado pela Equag&o (9):

Y=0q ——— ©)

Onde,

Y= producédo de hidrogénio (mmol);

Al= assintota inferior (y tende ao -o0) (mmol);
A2= assintota superior (y tende ao +o0) (mmol);
x0= ponto de inflexdo da curva (dia);

dx= constante de variacdo do tempo (dia);
e=2,718281828.

4.10 Anélises de acidos e alcoois pelo método do headspace

Nesta etapa, a cromatografia gasosa teve como objetivo identificar e quantificar
0s subprodutos do processo de digestdo anaerdbia, tais como: etanol, acido acético,
butirico, propibnico, valérico, isovalérico e caproico. Para isso, foi utilizado novamento
0 cromatografo gasoso, dessa vez, foi realizada uma troca na coluna, ja que ao inves de
analisar-se gases, foram analisados &cidos e alcoois.

A realizacdo dessa analise funciona basicamente igual ao da analise de gés, o

processo identifica e quantifica 0s compostos organicos volateis atraveés de uma amostra
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de gas retirada do headspace do reator com o auxilio de uma seringa de vidro. Foram

congeladas amostras de todos os reatores utilizados apOs a etapa da cromatografia

gasosa, para evitar qualquer alteracdo no efluente que pudesse ser ocasionada pela agéo

de microrganismos.

A seguir, as condicBes operacionais do cromatografo para iniciar a detecgédo e

quantificacdo dos compostos organicos (HIRASAWA et al. 2009):

T

= =/ =4 A4 A -2

Rampa de temperatura (°C): 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° (2°)

Temperatura do injetor: 250°C

Temperatura do detector: 280°C

Razdo de slipt: 1

Fluxo do gas de arraste (Hz): 30mL/min

Fluxo do make-up ou gas auxiliar (N2): 30mL/min

Fluxo do gas da chama (ar sintético): 30mL/min

Antes de iniciar as analises, € necessario fazer o preparo das amostras de acordo

com a metodologia padrdo. Segue passo a passo (HIRASAWA et al. 2009):

1

= =4 4 =

Frasco padrdo de vidro com capacidade de 10 mL, com tampa rosqueavel
e septo de silicone branco e azul com 18 mm de diametro.

1g de NaCl (para tornar mais eficiente a extracdo dos compostos
volateis)

2mL de amostra

70uL de solucéo de isobutanol (1g/L)

100pL de solucéo de acido crotdnico 700mg/L

200puL de solugéo de H2SO4 2M

Ao finalizar o preparo de todas as amostras, inicia-se a etapa de aquecimento das

mesmas antes que sejam realizadas as injec6es no cromatografo. Segue o procedimento

que deve ser seguido para aquecer cada amostra (HIRASAWA et al. 2009):

T
1
1

Tempo de aquecimento da amostra: 13 min
Temperatura da placa de aquecimento: 100°C

Volume da amostra injetada: 400uL
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9 Temperatura da seringa: £90°C (evitar a condensagcdo da amostra no
headspace)
Para identificar qual composto organico foi produzido, verfica-se o tempo de

retencdo de cada um deles conforme Tabela 8:

Tabela 8- Tempo de detencédo fornecido pelo cromatograma para identificacéo e quantificacdo dos
COMPpOStos organicos

Substéancia Tempo de retengéo (min)
Acetona 2,22
Metanol 2,81

Etanol 3,18
Isobutanol 5,27
n-Butanol 5,99

Acido acético 8,68
Acido propibnico 9,54
Acido isobutirico 9,83
Acido butirico 10,44
Acido isovalérico 10,89
Acido valérico 11,62
Acido crotonico 12,04
Acido caprdico 12,76

Fonte: Adaptado de HIRASAWA et al. 2009

O objetivo principal dessa analise € identificar qual a rota fermentativa de
producdo do hidrogénio foi utilizada pelos microrganismos durante a digestdo
anaerdbia: rota do acido butirico, rota do &cido acético, rota do acido propiénico ou rota
do etanol, sendo a rota do acido acético, a melhor alternativa por proporcionar um maior

rendimento de hidrogénio (4mol Hz. mol glicose ) quando comparada as demais.
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5 RESULTADOS OBTIDOS

5.1 Efeito do pré-tratamento acido (HCI) na sacarificagdo da palma forrageira
(nopalea cochenillifera)

Pode-se analisar o efeito do pré-tratamento acido com HCI na sacarificacdo da
palma forrageira (nopalea cochenillifera) a partir dos resultados obtidos com a
realizacdo da analise de glicose. Na Figura 11 é possivel estudar a interferéncia que o
pré-tratamento apresenta na conversdo da biomassa lignoceluldsica em agUlcares
soluveis utilizando a razdo massa/volume igual a 5%, correspondente a 12,59 de

substrato em 250 mL de solugéo aquosa.

Figura 11- Efeito do pré-tratamento &cido na sacarificacdo da palma forrageira (nopalea cochenillifera)

4500
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3500 337322 904020 348515 44,549
o500 @ 230451
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Concentrac6es de HCI utilizadas (v/v)

4044,78

w
o
o
o

Concentraces de carboidratos
(mg/gdepalmaseca)

Fonte: Autora (2016)

Observa-se principalmente, que ao aplicar-se o pré-tratamento &cido,
independente da concentracdo utilizada, houve uma maior liberagdo de carboidratos,
indicando a eficiéncia do método para degradar a lignina do substrato, melhorando a

sacarificacdo e consequentemente, aumentando a concentragéo da glicose.

A maior concentragdo de glicose foi alcancada quando a concentracdo de
acido cloridrico utilizada para realizar o pré-tratamento, foi igual a 8% (oito por cento).
Cui e Shen (2012) também conseguiram uma maior eficiéncia na sacarificacdo da

biomassa com essa mesma concentracdo de HCI, mostrando que a maior concentragdo
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de acido é mais eficiente para degradar a composicdo da biomassa lignocelulésica

(hemicelulose, celulose e lignina).

Comparando-se a concentracdo de glicose do reator bruto (sem preé-
tratamento) com a concentracdo de glicose obtida a partir da concentracdo de 8% de
HCI, obteve-se um aumento na concentracdo de carboidratos igual a 75,16%, logo, foi
um bom resultado, demonstrando a eficiéncia da realizacdo do pré-tratamento acido na

sacarificacdo desse substrato.

Ja as concentracdes de carboidratos inicial e final dos reatores podem ser
vistas na Tabela 9, para que sejam analisadas as eficiéncias de remocdo de todas as
concentracdes de HCI utilizadas.

Tabela 9- Efeito do pré-tratamento &cido na eficiéncia na remocao de agUcares redutores utilizando o pré-
tratamento 4cido (HCI)

Reatores Glicose Glicose  Eficiéncia Metodologia  pH  Metodologia

Inicial Final (%)
(mg/L) (mg/L)

Bruto 20838,39 8897,67 57,30 5,8
0,5%-1 7391,75
30456,80 74,33 5,96
0,5% -2 8246,46
1% -1 8124,36 APHA:
32013,59 68,72 6,06 Standard
1%-2 11901,37 Methods for
Dubois et Examination
2% -1 9947,74 al.(1956) of Water and
31464,13 65,51 6,12 Wastewater
2% - 2 11754,85 (1998)
4% -1 9931,46
30227,86 68,33 6,69
4% -2 9215,13
8% -1 11323,42
36500,82 69,13 4,89
8% - 2 11209,46

Fonte: Autora (2016)

Percebe-se que as eficiéncias na remocdo de carboidratos variaram entre

57,30% e 74,33% nos reatores pré-tratados com &cido. Todas as concentraces de HCI

obtiveram eficiéncia mais altas quando comparadas ao reator bruto (sem pré-
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tratamento), indicando a necessidade de realizagdo do pré-tratamento para aumentar a
eficiéncia desse processo. A remocdo de carboidratos foi maior quando utilizou-se a
concentracdo cida de 0,5% (v/v).

Isso indica que essa concentragdo de &cido foi a melhor entre as demais
utilizadas para proporcionar uma degradacdo dos acUcares redutores totais presentes na
palma forrageira (nopalea cochenillifera) e no indculo de suinos utilizado. Esse
resultado foi diferente dos estudos realizados por Cui e Shen (2012), que concluiram
que a concentracdo de 2% (v/v) de HCI foi a melhor para a aumentar a eficiéncia de

degradacéo dos acUcares redutores totais do substrato utilizado por eles.

Houve um aumento de 17,03% na eficiéncia de remocdo da concentracdo de
glicose dos reatores com 0,5% de HCI comparando-se a eficiéncia do reator bruto. O
resultado é favoravel, pois esse resultado pode indicar que 0s microrganismos
consumiram os carboidratos (fonte de energia) para a producdo do hidrogénio,
minimizando os impactos gerados por esse tipo de residuo quando descartado no meio

ambiente de forma incorreta.

Em relacdo aos pHs finais, quando a média foi aproximadamente igual a 6,0,
nos reatores que utilizaram as concentragdes de HCI a 0,5% (v/v), obteve-se a maior
eficiéncia na remogdo de carboidratos, alcancando 74,33%. Esse resultado estad de
acordo com estudos realizados por Infantes et al. 2011, que testaram uma faixa de
variacdo de pHs entre 4 e 6, e concluiram que valores de pHs mais proximos a 6,0
aumentam a taxa de fermentacdo, e consequentemente, a eficiéncia da remocdo de

carboidratos.

Os valores de eficiéncia obtidos nesta etapa de pré-tratamento acido com HCI
estdo de acordo com os estudos realizados por Chen, Sung e Chen (2009), que
concluiram que utilizando-se uma faixa de pHs entre 4,9 e 6,7, € possivel obter
eficiéncias de remogdo de carboidratos acima de 56%. Percebe-se que o0 processo da
digestdo anaerobia é bastante sensivel as variagdes nos pardmetros operacionais,

principalmente quando se trata do pH.

5.2 Efeito do pré-tratamento acido (HCI) na producéo de hidrogénio

Ao utilizar-se o tratamento &cido (HCI) obteve-se como resultado que a

producdo maxima de hidrogénio ocorreu com a concentracdo de 1%, apresentando uma
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eficiéncia de producdo 42,55% maior do que quando comparada com o reator que
continha a biomassa sem pré-tratamento (Figura 12). A producdo méxima ocorreu no
4,6 dia, 0 que mostra que o periodo de duracdo do experimento (5,5 dias) foi suficiente

para analisar a producdo de hidrogénio nos reatores (Figura 13).

A producdo especifica do reator com a biomassa sem pré-tratamento foi de
123,01 mLH2/gSSVh, enquanto a producéo especifica do reator com 1% de HCI (v/v)
foi de 175,35 mLH,/gSSVh. Verificou-se que as maiores taxas de producdo maxima
ocorreram nas concentragdes mais baixas de &cido (HCI): 0,5% e 1%, j& a partir de 2%
de HCI, houve queda na producgdo de H», diferente dos resultados obtidos por Cui e
Shen (2012).

