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RESUMO

A utilizacdo de residuos agroindustriais para a producdo de H; e CHy via
fermentacdo anaerdbia tem sido considerada bastante promissora por seu
potencial energético, econdmico e ambiental. O Efluente da Industria do Oleo
de Palma (POME - do inglés Palm Oil Mill Effluent), rico em triglicerideos
(TAGs), é produzido ao longo do processo de extragcdo do 6leo de palma, cuja
industria se encontra em forte crescimento, tanto no cenario brasileiro quanto
mundial. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo a produgéo bioldgica
de H; e CH4 a partir do POME. Inicialmente, realizou-se a producédo de H>
biolégico a partir de trés diferentes estratégias de conducé&o do processo:
fermentagcdo de POME bruto, hidrdlise simultanea a fermentacgéo e hidrolise do
POME seguida de fermentagéo. O efluente gerado durante a produgéo de Hy,
efluente liquido da producdo de hidrogénio (HPLW — do inglés Hydrogen
Producing Liquid Waste), foi entdo utilizado como matéria-prima para a
producdo de CH4. O preparado enzimatico vegetal (PEV) utilizado, rico em
hidrolases, foi extraido de sementes de mamona. A estratégia de hidrélise do
POME seguida por fermentagao anaerdbia (duas etapas) gerou os melhores
resultados em termos de rendimento (2,56 mmol Hy/ g DQO) e produtividade
(0,174 mmol Hy/ g DQO.h) em Hz, além de permitir a redugdo da fase
adaptativa de crescimento em 12 h. O processo de produgcdo de CHj
sequencial a produgado de Hy proporcionou a geragdo de 9,13 mmol CH4/ g
DQO, indicando o grande potencial de aproveitamento do efluente da producao
de Hy, o HPLW.



ABSTRACT

The use of agroindustrial residues for the H, and CH4 production via anaerobic
fermentation has been considered very promising for its energy, economic and
environmental potential. Palm Oil Mill Efluent (POME), rich in triglycerides
(TAGs), is produced throughout the process of extracting palm oil, whose
industry is in strong growth, both in the Brazilian and worldwide scenario. In this
sense, the objective of this work was the biological production of H, and CH4
from POME. Initially, the production of H; biological was carried out from three
different strategies of process conduction: fermentation of crude POME,
simultaneous hydrolysis to the fermentation and hydrolysis of POME followed
by fermentation. The effluent generated during H; production, Hydrogen
Producing Liquid Waste (HPLW), was then used as raw material for the
production of CHs4. The plant enzyme preparation (PEV) used, rich in
hydrolases, was extracted from castor bean seeds. The POME hydrolysis
strategy followed by anaerobic fermentation (two stages) generated the best
yield results (2.56 mmol Hz / g DQO) and yield (0.174 mmol H, / g DQO.h) in
H», in addition to allowing the reduction of the adaptive phase of growth in 12 h.
The process of production of sequential CH,4 to the production of H, provided
the generation of 9.13 mmol CH4/ g DQO, indicating the great potential of use of
the H, production effluent, the HPLW.
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Capitulo 1: Introducao




1. INTRODUGAO

O estabelecimento de uma era da bioeconomia exige ndo apenas uma
mudanca de padrdo de produgdo, mas também uma profunda modernizacao
dos processos de produgdo, que inclui a valorizagdo dos residuos gerados
durante o processo agroindustrial (REGINATTO; ANTONIO, 2015). A utilizagéo
de matérias-primas renovaveis e a sua exploracdo através de varios usos e
aplicagbes tém uma importancia notavel (FERREIRA-LEITAO et al., 2017).
Neste contexto, o trabalho proposto apresenta uma abordagem eficiente
utilizando um tratamento de pré-hidrélise com um preparado enzimatico vegetal
(PEV) de Ricinus communis, visando facilitar o acesso dos microorganismos
(HAN; YE; et al., 2015) aos nutrientes presentes no Efluente da Industria do
Oleo de Palma (POME - do inglés Palm Oil Mill Effluent) durante a
fermentagao anaerodbia para produgao de hidrogénio (H2) e metano (CHa).

O POME, rico em triacilglicerdis, é produzido ao longo do processo de
extracdo do 6leo de palma, uma industria em rapido crescimento no cenario
global (AHMED et al., 2015a) e o PEV consiste em uma preparag&o enzimatica
hidrolitica ndo comercial com elevada atividade de lipase, obtida a partir de
sementes de Ricinus communis dormentes (CAVALCANTI et al., 2007).

Neste trabalho, foram analisadas trés diferentes abordagens para
producao de hidrogénio bioldgico: fermentagao direta do POME bruto, hidrélise
simultanea e fermentagdo do POME (uma etapa) e hidrolise e fermentagcdo em
separado do POME (duas etapas).

No processo de duas etapas, foi realizada a hidrdlise anteriormente a
fermentagdo, com o objetivo de produzir hidrogénio biolégico com uma maior
produtividade conforme reportado na literatura até o presente momento (RASDI
et al., 2012). A adicdo da etapa de hidrdlise permitiu que a produgédo de H,
ocorresse em um tempo 75% menor do que no processo de fermentacdo do
POME bruto. Aléem disso, esta estratégia ocasionou um aumento de 14% no
rendimento total do processo.

A notavel diminui¢cdo da duragao da fase adaptativa e o aumento na taxa
de produgao de H, melhoram consideravelmente o potencial para a producao
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deste combustivel por meio do processo de fermentagcdo anaerdbica e a sua
atratividade como uma possivel alternativa verde a produgdo de Hj,. Além
disso, um estudo da capacidade hidrolitica de enzimas comerciais também foi
realizado para comparar com o desempenho de PEV.

A partir do efluente gerado no processo produgdo de Hp, HPLW, foi
possivel ainda apontar os potenciais de geragdo de CH4 e de redugao de DQO,
em relacdo ao POME bruto, em um processo sequencial de producédo de H; e
CHg,.

A presente dissertagdo de mestrado foi dividida em seis capitulos e esta
estruturada da seguinte forma: inicia-se com este capitulo 1 que trata da
apresentacdo do tema de tese, seguido pelo capitulo 2 com o referencial
tedrico que reporta: os aspectos bioldgicos do cultivo das palmeiras produtoras
dos frutos dos quais se extraem o oOleo de palma, o panorama da industria
desse 6leo no Brasil e no mundo; a problematica ambiental da producédo dos
residuos que essa industria gera; potenciais usos para o Palm Oil Mill Effluent
(POME) e possiveis pré-tratamentos do mesmo para posterior produgdo de

biogas.

Em seguida, no capitulo 3, estdo apresentadas as justificativas da
importancia do tema da dissertagéo, além dos objetivos, geral e especificos. No
capitulo 4 estdo descritas todas as metodologias experimentais e analiticas
utilizadas para a execucado da presente dissertacdo de forma detalhada. Na
sequéncia, no capitulo 5, apresentam-se os resultados discutidos de acordo
com os dados experimentais obtidos e comparados, quando procedente, com
os resultados reportados na literatura. Por fim, no capitulo 6 relatam-se as
principais conclusdes e no capitulo 7, sugestdes para trabalhos futuros.

O desenvolvimento desta dissertagcao possibilitou a comunicagdo dos
seguintes trabalhos de producéo cientifica e tecnolégica:

Artigos em periédicos:

Anexo 1 - (Under Review) Garritano A. N., de S3, L. R. V, Aguieiras E. C. G,,
Freire D. M. G., Ferreira-Leitdo, V. S. Efficient POME hydrolysis by Ricinus
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communis enzyme preparation and sequential production of fermentative

biohydrogen in a two-step process. Green Chemistry

Anexo 2 - (Under Review) Garritano A. N., Faber M. O., de Sa, L. R. V,
Ferreira-Leitdo, V. S. Palm Oil Mill Effluent as Raw Material for Biohydrogen

and Methane Production via Dark Fermentation: A review
Apresentacgao oral em evento:

Anexo 3 - Evaluation of a one- and two-step process of POME hydrolysis by
plant enzyme preparation and sequential production of biohydrogen
Garritano A. N., de Sa, L. R. V, Aguieiras E. C. G., Freire D. M. G., Ferreira-
Leitdo, V. S. Xll Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica - ENZITEC
2016

Trabalhos publicados em eventos internos:

Anexo 4 - Avaliagédo da hidrolise enzimatica do POME em uma e duas etapas
para producao de hidrogénio Garritano A. N., de Sa, L. R. V, Aguieiras E. C. G.,
Freire D. M. G., Ferreira-Leitdo, V. S. TERCEIRO WORKSHOP DE
COMPETENCIAS INTERNAS DO INT

Anexo 5 - Produgao de hidrogénio via fermentagao anaerobia a partir de fragao
hemiceluldsica de biomassa de cana-de-agucar Medeiros V. C. A., de Sa L. R.
V., Garritano, A. N., da Silva, A. S., Ferreira-Leitdos V. S. TERCEIRO
WORKSHOP DE COMPETENCIAS INTERNAS DO INT
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Capitulo 2: Objetivos




2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

Desenvolver um processo de produgéo de hidrogénio biolégico e metano

utiizando POME como matéria-prima e o preparado enzimatico vegetal de

Ricinus communis como biocatalisador para disponibilzacdo dos nutrientes

contidos

2.2,

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.24.

2.2.5.

2.2.6.

2.2.7.

2.2.8.

no POME

Objetivos especificos

Caracterizar o efluente da industria do 6leo de palma (POME);

Determinar a DQO inicial mais propicia para fermentagdo do POME

para a producao de Hy;

Avaliar o pH inicial mais favoravel para a produgao de Ha bioldgico;

Desenvolver a metodologia para analise dos acidos acético, butirico,
palmitico e oleico por cromatografia gasosa;

Analisar a cinética de fermentacdo do POME para produgao de H;

bioldgico;

Dosar a atividade do PEV utilizado em diferentes pHs e avaliar a
concentragdo ideal para utilizagdo no meio fermentativo para

producgao de Hy;

Analisar a cinética de fermentagdo do POME, com adicdo de PEV

em uma etapa, para produc¢ao de Hzbioldgico;

Avaliar o processo fermentativo realizado em duas etapas com

relagdo ao potencial de produgao de Hy;
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2.2.9. Comparar a eficacia do PEV no processo fermentativo em duas
etapas frente a utilizacdo de enzimas comerciais para a producao
de Hz bioldgico;

2.2.10. Avaliar o potencial de producao de CH4 a partir do efluente liquido
da produgdo de hidrogénio (HPLW) oriundo da fermentacéo
anaerobia do POME.
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Capitulo 3: Revisao Bibliografica




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. As palmeiras Elaeis guineensis e Elaeis oleifera

O género Elaeis esta contido na familia das Arecaceae, uma das familias
mais antigas de angiospermas, com fosseis que datam do periodo Cretaceo
(SINGH, RAJINDER et al., 2013). O género é constituido de somente duas
espécies, Elaeis guineensis, a qual é nativa do oeste da Africa e do sudeste
asiatico, e Elaeis oleifera, nativa da América do Sul e Central (COMBRES et
al., 2013). Cada uma dessas espécies de palmeira apresenta suas
particularidades no que tange o principal produto extraido do seu fruto: o 6leo.
Dentre as principais diferengas, pode-se destacar que a espécie americana
apresenta maior resisténcia contra pragas, maior facilidade de colheita dos
frutos e teor mais alto de acidos graxos insaturados (MBA; DUMONT; NGADI,
2015). Ja a espécie asiatica, o rendimento de 6leo por kg/ ha plantado € maior,
consolidando os paises dessa regido como o0s maiores produtores e
exportadores de 6leo de palma atualmente (SINGH, RAJINDER et al., 2013).

