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RESUMO

Tomasini, Marina Cristina. PRODUCAO SEQUENCIAL DE HIDROGENIO E METANO
VIA DIGESTAO ANAEROBIA A PARTIR DA FRAQAO HEMICELULOSICA DA PALHA
DE CANA-DE-ACUCAR. Rio de Janeiro, 2020. Dissertacio (Mestrado em Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A economia brasileira estd muito pautada na agroindustria e a cana-de-aglUcar € uma cultura
agricola de enorme importancia para o setor, no qual o pais se posiciona como o0 maior produtor
mundial. Parte dos residuos gerados na colheita e no processamento da cana-de-aglcar - 0
bagaco e a palha — € reutilizado pela industria sucroalcooleira, sendo o bagaco e parte da palha
destinados para a producédo de etanol 2G e cogeracédo de energia. Estas abordagens propiciam
um aproveitamento parcial do potencial energético destes residuos. A palha de cana é um
residuo lignocelul6sico composto principalmente de celulose, hemicelulose e lignina. A
hemicelulose € majoritariamente composta de pentoses, também chamada de fracdo C5,
podendo ser disponibilizada para o meio através de pré-tratamento acido ou térmico. A fragédo
C5 vem sendo explorada como matéria-prima em diferentes bioprocessos. Neste trabalho, o
hidrolisado hemiceluldsico proveniente do pre-tratamento acido foi utilizado na digestdo
anaerdbia e, através da segregacéo das fases fermentativa e metanogénica, foi possivel produzir
biologicamente gases como o hidrogénio e o metano de maneira sequencial. Trés concentracoes
iniciais de carboidratos (9, 30 e 48 mmol/L) foram avaliadas na producdo de H. durante 54 h

de fermentacdo em 35 °C. O maior rendimento foi 1,75 mol n2/mol carboidratos (2,04 mol x2/mol

pentoses) €M 36 h com concentragéo inicial 30 mmol/L e eficiéncia de 61% no processo de
conversdo de pentoses a H, sendo a condigdo escolhida para a producéo sequencial de metano.
O sistema com concentracéo inicial de 9 mmol/L apresentou o rendimento maximo em 18 h de
processo (1,28 mol w2/ Mol carboidratos) € 0 Mmeio com 48 mmol/L de carboidratos em 48 h de

fermentacgdo (1,48 mol w2/mol carboidratos). Adicionalmente, foi avaliada uma fermentagdo em
condicdo termofilica (50 °C) com concentracao inicial de 9 mmol/L de carboidratos utilizando
lodo in natura, que apresentou aumento de aproximadamente 25% no rendimento comparado

a producao mesofilica em 24 h com lodo pré-tratado, resultando em 1,51 mol H2/ Mol carboidratos-
A producao de metano via digestdo anaerdbia em Unico estagio apresentou rendimento de 209,8
mL cHa/g poo, produzindo 6,45 kJ/gogo de energia e reducdo de 88% da DQO. Enquanto a
producédo sequencial apresentou 110,6 mLcha/gpgo com adicionais 117,3 mLu2/gpqo € 6,62
kJ/gpgo de energia produzida. A redugdo da DQO deste sistema foi de 91%. Ensaios
comparativos com um meio mimetizado demonstraram que compostos provenientes da
hidrolise da biomassa, como HMF e furfural nas concentracdes estudadas, ndo foram os
responsaveis pela diminui¢do do rendimento na producéo de H», no entanto, exerce influéncia
negativa na fase adaptativa das arqueia metanogénicas. Sendo assim, a utilizacdo da fracdo C5
para producdo sequencial € promissora, visto que dois gases energéticos sdo gerados, com
recuperacdo energética da fase fermentativa e maior reducdo da matéria organica do sistema
comparado a producdo em um Unico estdgio, e por apresentar alternativas de maior
aproveitamento desta biomassa, assim como na integracdo desta fracdo hemicelulésica no
contexto da biorrefinaria.

Palavras-chave: hidrogénio, metano, hemicelulose, palha de cana-de-agucar, digestdo anaerdbia



ABSTRACT

Tomasini, Marina Cristina. PRODUCAO SEQUENCIAL DE HIDROGENIO E METANO
VIA DIGESTAO ANAEROBIA A PARTIR DA FRACAO HEMICELULOSICA DA PALHA
DE CANA-DE-ACUCAR. Rio de Janeiro, 2020. Dissertacio (Mestrado em Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The Brazilian economy is largely based on agro-industry, and the country is the largest world
producer of sugarcane. Residues generated after the harvest and processing of this crop, such
as bagasse and straw, are partially reused by the sugar and alcohol industry, where it can be
destined to 2G ethanol production and energy cogeneration. However, these approaches provide
partial use of the energy potential of these wastes. Sugarcane straw is a lignocellulosic biomass
composed mainly of cellulose, hemicellulose and lignin. Hemicellulose is mostly composed of
pentoses, also known as C5 fraction, and may be released to the medium through acid or thermal
pretreatment. C5 fraction has been exploited as a raw material in different bioprocesses. In this
study, hemicellulosic hydrolyzate generated from the acid pretreatment was used in anaerobic
digestion and, through the segregation of the fermentative and methanogenic phases. Hydrogen
and methane were sequentially produced. Three initial carbohydrates concentrations (9, 30 and
48 mmol / L) were evaluated for H, production during 54 h of fermentation at 35 °C. The
highest yield was 1.75 molx2/molcarbonydrates (2.04 mMOolH2/mMOlpentoses) at 36 h with an initial
concentration of 30 mmol/L. The efficiency in conversion process of pentoses to H, was 61%,
and it was chosen as the best condition for sequential methane production. System with an
initial concentration of 9 mmol/L showed the maximum yield at 18 h (1.28 molx2/molcarmonydrates)
and the initial carbohydrates concentration of 48 mmol/L lead to the highest yield at 48 h of
fermentation (1.48 moln2/molcamonydrates). Furthermore, a fermentation at thermophilic condition
(50 °C) using an initial carbohydrate concentration of 9 mmol/L using in natura sludge was
evaluated , which showed 25% of yield improvement when compared to mesophilic production
in 24 h using pretreated sludge, resulting in 1.51 mol H2/mOlcarbohydrates. The methane production
via anaerobic digestion in a single-stage showed a yield of 209.8 mLcHa/gcop, producing 6.45
kJ/gpqo of energy and 88% of COD reduction. Sequential production showed 110.6 mLCH4 /
gDQO of yield with additional 117.3 mLn2/gbqo and 6.62 kl/goqo of energy produced. The
COD reduction in this system was 91%. Comparative essays with a standard medium,
composed of only sugars, showed that HMF and furfural stemming from the hydrolysis of
biomass were not responsible for the decrease of H2 production, however but these compounds
have a negative influence on the adaptive phase of methanogenic archeas. Therefore, the use of
C5 fraction for the sequential generation of H2 and CHj4 is promising, since two energy gases
are generated, with energy recovery from the fermentative phase, greater reduction of organic
matter compared to single-stage anaerobic digestion, representing an alternative of a better use
of this biomass, as well as in the integration of this hemicellulosic fraction in the biorefinery
context.

Key-words: hydrogen, methane, hemicellulose, sugarcane straw, anaerobic digestion
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1. INTRODUCAO

A economia brasileira estd fortemente vinculada ao setor agricola e o pais ocupa a
posicdo de maior produtor mundial de cana-de-agUcar, sendo o setor sucroalcooleiro
responsavel por 2% do PIB brasileiro (FINGUERUT, 2019; UNICA, 2018). Considerando a
safra de 2019/20, serdo produzidos mais de 642 milhGes de toneladas de cana-de-agUcar
(CONAB, 2019). Deste montante, é contabilizado a geracdo de aproximadamente 91 milhGes
de toneladas de palha referente a colheita da cana-de-acUcar para geracdo de acucar e etanol
(OKUNO, 2017).

Conforme descrito na lei n° 5990/2011 de eliminacdo gradativa da queima da palha de
cana-de-acUcar, deve-se aumentar a implementacéo de colheita mecanizada nas lavouras. Isto
promove a reducdo das emissdes dos gases de efeito estufa e promove beneficios na
conservacdo do solo (CARVALHO et al., 2017b; MOUTTA; FERREIRA-LEITAO; BON,
2014). Atualmente, aproximadamente 50% da palha deve permanecer no campo para promover
0 manejo hidrico e a fertilidade do solo. Cerca de 10% do excedente é misturado com bagaco
de cana e destinado a queima em caldeira para geracdo de eletricidade. No entanto, esta pratica
garante o aproveitamento de apenas 15% do potencial da biomassa (FERREIRA-LEITAO et
al., 2010; SUCRE, 2017; UNICA, 2019)

Apesar da utilizacdo da palha como complemento do bagaco na cogeracdo de energia,
existem obstaculos quanto ao seu uso, sendo relacionados ao custo de recolhimento, captacédo
e ao transporte da biomassa. Outro aspecto também relevante esta associado as impurezas desta
biomassa, por promover um aumento de incrustacfes nas caldeiras (BONOMI et al., 2016;
SUCRE, 2017). Portanto grandes quantidades desta biomassa ainda sdo acumuladas no meio
ambiente tornando-se um passivo ambiental.

Outras abordagens associadas a geracdo de bioprodutos, a partir da biomassa, tém
surgido como alternativa para superar essas adversidades. A palha de cana-de-agucar € um
residuo lignocelulosico constituido de trés fracdes principais: celulose, hemicelulose e lignina.
A celulose, fracdo predominante que contempla 29-44% da estrutura, ja vem sendo explorada
no contexto da biorrefinaria para a producéo de etanol de segunda geracdo. A lignina (19-34%),
fracdo que confere a rigidez da estrutura e formada predominantemente por compostos

fendlicos
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é utilizada na cogeracéo de energia e producdo de resinas (BOTTCHER et al., 2013; SILVA et
al., 2019) .

O segundo maior constituinte da estrutura, a hemicelulose (23-31%), é um polimero
heterogéneo ramificado, composto majoritariamente de pentoses. Esta fracdo, se submetida a
um pré-tratamento acido permite que os carboidratos sejam disponibilizados em sua forma
monomeérica para o meio liquido (DA SILVA et al., 2013a; MORO et al., 2017). Esses agUcares
sdo considerados de baixa fermentabilidade pelas cepas microbianas convencionais da industria
de etanol, Saccharomiyces cerevisae (CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008;
FERREIRA-LEITAO et al., 2017). A utilizacéo da fracio C5 na geragio de etanol necessitaria
de leveduras geneticamente modificadas ou o desenvolvimento desta producdo através de
microrganismos fermentadores de pentoses, ndo sendo competitivamente atraente comparado
ao uso da celulose (DE SA et al., 2013, 2020), muito menos quando comparado ao processo
convencional utilizando sacarose (primeira geracdo). No entanto, a hemicelulose pode ser
empregada como materia-prima em diferentes bioprocessos como a producdo de hidrogénio e
metano por digestdo anaerdbia (BAETA et al, 2016b; DE SA et al., 2013; DE SA;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014; SANTOS et al., 2018a; THUNGKLIN;
SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018).

O hidrogénio (H2) € comumente utilizado na inddstria para a producdo de amonia, no
refino de petroleo e na producdo de metanol (RAMACHANDRAN; MENON, 1998;
SHARMA; GHOSHAL, 2015). Tem sido considerado o combustivel do futuro, devido a sua
alta densidade energeética (141,9 MJ/kg) e por gerar apenas agua na sua combustdo (YANG;
WANG, 2018). Assim como o0 Hz, o metano (CH4) pode ser utilizado como combustivel
veicular, além disso, como gas de cozinha, energia térmica e energia elétrica (BAENA-
MORENO et al., 2019).