Esse fato pode ser explicado pela diferenca da biomassa utilizada, que no caso
de Cui e Shen (2012), foi a grama, obtendo-se uma maior taxa de producdo com 4% de
HCI e também porque o aumento nas concentracdo de acido cloridrico no reator pode
ter provocado um atraso no processo da fermentacdo anaerdbia, prejudicando a
conversdo da matéria organica e consequentemente, a producdo de hidrogénio
(INFANTES et al. 2011).

O fato de obter-se a maior taxa de producéo de H» ao utilizar-se a concentracao
de 1% de HCI (v/v) é uma vantagem quando comparada ao uso de concentra¢cdes mais
altas, pois economiza-se 0 uso de reagente, consequentemente otimizando o custo do
processo, que € um dos fatores mais importantes quando se faz a analise de um

procedimento que visa tratar efluentes.



Figura 12- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator com a biomassa sem pré-tratamento
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Figura 13- Producéo acumulada de hidrogénio do reator 0,5% (HCI)
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No reator que foi utilizada a concentracdo de 0,5% de HCI, notou-se um
aumento da fase lag do reator de 94,72h ocorrida no reator com a biomassa sem pré-
tratamento para 109,42h e também houve melhora da producdo especifica, que foi de
148,39 (mLH2/gSSVh). A fase lag indica o tempo (horas/dia) que os microrganismos
necessitaram para se adaptar ao sistema (reator), consumindo a glicose e alcancando a

producdo méxima de hidrogénio.

Como a fase lag do reator com a biomassa sem pré-tratamento foi mais curta,
consequentemente o consumo de glicose foi mais rapido, porém a producdo especifica
de H> foi menor quando comparada ao reator que utilizou o pré-tratamento. Isso pode
ser explicado pelo fato dos microrganismos utilizarem os carboidratos como fonte de

energia apenas para 0 seu crescimento e ndo necessariamente, para gerar o gés.

No reator que utilizou HCI a 1% de concentracdo (Figura 14), também ocorreu o
aumento da fase lag em relacdo ao reator com a biomassa sem pré-tratamento. Nesse
caso aconteceu uma situagdo semelhante ao reator que utilizou 0,5% de HCI, apesar da
taxa de producdo maxima ter demorado mais a ser alcancada, a producao especifica de

hidrogénio foi maior em relacdo ao reator que néo utilizou pré-tratamento.

Figura 14- Producgéo acumulada de hidrogénio do reator 1% (HCI)
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Fonte: Autora (2016)

Ja o reator que utilizou a concentracdo de acido de 2% de HCI (Figura 15),

apresentou a maior fase lag entre todos os reatores que produziram hidrogénio nessa
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etapa do pré-tratamento acido, porém, houve diminuigdo da taxa de producdo maxima
quando comparada a do reator com a biomassa sem pré-tratamento (4,55 mL/hora), que
foi igual a 3,72 (mL/hora) e consequentemente, na producdo especifica de H> que foi
igual a 100,48 (mLH2/gSSVh).

Figura 15- Producdo acumulada de hidrogénio do reator 2 % (HCI)
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Fonte: Autora (2016)

Os reatores que continham as solugdes de acidos nas concentracdes de 4% e 8%
tiveram a produgéo de hidrogénio inibida nesse experimento, portanto seus resultados
ndo foram apresentados aqui. Percebe-se a partir dos resultados obtidos com o0s
experimentos do pré-tratamento acido com HCI, que quando aumentou-se a
concentracdo de acido nos reatores, ndo houve efeito positivo para o objetivo principal

desse trabalho: a producéao de Ho.

O fato de ao se aumentar a concentracdo de acido cloridrico ter provocado a
queda na producdo especifica de hidrogénio pode estar relacionado ao atraso na taxa de
fermentagdo provocado pelo pré-tratamento, conforme conclusbes obtidas por Cui e
Shen (2012). A producéo especifica de hidrogénio em cada reator esta representada na

Figura 16 para que seja possivel analisar melhor os resultados obtidos.
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Figura 16- Producédo especifica de H; utilizando o pré-tratamento com HCI
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Fonte: Autora (2016)

Um resumo dos resultados mais importantes obtidos utilizando o pré-tratamento

acido esta apresentado na Tabela 10:

Tabela 10- Principais resultados obtidos com o pré-tratamento acido

Caracteristicas da producéo de hidrogénio em diferentes concentracdes de HCI e NaOH
Quantidade de Biomassa P (mL)  Tx(mL/h) T (h)  PEspecificaH2 R2

(12,5 g) (MLH2/gSSVh)
Sem pré- 0 128,51 4,55 94,72 123,01 0,996
tratamento
HCl 05% 199,78 5,49 109,17 148,39 0,996
1% 188,23 6,49 109,42 175,35 0,996
20 148,39 3,72 132 100,48 0,087
4% 0,00 0,00 0,00 0,00 -
8% 0,00 0,00 0,00 0,00 -

P é a produgdo maxima de hidrogénio (mL), Tx é a taxa de producdo méxima de hidrogénio (mL/h), T (fase
lag) € o tempo em que ocorreu a producdo maxima (horas), PEspecificaH, ¢ a producdo especifica de
hidrogénio (mLH2/gSSVh) e R? é o coeficiente de correlagéo.

5.3 Efeito do pré-tratamento acido (HCI) nos metabdlitos

Apos a realizacdo da cromatografia para analisar e quantificar a presenca de
acidos e alcoois via headspace, foi possivel chegar a algumas conclusdes principais. Os
resultados estdo separados por cada etapa realizada, no total, quatro partidas para

analisar as variagdes nas condicdes operacionais utilizadas.
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Os principais subprodutos gerados nesse trabalho foram: &cido acético, acido
propidnico e o etanol. A presencga do acido propiénico como o segundo metabo6lito em
maior quantidade nas amostras verificadas, indica que os pré-tratamentos podem ter
relacdo com a formacéo destes, e que o aprimoramento de técnicas para controlar esses
inibidores € necessario, confirmando estudos realizados por Siqueira e Reginatto
(2015).

A Tabela 11 mostra a primeira etapa no qual foi testado o resultado do pré-
tratamento acido (HCI) para a sacarificacdo do substrato. Obteve-se a formagdo dos

seguintes subprodutos da fermentacdo anaerdbia:

Tabela 11- Metabdlitos obtidos a partir do pre-tratamento acido

Reatores

Metabélitos ~ Bruto  0,5%(V/v)  19%(Viv)  29%(viv) 4%(viv)  8%(V/v)
(Mol/L)

Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Etanol 40,12 16,94 7,57 511 35,72 3,73
Ac.lIsobutirico 1,00 5,99 2,74 2,78 5,06 1,63
Ac.Propibnico 0,39 8,05 1,21 3,84 2,24 0,72
Ac. Acético 55,63 52,51 75,90 76,87 35,79 85,67
Ac. Butirico 1,78 9,42 7,54 8,69 12,64 6,07
Ac.lsovalérico 0,29 1,53 1,23 0,55 1,37 0,44
Ac. Valérico 0,75 5,28 3,58 2,07 7,18 1,74
Ac. Caproico 0,04 0,27 0,22 0,08 0,00 0,00

Os valores dos metabolitos estéo representados em porcentagem (%)

Fonte: Autora (2016)

Observa-se como um fato interessante, que a porcentagem do etanol foi maior no
reator bruto, ou seja, sem nenhum tipo de pré-tratamento. Esse dado pode indicar que
quando o objetivo de um determinado trabalho for a producdo de etanol a partir da
palma forrageira (nopalea cochenillifera), talvez a melhor opcéo seja nao utilizar o pré-

tratamento acido (HCI), pois 0 mesmo pode interferir nas rotas fermentativas.

Percebe-se também, que o0 metabolito produzido em maior quantidade em todos
0s reatores dessa etapa, foi 0 acido acético, o que é um bom resultado, ja que indica que

producdo de hidrogénio se deu a partir da rota de fermentagdo desse acido, que é
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justamente a rota preferivel para a geracdo desse gas, uma vez que permite um maior
rendimento de Hz (4molHz/molglicose) quando comparada as rotas do etanol, &cido
butirico e acido propidnico (ANTONOPOULOU et al. 2010).

Ao observar os reatores com as concentragcoes: 0,5% (v/v), 1% (v/v) e 2% (v/v)
de HCI, que foram as concentracbes que obtiveram rendimentos consideraveis de
hidrogénio, verifica-se que a porcentagem de &cido acético produzida variou entre
52,51% e 76,87% do total de metabdlitos produzidos, logo, essa faixa de variacdo do

acido pode ter sido a mais favoravel para a producéo de H> nessa etapa do trabalho.

Como ja foi comentado, nos reatores que utilizaram as maiores concentracées de
HCI (4% v/v e 8% v/v) a producdo de hidrogénio ndo foi significativa. A partir da
analise de acidos e alcoois, percebe-se que no reator que utilizou 4% v/v a producéo de
etanol foi praticamente igual a de acido acético, o que pode explicar o fato da producgéo
de hidrogénio ter diminuido, ja que apesar da rota fermentativa do etanol ndo consumir
e nem produzir hidrogénio, consome os carboidratos para a producdo de etanol
(ANTONOPOULOU et al. 2010).

Ja no reator que utilizou 8% v/v de HCI observa-se que o acido acético
representou 85,67% do total de metabolitos produzidos. Apesar da rota do acido acético
ser a mais favoravel quando se tem como objetivo produzir o hidrogénio, como a
concentracdo desse acido nesse reator foi alta, pode ter ocorrido a homoacetogénese,
onde os microrganismos homoacetogénicos consomem o hidrogénio e o gas carbdnico
para produzir o &cido acético, e devido as suas altas concentracdes, se torna um inibidor
da fermentacdo (ARGUN et al. 2008).

5.4 Efeito do pré-tratamento béasico (NaOH) na sacarificacdo da palma forrageira
(nopalea cochenillifera)

Também foi estudado o efeito do pré-tratamento alcalino na biomassa
lignocelulosica utilizando diferentes concentracbes de NaOH e a mesma razdo
massa/volume de 5% adotada na etapa do pré-tratamento &cido. Na Figura 17
encontram-se os resultados referentes ao efeito da sacarificacdo da palma forrageira
(nopalea cochenillifera), indicando os rendimentos de acUcares totais redutores por

grama de palma seca.
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Figura 17- Efeito do pré-tratamento alcalino na sacarificacdo da palma forrageira (nopalea cochenillifera)
4500 4309,33

4000
3500
3000 262026  pspzg0 21200 2004.47
2500 50g3,84
2000
1500
1000
500
0

Bruto 0,5% 1% 2% 4% 8%
ConcentragOes de NaOH utilizadas (v/v)

Concentrages de carboidratos
(mg/gdepalmaseca)

Fonte: Autora (2016)

Assim como nas pesquisas realizadas por Cui e Chen (2012), a concentracdo
alcalina que obteve melhor resultado na sacarificacdo da biomassa desse trabalho foi a
maior concentracdo de NaOH testada: 8%, devido a melhor degradacdo de acucares
redutores totais obtida a partir dessa concentracdo alcalina. Observa-se também, que
todas as concentracBes estudadas conseguiram otimizar a sacarificacdo da palma

forrageira quando comparadas ao resultado obtido no reator bruto (sem pré-tratamento).