Py

Figura 1: Diferentes eépécieé das palmeiras produtoras de 6leo de palma: Elias guineensis (A) e
Elias oleifera (B). Fonte: Useful Tropical Plants

No sudeste asiatico, a atividade comercial desse 6leo se iniciou entre as
ilhas Mauricio e Amsterddo, no ano de 1848. Tendo em vista a crescente
demanda por tal éleo, comecgou-se a plantar a palmeira no inicio do século XX
e, mesmo com todas as adversidades, o plantio se desenvolveu num curto
espaco de tempo(SINGH, RAJINDER et al., 2013). Dentre os principais
empecilhos para o cultivo de palma, pode-se citar um longo ciclo reprodutivo -
de 10 a 12 anos — grande demanda por agua e a necessidade constante de
sol (EDEM, 2002). Quando o fotoperiodo minimo de 10 horas diarias ndo é
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obedecido, pode haver deformacbdes no verticilo floral, baixa atratividade de
polinizadores ou até mesmo a infertilidade de sementes geradas, principal
razao pela qual os principais paises produtores e suas industrias estao
situados em latitudes de clima equatorial (Figura 2) (COMBRES et al., 2013).

3.2. A industria e o mercado do 6leo de Palma

—-_ w -

Figura 2: Adequabilidade do solo e condigdes climaticas para o plantio de palmeiras do género
Elaeis (Fonte: http://global. mongabay.com)

A industria da palma vem se desenvolvendo rapidamente, pois dentre os
principais Oleos vegetais comercializados, o 6leo de palma consiste em um dos
mais rentaveis e versateis, como pode ser observado na Tabela 1 (IBGE,
2012). Além de ser um dos 6leos vegetais com maior rendimento de 6leo por
hectare plantado (quase trés vezes mais que o de milho, principal 6leo
produzido pelos EUA), seu potencial de produgéo de 6leo é quase cinco vezes

superior ao 6leo de soja, muito usado no Brasil.
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Tabela 1: Principais matérias-primas para extracio de 6leo vegetal e seus rendimentos (IBGE,

2012)
Matéria-Prima Rendimento do Contetdo de dleo Potencial de Uso de terra
cultivo (Kg/Ha) considerado (%) 6leo (Kg/Ha) (Ha/ton de dleo)

Palma 9479 20 1896 0,5
Amendoim 2018 41,5 837 1,2
Milho 3254 6,5 211 4,7
Soja 2558 18,5 473 2,1
Coco 3146 57 1793 0,6
Algodao 459 15 69 14,5
Mamona 643 46 296 3,4
Girassol 1342 48 644 1,6

Canola 1200 42 504 2

O dleo também tem diversas aplicagdes, tais como sua utilizagdo na
cozinha doméstica e na industria de alimentos de um modo geral, porém sendo
também bastante utilizado na oleoquimica e no setor de cosméticos e higiene
pessoal (Figura 3) (FAOSTATS, 2010).

50
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g 40
= ® Industria de alimentos
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O_—
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Figura 3: Consumo de 6leo de palma no mundo e suas principais aplicag6es. Fonte: FAOSTATS,
U.N. Food and Agriculture Organization, 2010

20



Os principais produtores de o6leo de palma na atualidade sao,
justamente, os que aparecem com condigdes propicias para o plantio da
palmeira. Neste sentido, Malasia e Tailandia respondem por,
aproximadamente, 84,5% da produ¢dao mundial desse dleo (Figura 4).

Equador Costa do Honduras
Marfim Brasil 0.56% Outros
5.25%

0.96%
Papua N. Guiné _ \q,61%_. 0-57%
0.98%
Nigéria
1.75%
Coldmbia
1.75%
Tailandia
2.91%

Figura 4: Principais produtores de 6leo de Palma no mundo
Fonte: FAOSTATS, U.N. Food and Agriculture Organization, 2014

Com a saturacao das areas de plantio nos paises asiaticos, & possivel
prever um crescimento do numero de produtores de 6leo de palma em paises
da América Central e do Sul e Africa Ocidental e Oriental (CASTIBLANCO;
MORENO; ETTER, 2015; RESEARCH, 2015). Além disso, com o crescente
aumento da demanda, a qual duplicou nos ultimos 5 anos, Brasil,Tailandia e
Colémbia vém aumentando suas areas de plantio rapidamente. Para o Brasil, o
cenario é bastante otimista. E esperado que até 2020 o pais ocupe a 32
posi¢cado no ranking mundial de produtores de dleo de palma, com uma area de
aproximadamente, 5 milhdes de hectares plantados (FAOSTATS, 2014).
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Outro motivo pelo qual o Brasil deve crescer no cenario dessa
commodity é a demanda interna. Ha uma previsdo de consumo de 520.000
toneladas de 6leo de palma, contra 240.00 toneladas de producao no pais, o
que demonstra a necessidade de importacdo deste produto para suprir a
demanda nacional reforgando a previsao feita sobre a expanséo da producao
interna deste oleo (KUSS et al., 2015). Desta forma, o pais vem se mostrando
um forte concorrente na producédo de 6leo de palma, dada sua disponibilidade
de areas favoraveis ao plantio de palma, principalmente nos estados da Bahia,
Amazdnia e Para, sendo estes, responsaveis por 95% da producéo de oleo de
palma no pais (ANDRE CREMONEZ et al, 2015). Com o aumento da
producdo de 6leo de palma, aumenta-se, também, a producdo dos residuos
oriundos do processamento do fruto, que podem ser consideravelmente

danosos ao ambiente quando ndo sao adequadamente tratados.

3.3. A problematica ambiental da producao do 6leo de palma e o
efluente da industria do 6leo de palma (POME)

O processamento do Oleo de palma gera biomassa, composta de
celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e um efluente liquido (rico em proteinas,
lipidios, minerais e carboidratos), como residuos (Figura 5) (SUKSONG,;
KONGJAN; O-THONG, 2015; YAKUB et al., 2015).
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Figura 5: Diagrama de blocos do processamento do coco da palma até a obtencao do 6leo vegetal
Fonte: (MBA; DUMONT; NGADI, 2015)
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Em uma industria, durante a esterilizagdo, os cachos de frutos passam
por um cozimento, em alta temperatura e pressao, que nao sO desnatura
qualquer lipase presente no endocarpo do fruto, como também amacia a
estrutura fibrosa da casca (MBA; DUMONT; NGADI, 2015). Além disso, o
tratamento também é responsavel pela ruptura parcial dos lipoplastos, tipo
celular que armazena 6leos vegetais. Esse procedimento gera 36% do volume
total do principal efluente gerado por essa industria, o Palm Oil Mill Effluent
(POME) (RUPANI; SINGH, 2010). Uma vez finalizado esse processo, 0s
cachos sao levados a um tambor-rotador para separagcdo dos frutos. Esses,
entdo, sdo encaminhados a fervura, para garantir a maxima extragao do 6leo
na prensagem (IGWE; ONYEGBADO, 2007). Apds esta etapa , o 6leo segue
para um tanque de clarificagdo, onde € repetidamente tratado, até que adquira
as propriedades desejadas. E durante o processo de clarificacdo que 60% do
volume total de POME é gerado na industria da palma (MBA; DUMONT;
NGADI, 2015).

A industria de 6leo de palma gera 184 milhdes de toneladas de residuo
anualmente (PUDUKUDY et al., 2014). Para cada Kg de dleo de palma
produzido, 4 kg de biomassa seca sdo gerados. Atualmente, toda a biomassa
seca é queimada, a exemplo do que ocorre em diversas outras industrias
agricolas (YAKUB et al, 2015). Essa biomassa € composta por lignina,
hemicelulose e celulose. Dentre esses compostos, aquele com maior poder
combustivel é a lignina (JOHNSON, 2010). Estudos recentes vem
demonstrando a possibilidade de conversio da celulose e da hemicelulose em
di-, tri- e polissacarideos de alto valor agregado (BAE et al., 2016; CHING;
HARITOS; TANKSALE, 2016). Vale destacar, entretanto, que tais processos

ainda sao custosos para realizagdo em escala industrial.

O POME, é produzido devido ao uso de agua nas etapas de
esterilizacdo do mosto, apdés a separacdo do carogo e da casca em um
hidrociclone e apds a clarificacdo do 6leo no processo de extragdo do oleo de
palma. Para cada tonelada de 6leo de palma produzida, sdo necessarias, em
média, sete toneladas de agua para o processamento, gerando assim,
aproximadamente 2,5 toneladas de litros de POME, o que corresponde a 50%
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dos produtos resultantes da industria (Figura 6) (KAMARUDIN et al., 2015;
RUPANI; SINGH, 2010; URBANIEC; BAKKER, 2015).

Palmiste
1.50%

Oleo de Palma
20.00%

Figura 6: Produtos da extragado do 6leo de palma na industria
Fonte: (HANSEN et al., 2015)

O POME consiste em um material complexo, que contém altas
concentragdes de material organico, 6leos e graxas (incluindo triacilglicerois) e
soélidos suspensos (AMAT et al., 2015; CHONG et al., 2009; KRISHNAN et al.,
2016; LIU; HUANG; WEN, 2016). Assim, um tratamento adequado é
necessario antes de despreza-lo em corpos d'agua (IGWE; ONYEGBADO,
2007).

Este efluente apresenta elevadas cargas de DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio) e DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), devido a sua alta
concentragdo de matéria organica, tornando-o altamente poluente, apesar de
nao-téxico (CHIN et al., 2013; LANKA; PYDIPALLI; LATHA, 2015).

Dada a elevada DQO do POME, nado é possivel descarta-lo diretamente
nos corpos hidricos, sendo necessario um tratamento prévio. O POME é
comumente tratado por métodos fisico-quimicos, como adsor¢do, coagulagao-
floculagao e filtragdo por membranas, porém, de forma ndo muito eficaz. De
modo geral, estagbes de tratamento s&o vistas como investimentos n&o-
rentaveis pelas industrias, 0 que muitas vezes leva a um tratamento insuficiente
dos efluentes e consequente poluicdo ambiental (CHAISRI et al., 2007;
KAMARUDIN et al., 2015; RUPANI; SINGH, 2010).
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Com base nas previsdes citadas anteriormente a respeito da expansao
deste mercado, faz-se necessario o uso de tecnologias para minimizar o
impacto ambiental provocado por esta industria. Dessa forma, ha crescente
preocupagao com o aproveitamento da biomassa de origem industrial, visando
minimizar o desperdicio de materiais com potencial de novas aplica¢des, como
forma alternativa para recursos nao renovaveis.

Um dos métodos que vém sendo estudados consiste no uso de processos
bioldégicos para tratamento e co-producdo de produtos com valor agregado
(HILIGSMANN et al., 2011; RESNICK, 2004; SINGH, LAKHVEER; WAHID,
2015). A fermentagdo do POME pode gerar produtos de interesse econémico,
tais como inseticidas, solventes, antibidticos, acidos graxos e enzimas. Além
disto, € observado que na produgéo de biodiesel e bioetanol por microalgas, o
POME pode ser utilizado como fonte nutricional destes organismos, devido a
sua elevada concentracdo de nitrato e orto-fosfato (GUO et al., 2013; HABIB et
al., 1997; LANKA; PYDIPALLI; LATHA, 2015; LEANO; ANCENO; BABEL,
2012).

Uma outra alternativa, essa com interesse energético, é a fermentagao
anaerobia do POME para produgdo de biogas. Estudos apontam que 100
toneladas de efluente sdo capazes de gerar cerca de 400 m? de biogas, o qual
€ composto de metano (CH), dioxido de carbono (CO2) e hidrogénio (Hs)
(CHAISRI et al., 2007; NURLIYANA et al., 2015; O-THONG et al., 2008;
PARTHASARATHY, PRAKASH; NARAYANAN, 2014).
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3.4. Hidrogénio como vetor alternativo de energia

As mudangas climaticas globais, provenientes do efeito estufa,
despertam crescente preocupagao com o futuro das fontes energéticas do
planeta. Neste cenario, o hidrogénio representa uma fonte promissora de
energia, pois sua combustdo € capaz de liberar mais energia que outros
combustiveis, como metano, diesel, gas natural e etanol, além de ser um
combustivel limpo por produzir apenas agua como subproduto de combust&o
(Figura 7) (O-THONG et al., 2008; SARMA et al., 2015).