Dentre as diversas maneiras de produzir estes gases, a digestdo anaerObia € uma
abordagem promissora em funcdo do consoércio microbiano que promove a degradacdo dos
compostos organicos com geracdo de metabolitos intermediarios de interesse comercial (acidos
organicos), ser capaz de metabolizar diferentes fontes de carbono como substrato e néo
necessita de condi¢des assépticas para producdo (ELBESHBISHY et al., 2017; WANG et al.,
2018). Entretanto, para a geracdo dos dois gases deve-se prever duas etapas distintas, uma para
producdo de Hy, fase acidogénica, e outra para CHs, etapa metanogénica (YANG; WANG,
2018). Esta producdo em dois estagios faz-se necessaria para que o Hz ndo seja utilizado como

substrato pelas arqueias metanogénicas hidrogenotroficas na etapa de producdo de metano.
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A producdo sequencial é uma alternativa bastante atraente visto que separa a etapa
rapida do processo, a fase hidrélise-acidogénese (fermentacdo), da etapa mais lenta,
metanogénese, promovendo a reducao do tempo de digestdo quando comparado a produgdo de
metano em Unico estagio. Além disso, h4 uma maior estabilizacdo do processo de digestdo
anaerdbia como a fixacdo de dois diferentes pH 6timos, permite a regulacdo de sobrecargas
organicas na etapa metanogénica e apresenta aumento do rendimento global do processo
(CORONA; RAZO-FLORES, 2018; PARTHIBA et al., 2018; SANTOS et al., 2018a). Outra
vantagem esta relacionada a recuperacgdo energética, visto que cerca de 10-20% da DQO total
do sistema séo utilizados para a producéo de H>. A etapa sequencial promove a digestdo dos
compostos mais complexos para a geracdo de metano, cerca de 80%-90% da DQO do sistema
(PARTHIBA et al., 2018; THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018).

Ainda existem desafios a serem superados neste processo, referentes as condicGes de
operacdo objetivando 0 maximo de rendimento, entre eles: a carga organica, o tempo de
retencdo, a temperatura ideal para cada tipo de inoculo, o sistema operacional (batelada, semi-
continuo ou continuo), assim como a minimizacdo dos efeitos inibitérios de compostos
provenientes do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica.

A geracdo de H> e CH4 em dois estagios a partir da fragdo hemicelulésica vem se
mostrando uma abordagem promissora ao valoriza-la e integra-la ao contexto da biorrefinaria,
gerando dois gases altamente energéticos com versatilidade de aplicagdes e possibilitando a
incorporacédo da fragdo C5 no ciclo de producdo do etanol 2G. Além de uma solucdo para a
palha de cana-de-acUcar que € um residuo abundante, surge como alternativa complementar ou
mais eficiente para geracdo de energia nas industrias sucroalcooleiras, de maneira benéfica ao
meio ambiente, vinculada ao tratamento de residuos e efluentes e a geracdo de créditos de
carbono. Assim, com aproveitamento efetivo de cada fracdo do material lignoceluldsico, diante
das suas caracteristicas estruturais, viabiliza a descentralizacdo da producéo de energia e a

diversificacdo da matriz energética brasileira.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de hidrogénio e metano de

maneira sequencial via fermentacdo e digestdo anaerdbia utilizando lodo de estacdo de
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tratamento de esgoto como consércio microbiano. A matéria-prima utilizada foi o hidrolisado

da palha de cana-de-agucar, obtido por tratamento acido.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Obter da fracdo hemicelulosica a partir da palha in natura empregando pré-tratamento
acido;

e Avaliar a producgdo de H>, utilizando hidrolisado hemicelulésico ou meio mimetizado,
em trés diferentes concentragdes iniciais de agucares;

e Avaliar ainfluéncia da presenca de HMF e furfural nos meios de producéo de H2 e CHa;

e Realizar a producgédo de H> em uma condicéo termofilica de 50 °C;

e Realizar a producgédo de CH4 a partir do efluente da producéo de Ho;

e Avaliar a producdo de CHs a partir do hidrolisado hemiceluldsico em Unico estagio

comparativamente a producdo em meio mimetizado.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Contexto energético Brasileiro

O Brasil possui uma ampla disponibilidade de recursos energéticos, detendo condicdes
climaticas favoraveis e extensa disponibilidade de terra, 0s quais propiciam o aproveitamento
das fontes renovaveis. No entanto, o pais se assemelha a conjuntura mundial onde grande parte
da demanda energética nacional € suprida por fontes ndo renovaveis de energia, tais como
petréleo, gas natural e carvao.

Neste contexto, a matriz energética nacional é predominantemente de origem fdssil,
destacando-se o petréleo como fonte primaria mais importante representando 34% de toda
energia ofertada em 2018 (Figura 1) e consequentemente a principal fonte de emissfes de CO>
(FERREIRA et al., 2018). Apesar disto, segundo a Agéncia Internacional de Energia
(International Energy Agency - AIE) o Brasil € o pais com a matriz energética mais limpa do
mundo (IEA, 2018).
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Solar 0,1%

Edlica 1,4%

Hidraulica 12,6%

Outras renovaveis 5,3%

l

Petroleo e derivados
34,4%

Derivados da cana
17,4%

Lenha e carvdo vegetal 8,4% ?

Outras ndo renovaveis 0,6%

_AN
Gas natural 12,5%

Uranio (U308)1,4% L
Carvdo mineral 12,5%

Figura 1. Oferta energética no Brasil em 2018. Fonte: Elaboracao propria a partir de (EPE, 2019).

O setor de transportes € o maior emissor de gases causadores do efeito estufa segundo
0 Observatdrio do Clima e Instituto de Energia e Meio Ambiente, sendo o setor rodoviario de
passageiros individuais o predominante. Neste contexto, este setor apresenta a maior emissao
de gases de efeito estufa por passageiro transportado comparado ao que poderia ser alcancado
por meio do transporte coletivo (FERREIRA et al., 2018). A mudancga deste cenario vem sendo
explorada com a adocédo de biocombustiveis no setor de transporte.

A participacdo de fontes renovaveis de energia na matriz veicular tem aumentado ao
longo dos anos em funcao de politicas publicas como a adi¢éo de biocombustiveis aos derivados
de petrdleo. Atualmente, toda gasolina automotiva comercializada nos postos pode conter 20-
27%" de etanol anidro e no caso do diesel, 12% de biodiesel deve ser incorporado no
combustivel (BRASIL,2011; EPE, 2018)

No ano de 2018 a oferta interna de energia proveniente de fontes renovaveis representou
45% da matriz total. A variedade ofertada pelo Brasil compreende os biocombustiveis liquidos,
principalmente o etanol e biodiesel, os biocombustiveis solidos, sendo 0 bagaco de cana o que
vem sendo aproveitado pela industria sucroalcooleira, € 0s gasosos, como o0 biogas, ainda

incipiente no cendrio energético brasileiro (EPE, 2019).

1 A gasolina premium contém 25% de etanol anidro, conforme Portaria n° 75 do MAPA (MAPA, 2019)
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Uma iniciativa de valorizacdo do potencial nacional de fontes renovaveis como a
Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), vinculada aos compromissos assumidos
pelo Brasil na 21° Conferéncia das partes (COP21), impde comprometimento nacional na
diminuigdo de emissdes dos gases do efeito estufa, incentivando o desenvolvimento de

tecnologias voltadas a producdo de biocombustiveis e a sua implementacao.

Em relacdo & matriz elétrica, os recursos renovaveis sdo majoritariamente utilizados
como fonte energética, principalmente associados a participacdo das hidrelétricas na geracao
de energia elétrica (CUNHA et al., 2016). No entanto, as recentes condi¢Bes climaticas e
hidrol6gicas desfavoraveis contribuiram com a diminuicdo dos reservatérios, e para suprir a
demanda energética as termelétricas movidas a gas natural sdo incorporadas ao sistema de

geracdo de energia.

Para a geracdo térmica, o uso da biomassa vem aumentando, apresentando um
crescimento de 5% de 2017 para 2018, sendo o bagaco e a palha de cana as matérias-primas
mais utilizadas (EPE, 2019). Fazendo um paralelo entre a participacdo sazonal desta biomassa
com a escassez hidrica, ha complementaridade de periodos, visto que ha geracdo de
bioeletricidade proveniente do bagaco e palha durante a safra, periodo concomitante ao da

estiagem (Figura 2).
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Figura 2. Participacdo da biomassa de cana na geracao de energia elétrica. Fonte: (CCEE, 2019; EPE,
2019)

A geracdo a partir de outras biomassas representou 1,1% em 2018, estando o biogas
presente nesta producdo energética (EPE, 2019). Sua participacdo na oferta interna de energia
vem aumentando e o setor sucroenergético pode contribuir na oferta de biogas através da

digestdo anaerdbia dos seus residuos, visto que a queima ndo abrange toda a quantidade de
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residuos gerados, apresenta limitagdes relacionados as incrustacdes nas caldeiras e contempla
apenas 15% do potencial energético da biomassa (SUCRE, 2017; UNICA 2019).

A exploracdo de residuos lignocelulésicos para a fabricacdo de produtos renovaveis
como energia, combustiveis e produtos quimicos € uma estratégia visto que ndo afeta na
competitividade do setor alimenticio e de combustiveis. Outra vantagem estd em diminuir seu
acumulo no meio ambiente.

A utilizacdo de fontes vegetais para producao de combustiveis, como o etanol, € reflexo
da demanda, visto que entre 2000 a 2017 houve aumento de 58% (EPE, 2018). De acordo com
a projecdo de IRENA (International Renewable Energy Agency), até 2030 a energia renovavel
ird corresponder a 36% da matriz energética global, o dobro da projecdo feita para 2010
(IRENA, 2014).

3.2. Biomassa lignocelulosica

A parede celular de uma biomassa lignoceluldsica é composta de celulose, hemicelulose
e lignina e constitui a estrutura de residuos agroindustriais como palha de trigo, palha de arroz,
sorgo, o bagaco e a palha de cana-de-agucar.

O componente mais abundante da estrutura lignocelulésica é a celulose, um
homopolimero linear com unidades repetitivas de celobiose (dimeros de glicose), sendo o
principal polissacarideo estrutural das plantas (SANTOS et al., 2012). As unidades de glicose
unem-se por ligacdes glicosidicas B-1,4 agrupando-se em microfibrilas insolUveis. Estas
microfibrilas possuem regides cristalinas, com ligacdes de hidrogénio inter e intra moleculares,
e interacdes hidrofdbicas. Ha também regides amorfas, as quais possuem um arranjo molecular
ndo ordenado, com menor densidade e com menor numero de ligagdes de hidrogénio com
moléculas vizinhas. A cristalinidade da celulose torna a maioria das ligacdes glicosidicas
inacessiveis as celulases (JEOH et al., 2017).

A celulose proveniente da biomassa da cana-de-acgUcar é utilizada para a producdo de
etanol 2G em algumas industrias do setor sucroalcooleiro. Considerando o teor médio de
celulose na biomassa de 30%, e que nem todo residuo gerado € utilizado nesta producdo, o
excedente tem sido alvo de estudos e discussdes no setor sucroalcooleiro para a escolha da
melhor estratégia de producdo energética (AXELSSON et al., 2017; FERREIRA-LEITAO et
al., 2010; SHARMA et al., 2020). Grande parte das industrias utiliza o excedente de bagaco e

parte da palha recolhida do campo para a cogeracao de energia. Este aproveitamento energético
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da biomassa é parcial e o uso da palha nas caldeiras altera a sua dindmica de operagdo, uma vez
que ndo foram projetadas para queimar palha e essa biomassa contém impurezas como enxofre,
potéssio e cloro que promovem aumento de incrustages (MENANDRO et al., 2017).

A hemicelulose, também conhecida como fracdo C5, é um heteropolimero ramificado,
composto majoritariamente por pentoses (B-D-xilose e a-L-arabinose), hexoses (-D-manose,
B-D-glicose e galactose) e 4&cidos urbnicos (acidos o-D-glucurénico, a-D-4-O-
metilgalacturénico e a-D-galacturonico) (CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008). A
matriz hemicelul6sica é complexa e sera descrita no proximo topico.