Quando comparada ao reator bruto, houve uma melhora de 51,64% na eficiéncia
da sacarificacdo do reator que utilizou NaOH a 8% (v/v). Com isso, foi possivel
concluir que em relacdo a sacarificacdo, a utilizacdo do pré-tratamento alcalino com
NaOH foi mais eficiente do que o pré-tratamento acido com HCI, que obteve 4044,78

mg/L de carboidrato, diferentemente do resultado encontrado por Cui e Chen (2012).

Ja na Tabela 12, pode-se analisar os resultados das eficiéncias de remoc¢édo dos

carboidratos no reator bruto e nos reatores com o pré-tratamento alcalino.
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Tabela 12- Analise de carboidratos e eficiéncia na remocéo de agucares redutores utilizando o pré-
tratamento alcalino (NaOH)

Reatores Glicose  Glicose Eficiéncia Metodologia  pH Metodologia
Inicial Final (%)
(mg/L)  (mg/L)

0,5%-1 7508,93
23680,16 70,02 6,10
0,5%-2 6632,49
1%-1 6550,58
22810,19 70,67 6,29 APHA:
1%-2 6771,74
_ Standard
206-1 6460,47 Dubois et Methods for
25053,81 74,77 al.(1956) 6,43 o
204-2 6132.83 Examination
of Water and
4%-1 6116,45
25877,99 74,83 589  Wastewater
4%-2 6861,384 (1998)
8%-1 749255
38881,80 81,02 5,91
8%-2 7230,44

Fonte: Autora (2016)

Todas as concentragdes da base NaOH conseguiram remover mais carboidratos
quando comparadas ao reator sem pré-tratamento (reator bruto), alcancando eficiéncia a
partir de 70%, demonstrando a importancia da realizacdo desse procedimento para
promover a degradacdo da lignina e consequentemente, liberar a glicose que sera

consumida pelos microrganismos na geragao de Ho.

A concentracdo alcalina de 8% (v/v) foi a que alcancou um melhor resultado
dentre as demais, obtendo uma eficiéncia de 81,02% na remoc¢é&o de carboidratos dos
reatores contra 57,30% do reator bruto. Nessas condic¢des de solugéo alcalina, o pH final
dos reatores foi mais alto (pHs acima de 5,89) em relagdo ao reatores que utilizaram o
pré-tratamento acido (pHs a partir de 4,89), o que aumentou a taxa de fermentagdo e

consequentemente, melhorou o consumo do substrato (INFANTES et al. 2011).

Percebe-se entdo, que houve um consumo maior da glicose presente no efluente

por parte dos microrganismos, que pode ter ocorrido tanto para 0 seu crescimento como
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para promover a producdo de hidrogénio. Todos os valores das eficiéncias de remocao
(acima de 56%) estdo de acordo com dados obtidos por Chen, Sung e Chen (2009), para

valores de pHs entre 5,5 e 6,7.

5.5 Efeito do pré-tratamento bésico (NaOH) na producéo de hidrogénio

Ao utilizar-se o tratamento basico obteve-se como melhor resultado para a
producdo de hidrogénio no reator que utilizou a concentragdo de 0,5% de NaOH, o que
estd de acordo com os resultados dos estudos realizados por Cui e Shen (2012) e
também por Zhang et al. (2007), para as mesmas concentracdes de base utilizadas nesse
trabalho. A taxa de producdo maxima passou de 4,55 mL/L no reator bruto para 7,03
mL/L.

Obteve-se uma eficiéncia de 54,54% na producdo acumulada de Hz quando
comparada com a producdo de H> acumulada do reator que ndo utilizou nenhum tipo de
pré-tratamento. A taxa maxima de produgdo ocorreu aos 3,85 dias, portanto, 5,5 dias de
operacdo foram suficientes para a realizacdo da analise de gas. A producéo especifica do
reator com 0,5% de NaOH (Figura 18) foi de 190,11 mLH>/gSSVh.

Vale ressaltar, que apesar das concentracfes de 2%, 4% e 8% terem produzido
hidrogénio com o tratamento bésico, assim como no pré-tratamento &cido, também
apresentaram as menores taxas de producdo de H» comparando-se com as demais
concentracdes. Os resultados mencionados anteriormente encontram-se nas proximas

figuras.

A fase lag do reator de 0,5% de NaOH foi menor comparando-se com o reator
com a biomassa sem pré-tratamento, passando de 94,72h para 92,62h, ocorrendo uma
melhora na producéo especifica de hidrogénio, pois 0s microrganismos do reator sem
pré-tratamento demoraram mais a iniciar a producdo de Hz, consumindo os carboidratos
apenas para 0 seu crescimento, enquanto que no reator com 0,5% de NaOH, a produgéo
foi iniciada mais cedo. Desse modo, a fase lag mais curta foi um fator positivo para

aumentar a geracao do gas.
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Figura 18- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator 0,5% (NaOH)
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Fonte: Autora (2016)

No reator com 1% de NaOH (Figura 19), a fase lag de hidrogénio foi mais curta
(88,73h) comparando-se com o reator com a biomassa sem pré-tratamento (94,72h),
porém, a taxa de produgdo méaxima caiu de 4,55mL/h no reator sem pré-tratamento para
4,28mL/h, o que interferiu no resultado da producdo especifica do reator, que passou de
123,01 mLH2/gSSVh (reator sem pré-tratamento) para 115,80 (mLH2/gSSVh).

A gqueda da taxa de producdo méxima prejudicou a producdo especifica de H»
nesse reator, percebe-se que o fato da producdo de hidrogénio ter sido iniciada mais
rapidamente, devido a fase lag mais curta, comparando-se com o reator no qual néo foi
utilizado o pré-tratamento, ndo proporcionou uma producdo de gas maior, como

aconteceu no reator que utilizou 0,5% de NaOH.
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Figura 19- Producdo acumulada de hidrogénio do reator 1% (NaOH)

B |HZ acumulado

—— Boltzmann Fit of HZ acumulado

H2 acumulado (Mmal)

Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2016)

Ao utilizar-se a concentragdo de 2% de NaOH no reator (Figura 20), obtiveram-
se resultados semelhantes comparando-se com o reator sem pré-tratamento da biomassa,
devido as taxas de producdo maximas terem sido iguais, ambas foram 4,55 mL/h. Esse
fato fez com que a producdo especifica dos reatores também fossem semelhantes:
123,01 mLH./gSSVh (reator sem pré-tratamento) e 122,89 mLH2/gSSVh (reator com
pré-tratamento basico a 2%).

Jé a fase lag do reator com 2% de hidréxido de sodio foi mais curta, 89,30h, em
comparagdo com o reator sem pré-tratamento. Apesar disso, esse dado nédo interferiu
muito nos resultados desse reator, pois como ja mencionado, houve apenas uma

pequena queda na producdo especifica de hidrogénio.
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Figura 20- Producdo acumulada de hidrogénio do reator 2% (NaOH)
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Fonte: Autora (2016)

Ao aumentar a concentracdo de hidroxido de sédio (NaOH) no reator, houve
uma queda bastante consideravel na taxa de producdo maxima e também na producgdo
especifica do reator. A taxa de produ¢do maxima caiu de 4,55mL/h no reator sem pré-
tratamento para 1,63 mL/h quando utilizou-se o pré-tratamento basico a 4%, ja a
producdo especifica caiu de 123,01 mLH2/gSSVh (reator bruto) para 44,18
mLH2/gSSVh nesse reator.

Ocorreu também, um aumento da fase lag do reator com 4% de NaOH (Figura
21), que foi de 108,72h contra 94,72h do reator com a biomassa sem pré-tratamento.
Esse dado pode indicar que com o aumento da concentracdo alcalina, a producdo de
hidrogénio foi prejudicada, pois 0s microrganismos consumiram os carboidratos para

obter energia para 0 seu proprio crescimento e ndo para produzirem gas.
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Figura 21- Producgdo acumulada de hidrogénio do reator 4% (NaOH)
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Fonte: Autora (2016)

Ao utilizar-se a concentracdo alcalina de 8% de NaOH (Figura 22) aconteceu
uma situacdo semelhante ao reator que utilizou 4% de base, pois houve uma reducdo
bem relevante nos valores da taxa maxima de producdo de H> e também na producéo
especifica de gas do reator. A taxa de producdo maxima de hidrogénio diminuiu de
4,55mL/h no reator com a biomassa sem pré-tratamento para apenas 0,65 mL/h e a
producdo especifica caiu de 123,01 mLH2/gSSVh no reator sem pré-tratamento para
somente 17,50 mL/h.

A queda na producdo especifica de hidrogénio ocorrida ao aumentar as
concentracdes de NaOH utilizadas nos reatores pode ser explicada pelo mesmo motivo
ocorrido no pré-tratamento acido com concentragdes mais altas: 0 aumento da
concentracdo de pré-tratamentos € prejudicial a fermentacdo anaerdbia, atrasando a

concluséo desse processo e causando prejuizo na producdo do gas (CUI e SHEN, 2012).

Ja em relacéo a fase lag, foi mais curta se comparada ao reator com a biomassa
sem pré-tratamento, fato que ndo garantiu uma boa producdo de H,. Diante dos
resultados obtidos, verifica-se que aumentar as concentracbes de NaOH, interfere

negativamente quando se pretende produzir o gas hidrogénio. 1sso é um bom resultado
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levando-se em conta que serdo utilizadas baixas concentracdes de hidroxido de sédio
para a realizacdo do pré-tratamento do substrato, tornando o procedimento mais
econdmico. E além disso, o efluente descartado tera um impacto ambiental menor

devido a pequena quantidade de NaOH.

Figura 22- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator 8% (NaOH)
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Fonte: Autora (2016)

Segundo Urbaniec e Bakker (2015), o fato do melhor rendimento de Ha ter sido
alcancado com a utilizagcdo do hidroxido de sddio ao invés do éacido cloridrico esta
relacionado com a capacidade da base de promover a quebra da lignina sem promover
uma grande alteracdo nos carboidratos presente na biomassa utilizada, uma vez que
esses carboidratos serdo consumidos para promover o crescimento dos microrganismos.
Na Figura 23 observa-se 0 comportamento da producdo especifica de hidrogénio nos

reatores utilizando concentracGes diferentes de NaOH.
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Figura 23- Producdo especifica de H; utilizando o pré-tratamento com NaOH
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Fonte: Autora (2016)

Um resumo dos resultados mais importantes encontrados com os pré-tratamentos
acido e alcalino esta apresentado na Tabela 13, vale ressaltar que em ambos os tipos de
pré-tratamentos, houve queda na producdo de H> com o aumento das respectivas
concentracdes de HCI e NaOH.