Carvao
Etanol
Biodiesel
Diesel
Gasolina
Gas Natural
Metano

Hidrogénio

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Poder calorifico (MJ/kg)

Figura 7: Poder calorifico de compostos comumente utilizados como combustiveis. Fonte:
WONG, WU & JUAN (2014)

Em condi¢cdes normais de pressao e temperatura, este gas € insipido, inodoro,
incolor e e apesar de ser um gas abundante no meio ambiente, dificimente &
possivel encontra-lo em sua forma molecular, por este motivo é denominado
vetor energético (BABITA; SRIDHAR; RAGHAVAN, 2011).

Este gas apresenta diversas aplicagdes industriais, tais como a fabricagéo
de amonia, produgdo de metais, hidrogenagdo de Oleos e gorduras,
combustivel de propulsao de foguetes, processamento de combustiveis fésseis
e setor de transportes (BOCKRIS, 2013).

Atualmente, a producdo de H; parte de 3 diferentes fontes, sendo duas

renovaveis e uma nao-renovavel. Dentre os renovaveis, temos a producao de
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H, partindo de agua e da biomassa, ao passo que a produgdo de Hz ndo-
renovavel parte de combustiveis fosseis. Alguns dos métodos mais utilizados
para a produgdo de H; estdo listados na Tabela 2 (BRAGA et al., 2013;
PUDUKUDY et al., 2014; RESNICK, 2004).

Tabela 2: Principais fontes renovaveis e nao-renovaveis para producio de hidrogénio
Fonte:(KAPDAN; KARGI, 2006)

Fontes Matéria-prima Métodos

Processos bioldgicos (biofotdlise da agua,
foto-fermentacdo e fermentacdo anaerdbia)
Biomassa Gaseificacdo da biomassa
Reforma a vapor do etanol
Renovaveis Reforma em fase liquida

Eletrdlise da agua
Agua Processos foto-eletroquimicos
Processos termoquimicos

Reforma a vapor do gas natural
N3o-renovaveis | Combustiveis fosseis | Oxidacdo parcial de hidrocarbonetos pesados
Gaseificagdo do carvao

Dentre os métodos citados, o H, obtido a partir de fonte ndo-renovavel
corresponde a aproximadamente 95% da produ¢do mundial. Entre esses 95%,
40% sao produzidos pela reforma a vapor do gas natural, seguido pela
oxidagao de hidrocarbonetos pesados (30%). A obtencdo de H, a partir de
fontes renovaveis soma somente 5%, dos quais 4% s&o obtidos a partir de
processos que usam a agua como matéria-prima. A produgédo bioldgica
contribui com apenas 1% no percentual de produgdo de H; no cenario atual
(DAS et al., 20006).

Devido a abundéncia de biomassa residual de diversos processos
agroindustriais, o desenvolvimento de tecnologias para produgéo biologica de
H, vem sendo estimulado por diversas iniciativas governamentais (Horizon
2020, UE; Hydrogen from Biomass NREL/E.U.A. Department of Energy; Rede
Brasileira de Hidrogénio, Brasil). Os processos bioldgicos para producéo de H
tem mostrado grande potencial devido a capacidade de utilizar tais residuos,
além de serem adequados para producdo descentralizada de energia em
instalagbes de pequena escala, em locais onde tais efluentes estdo
disponiveis, evitando assim custos adicionais com transporte (KOTAY E DAS,

2008). Além disso, os processos biologicos sdo geralmente operados a
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temperatura e pressdo ambientes, levando assim a um menor consumo de
energia e a balangos energéticos favoraveis (BALAT; KIRTAY, 2010; KUMARI,
SINU; DAS, 2015).

3.5. Producao biolégica de H;

Apesar de ser responsavel por somente 1% da produgao total de Hy, a
producao por via biolégica vem recebendo grande atencéo pela possibilidade
de reaproveitamento de residuos e efluentes; por apresentar menor consumo
de energia; por ocorrerem em pressao e temperatura brandas; além de ser
uma alternativa econémica, se implementada em locais onde os residuos e a
biomassa ja estdo disponiveis (BOCKRIS, 2013). As principais vias de
producdo de H; biolégico sdo a biofotdlise da agua, a foto-fermentacéo e a
fermentacdo anaerobia (OH et al., 2011).

3.5.1. Aspectos gerais da biofotélise da agua

As enzimas das familias hidrogenase e nitrogenase sao responsaveis
por catalisar a produgao de hidrogénio via fotdlise da agua, em um processo
que consiste em remover elétrons de uma molécula de agua e utiliza-los para
reduzir prétons em hidrogénio (Hz) (TEE et al., 2017). Neste processo,
cianobactérias e microalgas utilizam a agua como fonte de protons e elétrons e
o CO, presente no meio, como fonte de carbono para crescimento celular. E
justamente durante esse crescimento que o hidrogénio € produzido(KUMARI,
SHEENA; NASR; KUMAR, 2017).

Durante a biofotdlise, a energia luminosa é usada para catalisar a
quebra da agua no centro de reagao do fotossistema 2 (PS Il) e os elétrons
gerados saltam através do esquema-Z (Figura 8). Os elétrons chegam a
molécula de ferredoxina (Fd), que, por sua vez, os doa as hidrogenases,
catalisando a formagao de hidrogénio (KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN,
2010; MERSCH et al., 2015).

No caso de cianobactérias filamentosas, as enzimas responsaveis por
catalisar a formacdo de hidrogénio sdo as nitrogenases. Apesar de este
método utilizar agua como substrato e ndo necessitar do dispéndio de ATP por
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parte das bactérias, ha a obrigatoriedade de iluminagcédo constante além de ser
facilmente inibido na presenga de O,. Dessa forma, uma possivel aplicagdo em
larga escala ficaria comprometida.(KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN,
2010)
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<VC>4> "
L v, Q -
.
Fd

red

H+

2
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/

ADP ATP

RCOOH  H,0*+CO,

Figura 8: Representacdo esquematica da fotolise da agua realizada por cianobactérias
filamentosas. PSI, fotosistema I; PSII, fotossistema Il; Fd, Ferridoxina. Adaptado de
(HALLENBECK; GHOSH, 2009)
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3.6. Aspectos gerais da foto-fermentagao

Bactérias purpuras nao sulfurosas constituem um grupo n&o-taxonémico
de microorganismos capazes de produzir Hy (IZU et al., 2001). Apesar de
serem capazes de crescer numa gama de condi¢gdes (aerdbios facultativas,
podem crescer na auséncia ou na presencga de luz, autétrofas ou heterodtrofas)
a producdo de hidrogénio ocorre somente em condi¢des especificas de
crescimento fotoheterotrofico, ou seja, na presenga de luz e em ambientes com
disponibilidade de matéria organica (OZGUR; PEKSEL, 2013). Durante a fase
de crescimento, as mesmas usam compostos organicos de cadeia curta como
doadores de elétrons para formarem ATP para seus processos metabdlicos. Os
elétrons obtidos durante a oxidagdo desses compostos viajam por uma série de
carreadores de elétrons (Figura 9) e s&o entregues a Fd, as quais os entregam
as nitrogenases. Essas, quando em auséncia de nitrogénio, sdo capazes de
atuar como hidrogenases, reduzindo prétons e catalisando a formagao de Ho.
Como essas bactérias ndo sdo capazes de formar O», ndo ha inibicao de
nitrogenases (HALLENBECK; GHOSH, 2009).

NH;

+N,

H, <
Luz <_I— H* ‘
e' -l
~ ADP +P,

H* H*

/ ATP-sintase
H*

Acidos organicos> H*+e +CO,
Figura 9: Representacao esquematica da producéao de hidrogénio biolégico por bactérias

purpuras nao sulfurosas. PS, fotossistema; Q, ubiquinona; Cyt, citocromo; Fd, ferridoxina; F0 e
F1, sub-unidades da ATP-sintase. Adaptado de (HALLENBECK; GHOSH, 2009)
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Além disso, podem utilizar diferentes residuos como substrato, desde
que nao apresentem grande complexidade. Em contrapartida, esse sistema
necessita de um biorreator adaptado para maximizar o aproveitamento da luz
solar ou de alguma outra fonte luminosa, além de liberar grandes quantidades
de CO; conjuntamente ao H; produzido (CHENG et al, 2012
HEMSCHEMEIER; MELIS; HAPPE, 2009).

3.6.1. Aspectos gerais da fermentacao anaerobia

A fermentagdo anaerdbia é um processo bioldgico, que ocorre na
auséncia de oxigénio, durante o qual, bactérias transformam material orgénico
em compostos de cadeias menores, tais como os acidos acético, butirico,
isobutirico e propiénico, etanol, butanol, metano, didxido de carbono e,
hidrogénio (URBANIEC; BAKKER, 2015).

Um sistema que faz uso de culturas puras para obtengdo dos produtos
de interesse é, por vezes, limitado quando o enfoque é o uso de residuos
complexos provenientes de industrias (HILIGSMANN et al., 2011; MISHRA;
ROY; DAS, 2015). Isso se da pelo fato de que uma mesma espécie de bactéria
dificilmente pode promover a lise de diferentes moléculas complexas, visto que
seu metabolismo € adaptado para degradar determinados substratos em
energia e impossibilitado de fazer o mesmo para outros (MISHRA; ROY; DAS,
2015). Por este motivo, alguns processos fermentativos anaerobios fazem uso
de culturas mistas, o que promove uma maior robustez ao sistema (AHMED et
al., 2015a; MAMIMIN et al., 2012; O-THONG et al., 2008). O uso de consorcios
microbianos permite a degradacao de efluentes complexos, ricos em moléculas
de cadeias maiores, como lipidios, proteinas e carboidratos, os quais séo
comumente encontrados em materiais residuais provenientes de industrias
(HUNG; CHANG; CHANG, 2011).

A fermentacao de tais materiais complexos por consorcios microbianos
pode ser dividida em quatro etapas principais: hidrélise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese (GHIMIRE et al., 2015). Na etapa de hidrdlise, a
matéria organica complexa € degradada em compostos menores devido a agao
das enzimas extracelulares secretadas pelas bactérias hidroliticas. Durante a

acidogénese, microorganismos sdo capazes de metabolizar esses compostos
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em acidos organicos, que sdo comumente consumidos durante a acetogénese.
O consumo dos acidos organicos para formar acetato e butirato permite a co-
producao de H,. Se o processo continuar, o H, € combinado com o dioxido CO;
presente no meio e a formagdo de CHs é observada (Figura 10) (KAPDAN;
KARGI, 2006; KUMARI, SINU; DAS, 2015; NTAIKOU; ANTONOPOULOU;
LYBERATOS, 2010; OZGUR; PEKSEL, 2013).

Carboidratos Triacilglicerois Proteinas
Hidrdlise

Monossacarideos Acidos graxos Aminoacidos

Acidogénese

Acidos organicos, alcoois, etc.

Acetogénese

AN Acetato

Metanogénese \ | /

Figura 10: Representagao esquematica da fermentagao anaeréobia usando lodo de estacao
de tratamento de esgoto como inéculo. A etapa de metanogénese é inibida devido ao pré-
tratamento do lodo. Fonte: (WONG; WU; JUAN, 2014)

A fermentagdo anaerobia tem uma série de vantagens quando
comparada com outros processos bioldgicos, ndo sO6 devido ao seu maior
rendimento em H,, mas também devido a co-geracdo de acetato, e outros
metabdlitos secundarios com valor agregado. A desvantagem mais acentuada
que deve ser ponderada € que se o processo nao for realizado corretamente,
pode haver a conversdo do H;, obtido em CH4 (CHENG et al., 2015; SARMA et
al., 2015).

Assim sendo, visando minimizar a conversdo do H, obtido em CHy, a

estratégia mais utilizada consiste no pré-tratamento do inéculo utilizado. Esta
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etapa € extrema importancia quando se utiliza lodo anaerdbio como inéculo
para a producao de H,

Um dos pré-tratamentos mais reportados na literatura é o pré-
tratamento acido, que se baseia na capacidade de esporulagdo de bactérias
produtoras de H, (BAGHCHEHSARAEE et al., 2008; CHENG et al., 2015; DE
SA et al., 2013). Diversas bactérias consumidoras de H, sdo incapazes de
esporular, e quando submetidas as condi¢cdes extremas de pH tem sua parede
lisada e o conteudo intra-celular extravasado (HAWKES et al., 2002).