Atualmente a hemicelulose ndo faz parte do ciclo de producédo do etanol 2G devido a
necessidade de empregar-se saccharomices cerevisae geneticamente modificadas que
convertam as pentoses no biocombustivel ou de desenvolver a producdo de etanol através de
microrganismos fermentadores destes aclcares. Isto ndo a torna competitivamente atraente em
relacdo ao uso da celulose. No entanto, a fracdo C5 pode ser utilizada como mateéria-prima em
diferentes bioprocessos e vem apresentando resultados promissores na producéo de H, e CHs
através da digestdo anaerdbia (DE SA et al., 2020; RASHAMA,; IJOMA; MATAMBO, 2019;
SA, 2015; SANTOS et al., 2018b; THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018;
YANG; WANG, 2018).

A lignina é constituida de encadeamentos irregulares e randdmicos de compostos
fenolicos que se unem por ligacOes éter ou ester a hemicelulose e por conseguinte une-se a
celulose por ligacdes de hidrogénio, interac6es hidrofdébicas e interacfes eletrostaticas (XU et
al., 2019). A lignina é a maior reserva renovavel de compostos aromaticos sendo composta de
mondmeros de fenilpropenos ou unidades monolignol, tais como o alcool cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico. A sua estrutura contém varios grupos funcionais, sendo eles
hidrolixa alifatica, hidroxila fendlica e metoxila. Estes grupos se diversificam quanto a
reatividade e as propriedades quimicas da fracdo, sendo o grupo de hidroxila fenolica o
principal determinante das caracteristicas da lignina; a hidroxila alifatica geralmente é a mais
abundante. Vale ressaltar que a quantidade desses grupos hidroxila variam de acordo com a
natureza da matéria-prima (CHIO; SAIN; QIN, 2019). E a lignina que confere & matriz
lignocelulosica rigidez, impermeabilidade, resisténcia ao ataque microbiano e ao estresse
oxidativo (PONNUSAMY et al., 2018). Adicionalmente, as propriedades estruturais da lignina
vém sendo exploradas para producdo de fibras de carbono, produtos poliGteranos e resinas no
contexto da biorrefinaria (PONNUSAMY et al., 2018).
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Figura 3. Estrutura da biomassa lignocelulésica, destacando o tecido vegetal de monocotiledénea e a
parede celular secundaria do vegetal composta por celulose, hemicelulose e lignina. Elaboracéo prépria
a partir de CHIO; SAIN; QIN, 2019, CARVALHO et al., 2017 ELUMALAI et al., 2017. Foto do tecido
vegetal: Priscila Costa Freitas.

A complexa interacdo entre as trés fracGes na parede celular é o principal desafio para
0 uso biotecnoldgico da lignocelulose. Varios tipos de pré-tratamento vém sendo estudados a
fim de promover a desestruturacéo dos diferentes tipos de material lignoceluldsico, facilitando
assim o acesso das fraces a microorganismos e enzimas, a depender da fracdo que se deseja
aproveitar. Pré-tratamento com 4&cido diluido e pré-tratamento hidrotérmico facilitam a
solubilizacdo da hemicelulose, tendo como resultado duas correntes: a liquida, composta pelo
hidrolisado hemicelulésico; e a sélida, composta por celulose e lignina. A explosdo a vapor
também solubiliza a hemicelulose e resulta em uma celulose mais acessivel a hidrolise
enzimatica.(ADARME et al., 2017; DA SILVA et al., 2013a; MOUTTA et al., 2012).

Os preé-tratamentos alcalino , com solventes organicos e com aménia sdo realizados para
a remocdo da lignina (BRIENZO et al., 2016; PONNUSAMY et al., 2018; SOARES et al.,
2019a). No pré-tratamento com o0z6nio, a lignina é a fracdo mais suscetivel a degradacéo,
seguido pelas hemiceluloses e com pouca interferéncia nas celuloses (TAHERZADEH;
KARIMI, 2008).

A extracdo com liquidos ibnicos promove uma dissolucdo da lignocelulose a uma

estrutura com celulose amorfa comparado a biomassa nao tratada. Estes sdo exemplos de pré-
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tratamentos que diminuem a cristalinidade da celulose, consequentemente promovem uma
maior area superficie para a atuacdo das enzimas na etapa de hidrolise enzimética, e assim,
liberando os mondmeros de glicose para a fermentacdo (DA SILVA et al., 2013a; MORO et
al., 2017).

Entre os pré-tratamentos fisicos, 0 moinho de bolas e a extrusdo sdo processos que
diminuem consideravelmente a cristalinidade da celulose (DA SILVA et al., 2013a). Um pré-
tratamento adequado deve contemplar, além de alta eficiéncia, a minimizacéo da degradagéo
do polimero de interesse e ser selecionado visando o processo geral de producdo e destino
(FERREIRA-LEITAO et al., 2017).

3.2.1 Fracdo hemicelul6sica proveniente da etapa de pré-tratamento da biomassa

lignocelulosica

A hemicelulose € um heteropolissacarideo formado por unidades de glicose, manose e
xilose, cuja configuracéo varia de acordo com a espécie vegetal. Existem variagdes no grupo
das hemiceluloses, sendo elas as xiloglucanas, xilanas, mananas e glucumananas.

As xiloglucanas possuem cadeias repetitivas de glicose com suas cadeias laterais
compostas de xilose. Os residuos de xilose podem ser substituidos com [B-galactose ou L-
arabinose. Em contrapartida, as xilanas ndo possuem repeticdes em sua estrutura e apresentam
diversas variacOes; sdo compostas de cadeias lineares de xilose com substituicdes de residuos
glucuronosil e 4-O-metilglucuronosil em ligagdes a- (1—2), sendo chamadas de
glucuronoxilanas. Quando ha residuos de arabinose nas ramificacdes sdo denominadas como
arabinoxilanas e glucuronoarabinoxilanas. Além disso, também sdo encontradas na natureza
algumas substituicdes de arabinofuranosil em ligacdo éster com acido feralico no 5-O,
caracteristica de xilanas de monocotiledéneas. A maioria das xilanas sdo acetiladas, em que 0s
grupos acetil estdo ligados em O-3 dos residuos de xilose e em menor frequéncia em O-2. Outro
grupo acetilado sdo as mananas, compostas inteiramente de manose em que as glucumananas e
galactoglucomananas possuem manose e glicose em um padrdo nao repetititvo na estrutura,
com substitui¢des de a-D-galactupiranosil em ligagdes a- (1—6) (Figura 4) (CARVALHO et
al., 2017a; GIRIO et al., 2010; SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Figura 4. Representacdo dos tipos de hemicelulose encontradas nas estruturas lignocelulésicas. As
estruturas hemiceluldsicas sdo variaveis de acordo com a origem vegetal. “Ac” aos grupos acetil, o termo
"Fer" representa a esterificacdo com o acido ferdlico, caracteristico de xilanas de monocotiledéneas e
“OMe” corresponde a 4-O-metilglucuronosil. Adaptado de SCHELL; ULVSKOV, 2010.

As xilanas encontradas no bagaco e na palha de cana sdo consideradas L-arabino (4-O-
metilglucurono)-D-xilana em que as unidades de glucurdnico e a arabinose estdo ligados em O-
2 e O-3, respectivamente (CARVALHO et al., 2017a; PENG et al., 2009; SHI et al., 2012). A
fracdo hemiceluldsica da palha possui um ndmero maior de substituicdes de unidades de
arabinose comparado ao bagaco e menor contetdo acetil, encontrados na posi¢cdo O-3, O-2 e

0-2,3 no polimero de xilose como esta demonstrado na figura 5.
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Figura 5. Estrutura da xilana do bagaco (A) e palha (B) de cana-de-agucar. Glucuronoarabinoxilana com
unidades de acido glucurdnico (Xil-3Ac-2GIcA) ligado em O-2; arabinose (Xil -3Ara) ligados em O-3
e grupamentos acetil ligados em O-3 (Xil-3Ac); O-2 (Xil-2Ac) e em O-2 e O-3 (Xil-2Ac-3Ac) no
polimero de xilose. Adaptado de CARVALHO et al., 2017a

Ha diferentes métodos de pré-tratamento da biomassa para a solubilizacéo da fracao
hemicelulésica. Dentre eles, o pré-tratamento hidrotérmico utiliza agua no estado liquido sob
elevadas temperaturas (160 a 240 °C) e ndo faz uso de agentes quimicos e catalisadores (DA
SILVA et al.,, 2013a). A recuperacdo da hemicelulose é na faixa de 55-84%, sendo os
carboidratos liberados também na forma oligomérica e ha baixa formacdo de produtos
inibitdrios, dependendo da severidade do processo. Os oligbmeros formados precisam ser
hidrolisados e consequentemente retardam a producéo de hidrogénio, ocasionando o0 aumento
da fase adaptativa dos microrganismos (DE SA et al., 2020).

O pré-tratamento com acido diluido, método mais utilizado em larga escala visto que ha
consumo relativamente baixo de &cido, assim como propicia a liberagdo dos acgUcares da
hemicelulose na forma monomérica e pode atingir uma eficiéncia de aproximadamente 90%
recuperacdo dos carboidratos da estrutura. Em contraponto, o tratamento acido ocasiona
problemas associados a corrosdo dos equipamentos. Outra preocupacdo ligada a esta
abordagem esta diretamente ligada as questdes ambientais. A concentracdo do acido e a
temperatura do pré-tratamento é de fundamental importancia para um bom rendimento.

Usualmente, a técnica emprega acido sulfurico ou acido hidrocloridrico em uma faixa de
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concentracdo de 1 a 5%, temperatura de aproximadamente 150 °C, com pressao de até 10 atm
e com curta duracdo do processo, de 10 a 30 minutos (DA SILVA et al., 2013a; MOUTTA et
al., 2013; RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014).

A hidrolise &cida € iniciada com a dissociacdo do acido em solucéo e sua difuséo através
da matriz lignoceluldsica imida até alcancar as regides reativas (figura 6). Em hemiceluloses
acetiladas, ha clivagem desses grupamentos pelos prétons em solucdo que ocasionam o
aumento da acidez do meio. Os prétons sdo adicionados na ligacdo glicosidica entre os
mondmeros de aglcar. Esta protonacdo forma um écido conjugado e em seguida a ligacdo C-O
é rompida liberando uma unidade de agucar e um carbocation instavel, sendo finalizado com a
solvatacgdo do carbocétion utilizando a &gua como solvente, liberando outra molécula de agtcar
e regenerando o préton. Outro mecanismo proposto é através da protonacdo do oxigénio do anel
que gera um intermedidrio ciclico e depende de mais energia para ocorrer (DA SILVA et al.,
2013a).
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Figura 6.Mecanismo de hidroélise acida. Fonte: DA SILVA et al., 2013

Este método solubiliza seletivamente a hemicelulose e gera uma fracdo sélida composta
de celulose e lignina. Em condicdes severas de tratamento pode ocasionar a hidrélise da
celulose e degradacao dos acUcares, gerando compostos tdxicos, como o 5-hidroximetilfurfural
e furfural. Em condicBGes controladas, a geracdo destes compostos pode ser mais baixa
(BAZETTO, 2018; MOUTTA et al.,, 2013). E importante ressaltar a necessidade de se

neutralizar o hidrolisado antes de utilizd-lo como matéria-prima para processos fermentativos
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ou de digestao anaerobia devido ao baixo pH do hidrolisado (pH < 1), incompativel com as
faixas de pH adequados ao desenvolvimento microbiano.