Tabela 13- Principais resultados obtidos com o pré-tratamentos basico

Caracteristicas da producéo de hidrogénio em diferentes concentracdes de HCIl e NaOH
Quantidade de Biomassa P (mL)  Tx(mL/h) T (h) PEspecificaH2 R2

(12,5 9) (mLH2/gSSVh)
Sem pré- 0 128,51 4,55 94,72 123,01 0,996
tratamento

NaOH 0,5% 274,28 7,03 92,62 190,11 0,996
1% 159,49 4,28 88,73 115,80 0,981

2% 202,93 4,55 89,30 122,89 0,997

4% 49,73 1,63 108,72 44,18 0,994

8% 34,77 0,65 93,73 17,50 0,998

P é a produgdo maxima de hidrogénio (mL), Tx é a taxa de producdo maxima de hidrogénio (mL/h), T (fase
lag) é o tempo em que ocorreu a producdo maxima (horas), PEspecificaH, é a produgdo especifica de
hidrogénio (mLH2/gSSVh) e R? é o coeficiente de correlago.

Fonte: Autora (2016)



71

5.6 Efeito do pré-tratamento basico (NaOH) nos metabdlitos

Quando o pré-tratamento basico (NaOH) foi realizado, diferentemente do que
aconteceu no pré-tratamento &cido (HCI), houve queda na concentracdo do etanol nas
concentracdes de 0,5% (v/v), 1% (v/v) e 4% (v/v) de hidroxido de sddio testadas,
mostrando que a utilizacdo dessas concentracdes de pré-tratamentos ndo favorece a
producdo desse alcool, porém, as concentracdes de 2% (v/v) e 8% (v/v) otimizaram a

producao.

Na maioria das concentragdes testadas no pré-tratamento alcalino, o metabdlito
produzido em maior quantidade foi o &cido acético, com excecdo dos reatores com 2%
(v/v) e 8% (v/v) que produziram mais o etanol. O que é um fator importante por indicar
que a rota fermentativa utilizada pelos microrganismos para a produgédo de hidrogénio
foi a do acido acético, proporcionando o maior rendimento possivel de H> por mol de

glicose consumida.

Ao utilizar-se a concentracdo de 0,5%, 1% e 2% (v/v) de base, obteve-se
producdes especificas de hidrogénio considerdveis, principalmente nas duas
concentracdes menores, mas ja na concentracdo de 2% (v/v) a porcentagem de etanol foi
maior do que a porcentagem de acido acético produzido, o que pode explicar o inicio da
queda de producdo de hidrogénio devido ao consumo de carboidratos utilizados para a
producdo do etanol, e ndo do hidrogénio (ANTONOPOULOU, 2010).

No reator que utilizou 4% (v/v) de NaOH, verifica-se que a quantidade de &cido
acético foi produzido, representando 83,53% dos metabdlitos totais quantificados, o que
pode ter inibido o processo da fermentacdo devido a homoacetogénese
(ANTONOPOULOU, 2010).

Para finalizar essa etapa, no reator com 8% (v/v) de NaOH, a rota fermentativa
utilizada pelos microrganismos foi a rota do etanol, assim como aconteceu no reator
com 2% (v/v) de NaOH, onde o etanol representou 53,59% dos metabdlitos totais
produzidos, o que levou a uma queda na producdo de hidrogénio por essa rota
fermentativa ndo produzir esse gas (Tabela 14).
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Tabela 14- Metabolitos obtidos a partir do pré-tratamento alcalino

Reatores

Metabdlitos Bruto  0,5%(v/iv) 1%(viv) 2%(v/v) 4%(vIv) 8%(VIV)
(Mol/L)

Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Etanol 40,12 19,27 4,31 45,15 6,59 53,59
Ac.Isobutirico 1,00 9,41 5,65 4,36 1,34 7,26
Ac. propibnico 0,39 6,11 14,77 15,06 0,59 8,40
Ac. acético 55,63 48,61 62,61 21,39 83,53 10,65
Ac. butirico 1,78 11,20 8,54 8,91 6,25 12,11
Ac. isovalérico 0,29 1,18 0,84 1,18 0,36 1,96
Ac. valérico 0,75 4,05 3,29 3,95 1,33 6,02
Ac. caproico 0,04 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00

Os valores dos metabolitos estéo representados em porcentagem (%)

Fonte: Autora (2016)

5.7 Efeito da variagéo de massa do substrato na sacarificacio da palma forrageira
(nopalea cochenillifera) utilizando in6culo de suinos

Apbs a realizacdo das etapas antecedentes com o pré-tratamento acido (HCI) e
com o pré-tratamento basico (NaOH), foi possivel obter qual destes apresentou o
melhor resultado relacionado a producdo de Ha (principal objetivo desse trabalho), que
neste caso, foi a concentracdo de 0,5% de NaOH. Portanto, a partir dessa etapa de

variacdo de massa, essa concentracdo de base foi utilizada em todos os reatores.

Nessa etapa 0s ensaios de caracterizacdo foram realizados para verificar a
interferéncia da quantidade de massa do substrato (em gramas) utilizada no volume
reacional (250mL) de cada reator no processo de sacarificagdo da biomassa e também
na remog&o de carboidratos. Foram testadas as variagcbes m/v iguais a: 1%, 1,8%, 2,6%,
3,4% e 4,2%, j& que a razdo de 5%(m/v) foi testada nas etapas iniciais do trabalho.

As massas utilizadas foram: 2,59, 4,59, 6,59, 8,5 g e 10,5 g. Foram escolhidas
essas quantidades também para otimizar custos em relacdo a massa do substrato

necessaria nos reatores. As demais condi¢Ges operacionais do experimento foram
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mantidas: pH inicial, temperatura, volume reacional, tipo e volume de inoculo e

agitacao.

O processo da sacarificacdo do substrato e consequente quebra da lignina foi
mais eficaz no reator que utilizou a maior quantidade de substrato (10,59 em 250mL), o
que fez com que o mesmo apresentasse a maior concentracdo inicial de carboidratos
2282,56 mg/L em relacdo aos reatores que utilizaram quantidades menores de palma

forrageira (nopalea cochenillifera).

Esse fato pode ter acontecido devido a maior liberacdo de carboidrato por grama
de palma forrageira seca, pois, como vimos nos resultados anteriores com o preé-
tratamento alcalino, quando foi utilizada a razéo de 5% (massa/volume) correspontente
a 12,5g de substrato em 250mL de solucdo alcalina, a concentracdo de glicose obtida

apos a sacarificacdo foi maior.

Pode-se observar na Figura 24 que com o0 aumento da massa de palma forrageira
utilizada nos reatores houve aumento na quantidade de carboidratos liberados devido a
quebra da lignina, o que confirma o que foi mencionado no paragrafo anterior. Nessa
etapa de variacdo da massa do substrato, percebeu-se que utilizar menores razdes de
massa/volume ndo é interessante para 0 processo da sacarificacdo da biomassa
lignocelulosica.

Figura 24- Efeito da pré-tratamento na sacarificacdo da palma forrageira (nopalea cochenillifera)
utilizando variagdes na massa do substrato

2500 2282.56

2000 1847,79
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o

Concentracbes de carboidratos
(mg/gpalmaseca)

Fonte: Autora (2016)
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Ja ao ver os resultados apresentados na Tabela 15, é possivel analisar como a
quantidade de substrato utilizada em cada reator interfere na remocao da concentragdo
de carboidratos. A maior remocao de glicose (mg/L) ocorreu no reator que utilizou a
razdo de 1,8% (m/v), correspondente a 4,59 de palma forrageira, alcancando uma
eficiéncia de 93,28%.

Esse dado demonstra que a massa de 4,5¢g de substrato possibilitou um consumo
maior de glicose pelos microrganismos para realizar suas atividades metabdlicas,
beneficiando o tratamento do efluente devido a alta remocdo de parte da matéria
organica presente tanto no substrato, como no indculo de suinos.

Tabela 15- Analise de carboidratos e eficiéncia na remoc¢&o de agucares redutores utilizando o pré-
tratamento alcalino (NaOH) e varia¢do da razdo massa/volume em lodo de suinos

Reatores Glicose Glicose Eficiéncia Metodologia  pH Metodologia
Inicial Final (%)
(mg/L)  (mg/L)

2,50
(1%m/v) 635,54 5,67
250 4989,00 86,79
' 682,91
(1% miv)
49 665,09
(L8% mMV) 901,97 93,28 5,45
4,59 531,68 APHA:
(L,8% miv) Dubois et Standard
659 3009,31 al.(1956)
(26% m\) 01 494 7915 5,86 Methods for
659 2334,66 Examination of
(2,6% m/v)

8,59 311361 Water and
(3,4% m/V) 16727,90 84’22 5,75 Wastewater
8,59 2167,35 (1998)

(3,4% m/iv)
1059 3491,67

(4.2%MN) - 20640,87 85,54 6,58
1059 2475,89

(4,2% m/v)

Fonte: Autora (2016)
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Assim como nas etapas anteriores, foram alcancadas eficiéncias de remocéo de
carboidratos bastante altas, proximas a 100%, o que confirma resultados obtidos por
Chen, Sung e Chen (2009) que também alcancaram eficiéncia altas para a mesma faixa
de pHs entre 5,5 e 6,7 e evidencia a realizacdo do tratamento de efluentes para a

degradacdo da matéria organica antes que seja feito o descarte desse residuo.

Como o pH inicial de todos os reatores foi ajustado para 7,0, é possivel perceber
apo6s a realizacdo do experimento, que a remoc¢do de carboidratos estd bastante
relacionada com os valores finais de pH dos reatores, que ficaram entre 5,45 e 6,58
(valores médios de pH), demonstrando ser a faixa ideal para promover o consumo do

susbstrato devido ao aumento da taxa de fermentacdo (INFANTES et al. 2011).

5.8 Efeito da variacdo da massa do substrato na producdo de hidrogénio utilizando
inoculo de suinos

Inicialmente, foi utilizado 1% (m/v), correspondente a 2,59 de substrato em
250mL de solucdo aquosa, para analisar os resultados obtidos pela diminuicdo da
relacdo de massa por volume no reator, com o intuito de otimizar o processo de
producdo de hidrogénio, ja que a depender dos resultados, poderia haver economia com
a utilizacdo de substrato (palma forrageira), conforme pode ser visto na Figura 25.

Em relagdo ao reator que utilizou 5% (m/v), correspondente a 12,59 de substrato
em 250mL de solugdo aquosa, ocorreu uma queda acentuada na producdo especifica de
hidrogénio, caindo de 190,11 mLH./gSSVh para 64,18 mLH>/gSSVh. Esse pardmetro
demonstra que diminuir a quantidade de massa de substrato para 2,59 ndo foi eficaz

para o objetivo principal desse trabalho.