Além da possivel conversdo do produto de interesse em CH4, a
fermentagdo anaerdbia € um processo que pouco reduz a DQO do residuo
utilizado como matéria-prima, tornando necessario um tratamento do efluente
apos a fermentagcdo (MOHAMMADI; IBRAHIM; SUF; et al., 2011; O-THONG;
PRASERTSAN; INTRASUNGKHA, 2008).

De modo a maximizar o rendimento de H, obtido nos processos
fermentativos e evitar a obrigatoriedade de um pos-tratamento do efluente da
fermentagdo anaerdbia, um processo sequencial, combinando fermentagao
anaerdbia e foto-fermentacdo vem sendo estudado e resultados promissores
sdo observados (CHAIPRAPAT; LAKLAM, 2011; CHENG et al., 2012). Os
organismos foto-fermentativos utilizam metabdlitos secundarios oriundos da
fermentagdo anaerdbia como substrato para a producédo de H;, aumentando a
producdo de Hz. Embora alguns dos metabdlitos secundarios produzidos nao
prejudiquem o crescimento celular, a concentracdo de acetato é critica nos
meios de fermentacdo e pode reduzir a produgdo de H,. O aumento da
concentracdo de acido no meio ira alterar a condi¢ao ideal para a producao de
H2 (ANDROGA et al., 2012; BIANCHI et al., 2010; OH et al., 2011).

Uma alternativa mais simples a foto-fermentagdo consite na produgao
sequencial de CH4 a partir do efluente da producdo de H, via fermentacao
anaerobia. A producdo de Hj via processo fermentativo gera um efluente
denominado Hydrogen Production Liquid Waste (HPLW), o qual é rico em
acidos orgéanicos, como o0s acidos acético e butirico. Sabe-se que
aproximadamente 72% do CH4 produzido via fermentagcdo anaerdbia é
proveniente do acido acético, o que justifica o uso deste HPLW para obtengao
deste combustivel (Sarma et al., 2015)
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3.7. Catalise enzimatica do POME

Como mencionado na sec¢ao 3.3, o POME é um material complexo, rico
em TAGs, moléculas compostas por trés acidos graxos ligados a uma molécula
de glicerol, que n&o s&o facilmente metabolizadas por bactérias anaerdbias
(SUWANNO et al., 2017). A clivagem das moléculas de TAG tém como
produtos acidos graxos livres, glicerol, mono e diacilgliceréis (Figura 11),
melhorando a digestibilidade do POME, (GHIMIRE et al., 2015). Vale ressaltar,
que a hidrodlise dos TAGs, catalisada por lipases, ocorre em condi¢cdes brandas
de temperatura e pressao (45 °C, 1atm) (ZHANG et al., 2016).

0

o] I
CHz—o—(":—R R—C—OH CH>—OH

(") Lipase (||)
CH—O—C—R’ + 3H20 R'—C—OH + CH—OH

(") 0o
CH,—O—C—R" R*—G—OH CH,—OH

Figura 11: Reacgao de hidrélise de triacilglicerol catalisada por lipase

O uso de lipases como catalisador vem sendo amplamente difundido em
processos biotecnologicos devido a sua alta eficacia, superando o rendimento
de processos sem a utilizacdo de biocatalisadores em muitas vezes
(referencia). Atualmente, existem muitas lipases disponiveis no mercado,
porém sdo de custo muito elevado (Sigma-Aldrich, 2017; Biocatalysts, 2017).
Uma forma de superar esta limitagdo é o emprego de preparados enzimaticos
ndo comerciais (LANKA; PYDIPALLI; LATHA, 2015; OKWUTE; STEPHEN;
ANYANWU, 2015; SUWANNO et al., 2017; ZHANG et al., 2016).

Para o desenvolvimento desse processo em grande escala, faz-se
necessario a reducao dos custos com biocatalisadores. Dessa forma, diversos
estudos vem sendo realizados com o uso de preparados enzimaticos como
alternativa para o pré-tratamento de efluentes ricos em gorduras oriundos da
industria alimenticia (CAMMAROTA; TEIXEIRA; FREIRE, 2001; VALLADAO;
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CAMMAROTA; FREIRE, 2011; ALEXANDRE et al.,, 2011; DAMASCENO;
CAMMAROTA; FREIRE, 2012).

As sementes de Ricinus communis sdo conhecidas por conterem grande
quantidade de enzimas hidroliticas, principalmente lipases (CAVALCANTI et
al., 2007). Estudos indicam a presenca de lipases acidas e basicas nesta
semente. As acidas apresentam atividade 6tima em pH 5, enquanto as basicas
apresentam atividade o6tima em pH 7 ou maior (SRIVASTAVA; MATHUR,
2016). Como forma de dar uma destinagdo viavel, econbmica e
ambientalmente correta a este residuo, o preparado enzimatico vegetal (PEV),
proveniente dos residuos da mamona, representa um material de grande
interesse para estudos.

O desenvolvimento de uma etapa de pré-hidrolise enzimatica pode
aumentar a sua superficie de contato, favorecendo assim a assimilagdo da
matéria organica pelo consorcio microbiano durante o tratamento bioldgico e
acelerando assim o crescimento e a sintese dos produtos de interesse
(CAMMAROTA; FREIRE, 2006; VALLADAO; CAMMAROTA; FREIRE, 2011).

Hidrogénio é produzido a partir de acidos graxos de cadeia longapor
meio do processo de -oxidagdo (PARTHASARATHY, SHRIDHARAN;
GOMES; MANICKAM, 2016). Durante esse processo, a molécula de acido
graxo sofre sucessivas clivagens de duas unidades de carbono por vez,

conforme demonstrado na Figura 12.
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Figura 12: Representagcao esquematica da beta-oxidacao de acidos graxos e producgédo de Hz Os
ciclos de B-oxidagao continuam até que sejam produzidas duas moléculas de acetil-CoA

Durante esse processo, um acido graxo de cadeia longa sofre
sucessivas reag¢des, de modo a tornar a ligagdo entre o segundo e o terceiro
carbono da molécula menos instavel, facilitando sua clivagem ao final do
processo (IRAM; CRONAN, 2006). A formagao de H, se da de acordo com as
reagdes a seguir (MCINERNEY; BRYANT; PFENNIG, 1979):

Reagdo 1:

CH3(CHz2)14CO0- + 6H20 = 4CH3CO0- + 12Hz + 3H*

Reagdo 2:

CH3(CHz);CH=CH(CHz),CO0- + 6H20 = 4CH5CO0- + 14H; + 3H*
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3.8. Producao biolégica de CH, utilizando como substrato o efluente
liquido obtido apés aprodugao de H, (HPLW) a partir do POME

Assim como o H2, o CH4 obtido a partir da fermentacdo anaerdbia de
diversos efluentes mostra-se uma alternativa ambientalmente correta de
energia renovavel, uma vez que as pesquisas nesta area vém avangando,
impulsionadas pelo impacto ambiental causado por combustiveis fdsseis,
obtidos a partir do petroleo (MCKAIN et al., 2015).

O CH4 consiste em um gas incolor, e, se misturado ao ar, altamente
inflamavel (PAWAR; BYRNE; NIEL, 2016). Geralmente, este gas é obtido a
partir do gas natural e do carvdo, aquecimento da biomassa e da
decomposicédo anaerdbia da matéria orgénica. Suas principais aplicagées s&o
como gas de cozinha, combustivel para automdveis, fonte de energia elétrica e
insumo para outros produtos, como metanol (CABALLERO; PEREZ, 2013;
YACOB et al., 2006). Possui elevado poder calorifico sendo este proximo ao do
GLP (Gas Liquefeito de Petroleo), diesel e gasolina, portanto, pode ser utilizado
como combustivel (CABALLERO; PEREZ, 2013; IGWE; ONYEGBADO, 2007;
YACOB et al., 2006).

Conforme mencionado na seg¢do 3.5.3, o efluente liquido gerado na
producdo de H2 (HPLW) é rico em acidos acético e butirico, os quais podem
ser convertidos a CH4 pelo processo de dismutacdo do acido acético.

Sabe-se que, aproximadamente 72% do metano produzido via fermentagao
anaerobia & proveniente do acido acético, segundo a reagdo a seguir, 0 que
justifica o uso do HPLW para obtenc&o de CH4 (METCALF E EDDY, 2015).

Reacao 3:
4 CH;COOH - 4CH, + 4CO,
No entando, o acido butirico também contribui para a produgcdo de CH4,
sendo convertido, primeiramente em &acido acético para, entdo, chegar ao

metano, numa reacdo de duas etapas, conforme demonstrado abaixo
((KADNIKOV et al., 2012; TAYLOR; TAKAI, 2012)):
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Reacao 4:

2 CH;CH,CH,COOH + H,0 + CO, - 4 CH;COOH + CH,

Reacao 5:

4 CH,COOH — 4CH, + 4 CO,

Estudos apontam que apenas 30 a 40% da matéria-prima é utilizada na
producdo de H2 via fermentagcdo anaerdbia, e que de 60 a 70% dela é
convertido a outros metabdlitos, presentes no HPLW. Com isso, o HPLW
mostra-se uma mateéria-prima promissora para fermentacdo anaerdbia, visando
a producgao de CH4 via conversao de acetato, por bactérias metanogénicas.

Algumas pesquisas avaliam a produgdo simultdnea de H2 e CH4
(CHENG et al., 2015; KRISHNAN et al., 2016; LEE et al., 2010; ZHU et al.,
2008). No entanto, este tipo de processo apresenta um rendimento inferior, se
comparado a produgcdo em duas etapas, uma vez que as bactérias
metanogénicas podem consumir o H2 formado, como apresentado
anteriomente (Figura 10, segéo 3.5.3).

Diversos estudos apontam uma significativa redu¢cdo da DQO apods a
fermentagcdo para obtencdo de CH4, portanto, este processo pode ser
considerado como uma forma de tratar um efluente gerado e, ainda, fornecer
compostos com valor agregado e de interesse comercial (CHAISRI et al., 2007;
LEE et al., 2010).

O processo global (Figura 13), em que se realizam as produgdes de
H2 e CH4 sequencialmente, é altamente relevante nos cenarios energético e
ambiental no ambito mundial. Neste processo, um residuo altamente poluente
e abundante pode ser empregado como matéria-prima para a produg¢ao de dois
biocombustiveis de grande interesse, H2 e CH4, tendo como efluente final, um
liquido de caracteristicas ambientalmente menos agressivas (AHMED et al.,
2015b).
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Figura 13: Representacao esquematica do processo de produgao sequencial de
hidrogénio biolégico e metano a partir do POME

Diante do exposto, € evidente a necessidade de estudos voltados para a
producdo de H; bioldgico, tendo em vista a possibilidade de utilizagdo de um
bicombustivel baseado em fontes renovaveis de energia. Neste estudo, o
efluente de uma industria em crescente expansao no Brasil e no mundo foi
utilizado visando a producédo de H; biolégico em experimentos de pequena
escala. A metodologia analitica foi adaptada para as necessidades do trabalho

e satisfatoriamente calibrada.
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Capitulo 4: Materiais e Métodos




4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Origem e caracterizacao do Palm Oil Mill Effluent (POME)

O POME bruto foi gentilmente cedido pela Agropalma S/A (Tailandia,
PA). O mesmo foi coletado do ponto de descarga final de uma fabrica de 6leo
de palma no estado do Para (Brasil) e utilizado como matéria-prima para a
producao deH2. O POME apresenta coloracéo castanha, pHentre 4,0e4,5¢ i
armazenado sob-refrigeracao, a 4 °C.