Os compostos furénicos, HMF e furfural interferem nos processos microbioldgicos por
serem toxicos ao metabolismo dos microrganismos. O HMF € proveniente de uma degradagéo
térmica da glicose. Nesta degradacéo, a glicose é desidratada primeiramente em HMF, podendo
ser degradada a cido levulinico e &cido formico. Em contrapartida, o furfural é exclusivamente
gerado a partir das pentoses, xilose e arabinose, liberadas da fracdo hemicelulésica (figura 7).
Por se tratarem de aldeidos, sdo moléculas de alta reatividade que propiciam a formacao de
espécies reativas de oxigénio. Assim, geram danos na membrana celular dos microrganismo,
danos ao DNA, inibigdo do crescimento celular e interferem na atividade de vérias enzimas da
via glicolitica (MONLAU et al., 2014; RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014). O
impacto destes compostos nos processos microbianos é funcdo direta da sua concentragdo no
meio. Os efeitos deletérios associados, principalmente ao crescimento, podem ser observados
em diferentes microrganismos em concentracbes proximas a 1g/L, podendo diminuir
consideravelmente o rendimento e produtividade dos processos que utilizem hidrolisados
lignocelulésicos (KUMAR et al., 2009; PANAGIOTOPOULOS et al., 2011; QUEMENEUR
et al., 2012). A detoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico € um procedimento aplicado para
a retirada de HMF e furfural, o qual inclui a evaporacdo, adsor¢do em carvao ativado, extragdo
por solventes, tratamento alcalino ou enzimatico (HU et al., 2018; MONLAU et al., 2014),
porém esta etapa pode encarecer 0 processo como um todo e até inviabilizar o uso do
hidrolisado hemicelulésico como matéria-prima.

Dependendo da severidade do pré-tratamento empregado pode ser observada a
formacdo de pseudo-lignina, um material aroméatico contendo grupos funcionais hidroxil e
carbonil. Assemelha-se a lignina nativa porém ndo é proveniente da mesma, é formada via
degradacdo dos carboidratos seguida da polimerizacdo dos derivados do HMF e furfural, sendo
estes 0 1,2,4-benzenetriol e 3,8-dihidroxi-2-metilcromona, respectivamente (KUMAR et al.,
2012; RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014; SANNIGRAHI et al., 2011).
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Figura 7. Esquema representativo dos carboidratos solubilizados e compostos que podem ser formados no
pré-tratamento acido da biomassa lignocelulosica. Adaptado de (RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER,
2014).

3.3. Hidrogénio

O hidrogénio possui formas diversificadas de aplicacdo e é considerado um potencial
substituto aos combustiveis fosseis, devido a reducédo de carbono decorrente de sua combustédo
limpa (H2+% 0> — H20) e, de elevada densidade energética (141,9 MJ/Kg) (YANG; WANG,
2018).

E empregado no refino de petrdleo, para fracionamento e hidrogenacao simultanea de
hidrocarbonetos gerando moléculas menores e com maior propor¢cdo H/C. Assim como é
utilizado para hidrogenar compostos de enxofre e nitrogénio e remové-los na forma atbmica (H
e S) ou como amonia (NHs). O metanol é também um produto proveniente do processamento
do H>com mondxido de carbono através de uma reacdo catalitica em alta temperatura e presséo.
Em menor representatividade, pode ser utilizado no refino de metais como niquel, tungsténio,
molibdénio, cobre, zinco, uranio e chumbo (RAMACHANDRAN; MENON, 1998; SHARMA,
GHOSHAL, 2015).
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Na industria aeroespacial € utilizado como combustivel, por ser um composto de baixa
massa molecular, critério fundamental para aplicacfes espaciais. Neste contexto de aplicacéo,
também pode ser utilizado em combustiveis de automdveis através de uma célula de
combustivel, porém por se tratar de uma tecnologia incipiente, a competitividade para o uso do
hidrogénio como combustivel veicular ainda é desvantajosa. No entanto, a implementacéo de
uma célula de combustivel que possa ser utilizada em carros elétricos, conhecida como célula
de combustivel de veiculos elétricos (em inglés Fuel cell eletric vehicles - FCEV) pode
propiciar o uso do H, em automéveis. Empresas como Toyota, Hyundai e Honda ja produzem
veiculos de passeio com FCEV, assim como Audi e Mercedes-Benz, que estdo no mesmo
proposito (STAFFELL et al., 2019). Onibus movidos & célula a combustivel tiveram uma
implementacao precoce no contexto mundial, sendo que 83 estdo em operacdo na Europa, 44
na América do Norte, 300 na China e 100 foram desenvolvidos pela Toyota para as Olimpiadas
em Toquio, remarcada para 2021. Caminhdes, motocicletas e trens também vém sendo
produzidos nos paises desenvolvidos com esta tecnologia para serem abastecidos com
hidrogénio (ALSTOM, 2016; EDIE, 2018; HART et al., 2015; TOYOTA, 2016).

Os métodos termoquimicos (gaseificacdo, reforma a vapor e pirdlise)
convencionalmente utilizados para produgéo de H: apesar de produzirem grande quantidade do
gas, envolvem alto consumo energético, com geracdo de subprodutos toxicos poluidores do
meio ambiente (LIU et al., 2019; SHARMA; GHOSHAL, 2015). Neste contexto, a
infraestrutura da producédo deste gas pode ser dispendiosa economicamente e ambientalmente
danosa. Desta forma, o desenvolvimento de processos sustentaveis para obtencdo de H; é de
extrema relevancia no cenario atual, onde se busca a reducao das emissdes de carbono e o uso

racional de matérias-primas renovaveis e residuais.

3.3.1. Producéo de Hz via processo fermentativo

A producdo bioldgica de H, € um processo tecnologicamente promissor, visto que
podem ser empregadas condi¢des brandas, assim como uma ampla gama de matérias-primas
renovaveis, resultando no baixo consumo de energia, e um processo ambientalmente limpo
(WANG; YIN, 2018). S&o possiveis matérias-primas os residuos agroindustriais, urbanos, da
industria de alimentos, de estacdes de tratamento e efluentes organicos industriais.

Entre os diferentes processos bioldgicos, a producédo via fermentacéo ocorre através da
conversao de compostos organicos como carboidratos, lipidios ou aminoacidos em H, CO.,

acidos organicos e alcoois por microrganismos anaerdbios estritos ou facultativos. Pode ser
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realizada por culturas puras de microrganismos, em que ha selecdo e purificacdo de bactérias
produtoras de Hz ou por meio de culturas mistas, podendo ser provenientes de ambientes
naturais. As bactérias fermentativas permitem uma producdo de modo continuo e ritmo
sustentado, ndo havendo inibigéo pela auséncia de iluminagdo como ocorre em microrganismos
fotossintéticos (bactérias fotossintéticas, algas e protistas) (DING; YANG; HE, 2016;
ELBESHBISHY et al., 2017; YANG; WANG, 2018).

H& uma variedade de microrganismos que podem ser utilizados para geracdo de Ho,
sejam em condi¢des mesofilicas ou termofilicas. Em condigdes mesofilicas destacam-se
bactérias pertencentes aos géneros Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Bacillus,
Caldicellulosiruptor. As espécies pertencentes ao género Clostridium produzem H, em ambas
as condicdes, mesofilica e termofilica (HASYIM et al., 2011). Estes microrganismos sdo
capazes de esporular, podendo resistir a ambientes inospitos, causados por: produtos quimicos
toxicos, pH externo, detergentes e calor. Bactérias dos géneros Thermoanaerobacter e
Caldanaerobius também séo recorrentes nos estudos de producdo de H> em condicdes
termofilicas (DESSI et al., 2018; NIZ et al., 2019; O-THONG et al., 2008).

Além da presenca de compostos furanicos mencionados no tépico 3.2.1, a producéo
fermentativa de H. por consorcio microbiano é dependente da populagdo microbiana no
inoculo, desta forma pardmetros como concentragéo de substrato, pH e temperatura de operacéo
afetardo o metabolismo desta diversidade de bacteérias, favorecendo ou néo a producéo de H».

Os carboidratos sdo consumidos pelos microrganismos como fonte de carbono e, 0s
prétons H* atuam como receptores de elétrons reduzindo os elétrons gerados na degradacéo do
substrato. Consequentemente ocorre a geragdo H fenémeno relacionado a manutencdo do
equilibrio redox intracelular. Neste processo sdo gerados acido acético e butirico juntamente
com ATP (YANG; WANG, 2018).

Um meio com altas concentracdes de substrato pode desfavorecer a producdo de H> uma
vez que 0s microrganismos podem ser inibidos pela alta concentracdo de acidos acumulados no
meio, pelo baixo pH intracelular ou pelo aumento da pressdo parcial de Hy. O ajuste da
concentracdo de substrato deve ser avaliado de acordo com cada sistema, considerando a
matéria-prima como fonte de substrato, analisando-se a carga organica por quantidade de
microrganismos presente no indculo para evitar a inibicdo por substrato e consequente inibicao
por produto (ELBESHBISHY et al., 2017). A tabela 1 apresenta alguns exemplos de estudos
sobre a produgéo de H> com aumento da concentracéo de carboidratos simples, foco de interesse
do trabalho.
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Tabela 1. Producdo de H, x aumento da concentracéo de agUcar.

Conc ] Rendimento o
Substrato @ /L). Inoculo (mol Hz/mol Referéncia
substrato)
Sacarose 550 T. thermo;ascl(jljgrolytlcum ggi O-THONG et
, al., 2008
_ 1 1.46 KONGJAN; MIN;
Xilose ' ANGELIDAKI,
Cultura mista 0,45 2009
Xilose, glicose e 1 1,30 DE SAcetal.,
arabinose 10 Lodo anaer6bio 0,68 2020
10 0,84 FANGKUM;
Xilose, glicose e REUNGSANG,
arabinose 44 Estrume de Cavalo 0,22 2010

Além da concentracdo inicial de substrato, o pH e a concentragédo de acidos organicos
no meio sdo parametros importantes para que se alcancem rendimentos satisfatorios de Ho.
Durante a producédo de H», ha geracdo de acidos, principalmente acético e butirico, que levam
a reducéo do pH do meio. Quando o pH do meio é menor que o pKa dos acidos acético (4,75)
e butirico (4,8), estes se dissociam no interior da célula microbiana e o acimulo de prétons no
citoplasma ocasionam a acidificacdo intracelular, que pode causar a ativacdo de enzimas
relacionadas a solventogénese, rota concorrente a de producdo de Hz. Os anions promovem um
aumento da osmolaridade no citoplasma e consequentemente aumento da pressdo de turgor
(pressdo exercida na parede celular). Adicionalmente, ha reducao dos niveis de ATP intracelular
com o bombeamento dos prétons para o meio extracelular. Neste sentido, a inibi¢éo por acidos
2020; ELBESHBISHY et al., 2017; O-THONG et al., 2008; SA, 2015).

A temperatura de operacdo do processo fermentativo pode alterar o metabolismo de
diferentes microrganismos, influenciar na biodegradabilidade do substrato e na atividade das
hidrogenases. O aumento de temperatura pode favorecer o acimulo de Hz, suprimindo os
consumidores deste gas, como as arqueias metanogénicas e as bactérias homoacetogénicas. No
entanto, em condi¢Ges extremamente termofilicas (Temperaturas acima de 65 °C), foi
observada, em um sistema utilizando lodo ativado como inéculo, a inibicdo dos organismos
produtores de H» através da desnaturacéo das proteinas celulares, ou seja, inativacao de enzimas

essenciais para o crescimento celular (DESSI et al., 2018). A faixa de temperatura usualmente
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utilizada na acidogénese € de 30 a 60 °C, sendo descrito na literatura que as faixas de 37 a 40
°C e 50 a 60°C podem aumentar a produgdo de H> sem danos ao crescimento celular
(ELBESHBISHY et al., 2017).

Entretanto, a eficiéncia dos processos € particular de cada sistema. O modo de operacao,
a concentracdo inicial de substrato, o tipo de substrato, e o tipo de indculo utilizados irdo

influenciar a producéo de Ho..

3.3.2. Rotas metabolicas envolvidas na producao de H»

Existem diversos microrganismos capazes de converter uma grande variedade de
carboidratos, lipidios e/ou proteinas em hidrogénio, CO> e outros compostos organicos como
acidos graxos volateis e alcodis (DING; YANG; HE, 2016). Os carboidratos geralmente séo a
fontes de carbono organico de facil assimilacéo pelos microrganismos no processo fermentativo
(ELBESHBISHY et al., 2017).