Argun et al. (2008) afirmam que a concentragdo de substrato utilizada nos
reatores em batelada esta estreitamente relacionada com a eficiéncia no processo de
geragdo de hidrogénio, de forma que utilizar baixas concentracGes provoca taxas de
fermentacgdo limitadas. Essa afirmacdo pode explicar a baixa produgdo especifica de H»

do reator que utilizou a menor quantidade de substrato.

A taxa de producdo maxima do reator com 1% (m/v) também diminiu
comparando-se ao reator que utilizou 5% (m/v), passando de 7,03 mL/h para 2,37 mL/h,
0 que também esta relacionado com a queda na producéo especifica do gas. Outro fator

relevante foi o aumento da fase lag desse reator que foi igual a 102,57h contra 92,62h
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do reator que utilizou uma maior relacdo de massa e volume, indicando que o0s

microrganismos demoraram mais a se adaptar e de fato, iniciar a geracéo de H»

Figura 25- Producdo acumulada de hidrogénio do reator com 2,5 g (1% m/v)

B | HZ acumulado

—— Boltzmann Fit of H2 acumulado

H2 acumulado (Mmol)

Tempo (Dias)
Fonte: Autora (2016)

Na Figura 26 verifica-se a segunda variacdo da massa utilizada, que apresentou
uma razao de 1,8% (m/v), correspondente a utilizacdo de 4,59 de substrato em 250mL
de solucdo aquosa. Esse experimento melhorou a producéo especifica de hidrogénio em
relacdo a relacdo de massa e volume anterior, passando de 64,18 mLH2/gSSVh para
69,83 mLH2/gSSVh. Houve melhora também na taxa de producédo maxima que foi igual
a 2,58 mL/h contra 2,37 mL/h do reator que utilizou a relagéo de 1% (m/v).

Em relacdo a fase lag, foi mais curta, sendo igual a 98,99h. Mesmo com essas
melhoras obtidas, os resultados principais foram bastante semelhantes comparando-se
ao reator com 1% (m/v) pelos motivos mencionados anteriormente em relacdo a
quantidade de substrato utilizada. Logo, essa condi¢cdo operacional continuou menos
promissora do que o reator que utilizou 12,5g de substrato em 250 mL de solucgéo
aquosa.
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Figura 26- Produc¢do acumulada de hidrogénio do reator 4,5 g (1,8% m/v)

u |H2 acumulado

—— Boltzmann Fit of H2 acumulado
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Fonte: Autora (2016)

A proxima variacdo foi aumentar a razdo massa por volume para 2,6% (m/v), o
que significa dizer que foram utilizadas 6,59 de substrato em 250 mL de volume
reacional do reator (Figura 27). Utilizando-se essa condi¢do no sistema, foi possivel
obter um bom aumento na producdo especifica de hidrogénio em relagcdo ao reator que
utilizou 1,8%(m/v), passando de 69,83 mLH./gSSVh para 91,57 mLH,/gSSVh.

Além da melhora na producdo especifica, a taxa de produ¢do maxima também
melhorou, sendo igual a 3,39 mL/h, o que justifica o fato da maior eficiéncia desse
reator em comparagdo ao reatores que utilizaram menores quantidades de substrato
(2,59 e 4,59), mesmo tendo uma fase lag (116,35h) maior em relacdo aos demais.
Percebe-se que 0 aumento da quantidade de substrato favoreceu a taxa de fermentacéo
anaerobia (ARGUN et al. 2008).
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Figura 27- Producdo acumulada de hidrogénio do reator 6,5 g (2,6% m/v)

| B | HZ acumulada

—— Baltzmann Fit of H2 acumulada

H2 acumulado (Mmel)

| T | T | T | T |
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Fonte: Autora (2016)

Utilizou-se também como variacdo, a razdo de 3,4% (m/v), correspondente a
8,59 de substrato no reator com 250 mL de volume reacional (Figura 28). Aqui,
verificou-se melhora tanto na producdo especifica como na taxa de producdo maxima
em comparagdo com os resultado obtidos pelos reatores que utilizaram uma menor

razdo de massa e volume ja testados.

A producgdo especifica de hidrogénio foi de 93,69 mLH./gSSVh contra 64,18
mLH2/gSSVh, 69 mLH2/gSSVh, 69,83 69 mLH2/gSSVh e 91,57 69 mLH2/gSSVh dos
demais reatores com quantidades inferiores de substrato. A taxa de producdo maxima
aumentou de 3,39 mL/h (reator com 6,59 de palma) para 3,47 mL/h, explicando desse
forma, os melhores resultados obtidos, apesar do fase lag ter sido mais extensa,
126,29h.

Dessa forma, diferentemente do que houve nos reatores com quantidade menores
de substrato, quando a razdo massa/volume aumentou, essa deixou de ser um fator
limitante para a eficiéncia do processo da fermentacdo anaerobia (ARGUN et al 2008).
Porém, adiante, veremos que ao continuar o aumento na quantidade de massa da palma
forrageira (nopalea cochenillifera) ndo se mostrou um fator positivo para a producéo

especifica de hidrogénio nessa etapa.
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Figura 28- Produc¢do acumulada de hidrogénio do reator 8,5 g (3,4% m/v)
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Fonte: Autora (2016)

A Ultima variacdo de massa dessa etapa utilizou a razdo entre massa e volume
igual a 4,2% (m/v), composta por 10,59 de substrato em 250 mL de solugdo aquosa no
reator (Figura 29). Ao contrario do que poderia se esperar, a0 aumentar a massa de
palma presente no sistema, ndo houve melhora na producdo especifica e taxa maxima de

producdo de hidrogénio.

O que ocorreu foi 0 aumento da fase lag dos microrganismos, que demoraram
mais a se adaptar as condicOes do sistema e produzir o gas hidrogénio. Esse resultado se
torna interessante pelo fato de deixar claro que a quantidade de substrato é de extrema
importancia para esse processo, sendo necessario estudar esse parametro de maneira
aprofundada, pois aumentar a massa de palma forrageira provavelmente impediu que

esse substrato tenha sido metabolizado pelas bactérias (Chen et al. (2006)).

A producdo especifica de H. foi igual a 64,92 mLH2/gSSVh, diminuindo
bastante quando comparada ao reator que utilizou 3,4% (m/v) que obteve producdo
especifica de 93,69 mLH>/gSSVh, apesar de ter menor de quantidade de substrato para
ser consumido pelos microrganismos. A taxa de producdo méxima de hidrogénio foi de
2,40 mL/h, sendo menor apenas em relacdo ao reator que utilizou 1%(m/v). Outra

explicagdo que pode ser utilizada é que ao aumentar a concentragdo de substratos pode
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ter ocorrido a formacdo de produtos inibidores que consumiram o hidrogénio (ARGUN
et al. 2008)

Figura 29- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator 10,5 g (4,2% m/v)

B |HZ acumulado

Slogistic1 Fit of H2 acumulado

H2 acumulado (Mmol)

Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2016)

Logo, na etapa de variacdo de massa do substrato no pré-tratamento basico a
0,5% de NaOH e utilizando-se 10% (v/v) de indculo de suinos, obteve-se como melhor
conjunto operacional o sistema do reator que utilizou 3,4% (m/v), conforme pode ser
visto na Tabela 16 e Figura 30, que sintetizam os resultados principais desse

experimento.

Tabela 16- Principais resultados obtidos variando a massa do substrato utilizando indculo de suinos

Caracteristicas da producdo de hidrogénio variando a massa do substrato (lodo suinos)

Pré- Massa P (mL) Tx(mL/h) T (h) PEspecificaH2 R2
tratamento Q) (mLH2/gSSVh)
2,5 156,71 2,37 102,57 64,18 0,999
4,5 107,38 2,58 98,99 69,83 0,992
NaOH 0,5% 6,5 216,84 3,39 116,35 91,57 0,988
8,5 261,02 3,47 126,29 93,69 0,996
10,5 169,85 2,40 114,57 64,92 0,994

P é a producdo méxima de hidrogénio (mL), Tx é a taxa de producdo maxima de hidrogénio (mL/h), T (fase
lag) é o tempo em que ocorreu a producdo maxima (horas), PEspecificaH, é a producdo especifica de
hidrogénio (mLH2/gSSVh) e R? é o coeficiente de correlagéo.

Fonte: Autora (2016)
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Sintetizando os resultados obtidos nessa etapa, conclui-se que pequenas
quantidades de substrato limitam a taxa de fermentacédo e quantidades excessivas podem
provocar o acumulo de &cidos graxos volateis no reator, queda do pH dos reatores e a
producdo de alcool pelos microrganismos presentes no sistema, inibindo a producédo de
H> (ZHANG et al. 2007).

Figura 30- Producdo especifica de H; utilizando variagGes da massa do substrato em in6culo de suinos
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Reatores utilizando as variagdes das massas do substrato
Fonte: Autora (2016)

5.9 Efeito do pré-tratamento nos metabdlitos utilizando a variacdo da razao
massa/volume em indculo de suinos

Quando variou-se a razdo entre a massa do substrato e o volume reacional do
reator mantendo os 10% (v/v) de in6culo de suinos e 250 mL de volume reacional,
obteve-se a maior producdo especifica de hidrogénio na razdo (m/v) igual a 3,4%,
apesar desse reator ter apresentado a maior quantidade do &cido propiénico. Nessa etapa
de variacdo da massa do substrato, a rota fermentativa utilizada pelos microrganismos

em todos os reatores foi a rota do &cido acético.

Na Tabela 17 verifica-se que ao diminuir a quantidade de massas de palma
forrageira (nopalea cochenilifera) nos reatores (2,59 e 4,59), a média da producdo de
etanol diminuiu em relacdo as etapas anteriores, logo, quando o objetivo for produzir
esse metabdlito, a massa de substrato ndo deve ser reduzida para ndo diminuir a

eficiéncia da digestdo anaerdbia e provocar queda na producéo do proprio hidrogénio.
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Ao observar os metabolitos produzidos no reator que utilizou a variacdo de
massa por volume igual a 2,6%, percebe-se que a porcentagem de &acido acético
produzida foi relativamente alta, acima dos 80%. A producéo elevada de acido acético
ndo favorece a producdo de hidrogénio devido a homoacetogénese, funcionando como
um inibidor da fermentacdo (KUMAR et al. 2015).

No reator que utilizou 10,59 de substrato, a producdo de hidrogénio também foi
prejudicada. Analisando os &cidos desse reator, verifica-se que entre os demais da
mesma etapa, foi o reator onde a porcentagem de etanol mais a de acido propidnico
foram consideraveis. Esse fato pode ser explicado porque 0S microrganismos
consumiram os carboidratos para a producao desses metabdlitos, o que também inibe a
producdo de hidrogénio (ARGUN et al. 2008).