As anadlises de DQO, solidos suspensos totais (SST), fixos (SSF) e
volateis (SSV) e Oleos e graxas foram realizadas de acordo com normas
recomendadas por métodos oficiais (APHA, 1998)]. Acucares redutores foram
analisados pelo método de DNS e carbono e nitrogénio totais foram
quantificados utilizando um CHN Analyzer (Leco, EU).

4.1. Origem e pré-tratamento do inéculo

Neste trabalho utilizou-se como indculo lodo anaerdbio proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgoto da Penha, localizada no bairro Penha, na
cidade do Rio de Janeiro e gentilmente cedido pela CEDAE. Para o estudo, foi
coletado apenas um lote de lodo anaerdbio, o qual foi armazenado em
temperatura ambiente.

A concentragdo de SSV do lodo foi determinada de acordo com as
normas recomendadas na literatura (APHA, 1998). No pré-tratamento acido, o
pH do lodo anaerdbio in natura foi ajustado para 2 utilizando uma solugao de
HCI 10 mol/L e mantido neste pH durante 60 minutos.

4.2. Origem e/ou producao dos biocatalisadores

O preparado enzimatico vegetal (PEV) utilizado foi extraido de Ricinus.
communis de acordo com metodlogia proposta por Cavalcanti e colaboradores
(2007). O mesmo foi gentiimente fornecido pelo Laboratorio de Biotecnologia
Microbiana (LaBiM) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
Também foram utilizadas as lipases comerciais imobilizadas Novozym 435

(lipase B imobilizada de Candida antarctica) e Lipozyme RM IM (lipase
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imobilizada de Rhizomucor miehei), Lipozyme TL IM (lipase imobilizada de
Thermomyces lanuginosus) Palatase 20000 L (lipase livre de Rhizomucor
miehei em formulagao liquida) e Lipomod 34 MDP (lipase em p6 de Candida
cylindracea). As enzimas comerciais foram gentilmente fornecidas pela Sigma
(St. Louis, EUA).

4.3. Determinacao da atividade do PEV

A atividade lipasica do PEV foi determinada por titulagdo dos acidos
graxos livres (AGF) liberados pela hidrdlise de tributirina 5% (m/v) promovida
pelo PEV, de acordo com metodologia de Cavalcanti et al., 2007. Uma unidade
(U) de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima, a qual
libera 1 umol de acidos graxos por minuto nas condi¢ées do ensaio. Verificou-
se que a atividade de PEV erade 798 U/gem pH =4 e 499 U/gem pH = 7.

4.4. Avaliagao da hidrélise de POME por diferentes concentragdes de
PEV

Testaram-se diferentes concentragcées de PEV (0,1, 0,5 0,75, 1 e 2%
m/v) de modo a determinar a faixa adequada de trabalho. Duas abordagens
foram adotadas: uma hidrolise simultdnea a fermentac&o anaerdébia (35 °C, 150
rom, pH 6,5) e um procedimento de pré-hidrélise, durante o qual o POME foi
submetido a agdo dos biocatalisadores — em uma temperatura de 45°C, 200
romeempH?7.

4.5. Avaliagao preliminar da produgao de H:

A Figura 14 representa a abordagem experimental do trabalho nos trés
cenarios estudados: fermentacdo bruta do POME, o processo de hidrdlise
simultaneo a fermentagdo (uma etapa) e o processo fermentativo sequencial a
hidrdlise do POME. Todas as fermentagdes realizadas neste trabalho foram
conduzidas em frascos tipo penicilina de 100 mL, com volume util de 45 mL, os
quais foram purgados com N2 por um minuto. O meio reacional era composto
de 26 mL de lodo anaerdbio pré-tratado (SSV = 10000 mg/L) e 19 mL de
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POME bruto ou pré-tratado. As fermentagbes foram realizadas em
quintuplicata, a 35 °C, 150 rpm e em pH 5,5 ou 6,5, dois valores usualmente

encontrados na literatura.

Fermentagao do POME bruto Processo em duas etapas

Lodo Lodo Lodo
pré-tratado m pré-tratado m pré-tratado

Hidrolise:

Fermentagao
Fermentagao

Fermentagao

Contagem [QQuantificagdo ] Quantificagdo
celular de H, dos acidos

Figura 14: Representacido esquematica das trés abordagens utilizadas para avaliar a producéo de
hidrogénio biolégico utilizando PEV como biocatalisador

4.5.1. Avaliagao da producgao de H; com diferentes diluicoes de POME

Diferentes diluicbes de POME (1, 3 e 5 vezes) foram testadas de modo a
determinar a concentragdo de matéria organica inicial mais propicia ao
processo de producado de H2. A producado foi monitorada durante 24 h e as
amostras de biogas foram amostradas a cada 4 h.

4.5.2. Avaliagao da producao de H; simultanea a hidrélise do POME
(processo em uma etapa)

Adicionou-se ao meio fermentativo descrito em 4.5.1; 0,75% m/v de PEV
de modo a promover a hidrolise do POME. Foi utilizada a relagéo
DQOponme:SSViopo de 2:1 vlv, definida no ensaio anterior e discutida. Assim
sendo, foi definido que que a hidrdlise ocorreu simultaneamente a fermentacao

anaerobia, em um processo de uma unica etapa, a 35 °C, 150 rpom e pH 6,5.
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4.5.3. Avaliagdao da producao de H, posterior a hidrélise do POME

(processo em duas etapas)

Adicionou-se 0,75% m/v de PEV ao POME, o qual foi incubado durante
2 h, a45°C; pH 7,0 e 200 rpm (Serri et al., 2008). Apds hidrdlise, o lodo pré-
tratado foi adicionado ao POME nas mesmas proporgdes utilizadas nas
fermentagdes anteriores, compondo assim o meio reacional, o qual foi
incubado a 35 °C e 150 rpm. O mesmo procedimento foi realizado para testar a
hidrolise do POME por meio da utilizagdo de enzimas comerciais Novozym
435, Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, Palatase 20.000L e Lipomod 34 MDP.

4.6. Fixacao das células presentes no meio fermentativo

Um mL do meio fermentativo foi resuspenso em 9 mL de tampao fosfato
salino (0,4 mol/L de Na;HPO4/NaH,PO4; 150 mmol/L de NaCl; pH 7,2). A
suspensao celular foi duas vezes centrifugada a 3200 xg durante 10 min. . As
bactérias foram ressuspensas em 1 mL de tamp&o de fixacdo (PBS, azida de
sodio a 10%, 5 mmol/L de BaCl; e NiCl, a 5 mmol/L) e todas as amostras foram

armazenadas em microtubos a 4 °C.

4.7. Imunohistoquimica, citometria de fluxo e contagem celular

O lodo € um material particulado, com uma alta absorbéancia e coloragao
escura, portanto, as medicdes da densidade 6ptica ndo podem ser usadas para
determinar o crescimento celular. Os solidos suspensos volateis foram uteis
para definir a composicdo do meio de fermentagdo, por constituirem uma
medida indireta da populagdo microbiana ali presente, porém o POME contém
matéria organica que pode ser vaporizada e mascarar o resultado real. Dessa
forma, para obter um acompanhamento preciso do crescimento celular, utilizou-
se a citometria de fluxo devido a sua acuracia.

As amostras foram lavadas e ressuspensas em 0,5 mL de solugao
DAPI/TX-100 recentemente preparado e incubadas durante 30 minutos a 35
°C. Antes da analise de citometria de fluxo, as amostras coradas com DAPI

foram filtradas através de filtros com um didametro de poro de 30 ym para
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remover agregados. Introduziu-se um padréo interno de células bacterianas
também coradas com DAPI para ajustar o dispositivo até um valor de
coeficiente de variacdo nao superior a 5%.

As analises foram realizadas utilizando um FACS Canto ™ |l (BD
Biosciences, San José, CA, EUA) com um laser emissor de 488 nm. As
amostras foram processadas em velocidade média (aproximadamente 75 mL/
min) e os dados foram registrados até cerca de 100.000 eventos terem sido

adquiridos.

4.8. Origem e caracterizacao do efluente liquido da producao de
hidrogénio (HPLW)

Foram realizadas bateladas de fermentagdes anaerdbias sequenciais
para obtencao de H, e CH4. Visando a producéo de H2, o POME foi submetido
a hidrélise enzimatica para, entdo, ser preparado o mosto fermentativo,
composto deste POME hidrolisado, agua e lodo pré-tratado com tratamento
acido. A fermentacdo ocorreu em pH 6,5 a 35 °C e 150 rpm, por 21 h, em um
shaker, com 45 mL deste meio distribuido igualmente em frascos de penicilina,
devidamente purgados com N2 e lacrados.

Apoés a fermentagao, o volume dos frascos de penicilina foi centrifugado,
de forma a decantar o meio fermentativo, e o sobrenadante deste processo,

HPLW, foi reservado, conforme Figura 15.

Processo em duas etapas

Lodo
pré-tratado

Hidrolise:

Fermentagao

Figura 15: Fermentagcao em duas etapas para produg¢ao de hidrogénio e origem do HPLW
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O gas produzido foi analisado por cromatografia gasosa. Para a
fermentacdo do CH4, o meio fermentativo foi composto de HPLW e in6culo in
natura, também em frascos de penicilina, mas com volume de 15 mL,
devidamente purgados com N2 e lacrados. O processo foi conduzido em pH 7a
35 °C, condigdes dtimas para bactérias metanogénicas, por 34 dias, em um
shaker ((KRISHNAN et al., 2016; NATHOA; SIRISUKPOCA; PISUTPAISAL,
2014)).

4.9. Metodologia para determinagcdao dos acidos organicos por
Cromatografia Gasosa

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: acido acético
(VETEC, 99,7%), acido butirico (Sigma-Aldrich, 99,0%), acido laurico, palmitico
e oléico (VETEC, 99,0%)O solvente utilizado foi isopropanol, grau
espectroscopico (Cromato Produtos Quimico, 99,9%).

Solugdes estoque 0,1 mol/L de acido acético, butirico, laurico, palmitico
e oleico foram preparadas em isopropanol e em seguida diluidas para
preparacao das respectivas curvas analiticas. A Tabela 3 apresenta as faixas

utilizadas para construgc&o das curvas analiticas.

Tabela 3: Concentracdo, em ppm, dos analitos utilizados para construgado da curva analitica

Acido Concentragao (ppm)

Acético 1500 1750 2000 2500 3000 4000 5000
Butirico 250 500 1000 1500 1750 2000 2500
Laurico 100 250 500 1000 1500 1750 2000
Palmitico 250 500 1000 1500 1750 2000 2500
Oleico 250 500 1000 1500 1750 2000 2500

O biogas foi analisado em um micro-cromatografo gasoso (Agilent
Technologies 3000) com detector de condutividade térmica (TCD). Utilizou-se
N2 como gas de arraste. A quantificagdo do H2 foi realizada a partir de duas
misturas gasosas, contendo 40 e 70% de HZ2 padrdo. As colunas
cromatograficas utilizadas foram HP-PLOT U (3 m x 0,32 mm x 30 mm) e HP-
PLOT Peneira Molecular 5A (10 m x 0,32 mm x 12 mm).
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Os acidos graxos foram analisados em um cromatégrafo gasoso (Agilent
Technologies 7890B) equipado com detector de ionizagdo de chama (FID).
Utilizou-se uma coluna capilar empacotada com polietilenoglicol modificado
com acido nitrotereftalico (DB-FFAP) com um comprimento de 30 m. A
temperatura de injecao e do detector foi de 250 °C. A rampa utilizada foi: 100
°C durante 5 min, aquecimento a 10 °C/min até 220 °C e mantido constante a
220 °C durante 12 min.
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Capitulo 5: Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo fermentativo consiste na sucessao de eventos bioldgicos,
que culmina na produgdo de H;, CHs e CO, a partir de moléculas organicas
complexas. Em condi¢gdes de cultura pura, € recomendado usar substratos
simples para alcangar maxima conversdo de substrato. Ja para materiais
complexos brutos, uma cultura mista € mais indicada, devido a agao sinérgica
das hidrolases, secretadas por diferentes organismos, que tornam os nutrientes
facilmente disponiveis. Dentro deste contexto, o lodo anaerdbico tem sido
reportado como um ponto de partida apropriado para a producdo de H;
bioldgico a partir de diferentes materiais complexos (ATIF et al., 2005; NITIPAN
et al., 2014). Para este tipo de inoculo, a suplementagdo com micro ou
macronutrientes ndo se faz necessaria e ainda sim, o processo apresenta
aceitavel rendimento e produtividade. O POME foi utilizado como material
bruto, ndo apenas por ser um efluente agroindustrial, mas também devido a
sua alta carga organica, a qual € adequada a produgao de H2 bioldgico via
fermentagdo anaerdbia. De modo a superar um dos principais gargalos do
processo fermentativo para produg¢ao de H;, foi utilizado um PEV com o intuito
de aumentar a biodisponibilidade de nutrientes do POME, reduzindo o tempo
necessario para a etapa hidrolitica do processo. A fermentagédo anaerdbia gera,
como um de seus sub-produtos, o HPLW, um liquido rico em acidos acético e
butirico e que foi utilizado para a produgcdo de metano.