Os produtos formados classificam a rota fermentativa das bactérias, podendo ser
fermentacao aceto-butirica (fermentacéo tipo saccharolitica clostridial) e fermentacdo aceto-
mista (fermentacdo tipo enterobacterial) (MONTOYA, 2019). Entretanto, independentemente
do tipo de fermentacéo, a primeira etapa € a conversao dos carboidratos em acido pirtvico com

formacédo de NADH na via glicolitica, como é demonstrado na equacao 1:

CsH1206 (glicose) + 2NAD* —2 CH3COCOOH (4cido piravico) + 2 NADH + 2 H* (Eq. 1)

Na figura 8 estdo representadas de forma esquematizada as reacbes metabdlicas
descritas acima, utilizando como substrato a glicose, xilose e arabinose, carboidratos presentes

na fracdo hemicelulésica.
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Figura 8. Rota metabdlica de um consércio microbiano durante fermentacéo de substratos da fragdo hemicelulésica
(Elaboracéo propria a partir de DING; YANG; HE, 2016 e SA, 2015). Enzimas: (1) Hexocinase; (2) Glicose-6-
fosfato isomerase; (3) Frutose bifosfatase; (4) Aldolase; (5) Piruvato-ferrodoxina oxidorredutase; (6) Hidrogenase;
(7) NADH-ferrodoxina oxidorredutase; (8) NADPH-ferrodoxina oxidorredutase; (9) Fosfotranscetilase quinase;
(10) Acetato liase; (11) Fosfotransbutilase quinase; (12) Butirato quinase; (13) Xilose isomerase; (14)
Xiluloquinase; (15) L-arabinose isomerase; (16) L-ribulose-5-fosfato; (17) L-ribulose-fosfato-4-epimerase; (18)
Acetaldeido desidrogenase; (19) Etanol desidrogenase; (20) B-hidroximetilglutaril-CoA liase; (21) Acetato
descarboxilase; (22) Butiraldeido desidrogenase; (23) Butanol desidrogenase; (24) Acetato-formiato-liase; (25)
Formato-hidrogenase-liase; (26) Lactato desidrogenase.
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Na fermentacéo aceto-butirica os substratos séo convertidos a gliceraldeido-3-fosfato
e posteriormente em &cido pirtvico. A conversao da glicose é iniciada com uma fosforilagéo
por uma molécula de ATP, dando origem a glicose-6-fosfato e em seguida convertida em sua
forma isomérica, frutose-6-fosfato. Uma segunda fosforilacdo ocasiona a formacéo da frutose-
1,6-bifosfato e esta é convertida em gliceroldeido-6-fosfato pela enzima aldolase (NELSON;
COX, 2014). Os demais substratos também sdo convertidos a gliceraldeido-3-fosfato, porém
serdo metabolizados primeiramente na via das pentoses antes de integrar a via glicolitica.

A degradacdo da xilose por microrganismos procariotos ocorre através da via de
isomerizacdo e iniciando-se com a converséo de xilose a xilulose pela enzima xilose isomerase.
Em seguida, a xilulose é fosforilada a xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase. Este composto €
metabolizado pela via das pentoses até entrar na via glicolitica (DE SA et al., 2013;
KARHUMAA; SANCHEZ; HAHN-HAGERDAL, 2007).

Em relacdo a L-arabinose, as bactérias a convertem em L-ribulose pela acdo da
enzima L-arabinose isomerase, que posteriormente é fosforilada a L-ribulose-5-fosfato e
novamente sofre a acdo de uma isomerase, a enzima L-ribulose-fosfato 4-epimerase, sendo
convertida em xilulose-5-fosfato e assim € integrada na via glicolitica (BETTIGA et al., 2009;
FREITAS, 2012). Nestes processos a energia é obtida na forma de ATP e sdo geradas moléculas
de piruvato.

Os elétrons utilizados para a geragéo de Hz séo provenientes da oxidag&o do piruvato
a acetil-CoA mediante a enzima Piruvato-ferrodoxina oxirredutase na presenca da coenzima A
(CoA), ferrodoxina reduzida (Fdred) € CO2. A fosforilacdo do acetil-CoA pode ser realizada
através do sistema da fosfotranscetilase ou fosfotransbutilase em que ha geracdo de ATP e dos
acidos acético e butirico, respectivamente. A ferrodoxina reduzida (Fdreq) transfere elétrons para
as hidrogenases durante a formacdo dos acidos acético e butirico. Assim, as hidrogenases
utilizam os prontons H* como aceptores finais de elétrons e ferrodoxina é re-oxidada liberando
a molécula de Hz (Equagéo 2) (DING; YANG; HE, 2016; MONTOYA, 2019; SA et al., 2015).

2H" + 260 « H» (Eq. 2)

As equacdes abaixo apresentam a estequiometria da conversao de hexoses e pentoses
para a geracdo de H», sendo estes 0s principais mecanismos descritos, acontecendo
simultaneamente com a producao de acidos acético e butirico (ABDUL et al., 2013; LIU et al.,
2019).
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Hexoses:
CoH1206 + 2 H20 — 2 CH3COOH + 4 H; + 2 CO; (Eq. 3)
CeH1206 + 2 H20 — CH3CH2CH2COOH + 2H; + 2 CO; (Eq. 4)
Pentoses:
CsH100s + 1.67 H20 —1.67 CHsCOOH + 3.33 H, + 1.67 CO> (Eq. 5)
CsH1005 — 0.83 CH3CH2CH2COOH + 1.67 H, + 1.67 CO; (Eq. 6)

A via do acido acético gera a maior quantidade de mols de H: utilizando de 1 mol de
carboidrato (1 mol de hexose gera de 4 mols de H2 e 1 mol de pentose gera 3,33 mols de H»).
Isso ocorre em virtude da geracao de acido acético ndo envolver consumo adicional de NADH.
Portanto, 4 e 3,33 mols sdo 0s maximos rendimentos de Hz possiveis através da fermentacao
direta de hexoses e pentoses, respectivamente (DING; YANG; HE, 2016; THAUER et al.,
1977).

Bactérias formadoras de endoporos como Clostridium sp, Bacillus sp e Ruminococcus
realizam a rota aceto-butirica. Em determinadas condi¢Ges reacionais, 0s microrganismos do
género Clostridium podem produzir acetona, butanol e etanol através da via de producéo de
solventes, conhecida como fermentacdo ABE ou solventogénica (EZEJI; QURESHI;
BLASCHEK, 2007). Os Intermediarios desta producdo sdo o acetil-CoA e butiril-CoA
(NAKAGAWA, 2017).

Para a producédo de acetona o acetil-CoA é convertido a acetoacetil CoA e em seguida
em acetoacetato gerando acetona pela enzima acetoacetato descarboxilase. Quanto ao etanol, o
Acetil-CoA é reduzido pelas enzimas acetaldeido desidrogenase e etanol desidrogenase. Por
fim, o n-butanol é gerado através da reducao do butiril-CoA mediado pelas enzimas butiraldeido
desidrogenase e butanol desidrogenase (LEE et al., 2008).

Na fermentacdo entérica o piruvato € convertido em &cido férmico e Acetil-CoA
mediante a enzima acetato formiato liase. Em alguns microrganismos como Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumonia, Rhodospirillum rubrume, Methanobacterium formicicum
e Escherichia. coli, em que utilizam o complexo formiato-hidrogenase-liase (complexo FHL)
que contém classes de hidrogenases como [NiFe] hidrogenase ou [FeFe] hidrogenase para
converter acido formico em H, e CO, (Equagdo 7) (TEDSREE et al., 2011; VARDAR-
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SCHARA; MAEDA; WOOD, 2008). Em fermentacdes realizadas por Enterobacter, pode haver

reducédo do piruvato a acido latico pela lactato desidrogenase ndo havendo producdo de H>.

Acido Formico:
HCOOH « CO, + H; (Eq.7)

O écido propidnico é principalmente produzido pela via metabdlica do acido
dicarboxilico, podendo também ser gerado pela via do acido acrilico. Sua sintese geralmente é
acompanhada pela formacao de acetato e didxido de carbono e com o consumo de Hz (Equacdes
8e9) (CORAL et al., 2008; DING; YANG; HE, 2016).

Hexoses:
CeH1206 + 2H> — 2CH3CH,COOH + 2H.0 (Eq. 8)
Pentoses:
CsH100s + 167H, — 1,67 CH3CH,COOH + 1,67 H2O (Eq. 9)

A producdo fermentativa de Hz pode ser realizada por culturas puras de microrganismos,
em que ha selecdo e purificacdo de bactérias produtoras de H2 ou por meio de culturas mistas,
podendo ser provenientes de ambientes naturais. Quando esta producéo é realizada por uma
cultura mista de microrganismos ha vantagens quanto a simplificacdo de controle e operagédo
do processo por ndo necessitar de condicdes estéreis de substrato ou equipamento. Além disso,
este tipo de inoculo é reconhecido como o mais apropriado quando matérias-primas residuais
sdo utilizadas como fonte de substratos (AGLER et al., 2011; CASTELLO et al., 2020).
Entretanto, por se tratar de um consércio microbiano, além das bactérias produtoras de H> estéo
presentes 0s microrganismos que irdo consumi-lo, caracteristico da digestdo anaerobia
(SCHNURER; JARVIS, 2018b).
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3.4. O biogas e 0 biometano

O biogéds é proveniente da degradacdo microbiolégica da matéria orgénica em
condicdes anaerdbias. E formado de uma mistura de gases, predominantemente de metano 55
—80%, sendo a concentracéo variavel de acordo com o composto organico utilizado na digestéo,
20 a 45% de CO2, podendo ter em sua composi¢do o Ho, e HoS (ALl et al., 2018). A produgéo
de biogés é espontanea no meio ambiente onde a matéria organica é acumulada com pouco ou
nenhum oxigénio.

Apos a digestdo anaerébia o material residual, chamado de digestato, é rico em
nutrientes e pode ser utilizado como biofertilizante no solo. Teoricamente e tecnicamente,
qualquer residuo orgéanico, nisto inclui-se os residuos agroindustriais, tem potencial para
producdo de biogas, e se apresenta como uma solucdo de gerenciamento dos residuos no meio
rural e urbano.

Em 1979 no Brasil, perante a crise do petroleo, foram implementados incentivos ao
desenvolvimento e aproveitamento de novas fontes energéticas. (BARAT; NAZARETH,
1980). O Decreto n° 87.079 assinado em abril de 1982, descreve agdes direcionadas a
conservacao de energia e substituicdo dos derivados de petroleo, sendo o biogas apontado como
uma das alternativa de substituicdo. Foram instalados cerca de 3000 biodigestores atraves do
Programa de Mobilizacdo Energética (PME) mas a insuficiéncia de conhecimento e méo de
obra especializada na area gerou problemas operacionais e a tecnologia foi abandonada
(ClBiogas, 2019).

Foi somente a partir do século 21 que o biogas retomou sua participacdo nas discussdes
energéticas. Em virtude de sua producdo ser de origem biologica e apresentar-se como
alternativa de diminuicdo das emissdes dos gases do efeito estufa, o desenvolvimento do
mercado de créditos de carbono viabilizou recursos para instalac6es de biodigestores no Brasil.
Atualmente contamos com 276 plantas de biogas em operacéo, utilizando os seguintes residuos:
solido urbano, esgoto, suinocultura, agroindustriais e da indastria de alimentos.
Aproximadamente 69% da energia produzida é destinada para a geracdo de eletricidade
(ClBiogas, 2019).

Além da reducéo da geracdo dos gases do efeito estufa, o biogas promove a reducédo da
emissao de particulados, € uma fonte de energia renovavel intermitente e ndo apresenta riscos
para a seguranca alimentar, possibilita a geracéo distribuida e descentralizada alavancando o
desenvolvimento regional e a produgdo concomitante de biofertilizantes (BATISTA et al.,
2018).
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Este é o convencionalmente chamado biogas bruto. Quando este é purificado até que se
atinja 96,5% de CH4 passa a ser denominado como biometano. Nesse caso, 0 gés apresentara
melhores opcBes de utilizagdo como a injecdo na rede de gas natural e no mercado de gas
comprimido (BATISTA et al., 2018).