Tabela 17- Metabdlitos obtidos a partir da variacdo da massa/volume em lodo de suinos

Reatores

Metabolitos  25¢g-1%  4,509-1,8%  6,50-2,6%  8,50-3,4%  10,59-4,2%

(Mol/L) (miv) (m/v) (m/v) (m/v) (miv)
Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Etanol 10,72 8,02 6,81 10,39 15,34
Ac.Isobutirico 5,12 5,54 1,54 6,14 4,65
Ac. propibnico 1,15 1,15 0,68 19,80 18,02
Ac. acético 71,44 70,93 81,75 56,87 52,65
Ac. butirico 6,42 8,48 6,82 4,73 573
Ac. isovalérico 0,70 0,70 0,61 0,33 0,59
Ac. valérico 3,13 3,66 1,55 1,48 2,39
Ac. caproico 1,31 1,52 0,25 0,28 0,63

Os valores dos metabdlitos estdo representados em porcentagem (%)

Fonte: Autora (2016)

5.9.1 Efeito da variagdo da massa do substrato na sacarificacdo da palma
forrageira (nopalea cochenillifera) utilizando lodo de ETE

Nessa etapa do experimento a caracterizacdo foi realizada utilizando as mesmas
variacdes massa/volume dos reatores na etapa passada, porém, dessa vez, o indculo de
atividades suinicolas foi substituido por lodo de estacdo de tratamento de efluentes

(ETE), também nas mesmas proporcdes. Como a quantidade de massa do substrato
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utilizada nos reatores foram as mesmas, os resultados obtidos para a sacarificacdo do

substrato foram os mesmos ilustratos na Figura 24 ja comentada.

Em relacdo a remogdo de acUcares redutores totais, a eficiéncia foi maior no
reator que utilizou a razédo 4,2% (m/v), correspondente a utilizacdo de 10,5g de substrato
em 250mL de volume reacional, alcancando o resultado igual a 80,67%. Isso pode ter
ocorrido porque como a quantidade de substrato foi maior, consequentemente a
quantidade de glicose por grama de palma forrageira seca também foi maior em relacdo

aos reatores que usaram menos massa de substrato.

Os valores de pHs finais também interferem no processo de remoc¢éo de agucares
redutores. Nessa etapa o pH caiu de 7,0 (inicial) para valores entre 5,25 e 5,70, e
segundo Infantes et al. (2011) essa faixa de variacdo favorece ao aumento da taxa de
fermentacao anaerdbia, promovendo altas eficiéncia de remogéo (proximas a 100%). A
boa eficiéncia do reator € um fato positivo para a questdo ambiental devido a remogéo
de matéria orgéanica do efluente.

A eficiéncia de remocdo mais baixa encontrada foi para o reator que utlizou a
proporcéo de massa/volume igual a 1%, correspondente a 2,5g de substrato em 250 mL
de volume reacional. Isso pode ter ocorrido devido a baixa quantidade de massa de
substrato presente nessa condi¢do, o que diminui também a concentracao de glicose por
grama de palma forrageira seca presente no mesmo. Os resultados podem ser vistos na
Tabela 18.
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Tabela 18- Analise de carboidratos e eficiéncia na remocao de aglcares redutores utilizando o pré-
tratamento alcalina (NaOH) e variacdo da razdo massa/volume em lodo de ETE

Reatores  Glicose  Glicose  Eficiéncia  Metodologia pH Metodologia
Inicial Final (%)
(mg/L) (mg/L)

2,50
(1% mAv) 3230,94 62
2,5¢ 5076,87 37,17 :
(1% miv) 3148,37
4,5g
(1.8% m/v) 343083 5 44
4,5g 8989,84 61,86 !
(1,8% m/v) 3426,49 Dubois et APHA:
6,59 al.(1956) Standard
(2.6% miv) 01 565  Examination of
76,16 '
6,59 12902,81 Water and
(2,6% m/v) 3352,61 Wastewater
8,59 (1998)
(3.4% m/v) 3908,84 525
8,59 16815,78 76,75 '
(3.4% miV) 3908,84
10,59
(4.2% miv) 3969,68 - 70
20728,75 80,67 ;
10,59
(4,2% m/v) 4043,55

Fonte: Autora (2016)

5.9.2 Efeito da variagdo da massa do substrato na producdo de hidrogénio
utilizando lodo de ETE

Assim como na etapa anterior, utilizaram-se as mesmas variagdes de massa do
substrato, conforme pode ser visto na Figura 31. A primeira variacdo testada foi a de 1%
(m/v), representando 2,59 de substrato em 250 mL de volume reacional do reator, a
partir desse sistema obteve-se producgéo especifica de 73,06 mLH2/gSSVh, taxa maxima

de producéo de hidrogénio igual a 2,81 mL/h.

Os valores desses parametros para essa concentragdo foram um pouco melhores

do que os valores obtidos nas mesmas condi¢cdes de operacdo utilizando o in6culo de
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suinos na etapa anterior, que obteve producédo especifica de 64,18 mLH2/gSSVh e taxa
de produgdo méaxima igual a 2,37 mL/h. Isso pode ser explicado porque quando o lodo
de ETE foi utilizado, a fase lag foi mais curta (68,34h) em relagdo ao reator que utilizou
indculo de suinos (102,57h).

Porém, em relacdo a todas as outras variacdes de massa/volume testadas nessa
etapa, essa quantidade de substrato se mostrou como um fator limitante para que a
fermentacgdo fosse concluida (ARGUN et al. 2008), por isso, a producdo especifica de
hidrogénio foi a menor em comparagéo com as razdes massa/volume maiores que foram

também testadas.

Figura 31- Produ¢do acumulada de hidrogénio do reator 2,5 g (1% m/v)

® |HZ acumulado
Boltzmann Fit of HZ acumulado

HZ2 acumulade (Mmol)

Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2016)

A segunda variacdo testada foi uma relacdo entre massa e volume de 1,8%
(m/v), sendo formada por 4,5g de substrato em 250 mL de solugdo aquosa. Houve uma
melhora na producdo especifica em relacdo ao reator que utilizou 1% (m/v),
aumentando de 73,06 mLH2/gSSVh para 110,43 mLH2/gSSVh, a taxa maxima de
producédo de H também melhorou, passando de 2,81 mL/h para 4,25 mL/h.

A fase lag do reator com 1,8% (m/v) foi mais curta em compara¢do com a fase
lag do reator que 1% (m/v), o que também contribuiu para a melhora da producéo de
hidrogénio, devido aos microrganismos terem comecado a produzir o gas mais

rapidamente, conforme pode ser visto na Figura 32.
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Figura 32- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator 4,5 g (1,8% m/v)

B [HZ acumulado

Boltzmann Fit of HZ acumuladao

H2 acumulado (Mmol)

I T I T I T I T I T _I
Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2016)

Na Figura 33 pode-se verificar que na variagdo de 2,6% (m/v) correspondente a
6,5g de substrato em 250 mL do volume reacional ocorreu uma queda da producdo
especifica de hidrogénio em comparacdo com o reator de 1,8% (m/v), passando de
110,43 mLH2/gSSVh para 95,97 mLH2/gSSVh.

Essa queda ocorreu devido ao reator de 2,6% (m/v) ter apresentado uma fase lag
mais extensa (81,13h) quando comparada com o reator de 1,8 % (m/v), que obteve
66,27h. Esse fato fez com que houvesse também uma queda na taxa maxima de
producdo de hidrogénio que foi de 4,25mL/h no reator que utilizou 4,5g de substrato

para 3,69 mL/h no reator com 6,59 de palma forrageira.
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Figura 33- Produgéo acumulada de hidrogénio do reator 6,5 g (2,6% m/v)

| B | HZ acumulado

—— Baltzmann Fit of H2 acumulado

Hz acumulado (Mmal)

| ! | ! | ! | ! | ! _I
Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2016)

J& quando utilizou-se a razdo de massa por volume igual a 3,4% (m/v), a
producéo especifica de hidrogénio melhorou em relacéo as razdes de massa por volume
de 1% (m/v), 1,8% (m/v) e 2,6% (m/v) ja mencionadas, sendo igual a 169,28
mLH2/gSSVh. Esse resultado se deve além de outros fatores ao aumento da taxa de
produgdo méxima de Hz que foi igual a 6,52 (mL/h), contra 2,81(mL/h), 4,25 (mL/h), e
3,69 (mL/h) dos demais reatores.

No reator que utilizou 8,59 de substrato a fase lag diminuiu quando comparada
ao reator que utilizou 6,5g de substrato, mudando de 81,13h (2,3% (m/v)) para 66,84h,
fato que aliado aos outros parametros favoreceu a producdo do hidrogénio nessas

condigdes de operagdo, conforme pode ser observado na Figura 34.
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Figura 34- Produgdo acumulada de hidrogénio do reator 8,5 g (4,2% m/v)

B | HZ acumuladao

—— Boltzmann Fit of H2 acumulado

(1]
1

H2 acumulado (Mmoal}

]
|

Tempao (Dias)

Fonte: Autora (2016)

Para finalizar a etapa de variacdo da razdo massa por volume no pré-tratamento
alcalino a 0,5% de NaOH e lodo de ETE (10% v/v), utilizou-se um reator com 4,2%
(m/v), correspondente a 10,59 de substrato em 250 mL de solugdo aquosa. Assim como
aconteceu na etapa anterior, quando a quantidade de substrato aumentou, houve uma

queda da producdo especifica de hidrogénio.

Comparando-se com o reator de 3,4% (m/v) que obteve producdo especifica de
169,28 mLH2/gSSVh, nessas condi¢fes operacionais obteve-se a producgdo especifica
igual a 77,27 mLH,/gSSVh, logo, 0 aumento da massa de substrato no reator ndo foi
bom para a produgdo de hidrogénio. A taxa maxima de producdo também caiu de 6,52
mL/h (3,4% (m/v)) para 2,98 mL/h.