5.1. Caracterizagcao do POME

A caracterizagcdo do POME é apresentada na Tabela 4. Como pode ser
observado, o POME possui um alto valor de DQO, em torno de 47000 mg
O2/L, evidenciando assim o seu potencial como substrato para a producéo de
H2. Foi observdo um pH tipico para este efluente, 4,7, uma vez que o pH acido
esta relacionado aos acidos graxos volateis produzidos durante o processo
extrativo (Chong et al., 2009; Krishnan et al., 2016b; Singh et al., 2013). Este
efluente também possui constituintes dissolvidos, como uma alta concentragéo
de lipidios, compostos de nitrogénio, carboidratos, proteinas e minerais, que

podem ser assimilados por bactérias durante o processo fermentativo.
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Portanto, o POME constitui uma opcao interessante e promissora para a
producao biolégica de H2 via processo fermentativo anaerdbio (Badiei et al.,
2011; Parthasarathy et al., 2016; Rasdi et al., 2012).

Tabela 4: Caracteristicas quimicas do POME utilizado neste trabalho.

Caracteristicas do POME Resultado da
caracterizagao
DQO (mg O./L) 47.200
Soélidos Suspensos Totais (mg/ L) 37.000
Sélidos Suspensos Volateis (mg/ L) 20.000
pH 4,7
Oleos e Graxas (mg/ L) 2.100
Acucares Redutores Totais (mg/ L) 2.300
Carbono Total (mg/ L) 21.700
Nitrogénio Total (mg/ L) 1.480

5.2. Adaptacao e Padronizacao da metodologia para uso do
Cromatégrafo a gas Agilent Technologies 7890B

As curvas de calibracdo geradas resultaram num R? préximo de 1. O
resultado do R? expressa o quanto os pontos obtidos desviam da equacdo da
regressao linear gerada para os mesmos, ou seja, 0 quanto as medidas
desviam do modelo previsto, ou seja, qual a porcentagem dos dados obtidos
sao explicados pela variavel numa relagao linear. O residuo calculado contém
informagdes sobre o motivo do modelo ndo ter se ajustado bem aos dados e
verificar, por exemplo, se ha uma falta de linearidade em algum intervalo da
reta. Ambos s&o indicativos de confiabilidade da metodologia e estdo
demonstrados nas Figuras 16, 17, 18, 19 e 20, que apresentam as curvas de
calibragdo dos analitos de interesse sobre os acidos acético, butirico, laurico,

palmitico e oleico, respectivamente.
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Figura 16: Curva de calibragao do acido acético. R2 = 0,99982 e residuo = 1,842
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Figura 17: Curva de calibragao do acido butirico. R2 = 0,99972 e residuo = 3,724
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Figura 18: Curva de calibracao do acido laurico. R2 = 0,99952 e residuo = 8,151
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Figura 19: Curva de calibragcao do acido palmitico. R2 = 0,99971 e residuo = 6,224
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Figura 20: Curva de calibragcao do acido oleico. R2 = 0,99986 e residuo = 2,713

Utilizando o método ajustado, ndo houve co-eluicdo de nenhum analito,
conforme Figura 21.
10, |

601 ' =

pA

auric

504
401 '1 e : : 8
304 1 N

2018 \

“:—-—‘M"Z\ \

1 2 3 4 5 6 71 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time [min]

Figura 21: Cromatograma da mistura dos padrées utilizados na calibragao do método analitico e
seus respectivos tempos de retengao
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5.3. Testes de pH para fermentagao anaerébia do POME

E reportado na literatura que o pH 6timo em termos de producéo de H,
se encontra na faixa de 5 a 7, entretanto o pH no qual é reportado o maior
rendimento de H, se encontra em torno de 6,5 (KHANAL et al., 2004; GINKEL
E SUNG et al., 2001). Os efeitos de pH dentro da faixa acima favorece n&o
somente o crescimento dos microorganismos, como também a atividade das
enzimas envolvidas no processo de produgdo do Hz (YOSSAN; O-THONG;
PRASERTSAN, 2012a). Além desses dois aspectos, € mencionada a inibicao
dos micro-organismos consumidores de H; presentes no meio fermentativo,
menos robustos que os produtores de H; (VALDEZ-VAZQUEZ E POGGI-
VARALDO, 2009; LI E FANG, 2007).

Um estudo da cinética de producdo de H; foi realizado para confirmar
as condicdes mais propicias para fermentacdo do POME sem diluicdo. A
Figura 22 apresenta as curvas cinéticas obtidas ao longo de 32 h de
fermentagdo, onde foram avaliados o pH 5,5 e 6,5, valores mais comumente
reportados na literatura (FABER,; FERREIRA-LEITAO, 2016; O-THONG et al.,
2008).

3.0
2.54
2.0
1.5+

1.0

Rendimento de H2(mmol {2/9 pqo)

0.54

0.0

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (h)

—e—pH 5.5 —e—pH 6.5

Figura 22: Avaliacido da producao de H; a partir do POME em fungao do pH a 35 °C, 150 rpm por
32h.
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Por meio da Figura 22 é possivel observar que ao longo do processo
fermentativo, o pH 6,5 propiciou um maior rendimento de HZ2 quando
comparado ao meio com pH 5,5. Dessa forma, para os experimentos

subsequentes visando a produgao de H2, o meio fermentativo foi ajustado para
pH 6,5.

5.4. Fermentagao do POME in natura visando a produg¢ao de H2

O perfil de produgao do H2 bioldégico pela fermentagdo em batelada do

POME bruto usando lodo anaerdbio como indculo esta representado na Figura
23.
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Figura 23: Fermentagéao anaerébia do POME bruto para produc¢ao de hidrogénio biolégico
utilizando lodo anaerébio como inéculo a 35 °C, 150 rpm por 24 h.

Os acidos graxos de cadeia longa mais abundantes no POME sao
palmitico e oleico, apresentando concentragdes iniciais de 1,61 e 1,99 g/L,
respectivamente. Durante o processo, 1,08 g/L de acido palmitico e 1,52 g/L de

acido oleico foram consumidos, o0 que corresponde a 67 e 76% da
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concentragéo inicial, produzindo 2,26 mmol H, /g DQO com uma produtividade
de 0,09 mmol Hy/g DQO durante 24 h. Nas primeiras 4 h de fermentagao, os
resultados experimentais de citometria de fluxo revelaram que uma fase de
crescimento bacteriano primario € diretamente relacionada ao consumo destes
acidos. Learno e Babel (2012) reportaram que os acidos oleico e palmitico em
altas concentragdes (maiores que 1 g/L) sdo capazes de promover crescimento
bacteriano sob condi¢des anaerobias.

O crescimento celular na fermentacdo de POME bruto foi caracterizado
por uma primeira fase de crescimento exponencial, que durou 4 h, seguida de
uma maior e mais lenta fase de crescimento, que durou aproximadamente 12
h. A fase de crescimento mais lenta pode estar relacionada com a fase
hidrolitica da fermentagdo anaerdbia, durante a qual o consorcio bacteriano
promove a degradacédo de triglicerideos, proteinas e agucares complexos
presentes no POME. Neste sentido, a maquinaria celular estaria sintetizando
proteinas hidroliticas, levando a uma divisdo celular mais lenta. A producao de
H2 e acidos graxos volateis foi minima até as 16 h de fermentacdo e o
rendimento de H2 aumentou nas 8 h subsequentes, alcangando o valor
maximo em 24 h. Como esperado, as concentragdes de acido acético e butirico
aumentaram em associacao a producgao de H2..

5.5. Dosagem de atividade do PEV e avaliagdo de sua concentragao
no sistema

A atividade do PEV de R. communis foi avaliada em pH 4 e em pH 7. E
reportado que sementes dormentes tem atividade 6tima em pH acido, ao passo
que sementes germinadas apresentam o pico de atividade em pH neutro
(CAVALCANTI et al., 2007). As atividades obtidas foram de 799 e 499 Ulqg,
respectivamente.

Na hidrélise do POME foram testadas diferentes concentracdes de PEV
(0,1; 0,5; 1 e 2% m/v) de modo a determinar a faixa adequada de trabalho. Os
aumentos de produtividade foram, respectivamente, de 16, 25 e 34%,
indicando um possivel excesso de enzima a partir da concentracédo de 1% m/v,
conforme Tabela 5. Testou-se, entdo, uma concentracdo intermediaria, de

0,75% de PEV, a qual aumentou a produtividade do processo em 32%. Essa
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concentragdo foi selecionada para os experimentos seguintes de modo a
gastar a menor quantidade possivel do biocatalisador sem perda significativa

de rendimento ou produtividade no processo.

Tabela 5: Produtividade de H2 de acordo com diferentes concentragées de PEV utilizadas no
processo fermentativo.

Concentragdo de PEV  Produtividade (mmol H2/g DQO.h)  Diferenca percentual (%)

0% m/v PEV 0,082 +0,005 0
0,1% m/v PEV 0,095 + 0,008 16
0,5% m/v PEV 0,102 + 0,008 25
0,75%m/v PEV 0,108 + 0,008 32
1,0% m/v PEV 0,110 + 0,009 34
2,0% m/v PEV 0,110 + 0,009 34

5.6. Fermentagao anaerébia do POME com adi¢cdo do PEV (uma etapa)
visando a produc¢ao de H2

A semente de mamona (Ricinus communis) € conhecida por conter
varias enzimas hidroliticas, dentre as quais as lipases sao as mais abundantes
(referencia). E reportado que ambas as lipases acidas e alcalinas estdo
presentes nestas sementes (SRIVASTAVA; MATHUR, 2016). Enquanto a
lipase acida tem sua atividade 6tima em pH 5, a enzima alcalina tem sua
atividade 6tima a um pH 7 ou mais alto. Desta maneira, como o pH tende a cair
durante a degradacdo do triacilglicerol (TAG) devido a liberagdo de acidos
graxos livres (FFA — do inglés free fatty acids) na fermentagdo em batelada, a
lipase acida tornaria o processo possivel em uma ampla faixa de pH. A
possibilidade de extrair ambas as enzimas da mesma semente, combinada ao
seu baixo valor de mercado, torna a semente de Ricinus c. uma alternativa

muito interessante para realizar a hidrélise de 6leo em larga escala.

O POME, por sua vez, é rico em TAG, moléculas complexas, que
precisam ser hidrolisadas para serem assimiladas pelas bactérias. Portanto,
um PEV que possa disponibilizar mais rapidamente os nutrientes presentes no
POME e, consequentemente, reduzir o tempo requerido para a fase hidrolitica
de fermentagdo anaerdbia é uma abordagem interessante. Os resultados
obtidos no processo simultaneo de hidrélise enzimatica e fermentacdo em

batelada do POME est&o apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Hidrélise e Fermentagdo simultanea do POME bruto para producio de hidrogénio
biolégico utilizando lodo anaerébico como inéculo a 35 °C, 150 rpm por 24 h.