As técnicas de purificacdo do biogds a biometano aplicadas em escala comercial
atualmente sdo as de adsor¢do por oscilacdo de pressdo, lavagem com éagua, lavagem com
produtos quimicos, separacdo por membrana e separacao criogénica (PRUSSI et al., 2019).

O biometano apresenta-se como um substituto perfeito ao gas natural em todas as suas
aplicacdes por apresentar propriedades semelhantes em composicdo e poder calorifico (ANP,
2019). O mercado mais propicio para a insercdo do biometano envolve as regides nas quais a
distribuicdo de gas natural é deficitaria. No setor agricola pode vir a substituir o diesel,
principalmente nas maquinas e na regido urbana em veiculos particulares ou rodoviarios que
circulam nas regides onde ndo ha fornecimento via gasoduto. Segundo a Empresa de Pesquisa
Energética (EPE), o biometano pode substituir metade do mercado do diesel até o ano de 2026
(EPE, 2019).

0 50 100 150
MJ/Kg

Figura 9. Poder calorifico dos compostos comumente utilizados como combustivel. Elaboracéo propria
a partir de THUNKLIN et al. 2018; WONG, WU & JUAN, 2014.

Levando-se em consideracdo a industria sucroalcooleira, a producdo de biometano

poderia alimentar tratores, colheitadeiras e ser utilizado no transporte da cana-de-acucar.
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3.5. Digestao anaerobia

O processo de digestdo anaerdbia é realizado por um consércio de microrganismos que
atua simultaneamente sobre a matéria organica, convertendo-a em moléculas menores, e tendo
como produtos finais CH4 e CO2. Com a liberacdo do carbono da fase liquida para a fase gasosa,
ha reducdo da carga organica do meio, e por isso a digestdo anaerdbia é vastamente empregada
em estacdes de tratamento de esgoto ou de efluentes. A presenca de varias comunidades
microbianas é fundamental para a digestdo anaerdbia e estes microrganismos precisam trabalhar
em conjunto. O consoércio microbiano varia conforme a fonte obtida, podendo ser natural como
efluentes industriais, estrume de animais e lodo de estacdo de tratamento de esgoto
(SCHNURER; JARVIS, 2018a, 2010).

A digestdo anaerobia é dividida em quatro etapas: hidrdélise, acidogénese, acetogénese
e metanogése (figura 10). Na primeira etapa, as bactérias e fungos anaerobios produzem
enzimas extracelulares hidroliticas que degradam os materiais particulados complexos como 0s
polissacarideos em compostos solUveis mais simples que sdo permeaveis as membranas
celulares dos microrganismos. Os microrganismos comumente encontrados em lodo anaerébio
que catalisam este tipo de reacdo sdo Coprothermobacter, Clostridium e Bacillus
(SCHNURER; JARVIS, 2018a; SOARES et al., 2019b).

Na fase acidogénica estes produtos sollveis sdo metabolizados no interior das celulas
microbianas sendo convertidos em acidos organicos volateis, alcoois, CO; e H,. A hidrdlise
juntamente com a etapa acidogénica representam o0 processo fermentativo. Além do
Clostriudim, podem ser encontrados no lodo durante a acidogénese microrganismos do género
Thermotoga, Caldanaerobacter, Carboxydothermus e Thermoanaerobacter (PARK et al.,
2010; SOARES et al., 2019b).

As bactérias acetogénicas (Moorella, Clostridium, Alkaliphillus, Caldanaerobacter,
Thermoanabacter) oxidam os produtos gerados na etapa anterior em acido acético para servir
de substrato as arquéias metanogénica. Na fase metanogénica, as arquéias convertem H; e acido
acético em CHs e CO». Estes microrganismos podem ser classificados de acordo com a sua
afinidade pelo substrato. As metanogénica acetoclasticas (Methanosaeta, Methanosarcina)
consomem o0 acido acético como substrato enquanto as metanogénica hidrogenotroficas
(Methanothermobacter, Methanoculleus, Methanosarcina, Methanoccocus,
Methanocaldoccocus) utilizam o Hz e CO2 (SOARES et al., 2019b). Quando ha presenca de

nitrato e sulfato no meio, algumas espécies de bactérias redutoras de nitrato e sulfato utilizam
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0 H. para a sintese de amonia e sulfeto, respectivamente (CHERNICARO, 2007; SCHNURER;
JARVIS, 2018).

Matéria organica

Microrganismos hidroliticos l Hidrolise

Produtos da hidrélise

Bactériasacidogénicas l

Acidos organicos, Alcoois, H,, etc.

Bactérias Acetogénese
homoacetogénicas

Bactérias nitrato e Metanogénicas\ / " )
sulfato redutoras v hidrogénotrdficas Metanogénicas  petanogénese

acetoclasticas
HS/NH, CH,, CO,

Figura 10. Representagdo esquematica das etapas da digestdo anaerdbia. Fonte: Elaboracdo propria a
partir de: DE SA; CAMMAROTA,; FERREIRA-LEITAO, 2014

Acidogénese

Para que haja acimulo de H2 na fase gasosa é necessario reduzir seu consumo pelas vias
paralelas. Para evitar a metanogénese € realizado pré-tratamento no inéculo para que haja
selegdo dos microrganismos produtores de Hz e diminui¢do da presenga dos consumidores.
Neste contexto, os pré-tratamentos que podem ser empregados no consocio microbiano séo
fisicos, (ultrassonificacdo, irradiacdo ultravioleta, aeracdo, térmico, congelamento e
descongelamento) ou quimicos (acido, alcalino, inibi¢do quimica ou da atividade quimica) que
fornecem condic¢Bes hostis e favorece a diminuicdo destes microrganismos visto que nédo
possuem capacidade esporulante e 0 meio € enriquecido com microrganismos produtores de
H,, como as bactérias do género Clostridium (APPELS et al., 2008; DAI et al., 2019; DE SA
etal., 2011a).

3.5. Producdo direta de metano

Este processo também é conhecido como digestdo anaerdbia em Unico estagio em que
todos as etapas de decomposi¢do microbiana, ou seja, hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese ocorrem ao mesmo tempo e local. Neste caso, o lodo anaerdbio é utilizado em
sua forma in natura, sem pré-tratamento do indculo, visto que as arqueia metanogénicas € o

grupo microbiano produtor de CHa.
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No consércio microbiano ha microrganismos facultativos, porém a producdo de metano
deve ocorrer em ambientes totalmente anaerdbios devido a intolerancia das metanogénicas ao
oxigénio (SCHNURER; JARVIS, 2018a).

As temperaturas geralmente usadas na digestdo sdo mesofilicas (35°C a 42°C) ou
termofilicas (50 °C a 55°C). E importante ressaltar que ap6s a temperatura ser estabelecida, n&o
deve haver variagcGes maiores que 0,5 °C para que a producdo seja satisfatdria. As arqueias
produtoras de metano sdo mais sensiveis as variacGes de temperatura comparado aos outros
microrganismos fermentativos. Ou seja, se houver flutuagdes na temperatura, pode haver um
acumulo de acidos orgéanicos e alcoois no sistema incapacitando as metanogénicas de digeri-
los totalmente (SCHNURER; JARVIS, 2018a).

Os processos termofilicos geralmente promovem a producdo e a degradacdo dos
substratos de maneira mais rapida quando comparado a condicdo mesofilica. Neste contexto,
em altas temperaturas pode haver o aumento da disponibilidade de compostos organicos devido
0 aumento da solubilidade (HAMZAH et al., 2019). Além disso, a digestdo termofilica em altas
temperaturas promove uma sanitizacdo natural do meio, fato observado por Sahstréom (2003),
a diminuicéo significativa da populacdo de microrganismos patogénicos como a Salmonella.
No entanto, esta condigdo pode ser mais suscetivel a disturbios visto que a temperatura 6tima
dos microrganismos é proxima a temperatura que muitos outros morrem ou tornam-se inativos.
A producdo em condicdo mesofilica proporciona uma grande diversidade de microrganismos,
podendo ser um processo mais estavel e mais adaptado a mudancgas no meio (APPELS et al.,
2008; SCHNURER; JARVIS, 2018a).

As arqueias sdo muito sensiveis a alteraces do pH, tendo sua faixa de pH 6timo entre
6,5 e 7,2. A reducdo de pH decorrente da producdo de &cidos nas fases acidogénica e
acetogénica é normalmente controlada pelas metanogénicas pela formacdo de CO2 na fase
gasosa e bicabornato (HCO3) na fase liquida (APPELS et al., 2008).

Residuos agroindustriais sdo comumente utilizados para a producdo de metano e a tabela
2 apresenta uma analise comparativa de estudos recentes de producdo de CHs a partir de
residuos agroindustriais em condicao mesofilica. De maneira geral, todo material organico pode
ser digerido com excecdo de materiais lenhosos estaveis dado que 0s microrganismos
anaerobios ndo degradam lignina. A producdo de metano também pode ser realizada com lodo
de estacdo de tratamento de esgoto, estrumes de animais, residuos organicos domésticos
(FERREIRA-LEITAO etal., 2010; FONOLL et al., 2015; SHAMSUL et al., 2017).
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Tabela 2. Levantamento bibliogréfico dos processos de digestdo anaerébia em Unico estagio utilizando
residuos agroindustriais.

Biomassa Mat_erla- In6culo Tipo de Estagio unico Referéncia
prima processo CH4
Residuo do
Begacode P& L0%.  Batelada 358 mL/ gooo BUITRON et al., 2019
hidrotérmico
Palha de Lodo SANCHEZ-HERRERA et
cana Hemicelulose anaerébio Batelada 316,12 mL/ gogo al., 2018
Palha de Lodo SANCHEZ-HERRERA et
cana Celulose anaerébio Batelada 342,68 mL/gbgo al., 2018
Palha de Lodo
cana  Palhade cana anaerébio Batelada 231 mL/ gssv JANKE et al., 2017
Torta de Torta de Lodo
filtro filtro anaerébio Batelada 231 mL/ gssv JANKE et al., 2017
Bagaco de Lodo
cana Hemicelulose anaerébio Batelada 270 mL / gogo RIBEIRO et al., 2017
Lodo
Gramineas Gramineas  anaerébio Batelada 161 mL/ gssv ZOU et al.,, 2018
Bagaco de  Bagaco de Lodo
cana cana anaerobio Batelada 247,60 mL/ gssv ALl et al., 2018
Bagaco de  Bagaco de Lodo
cana cana anaerobio Batelada 132 mL/ gssv ZOU et al., 2018

Em relacdo aos residuos lignoceluldsicos, quando o substrato para a geracdo de metano
sdo carboidratos em sua conformacdo mono ou dissacaridica, a etapa fermentativa ocorre
rapidamente. Porém, a degradacdo dos acidos gerados nesta etapa ndo ocorre com a mesma
rapidez como sdo formados, podendo gerar acumulo no meio e promover problemas no
processo devido a diminuicdo da alcalinidade. Entre as complicacGes geradas pelo baixo pH
esta a inibicdo da etapa fermentativa e acetogénese no qual os &cidos penetram a membrana dos

microrganismos, dissociam-se e reduzem o pH intracelular.

3.7. Digestdo anaerobia em dois estagios: Producdo sequencial de hidrogénio e

metano

A utilizacdo de uma cultura mista de microrganismos para producdo de H: é vantajosa
em processo de larga escala, onde a digestdo anaerobia restrita a fase hidrolise-acidogénese

(fermentacgdo) gera varios metabdlitos como acidos organicos e alcoois de interesse comercial,
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subprodutos do metabolismo das bactérias produtoras de H.. Este acimulo de metabdlitos
configura um sistema de producdo com baixa diminui¢do da demanda quimica de oxigénio
(DQO) e recuperacao energética.