Na Figura 35 constata-se que o conjunto desses fatores afetou a producéo de
hidrogénio no reator que utilizou 10,5g de substrato, mesmo tendo apresentado a menor
fase lag entre todos os reatores dessa fase de variacdo de massa da palma forrageira no

lodo de de ETE e pré-tratamento alcalino.
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Figura 35- Producdo acumulada de hidrogénio do reator 10,5 g (4,2% m/v)

B |HZ acumulado

—— Boltzmann Fit of H2 acumulado

Hz acumulado (Mmal)

=
L]
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.
n
ot
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Fonte: Autora (2016)

Observou-se outra vez, um fato importante nessa etapa do experimento que diz
respeito & producdo maxima de H. ndo ter ocorrido a partir da maior quantidade de
substrato, o que deixa claro que aumentar a quantidade de carboidrato disponivel para
0s microrganismos nao implica no aumento da producédo de Hz, pelo contrario, pode até
causar inibicdo do processo. Logo, percebe-se a importancia de estudar-se a quantidade
ideal de substrato para otimizar a producao de Ho,

Lembrando que a concentragdo de substrato nos reatores interfere diretamente na
producdo de acidos graxos volateis e no pH do sistema, que aliados aos parametros ja
mencionados, causam ou 0 aumento ou a queda na producao do hidrogénio (ZHANG et
al. 2007). Uma sintese dos principais resultados obtidos na etapa de variacdo de massa

do substrato com lodo de ETE esta apresentada na Tabela 19 e Figura 36:
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Tabela 19 - Principais resultados para a etapa de variacdo da massa do substrato

Caracteristicas da producdo de hidrogénio variando a massa do substrato (Lodo de E.T.E)

Massa P (mL) Tx(mL/h) T (h) PEspecificaH2 R2

Pré-tratamento () (MLH2/gSSVh)
2,5 117,95 2,81 68,34 73,06 0,999
4,5 142,98 4,25 66,27 110,43 0,999
NaOH 0,5% 6,5 130,45 2,49 81,11 95,97 0,999
8,5 198,91 6,52 66,84 169,28 0,998
10,5 89,41 2,98 50,04 77,27 0,998

P ¢ a produgdo maxima de hidrogénio (mL), Tx é a taxa de produgdo maxima de hidrogénio (mL/h), T (fase lag)
é o tempo em que ocorreu a producdo maxima (horas), PEspecificaH; é a producédo especifica de hidrogénio
(mLH2/gSSVh) e R? é o coeficiente de correlago.

Fonte: Autora (2016)

Figura 36- Producdo especifica de H; variando a massa do substrato em lodo de ETE
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(1%m/v) (1,8%mlv) (2,6%m/v) (3,4%m/v) (4,2%m/v)

Reatores com as variag0es das massas do subtrato

Fonte: Autora (2016)
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5.9.3 Efeito do pré-tratamento nos metabolitos utilizando a variacéo da razao
massa/volume em lodo de ETE

A variacdo massa por volume utilizando lodo de ETE mais eficiente para a
producdo de hidrogénio foi 3,4% (m/v). Ao observar os metabdlitos produzidos durante
essa etapa, verifica-se que a rota fermentativa utilizada para a produgéo de hidrogénio
foi a rota do &cido acético, o que é positivo para o objetivo principal desse trabalho: a

producdo de hidrogénio.

A melhor producédo de hidrogénio nessa condicdo operacional (8,5 g) pode ter
sido favorecida porque como que se pode observar, o acido acético representou uma boa
porcentagem (76,47%) em relacdo aos demais metabdlitos identificados. Além disso, a
porcentagem dos outros metabolitos foi bastante baixa, isso significa que os
microrganismos utilizaram os carboidratos especificamente para a producdo do

hidrogénio.

No reator que utilizou 2,59 em 250 mL de solucdo alcalina, a producdo de
hidrogénio foi a menor entre as demais variagdes de massa, talvez devido a producéo de
etanol ter consumido a glicose que seria necessaria também para a producdo de
hidrogénio (ANTONOPOULOU, 2010). Situagcdo semelhante ocorreu no reator com
1,8% (m/v) devido a producédo tanto do etanol como do acido propidnico, que inibe a

fermentacao anaerdbia.

Ao utilizar-se a razdo da massa por volume igual a 2,6%, o acido acético
representou uma boa porcentagem em relagdo aos demais reatores (76,84%), porém a
producdo de outros subprodutos consumiu carboidratos, assim como ocorreu no reator

com 10,5¢g de substrato em 250 mL de solucdo alcalina (Tabela 20).

Ao observar o reator que utilizou 12,5g de massa de substrato, observa-se que as
porcentagens de etanol (27,32%) e do acido isobutirico (24,22%) foram bem préximas a
porcentagem do acido acético (27,90%), isso pode n&o ter sido bom para a producéo de
hidrogénio porque a producdo desses outros acidos também consome carboidratos que

poderiam ser utilizados para a producao desse gas (ARGUN et al.2008).
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Tabela 20- Metabolitos obtidos a partir da variacdo da massa/volume em lodo de ETE

Reatores

Metabdlitos  250-1% 45¢-18%  65¢-  85¢-34%  10,5g-42%  12,59-5%

(Mol/L) (mv) (M) 2,6% (M) (m/v) (m/v)
(m/v)
Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Etanol 15,08 16,49 8,06 1,17 6,97 27,32
Ac.Isobutirico 3,05 5,75 3,58 2,91 10,08 24,22
Ac. propidnico 1,35 24,82 0,98 4,83 12,59 3,08
Ac. acético 68,38 45,71 76,84 76,47 59,01 27,90
Ac. butirico 7,64 2,46 6,31 5,93 5,91 11,02
Ac. 0,82 0,78 0,59 0,34 0,58 1,88
isovalérico
Ac. valérico 3,68 3,09 2,79 2,30 2,71 4,59
Ac. caprdico 0,00 0,89 0,84 6,05 2,15 0,00

Os valores dos metabdlitos estdo representados em porcentagem (%)

Fonte: Autora (2016)

5.9.4 Efeito da variacao do volume do in6culo de suinos na sacarificacdo da palma
forrageira (nopalea cochenillifera)

Para finalizar as diferentes condigbes operacionais testadas, a variacdo do
volume do inéculo em cada reator foi estudada. As variac@es utilizadas foram: 5% (v/v),
15% (v/v) e 20% (v/v), uma vez que a variacdo de 10% (v/v) ja havia sido utilizados em
todas as etapas anteriores. O indculo testado continuou sendo o de suinos por até aqui,

ter apresentado resultados mais satisfatérios em relagdo a producdo de hidrogénio.

Na Tabela 21 estdo os dados referentes a sacarificagdo da biomassa
lignocelulosica (palma forrageira) e da eficiéncia na remogéo de carboidratos de cada
reator. Pode-se ver que tanto o processo da sacarificacdo como da remocéo de acucares
foi mais eficiente no reator que utilizou apenas 5%(v/v) de indculo de suinos em 250
mL de volume reacional.

Esse resultado foi interessante levando-se em consideracdo o fato de que ao
utilizar-se um volume de in6culo maior (além do necessario) é preciso aumentar o

tamanho do reator. Porém como a melhor propor¢édo de indculo foi a mais baixa, pode-
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se dizer que foi um resultado vantajoso por causar minimizacdo dos custos para a
instalagdo do sistema (KUSCH,OECHSNER & JUNGBLUTH, 2008).

Além disso, foi demonstrado que utilizar um volume maior de in6culo ndo
significa ter uma producdo de hidrogénio maior devido a maior quantidade de
microrganismos presente no reator para consumir os carboidratos. As altas eficiéncias
alcancadas (90,24%, 88,73% e 87,23%) para os diferentes volumes de in6culos foram
bem semelhantes, indicando que esse parametro talvez ndo apresente muita influéncia

na remocao de acucares redutores.

Os valores de pH cairam de 7,0 (pH inicial) para uma faixa entre 5,32 e 5,41
(pHs finais), valores estes que estdo de acordo com Infantes et al. (2011) para
proporcionar altas eficiéncias de remocdo de acgucares redutores (proximas a 100%).
Esse fato pode ser explicado devido ao aumento provocado na taxa de fermentacdo

anaerdbia provocado por esses valores de pHs.

Confirmou-se ap6s a analise dos pHs finais de todos os reatores, que o
parametro pH é um dos principais interferentes na producdo de hidrogénio a partir da
digestdo anaerobia, uma vez que valores abaixo de 4,0 inibem a atividade da
hidrogenase, e consequentemente a producdo de H» e valores altos como 9,0 também
causam queda na producao especifica do H, (ZHANG et al. (2007)).
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Tabela 21- Caracterizacdo da palma em solucdo alcalina utilizando variag@es no volume do inéculo de

suinos
Reatores Glicose Glicose  Eficiéncia Metodologia pH Metodologia
Inicial Final (%)
(mg/L) (mg/L)
5% SUINOS 2454,16
25863,61 90,24 5,32
2332,48
5% SUINOS
‘ Dubois et APHA:
15%SUINOS 2419,39 al.(1956) Standard
23244,06 88.73 541  Methods for
2819,19 ' Examination
15%SUINOS of Water and
Wastewater
(1998)
20%SUINOS 2775,73
21934,29 87,23 5,41
20%SUINOS 2825,70

Fonte: Autora (2016)

5.9.5 Efeito da variagdo do volume do indculo de suinos na producéo de hidrogénio

O proximo passo foi estudar os efeitos da variagdo do volume do inéculo nos

reatores na producdo de hidrogénio. Segundo Kusch, Oechsner e Jungbluth (2008) que

estudaram a producdo de biogéas utilizando como indculo o esterco de cavalo, com as
seguintes proporcles: 10%, 20%, 30%, 40%, 44% e 50% (v/v), a melhor faixa de

variacdo é de 10% a 20% (v/v), portanto, foi a faixa testada nessa etapa do estudo.

Diante disso, esse estudo optou-se por testar além dessa faixa de variacdes a

proporcao de 5% (v/v) de inoculo de suinos, sempre com o objetivo de minimizar custos

para a realizacdo do procedimento de geracdo de gas. Portanto, as seguintes faixas de

variacdo do volume dos indculos foram estudadas: 5%, 10% (etapas anteriores), 15% e

20%. Ja a razdo massa/volume foi igual a 5%(m/v) devido aos resultados mais

satisfatorios apresentados.
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A razéo de 5%(v/v) de indculo de suinos foi a primeira variacdo a ser testada,
lembrando que o volume reacional dos reatores continuou sendo o0 mesmo: 250 mL. A
producdo especifica de hidrogénio obtida nessas condi¢des foi de 286,32 mLH2/gSSVh,
a taxa de producdo méaxima foi igual a 5,30 mL/h e a fase lag teve duracdo de 79,01h
(Figura 37).

Figura 37- Producéo acumulada de hidrogénio utilizando lodo de suinos 5% (v/v)

B |HZ acumulado

Baoltzmann Fit of HZ acumuladao
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Fonte: Autora (2016)

A segunda variagdo do volume de in6culo de suinos testada foi de 15% (v/v). A
partir desse sistema obteve-se a producdo especifica igual a 87,69 mLH2/gSSVh,
percebe-se uma grande queda desse parametro quando comparado ao resultado obtido
no reator com 5%(v/v) de inéculo (286,32 mLH2/gSSVh).

Essa queda pode ser explicada pelo aumento ocorrido na fase lag no reator
nessas condi¢des, que passou a ser de 89,82h ao invés de 79,01h como nas condicbes
anteriores, além desse fato, a taxa de producdo méxima diminuiu, sendo um fator
relevante na producdo de hidrogénio, passou de 5,30mL/h (reator com 5%(v/v)) para
4,87mL/h (Figura 38).
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Figura 38- Producéo acumulada de hidrogénio utilizando lodo de suinos 15% (v/v)
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Fonte: Autora (2016)

Ao se utilizar a proporgdo de volume de 20% (v/v) foi verificada a menor
producdo especifica de todas as variagdes de indculo dessa etapa, 32,46 mLH2/gSSVh.
Esse resultado deixa claro que aumentar a quantidade de indculo no reator ndo foi
eficiente para alcancar o objetivo principal desse trabalho: a producdo de hidrogénio
(Tabela).