Comparando os resultados com aqueles obtidos para a fermentacao do
POME bruto (Figura 23), o consorcio bacteriano apresentou uma reducao da
fase adaptativa em 8 h, bem como uma maior taxa de produgdo de H2. Nas

primeiras 4 h, foi observada uma fase de crescimento exponencial associada
ao consumo do FFA.

A producgédo de H2 se inicia em 8 h, associada a produgdo de acido
acético e a uma segunda fase de crescimento exponencial mais lenta. Esta
fase de crescimento exponencial secundaria € mais lenta e a producédo de H2
comegou em 16 h, aproximadamente, na fermentacdo de POME bruto,
levando a um aumento de 48% na produtividade de geragdo de H2 quando
comparada aos resultados da fermentagdo do POME bruto. A producio
maxima de H2 alcangou 2,58 mmol Hx/g DQO (produtividade de 0,13 mmol Hy/
g DQO.h) nas primeiras 16 h, reduzindo em 50% o tempo de fermentacao

necessario para comegar a produgao de H2. Esse resultado sugere que POME
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pode ser hidrolisado de forma eficiente pelo preparado enzimatico e Ricinus

communis.

Além disso, a concentragao de acidos graxos livres presente no inicio da
fermentacdo foi quase duas vezes mais alta quando comparada com a
concentragdo em POME sem PEV. Na literatura encontra-se que maiores
rendimentos de H; sdo observados quando os principais metabdlitos
fermentados no efluente (HPLW) s&o o acetato e o butirato, ainda que esses
acidos também foram correlacionados com a inibicdo da produgdo de H
((BUNDHOO; MOHEE, 2016; HAN; WANG; et al., 2015)). Se os principais
metabolitos na fase liquida fossem alcodis ou outros acidos (como por
exemplo, acido latico), o processo ndo seria direcionado para a obtencao de
H,. Essa declaracido pode ser explicada pela via de metabolizagdo do piruvato,
conforme Figura 25.

H,

2 FdH + co,
HS-CoA + 2 Fd

Acetato

Acetacetil-CoOA——> BT &) 1)

Figura 25: Bactérias anaerdébias produtoras de hidrogénio sao capazes de transformar o piruvato
em acetil-Co A reduzindo Ferredoxina. De modo a retornar ao seu estado de valéncia, a ferredoxina
transfere os elétrons recebidos na oxidagao do piruvato a acetil-Co A

Esse metabodlito € convertido em acido acético, reduzindo 2 moléculas
de ferredoxina. A ferredoxina reduzida pode converter 4 ions H* em 2
moléculas de Ho.

5.7. Pré-hidrélise do POME seguida de fermentagao anaerdbia (duas

etapas) visando a producao de H2

A hidrélise da POME antes da fermentacdo anaerdbia também foi

quantificada. Um pré tratamento hidrolitico do POME poderia ser interessante,
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visto que o indculo seria adicionado em um meio mais rico em nutrientes,
capaz de promover um crescimento celular acelerado. Durante a etapa
hidrolitica, na presenca de PEV, observou-se a hidrélise de TAGs presentes no

POME, aumentando a concentracdo de acidos graxos de cadeia longa ali
presentes.

A concentragdo de acido palmitico livre foi aumentada em 43% e a
concentragao de acido oleico livre foi aumentada em 33%, conforme Figura 26.
Depois da adicdo do indculo, esses acidos foram consumidos de forma rapida,
levando a uma fase de crescimento exponencial associada com a producéo de
H2, como ilustrado na Figura 26. A producdo de acidos organicos nao foi
observada até 8 h de fermentagao.

3,0

= N N
) =} o
! ;

Concentragao dos acidos (g/L)
2

Rendimento de H, (mmol H,/g DQO)
Numero de células x 107 (células/mL)

o
[3,]
1

0,0 L+ . : . . . .
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
—=— Acido Acético — o~ Acido Butirico —a— Acido Palmitico

- 2~ Acido Oleico —— Numero de células —e— Rendimento de H2

Figura 26: Pré-hidrélise seguida de fermentacio anaerobica do POME bruto para producéo de
hidrogénio biolégico utilizando lodo anaerébico como inéculo a 35 °C, 150 rpm por 24 h. A linha
tracejada marca a duragao da pré-hidrélise.
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No processo em duas etapas, o H; foi produzido dentro de 4 h de
fermentagdo, o que leva a um grande aumento de produtividade
(aproximadamente de 102%). Também é importante enfatizar que a hidrélise
do POME na presencga de PEV dura 2 h, permitindo um acentuado aumento na
produtividade,de H;, (74%) Isso pode ser atribuido ndo somente ao crescimento
celular mais acelerado e a maior disponibilidade dos nutrientes, mas também a
producdo tardia dos acidos orgénicos.. O aumento significativo de
produtividade observado tanto no processo em uma etapa quanto no processo
em duas etapas sugere que os nutrientes complexos presentes em POME se
tornam mais facilmente disponiveis para o consumo das bactérias, o que

levaria a um rapido crescimento celular e a producéo de H,.

Em contraste com o ganho significativo em termos de produtividade
(48% no processo em uma etapa e 102% no processo de duas etapas), o
rendimento cresceu somente 14% nas duas condi¢gbes. Isso sugere uma
possivel inibigdo no sistema. Ja se sabe que os acidos acético e butirico sdo
produtos comuns da fermentagdo anaerdbia, os quais suprimem a rota
metabodlica fermentativa (BUNDHOO; MOHEE, 2016). A produgdo desses
acidos comeca em torno de 8 h de fermentacgao tanto para o processo em uma
etapa, quanto para o processo em duas etapas, alcancando concentragdes
maximas de, aproximadamente, 2,00 e 2,25 g/L para acido acético e butirico,

respectivamente, o que pode explicar o baixo aumento de rendimento.

Esses acidos podem ser produzidos por diversas rotas metabdlicas, em
particular durante o crescimento celular, o que pode levar a uma produgdo mais
rapida deles em um curto periodo de tempo. Dessa maneira, mesmo a
producdo de H2sendo associada a produgdo dos acidos organicos, n&o iria
acompanhar proporcionalmente o aumento das concentragcbes desses acidos.
Adicionalmente, a fase adaptativa da bactéria foi reduzida em,
aproximadamente, 12 e 4 h, respectivamente, quando comparada com a
fermentagdo contendo o POME bruto e com o processo de fermentacido em

uma etapa.

Apesar do rendimento de H; ndo apresentar diferenca nos processos
conduzidos em uma ou duas etapas, ndo se pode associar esta fato a

indisponibilidade de nutrientes, considerando a elevada DQO do meio ao final
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do processo fermentativo (em torno de 30.000 mg Oy, L).Os resultados obtidos
sao resumidos na Tabela 6, a qual evidencia as diferengcas entre as trés
diferentes abordagens para produgao bioldgica de H2 utilizando POME como
substrato.

Esses resultados sugerem que as lipases, que estédo presentes no PEV,
foram as responsaveis pela reducdo da fase adaptativa. A atividade da lipase
pode ser fundamental para um crescimento microbiano mais rapido, reduzindo
a duracao da fase hidrolitica das bactérias, enquanto substratos complexos séo
degradados pelo PEV. Vale destacar, também, que o consumo de Oleos e
graxas totais ao longo de 12 h foi de aproximadamente 50%, caindo de 2091
mg/L para 1217 mg/L.

Tabela 6: Parametros de produc¢ao de hidrogénio via fermentacido anaerobia do POME nas trés
condigoes estudadas

Parimetros Com PEV Com PEV

(uma etapa) (duas etapas)
Fase adaptativa (h) 16 8 4
Rendimento maximo de H, 226+ 0.05 2,58+ 0.02 2,56+ 0.05
(IIlIIlOl Hz/g ])Q())
Produtividade maxima de H, 0.086+0.001 0,127+ 0.001 0.174 = 0.004
(mmol H,/g pgo.h)
Aumento da produtividade de H, (%) - 48 102

Tanto a producéo e a produtividade obtida com o uso da PEV sdo mais
expressivas quando comparadas com resultados anteriores da literatura com a

reutilizacdo de POME para producado de H2 como apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7: Comparacéao da producao, produtividade e rendimento no processo de producgao de
hidrogénio biolégico utilizando POME como matéria-prima.

Producao H, Produtividade

Pré-tratamento Temperatura Rendimento de

pH  (mLH,/L maxima Referéncias

do POME °C H LH2/gDQO
° (c) POME)  (mLH2/LPOME.h) "2 (MtH2/8DQO)
. Tanikkul &
Ozonizagao 55 6,0 21,42 0,49 3,44 Pisutpaisal, 2014
- 36 5,8 58,97 6,43 0,74 Rasdi et al., 2012
L a Leafio et al.,
Sonicagao 44 7,0 - - 0,76 2012
Mohammadi et
- 35 5,5 48,4 3,73 0,45 al., 2011
Yossan et al,,
- 37-55 6 43,99 3,39 1,21 2012
- 35 6,5 118,95 5,69 2,26 Neste estudo
Processo em 35 65 134,74 8,42 2,56 Neste estudo
uma etapa
Processo em 35 65 13579 11,32 2,58 Neste estudo

duas etapas

Tanikkul e Pisutpaisal (2014) alcancaram um rendimento maximo de
3,44 mLH2 / gDQO em 44 h, enquanto esse estudo obteve um rendimento
maximo de 2,58 mLH2 / gDQO em 12 h. O obstaculo do processo de Tanikkul
e Pisutpaisal (2014) é a quantidade de tempo necessario para a produgao de
H2, o que resulta em uma diferenca de produtividade de 23 vezes quando
comparado com este estudo. Ainda, no presente estudo, o resultado da
producao obtida na melhor condi¢ao foi 130% maior do que o obtido por Rasdi
et AL., (2012) enquanto a produtividade supera em 5,2 vezes a observada pelo

mesmo autor.

Mesmo com os promissores resultados obtidos no presente estudo
utilizando o POME com substrato e o PEV como biocatalisador para a
disponibilizagdo mais rapida e eficiente dos nutrientes, ainda ha um grande

caminho para que o H2 seja um produto praticavel comercialmente.

Estudos posteriores em processos continuos em busca da producgao de
H2 sdo necessarios para o desenvolvimento de um projeto eficiente e que
maximize a geragédo deste biocombustivel. Em um processo continuo, VFAs
podem ser monitorados e removidos para a preven¢ao da inibigdo de producao
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de hidrogénio bioldgico. Outra possibilidade para melhorar o processo global de
produgao de H2 é uma produgéo integrada com CH4, no qual o (HPLW) gerado

pode ser utilizado para a produgéo deste gas.

Esta abordagem é bastante interessante do ponto de vista ambiental, ja
que durante a produgdo de H; a redugcdo da DQO de um efluente como o
POME nao é significativa. Adicionalmente, a associagao da produgao de H; e
CH, é também relevante do ponto de vista energético (DE SA; CAMMAROTA,;
FERREIRA, 2014).

5.8. Comparacao da eficacia do PEV na fermentacao anaerdbia
visando producao de H2 com as enzimas comerciais Novozym 435,
Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, Palatase and Lipomod 34 MDP

A hidrdlise do POME com enzimas comerciais foi realizada com o intuito
de comparar a efetividade do PEV de R. comunis visando a produgéao bioldgica
de hidrogénio. O processo em duas etapas foi utilizado, ja que o mesmo se
mostrou o mais eficiente. Os resultados obtidos estédo dispostos na Figura 27.