Uma alternativa para recuperacdo energética e reducdo da DQO vem sendo explorada
através do reciclo do efluente da producéo de H, (EPH — Efluente da producédo de Hz, em inglés
HPLW — Hydrogen Product Liquid Waste) em que este material é utilizado como matéria-prima
com um indculo in natura (sem pré-tratamento e com a presenca das aqueias metanogénicas)
para a producdo de metano, segundo estagio da digestdo anaerdbia (CHENG et al., 2012),
conforme ilustrado na figura 11. Esta producdo é conhecida como digestdo anaerdbia em dois

estagios ou producdo sequencial de H, e CH4.

7 Wide %

~

; . \
I \ CH; 3
\ H2 ./. k‘\ 4 K
EPH f
(ef fluente J;{‘E:Lr:m.ai de
- ’ Acndogenese  — {l/l-ﬂ_}rug enese W
J \ J
Fracdo C5 Lodo Y Y
Lodo anaerdbio Lodo anaerdbio
Pré-tratado in natura

Figura 11. Esquema representativo da conversdo da fracdo hemicelul6sica em hidrogénio e metano de
maneira sequencial utilizando como indculo o lodo de estacdo de tratamento de esgoto.

Estudos comparativos entre a producdo direta e sequencial, como o de Santos e
colaboradores (2018), demonstrou que a digestdo anaerdbia em dois estagios apresentou maior
rendimento, correspondendo a 248 mLcHa/gpgo comparado a producdo em unico estagio, que
apresentou rendimento de 91 mLcHa/gpbgo. Baeta e colaboradores (2016) também avaliaram as
duas producdes e verificaram que a digestdo em dois estagios (rendimento de 340 mLcHa/gooo)
é superior a produgdo direta (rendimento de 173 mLcna/gpgo). Isto é decorrente das condi¢des
otimizadas de cada etapa como o pH, razdes balanceadas de C/N, e a quantidade de metabdlitos
sollveis, contendo sobrecargas organicas. A producdo de metano torna-se mais rapida visto que
0s compostos complexos da matéria-prima ja foram degradados na fase fermentativa,
facilitando a acdo das arquéias metanogénica (CORONA; RAZO-FLORES, 2018; PARTHIBA
et al., 2018; SANTOS et al., 2018c).
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Neste contexto, além da versatilidade de aplicacfes do hidrogénio e metano, a producéo
a partir de residuos agroindustriais vem se mostrando uma abordagem promissora em que
valoriza e integra-os ao contexto da biorrefinaria. Além de uma solugédo para a palha de cana-
de-aclcar que é um residuo abundante, a utilizacdo da fracdo C5 surge como alternativa
complementar a geracdo de energia nas industrias sucroalcooleiras, incorporando-a na cadeia
produtiva do etanol 2G. Neste estudo, a fragdo C5 foi utilizada para producao destes dois gases
de maneira sequencial e comparou-se com a produ¢do em um Unico estagio, buscando analisar

a melhor abordagem e recuperacao energética em escala de laboratorio.
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4. MATERIAIS E METODOS

O diagrama de blocos apresentado na figura 12 descreve a sequéncia de etapas
executadas no estudo. As amostras de palha de cana-de-actcar foram cedidas pela Raizen. Na
primeira etapa, amostras de palha foram moidas para a realizacdo da caracteriza¢do quimica da
biomassa in natura e pré-tratamento com &cido diluido. Nesta etapa do trabalho foi obtida a
matéria-prima para a digestdo anaerébia. A producdo de H: foi realizada na segunda etapa, em
duas temperaturas. Os ensaios realizados em 35 °C ocorreram com trés diferentes concentragoes
de carboidratos e teve como objetivo o entendimento do bioprocesso, bem como selecionar a
melhor condicédo para a producdo sequencial de metano. O outro estudo, em temperatura de 50
°C analisou a producéo de H> com lodo in natura e lodo pre-tratado termicamente no intuito de
avaliar a necessidade do pré-tratamento nesta condicdo, e comparando 0s rendimentos com a
producdo em meio mesofilico. Na terceira etapa, a producéo de metano foi realizada de maneira
sequencial utilizando o efluente da producéo de H> (EPH), e de maneira direta, em um Unico
estagio de digestdo anaerdbia. O objetivo da digestdo direta foi comparar com a producao em
dois estagios e com a producdo empregando um meio mimetizado, composto apenas de

acucares padrao.
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Figura 12. Diagrama de blocos simplificado das etapas dos experimentos do estudo
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4.1. Caracterizagdo quimica da palha de cana-de-agUcar in natura

A composigdo quimica da palha in natura foi determinada através do método de
hidrolise acida descrito pelo NREL (National Renewble Energy Laboratory) por Sluiter e
colaboradores (SLUITER et al., 2005, 2012). Foram determinadas as cinzas, extrativos,

carboidratos estruturais, lignina soltvel e insollvel.

4.1.1. Determinagéao dos extrativos na biomassa

Cartuchos de celulose previamente submetidos a secanagem em estufa a 40°C para
retirar a umidade, foram utilizados para a determinacéo dos extrativos. Estes foram pesados e
cada cartucho recebeu 1g de amostra em massa seca e cada massa foi devidamente anotado. O
experimento foi realizado em seis replicatas. Os cartuchos foram inseridos no sistema extrator
soxhlet. A primeira extracéo foi realizada com 120 mL de agua destilada durante 24 horas. A
segunda extracdo ocorreu com 120 mL de etanol no periodo de 8 horas. Ao final da extragéo os
cartuchos foram levados para secagem em estufa a 105°C overnight, consecutivamente pesados.
Por diferenca de massa inicial de amostra e da massa ap0s a extracdo, obteve-se o teor de
extrativos. Trés replicatas foram secas em estufa a 40°C até apresentar umidade inferior a 10%
para serem utilizadas na determinacéo do teor de carboidratos estruturais e lignina. A umidade

da palha foi determinada utilizando uma balanga Mettler Toledo HE53 Moisture Analyzer.

4.1.2. Determinacdo da lignina e carboidratos estruturais

4.1.2.1 Hidrolise acida e carboidratos estruturais

Foram utilizados 0,3 gramas de palha livre de extrativos e adicionadas a um tubo de
vidro resistente a pressdo. O experimento foi realizado em triplicata. Foram adicionados a cada
tubo 3 mL de solucéo de acido sulfarico 72% (m/m) e em seguida a amostra foi homogeneizada
sob agitacdo por uma hora em banho maria a 30°C. Apds este periodo, foram adicionados 84

mL de &gua ultrapura nos tubos com o intuito de diluir o &cido sulfurico a uma concentracdo
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final de 4% (v/v). Os tubos foram autoclavados a pressédo de 1 bar (121 °C) por uma hora.
Simultaneamente, foi autoclavado um padrdo de recuperacdo de acUcares (PRA) com
concentracdo de agucares estabelecidas, em triplicata e com a mesma concentracdo de H2SO4
das amostras. O objetivo do uso do PRA foi avaliar o efeito da degradacdo dos aclcares das
fracdes da estrutura lignocelulésica provocado pelo acido ao longo do procedimento. Ao final,
os tubos foram resfriados em banho de gelo e filtrados em cadinhos de Gooch com o auxilio de
uma bomba a véculo. A fracdo sélida foi lavada com &gua destilada até esta dgua atingir o pH
6,5. Este material foi utilizado para a determinacdo do teor de lignina e cinzas insollveis em
acido. A fracdo liquida proveniente da primeira filtracdo foi neutralizada com CaCQOzaté atingir
0 pH entre 5 e 6. Esta aliquota foi utilizada para determinacdo de concentracdo de aglcares em
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e analisado também por espectrofometria para a

determinacéo da lignina soluvel.

4.1.2.2. Determinacéo da lignina soltvel em acido

Este procedimento foi realizado atraves da medida de absorbancia no espectrofotdmetro
UV-Visivel Thermo Scientific Evolution com comprimento de onda de 240 nm. O hidrolisado

da etapa 4.1.2.1 foi diluido até proporcionar a leitura entre as absorbancias de 0,7 a 1,0.

4.1.2.3. Determinacdo da lignina e cinzas insollveis em acido

A biomassa insoluvel obtida na filtracdo em cadinho de Gooch foram submetidos a
secagem em estufa a 105 °C, em seguida resfriados em dessecador e pesados. Posteriormente
foram colocados em mufla a 575 °C para calcinag¢do durante o periodo de 24 horas, € ao final
foram igualmente resfriados e pesados. O teor de cinzas insolUveis foi determinado pela
diferenca entre a massa do cadinho pos estufa e p6s mufla. O teor de lignina em acido foi

determinado pela diferenca gravimétrica.

4.2. Pré-tratamento acido da biomassa
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A palha de cana-de-acucar foi gentilmente cedida pela empresa Raizen. O pré-
tratamento foi realizado com acido sulfurico diluido a 1,6% (m/m) na proporcdo 1:4
(biomassa:acido) (MOUTTA et al., 2012; SP, 2009). Neste estudo, o ensaio foi realizado em
frasco resistente a presséo de 1 L utilizando 40 g de massa seca de palha, 160 mL de H2SOse
autoclavado a 130°C durante 30 minutos. Apds o resfriamento, a amostra foi submetida a uma
prensa manual e o liquido extraido foi neutralizado com NaOH 5 mol/L, caracterizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e utilizado como matéria prima para a produgao
de hidrogénio e metano.

4.3. Caracterizagdo por CLAE dos componentes da biomassa e do hidrolisado

hemicelulosico

O cromatdgrafo utilizado nesta etapa do trabalho foi o Ultimate 3000 HPLC (Thermo
Scientific). O ensaio de caracterizacdo quimica da biomassa in natura com a analise dos
carboidratos celobiose, glicose, xilose e arabinose, assim como a analise dos carboidratos do
hidrolisado acido hemicelul6sico (glicose, xilose e arabinose) foram realizados utilizando uma
coluna Aminex HPX — P (Bio-Rad, EUA), uma pré-coluna Carbo-P (Bio-Rad, EUA) e um
sistema de remocéo de cinzas (deashing system, Bio-Rad, EUA). As andlises foram realizadas
em modo isocratico a 80 °C, utilizando como solugcdo movel agua ultrapura no fluxo de 0,6

mL/min. Os carboidratos foram identificados através do detector de indice de refracdo (RID).

4.3.1. Condigdes cromatograficas

O hidrolisado hemiceluldsico também foi analisado pela coluna Aminex HPX-87H a
fim de mensurar a concentracéo dos carboidratos (glicose, xilose e arabinose), acidos (acético,
butirico, formico), HMF e furfural. A coluna foi acoplada a uma pré-coluna Carbo-H (Bio-
Rad,USA), em um fluxo de 0,6 mL/min utilizando a fase movel H2SO, 0,05 mol/L sob a
temperatura de 55 °C. A identificacdo dos acUcares foi realizada utilizando-se detector de indice
de refracdo (RID). Para a detec¢do dos acidos, HMF e furfural utilizou-se o detetor UV-Vis
com o comprimento de onda de 210 nm (DE SA et al., 2011b).

Os resultados foram obtidos através do software Chromaleon (Thermo Scientific) ao
comparar 0s cromatogramas das amostras com a curva analitica contendo faixas de

concentragdes dos compostos previamente conhecidos: 0,28 a 19,43 mmol/L de glicose, 0,33 a
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23,31 mmol/L de xilose e arabinose, 0,18 a 2,92 mmol/L de celobiose, 0,83 a 58,28 mmol/L de
acido acético, 0,58 a 39,72 mmol/L de acido butirico, 1,08 a 43,40 mmol/L de acido férmico,
0,05 a 3,33 mmol/L de HMF e 0,10 a 7,29 mmol/L de furfural,

4.4. Origem e pré-tratamento do in6culo

Neste trabalho o lodo anaerdbio de estacdo de tratamento de esgoto foi utilizado como
indculo. O material foi coletado do digestor anaerdbio de uma estacdo de tratamento da cidade
do Rio de Janeiro e armazenado sobre refrigeracdo a 8 °C. A estimativa da presenga microbiana
foi realizada através da metodologia de sélidos suspensos volateis (SSV) de acordo com as
normas recomendadas na literatura (APHA, 1998).