Esse fato € importante por demonstrar que assim como a quantidade de massa do
substrato, o volume do in6culo utilizado nos reatores também merecem atencdo antes de
iniciar esse tipo de experimento, uma vez que, aumentar o volume do mesmo, ndo
indica que havera aumento na producdo do gas, muito pelo contrario, pois aqui vimos

que houve inibicao da atividade dos microrganismos.

A taxa de producdo maxima foi de 4,83 mL/h e a fase lag igual a 87,85h, ambos
os resultados foram semelhantes aos resultados obtidos no reator que utilizou 15% (v/v),
alcancando 4,87 mL/h e 89,82h, respectivamente. Porém, mesmo apresentando dados
parecidos, a producgdo de hidrogénio foi menos eficiente, indicando que o volume do

indculo no reator realmente afetou a geracéo do gas (Figura 39):
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Figura 39- Produc¢do acumulada de hidrogénio utilizando lodo de suinos 20% (v/v)
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Fonte: Autora (2016)

Argun et al. (2008) também estudaram a relacéo existente entre a concentracao
de biomassa utilizada em reatores em batelada e a producéo de H», concluindo que as
maiores proporcdes de biomassa obtiveram menor producdo acumulada de hidrogénio
devido ao consumo desse gas pelas bactérias homoacetogénicas produtoras do acido
acético, e como no presente trabalho, a utilizacdo do menor volume de in6culo também
foi melhor para a producédo especifica de Hz, confirmou-se os estudos de Argun et al.
(2008).

Esse resultado pode ser explicado devido a associacdo de parametros como:
obtencdo da maior taxa de producdo maxima, maior eficiéncia de remocdo de
carboidratos e, finalmente, menor fase lag obtidas nessas condigdes operacionais, 0 que
provavelmente beneficiou a taxa de fermentacdo anaerdbia nesse reator, ja que 0s
microrganismos se adaptaram mais rapido ao sistema, iniciando a produgdo do H> mais

cedo em relacdo aos demais.
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Tabela 22 - Principais resultados para a etapa de variacdo do volume do in6culo

Caracteristicas da producéo de hidrogénio variando o volume do in6culo (lodo suinos)

Pré- Volumedo P (mL) Tx(mL/h) T (h) PEspecificaH2 R2
tratamento  indculo (mLH2/gSSVh)
(V/v)
5% 216,07 5,30 79,01 286,32 0,996
SUINOS
NaOH 15% 198,69 487 89,83 87,69 0,996
0,5% SUINOS
20% 236,90 4,83 87,85 32,46 0,990
SUINOS

P é a producdo maxima de hidrogénio (mL), Tx é a taxa de producdo maxima de hidrogénio (mL/h), T
(fase lag) é o tempo em que ocorreu a produgdo maxima (horas), PEspecificaH, é a produgdo especifica
de hidrogénio (mLH2/gSSVh) e R? é o coeficiente de correlagéo.

Fonte: Autora (2016)

Apbs a realizacdo de todas as combinacbes de condi¢bes operacionais vistas
anteriormente, percebe-se que a producdo de hidrogénio a partir da digestdo anaerdbia
da biomassa lignocelulésica, representada aqui pela palma forrageira (nopalea
cochenillifera), € um processo bastante sensivel aos interferentes como o tipo de pré
tratamento acido (HCI) ou acalino (NaOH) e as respectivas concentracdes desses

reagentes para realizar o pré-tratmento (0,5%, 1%, 2%, 4% ou 8%).

Cita-se ainda o tipo do in6culo utilizado (suinos ou lodo de ETE), a variacéo da
razdo entre massa do substrato e volume reacional do reator (1%, 1,8%, 3,4%, 4,2% e
5% (m/v) e por fim, a razdo do indculo adotada nesse procedimento, que neste trabalho
foram 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). Todas as varia¢fes foram realizadas em um volume

reacional de 250 mL devido ao volume total dos reatores, 500 mL.

Finalmente, conclui-se aqui, levando-se em consideracdo principalmente a
producdo especifica de hidrogénio dos reatores, exatamente por permitir a comparagao
da producdo de hidrogénio em reatores com condi¢fes operacionais distintas, que o
conjunto de condigfes que melhor atendeu ao objetivo principal desse trabalho foi: 0,5
% (v/v) de NaOH, 5% (v/v) de indculo de suinos e 12,5 g (5% m/v) de palma forrageira
(nopalea cochenillifera), obtendo producgédo especifica de hidrogénio igual a 286
mLH2/gSSVh.

Percebe-se que reduzir a razdo do volume do inoculo pelo volume reacional, foi
um fator relevante para melhorar a geragdo de H» sendo possivel entender que foi

importante para melhorar o processo da digestdo anaerdbia, e, consequentemente, a
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atividade microbiologica, otimizando a producdo de hidrogénio. Esse resultado foi
interessante por possibilitar tornar o procedimento mais eficaz e econémico, devido ao

pequeno volume de indculo necessario (Figura 40).

Essa producdo especifica foi superior a de outros trabalhos realizados com o
mesmo intuito de produzir hidrogénio a partir da biomassa lignocelulésica, como por
exemplo, cita-se o resultado que Zhang et al. (2007) conseguiram ao realizar o pré-
tratamento &cido a 2% (v/v) utilizando o milho como substrato e inoculo de vaca,

alcancando producéo especifica de hidrogénio igual a 149,69 mLH2/gSSVh.

Cita-se também para comparacao de resultados, a producdo especifica igual a
65,78 mLH2/gSSVh obtida por Prakasham et al. (2009) ao utilizar como substrato uma
mistura de residuos agricolas como residuos de milho e arroz em reatores em batelada
com inoculo de budfalo, no entanto, sem realizar qualquer tipo de pré-tratamento na

biomassa.

Figura 40- Producéo especifica de H; utilizando varia¢des no volume do in6culo de suinos
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5.9.6 Efeito dos preé-tratamentos nos metabdlitos utilizando variac¢des no volume do
inoculo de suinos

Ao se estudar a variagdo do volume do indculo nos reatores, obteve-se maior
eficiéncia na taxa especifica de producao do hidrogénio no reator que utilizou a variagéo
de 5%(v/v). Entre os metabdlitos produzidos, verificou-se que o &cido acético foi o
acido organico produzido em maior quantidade em comparacao aos demais metabdlitos,
com excecao do reator que utilizou 20% (v/v) de in6culo, no qual a rota fermentativa foi

a do &cido butirico (Tabela).

O fato dos microrganismos do reator que usou a maior quantidade de in6culo
terem utilizado a rota fermentativa do acido butirico para produzir o hidrogénio pode ter
contribuido para que esse reator tenha sido o que menos produziu esse gas, uma vez que
a rota do acido butirico apresenta rendimento de 2 moles de H> por mol de glicose
consumida, sendo menos eficiente do que a rota do acido acético (KUMAR et al. 2015).

Apesar dos reatores que utilizaram as razdes 5% (v/v) e 15% (v/v) terem obtido
porcentagens semelhantes de acido acético, 49,84% e 45,38%, o reator com 15% (v/v)
de in6culo de suinos apresentou uma quantidade relativamente alta de &cido propidnico
(34,42%), o que compromete a eficiéncia da digestdo anaerdbia, e consequentemente, a

producdo de hidrogénio.

Tabela 23- Metabdlitos obtidos a partir da etapa de variagdo do volume do in6culo de suinos

Reatores
Metabdlitos 5%(Vv/Vv) 15%(v/v) 20%(v/V)
(Mol/L)
Metanol 0,00 0,00 0,00
Etanol 9,19 5,93 11,81
Ac.Isobutirico 4,77 5,90 5,00
Ac. propibnico 22,58 34,42 11,94
Ac. acético 49,84 45,38 7,22
Ac. butirico 5,58 5,62 58,50
Ac. isovalérico 0,73 0,69 1,28
Ac. valérico 1,35 2,06 2,76
Ac. caproico 5,97 0,00 1,49

Os valores dos metabolitos estdo representados em porcentagem (%)

Fonte: Autora (2016)
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6 CONCLUSOES

Verificou-se a viabilidade para utilizar a palma forrageira (nopalea
cochenilifera) como fonte de carboidratos para a producédo de hidrogénio, onde a mesma
obteve melhor producéo especifica do gas quando comparada a utilizacdo de outros

substratos (residuos agricolas).

Foram verificados também, os efeitos do pré-tratamento &cido (HCI) e alcalino
(NaOH) na producdo de hidrogénio a partir da utilizagcdo da palma forrageira (nopalea
cochenilifera) em condi¢gdes mesofilicas de temperatura. Concluiu-se que a utilizagéo
destes, aumentou a eficiéncia da producdo de hidrogénio em relacdo ao procedimento
realizado sem o pré-tratamento da biomassa.

Logo, observou-se a importancia da aplicacdo dos pré-tratamentos para otimizar
0 processo da sacarificagdo da biomassa lignoceluldsica, sendo que a utilizacdo de
NaOH foi mais eficiente do que a utilizacdo de HCI. Os melhores resultados foram
obtidos ao utilizar-se concentragdes menores de acido e base, j& nas maiores
concentracOes, houve queda na produgdo de H.. Em relacdo aos tipos de indculos
testados, o indculo de suinos apresentou melhor producdo especifica de hidrogénio
qguando comparado ao lodo de ETE.

Entre os principais subprodutos gerados durante esse processo encontraram-se 0
acido acético, etanol, acido butirico e o acido propidnico, ja 0 metano ndo foi detectado.
Como o principal metabdlito formado foi o acido acético, pode-se afirmar que a rota
fermentativa utilizada pelos microrganismos foi a do &cido acético, a mais favoravel

para a producdo de Ho.

Entre as varias condi¢BGes operacionais testadas, obteve-se a melhor producéo de
hidrogénio utilizando-se 5%(v/v) de indculo de suinos com 5% (m/v) de substrato em
solucéo aquosa com 0,5%(v/v) de NaOH. As menores razdes testadas do inoculo (v/v) e
do pré-tratamento alcalino (v/v) foram resultados interessantes levando em consideragédo

0s impactos ambientais causados pelo descarte desse efluente.
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7 SUGESTOES

1 Fazer a leitura de pH do efluente assim que os reatores forem retirados da
encubadora shaker para néo interferir nos resultados;

71 Congelar as amostras de cada reator imediatamente apds a leitura de pH ter sido
realizada;

9 Triturar a biomassa verde antes de coloca-la na estufa para acelerar o processo
de eliminacdo da massa Umida;

7 Para realizar ensaios de DQO, carboidratos ou solidos suspensos voléteis,
padronizar a altura de retirada da amostra (sobrenadante).
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