Lipomod 34 MDP
PEV (duas etapas)
Palatase
Lipozyme TL IM

Lipozyme RM IM

Biocatalisadores

Novozyme 435

PEV (uma etapa)

POME bruto

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Rendimento (mmol H,/g COD)

Figura 27: Comparacao entre a fermentacdao do POME bruto com os sistemas onde a o POME foi
primeiramente hidrolisado e posteriormente fermentado para a obtengao de hidrogénio. Cinco
diferentes enzimas comerciais foram utilizadas na etapa hidrolitica para efeito comparativo.
Posteriomente a fermentacéao foi conduzida por apenas 12 h em pH 7, 45 °C e 200 rpm.
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Nao foi detectada a produgdo H2 via fermentagdo anaerdbia do POME
bruto em 12 h, uma vez que ja foi relatado que nestas condi¢cdes a fase
adaptativa dura 16 h. Por meio da Figura 27 é possivel observar que o PEV,
um pool de enzimas nao comerciais, promoveu uma hidrolise satisfatoria
quando comparada com o0s 5 preparados enzimaticos comerciais mais
frequentemente utilizados e citados na literatura (referencia). Mesmo que
Novozym 435, Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM sejam lipases, essas enzimas
sao conhecidas por catalisar reacdes de esterificacdo de forma mais eficiente
do que hidrdlise, sendo esperado um rendimento inferior ao PEV (LOPEZ et al.,
2015; ROBERTO; GONC, 2017; TRAN; CHANG; LEE, 2016; YAN et al., 2015).
Por outro lado, Palatase e Lipomod 34 MDP s&o enzimas extremamente ativas
na hidrélise de TAGs (KRAEHENBUEHL et al., 2017; ZHANG et al., 2016).

O rendimento de H2 obtido apds 12 h de fermentagao utilizando PEV e
Patalase foi similar. Comparando PEV com Lipomod 34 MDP, a enzima
comercial promoveu um aumento de rendimento de H2 de 12%. Mesmo que o
rendimento obtido quando a pré hidrdlise foi realizada com Lipomod 34 MDP
tenha sido 12% maior, a relagcdo custo e beneficio de usar um preparado

enzimatico ndo comercial, tal como o PEV parece mais atraente.

A Patalase, enzima comercial que promoveu a hidrolise enzimatica onde
posteriormente a produgdo biolégica de H; foi similar a obtida com o PEV,
custa, de acordo com o catalogo Sigma-Aldrich, 918 USD/L (Sigma-Aldrich,
2017). O valor de mercado da Lipomod 34 MDP, a enzima comercial que
promoveu a hidrolise de POME superando em 12% o rendimento de
hidrogénio bioldgico obtido quando comparado com a PEV, custa, de acordo
com a companhia Biocatalysts , 383 USD/kg. De acordo com Cavalcanti et.
AL., 2014 e Aguieiras et. AL., 2015, o custo de producédo da PEV é de 5,84
USD/kg. Esse precgo foi encontrado por uma analise preliminar econdmica feita
no programa Super Pro Designer V. 8.5. Isso representa uma diferenca de 210
vezes entre os precos da PEV e Lipomod 34 MDP e uma diferenga de 504
vezes entre os precos da PEV e da Patalase.
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Dessa forma, o PEV n&o s6 € uma preparagao enzimatica com alta
atividade lipolitica, mas também uma alternativa consideravelmente mais
barata do que as enzimas comerciais. Mesmo que o prego obtido seja para
escalas laboratoriais, o que indica que os precos industriais podem ser mais
baixos, sua diferenga néo justifica o uso de uma enzima comercial para obter
um aumento de rendimento de 12%. Como mencionado anteriormente, esse
aumento de rendimento pode estar relacionado com a fase hidrolitica lenta de
fermentagcdo anaerdbia. Nesse passo, os grupos bacterianos presentes no
in6culo promovem a degradacgédo da TAG presente no POME. Esse processo
dura, aproximadamente, 16h para a fermentacdo do POME bruto, como pode
ser observado na Figura 23. No processo em uma etapa, o rendimento obtido
antes de 12h de fermentagdo foi de 1,19 0,02 mmol Hyg DQO,
aproximadamente 75% maior do que o obtido sob hidrélise simultédnea e
fermentacgao.

5.9. Fermentacao anaerébia do HPLW visando a produ¢ao de metano

O HPLW bruto, antes da centrifugacéo, apresenta 1,91, 2,26, 0,53 e 0,47
g/L, respectivamente de a&acidos acético, butirico, palmitico e oleico,
enquanto o HPLW centrifugado, usado na fermentagcdo do metano,
apresenta 1,23, 0,93, 0,38 e 0,30 g/L dos mesmos acidos, respectivamente.
A queda da concentragdo de acidos € causada, provavelmente, pela
centrifugagéo e por adsorgédo destes compostos a biomassa microbiana.

A Figura 28 sintetiza os resultados obtidos para produgdo de metano a
partir do HPLW. No comec¢o da fermentagao é possivel notar a presenca de
diversos acidos organicos, provenientes da produgdo de Hj, e que os
mesmos sdo consumidos ao longo do tempo, conforme o rendimento do
metano vai aumentando, o que indica que estes acidos podem estar sendo

convertidos a metano.
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Figura 28: Acompanhamento da producio de metano utilizando HPLW da fermentagdo do POME

como matéria-prima lodo anaerébico como inéculo a 35 °C por 34 dias.

Nota-se que o acido acético foi o primeiro a ser consumido,
provavelmente por sua estrutura mais simples se comparado ao acido
butirico. A partir do quinto dia de fermentacéo, é possivel observar que o
acido butirico também comeca a ser consumido. O decréscimo dos acidos
palmitico e oleico corresponde ao aumento do acido butirico, portanto, é
provavel que estes acidos estejam sendo convertidos em buritico para
serem, entdo, consumidos, gerando metano.

Ao final do processo, aproximadamente, 97, 92, 96 e 100 % dos acidos
acético, butirico, palmitico e oleico, respectivamente, foram consumidos.

Além disso, nos primeiros dias de fermentacao, foi possivel notar uma
discreta produgao de H2 que pode estar sendo formado a partir dos acidos
palmitico e oleico, como na fermentacdo do POME para obtencédo de H..
Este hidrogénio residual ndo foi observado mais ao fim do processo,
portanto, provavelmente utilizado da produ¢cdo de metano, segundo a
reacao a seguir (Whiticar, Faber e Schoell, 1986).
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Reacao 6:
€O, +8(H) » CH,+ 2H,0

A DQO inicial foi reduzida em 57% ao final do processo e também
acompanha o consumo dos acidos e, consequentemente, o aumento do
rendimento de metano. No periodo entre os dias 11 e 20 do processo
fermentativo, a DQO se mantém constante. Uma possivel explicacdo para esta
ocorréncia pode ser a mudanca de substrato disponivel, visto que a
concentragdo de acido acético esta caindo rapidamente e faz-se necessaria a
adaptacao do metabolismo para o consumo do acido butirico presente no meio,
0 que ocasionaria um periodo de menor atividade produtora de CH4. A cada
grama de DQO, sao produzidos 9,13 mmol de CH4. Sabemos que 1 mol de
CH, libera 890 KJ de energia (ENERGY, 2011). Assim sendo, os 9,13 mmol de
CH, liberados correspondem a 8,12KJ, energia suficiente para, por exemplo,
manter uma lampada de LED de 7 W acesa por, aproximadamente, 17
minutos.

O valor maximo de metano obtido no biogas analisado durante a
fermentacgao foi de 26,53 %, no 34° dia. Em comparacdo com a literatura, esta
porcentagem mostrou-se abaixo do esperado, uma vez que ha relatos de 45 %
em batelada (Charsi et al, 2007) e de até 65 % em processos continuos
(Krishnan et al, 2016). Este valor poderia ter sido maior caso a fermentacéo
fosse realizada em maior tempo, idealmente, uma vez que, pelo grafico, o
rendimento de metano néo se estabilizou nesse periodo. Uma possivel causa
para tais resultados é o volume de lodo e de meio final empregados nesta
etapa fermentativa.

A reducédo da DQO ao longo do processo fermentativo mostra que a
producao sequencial de H2 e metano pode ser também, uma forma de tratar o
efluente da etapa de producdo de H,. O resultado de 57% da redugao de DQO
pode ser considerado satisfatorio, visto que estudos realizados, também em
batelada, obtiveram valores proximos a 41% de remogé&o (Liu et al, 2013).

Considerando o processo sequencial, tem-se uma fermentacédo de 12 h de
POME resultando em 2,56 mmolH2/gDQO e uma fermentagcdo de 34 dias de
HPLW resultando em 9,13 mmolCH4/gDQO. A energia liberada pelo H;
produzido corresponde a 0,73 KJ, ao passo que a energia liberada pelo metano
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corresponde a 8,12 KJ. A energia global resultante do processo sequencial é
de 8,85 KJ/gDQO, o que seria suficiente para manter acesa uma lampada de
LED de 7W por 21 min. Considerando a fermentacdo de 1 L de POME (47,2 g
O, / L), teria-se a liberagcdo de 471,72 KJ, o que seria suficiente para manter
uma televisdo de 21” ligada por 90 min, conforme esquema representativo da
Figura 29.

Dessa forma, podemos dizer que a produgéo biolégica de hidrogénio e
metano € um processo que trata o efluente ao longo do processo — em especial

na metanogénese.

Industria do
/ Oleo de Palma \
383,26 kl Corpos POME
8,12k d'agua
. ETE
1 ( -57% )
I DQO
I Oo °
1 Fermentagao Fermentagao 2349,62 kJ
: Anaerdbia Anaerdbia 49,78k
' \ /
1 1
HPLW :
: I - I
I 1gpa0 S~ 1gDQO |
LT o - S ,
7 N
1 = |
1 21 min* 1
| I
! Leome d orbowe :
90 min**

Figura 29: Aproveitamento da energia gerada ao longo de 34 dias da producao biolégica de
hidrogénio e metano via fermentagao anaerobia para 1 g de DQO ou 1 L de POME. 1 mol H2 =
286 KJ; 1 mol CH4 = 890 KJ. * valor referente a uma lampada de 100 W ** valor referente a um

aparelho de televisdo cujo consumo é de 90 W.
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Capitulo 6: Conclusoes




. CONCLUSOES

Foi possivel verificar que o POME é fermentavel sem prévia diluigao;

O pH inicial de 6,5 mostrou-se mais favoravel para produgdo de

hidrogénio via fermentac¢ao anaerobia;

Observou-se a maxima produtividade de hidrogénio, nas condigbes de
estudo, em 20 h (0,086 £ 0,004 mmol H2/gpbqo.h) para a fermentagao do
POME bruto;

A concentragao ideal do preparado enzimatico vegetal (PEV) no meio
fermentativo foi de 0,75% m/v,

A produtividade de hidrogénio no processo de fermentagédo simultanea a
hidrolise foi de 0,127 + 0,001 mmol Hz/gpqo.h em 16 h

Observou-se a maxima produtividade de hidrogénio em 12 h (0,174 +

0,004 mmol Ha/gpaqo-h) para a fermentagdo em duas etapas;

Foi possivel reduzir a fase adaptativa em 12 h, aumentar o rendimento
em 14 % e a produtividade em 102% no processo em duas etapas,
quando comparado as condi¢des da fermentagcao do POME bruto;

O rendimento e a produtividade de H; obtidos com o uso de PEV foram
superiores aqueles com as enzimas comerciais, excetuando a
LIPOMOD 34 MDP, a qual promoveu ao final do processo um
rendimento 12% maior, porém com um custo de obtencao 65 vezes mais

elevado.

A fermentagdo do Efluente liquido da producdo de hidrogénio (HPLW)
visando a producdo de metano foi satisfatéria, alcangcando 9
mmolcha/gpao, correspondendo a valores previamente reportados na
literatura. A DQO total do POME foi reduzida em 57% ao final da

metanogénese.
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Capitulo 7: Sugestoes
para trabalhos futuros




7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
v Avaliar o reciclo do inéculo utilizando na fermentagdo anaerébia para
producao de hidrogénio

v' Realizar um estudo metagendmico das bactérias presentes no lodo
visando a identificagdo dos principais géneros

v Avaliar microscopicamente a entrada dos acidos graxos de cadeia longa
nas bactérias presentes no indculo

v' Avaliar a reutilizagdo do HPLW para produgdo de hidrogénio via
fermentagao anaerdbia
v Otimizar a produgao de metano a partir do HPLW;

v Estudar outros meios de aproveitamento de HPLW;

v Analisar economicamente a produgao total de biogas a partir do POME.
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