Foi realizado um pré-tratamento térmico sob a 65 °C durante 30 minutos sob agitacdo a
fim de promover a inibicdo dos microrganismos metanogénicos. Estes sdo responsaveis pelo
consumo de H. para producdo de metano durante a digestdo anaerdbia. Este indculo foi

resfriado até atingir a temperatura de 35 °C e utilizado na producdo de hidrogénio.

4.5. Producéo de H>

4.5.1 Avaliacao da producdo de H a partir do hidrolisado hemicelulosico e

meio mimetizado

Estes experimentos foram realizados sob trés concentrac@es iniciais de carboidratos
distintas (9, 30, 48 mmol/L), empregando hidrolisado hemicelulésico como matéria-prima ou
meio mimetizado, composto de glicose, xilose e arabinose padrao, em 24 horas de fermentacéo.
O ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a interferéncia dos compostos provenientes do
pré-tratamento acido da biomassa como o HMF e o furfural.

O meio reacional foi preparado seguindo parametros estabelecidos em trabalhos
anteriores do Laboratério de Biocatalise (LABIC) do Instituto Nacional de Tecnologia, com
algumas modificacbes (DE SA et al., 2020; FABER; FERREIRA-LEITAO, 2016;
GARRITANO et al., 2017). Deste modo, foi realizado em frasco de penicilina de 102 mL,
sendo que o volume util de 45 mL. O meio continha lodo anaerébio previamente tratado

termicamente (SSV de 10000 mg/L), hidrolisado hemicelulésico ou meio mimetizado,
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tomando-se como referéncia trés concentracOes diferentes de carboidratos totais (9, 30 e 48
mmol/L).

Para o estudo com a fracdo C5, o pH da matéria-prima foi ajustado para 5 com NaOH 5
mol/L com o proposito de ndo comprometer a atividade dos microrganismos. Apos a adi¢do do
hidrolisado, 0 meio teve o seu pH ajustado para 5,5 com HCI 10 mol/L e os frascos foram
purgados com N2 por 45 segundos com o objetivo de garantir um meio anaerébio. Em seguida,
foram incubados no shaker a 35 °C com rotacao de 160 rpm durante 24 horas. Todos 0s ensaios

foram realizados cinco replicatas.

Durante todo o estudo do mestrado, apds a fermentacgdo, o gas gerado foi analisado por
cromatografia gasosa (CG). A fase liquida foi centrifugada e o sobrenadante coletado, sendo
submetido a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo dos
metabolitos gerados e avaliacdo do consumo de carboidratos

4.5.2. Cinética de producao de Ha

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito do aumento da concentracdo de
substrato relacionando a produgdo acumulativa de H> com a produgdo/consumo dos &cidos
acetico, butirico, propiodnico, formico e o etanol durante 54 horas de fermentacéo.

O ensaio foi conduzido da mesma maneira da sessao anterior (4.5.1), realizado em frasco
de penicilina de 102 mL, com volume util de 45 mL. O meio reacional foi composto de lodo
anaerobio previamente tratado termicamente (SSV de 10000 mg/L), e hidrolisado
hemicelulésico nas concentracdes de 9, 30 e 48 mmol/L de carboidratos totais. O pH do meio
foi ajustado para 5,5 com HCI 10 mol/L e os frascos foram purgados com N2 Foram incubados
no shaker a 35 °C com rotacdo de 160 rpm durante 54 horas, sendo retirados aliquotas nos
tempos de 4, 8, 12, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48 e 54 horas.

As curvas de crescimento de H> com tempo, obtidas experimentalmente, foram

comparadas as curvas estimadas pela equacdo de Gompertz modificada (Equacéo 4.5)

| R xe .
H¢)=H,xexp-exp —7 (A —1)31
| Hp

(Eqg. 4.5)
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Nesta equacao, H(t) corresponde a producéo de de Hz (mol H2/mol carboidratos) durante o
tempo de incubacdo (t), Hp corresponde ao potencial de producao de Hz (mol H2/mol carboidratos),
Rm corresponde a taxa maxima de producgdo de Hz (mol H2/mol camoidratos/h) € A é referente ao

tempo de duracédo da fase adaptativa (fase lag) em horas.

4.5.3 Avaliagdo da produgédo de H> com aumento de temperatura

Em todos os experimentos o meio reacional foi em frasco de penicilina contendo lodo
anaerobio (10000 mg/L de SSV) e hidrolisado hemicelulésico na concentracdo de 9 mmol/L
em volume util de 45 mL.

Os experimentos de producdo de H> foram conduzidos comparativamente utilizando
lodo in natura e lodo pré-tratado termicamente (65 °C por 30 minutos) em temperatura de
incubacéo de 50 °C. Estes dois experimentos foram efetuados para averiguar a necessidade de
um pré-tratamento térmico do in6culo em uma fermentacdo termofilica. Portanto, 0 meio
reacional foi composto de lodo anaerdbio e hidrolisado hemiceluldsico, com pH de 5,5. Os
frascos foram purgados com N2 e inoculados no shaker a 50 °C sob agitagéo de 160 rpm por 24

horas. Todos os experimentos foram realizados em cinco replicatas.

4.6. Producédo de CHgs

4.6.1. Producéo de CH4sequencial

Nesta etapa do trabalho, utilizamos como matéria-prima o efluente da producédo de
hidrogénio (EPH) da sessdo 4.5.2 que apresentou o melhor rendimento e produtividade do
processo. O objetivo desta fase do trabalho € avaliar o potencial de producao de metano a partir
do material residual da producéao de Ho.

A fase acidogénica promove acumulo de acidos organicos e solventes, conforme
detalhado nas figuras 8 e 10. Os carboidratos, acidos acético, butirico, propidnico, férmico,
etanol, HMF e furfural foram analisados e quantificados por CLAE. No entanto, foi mensurado
a concentracdo de todos 0s compostos organicos que constituem as etapas do processo através
do ensaio de demanda quimica de oxigénio (DQQO) de acordo com a metodologia padrdo APHA
para analise de aguas e efluentes (APHA, 2017; ZUCCARI; GRANER; LEOPOLDO, 2005).
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A digestdo anaerdbia foi realizada em frascos de penicilina de 102 mL com volume til
de 45 mL. O meio reacional foi composto de lodo anaerdbio in natura e EPH com a mesma
relacdo DQO:SSV (0,77:1) inicial da melhor condicdo de producdo de H.. O pH do sistema foi
ajustado para 7,0 e os frascos foram purgados com N2 a fim de garantir a anaerobiose. Assim,
foram incubados em uma estufa a 35 °C durante 35 dias.

Amostras dos meios digeridos e do biogas foram coletados nos dias 4, 7, 10, 14, 21, 28
e 35. O biogas foi avaliado por micro-CG e a fracdo liquida foi centrifugada, o sobrenadante
foi retirado, medido a DQO e o consumo dos substratos e formacdo de metabdlitos por CLAE.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6.2. Produg&o de metano em um Unico estagio

A producdo direta de metano, ou seja, sem a separacdo das fases fermentativa e
metanogénica foi também estudada para comparar a producdo de biometano entre estagio tnico

ou sequencial.

Este ensaio foi realizado utilizando o hidrolisado hemicelulésico como matéria-prima,
na mesma propor¢do DQO:SSV da producdo em dois estagios. Além disso, buscou-se analisar
os efeitos dos potenciais inibidores iniciais provenientes do hidrolisado hemicelulésico, HMF,
furfural e acido formico, na. producdo de CHa. Neste caso, utilizou-se um meio mimetizado
constituido de glicose, xilose, arabinose padrdo com a mesma concentracao de carboidratos do

hidrolisado hemiceluldsico (30 mmol/L) como abordagem comparativa entre 0s meios.

Ambos experimentos foram realizados em frasco de penicilina com 0 mesmo volume
atil de 45 mL, contendo lodo anaerdbio in natura. O meio reacional contendo fracdo C5 possui
proporcao DQO:SSV inicial equivalente a producao em dois estagios (0,77:1). O pH dos meios
foi ajustado para 7 e posteriormente os frascos foram purgados com N2 por 45 segundos e
incubados em estufa a 35 °C durante 35 dias. Amostras das fracdes liquidas e do biogas foram
coletados nos dias 4, 7, 10, 14, 21, 28 e 35. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.6.3. Estimativa da energia produzida na digestao anaerobia
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A estimativa da quantidade de energia gerada (E+) foi calculada a partir da densidade
relativa do Hz e CHy4 (0,089 kg-Hz/m3-H2 e 0.72 kg-CHa/m3-CHa, respectivamente) e seus
respectivos poder calorifico inferior (120 MJ/kg-H2, 50 MJ/kg-CH4) multiplicado pela
producdo de hidrogénio (Equacdo 4.6.1) e metano (Equacdo 4.6.2) (L-Ho/L, L-CHa4/L)
(Equacdo 4.6.2) (BITTENCOURTA et al., 2019; CHANDRA; TAKEUCHI; HASEGAWA,
2012; THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018).

E (+) Ha = Producio Hy * [0.089 kg-Ha/m3-H, * 1m3-H2/1000 L-H,] * [120 Md/kg-H]
(Eq. 4.6.1)

E (+) CHs=Produgio CHa4* [0.72 kg-CHa/m3-CHs* 1m3-CH4/1000 L-CHa] * [50 MJ/kg-CHa]
(Eq. 4.6.2)

4.7. Analise por CLAE dos meios de producéo de Hz e CH4

A analise dos carboidratos (glicose, xilose e arabinose), acidos organicos volateis
(acidos acetico, butirico, férmico e propidnico), etanol, hidroximetilfurfural (HMF), furfural
presentes no meio fermentativo e digerido, foi realizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O cromatografo utilizado nesta etapa do trabalho foi o da Shimadzu
(Shimadzu Corporation) com um detector UV-VIS (modelo SPD-10AV) conectado em serie
com um detector de indice de refracdo (modelo RID-10A). A obtencao e o tratamento dos dados

foram controlados pelo software Class VP 6.1 (Shimadzu Corporation).

4.7.1. Condicgdes cromatograficas

A anélise dos efluentes da producdo de H> e dos meios digerido foram realizados
utilizando a coluna Aminex HPX-87H acoplada a uma pré-coluna Carbo-H (Bio-Rad,USA) em
um fluxo de 0,6 mL/min utilizando a fase movel H.SO4 0,05 mol/L sob a temperatura de 55

°C. A quantificacdo dos acUcares foi realizada utilizando-se detector de indice de refracdo (RID)
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Para a quantificacdo dos acidos, etanol, HMF e furfural utilizou-se o detetor UV-Vis com o
comprimento de onda de 210 nm (DE SA et al., 2011b).

Os resultados foram obtidos através do software Class VP 6.1 ao comparar 0S
cromatogramas das amostras com a curva analitica contendo faixas de concentracGes dos
compostos previamente conhecidos: 0,28 a 19,43 mmol/L de glicose, 0,33 a 23,31 mmol/L de
xilose e arabinose, 0,18 a 2,92 mmol/L de celobiose, 0,83 a 58,28 mmol/L de &cido acético,
0,58 a 39,72 mmol/L de &cido butirico, 1,08 a 43,40 mmol/L de &cido férmico, 0,67 a 27
mmol/L de &cido propidnico, 1,03 a 65 mmol/L de etanol, 0,05 a 3,33 mmol/L de HMF ¢ 0,10
a 7,29 mmol/L de furfural,

4.8. Analise por Cromatografia Gasosa (CG) da producéo de H, e CH4

A anélise de biogas com relacdo a concentracdo de Ha, CHs e CO: foi realizado por
cromatografia gasosa. Neste trabalho foi utilizando o micro cromatografo a gas modelo 3000A
da Agilent (Agilent Techonologies), equipado com dois canais e um detector de condutividade
térmica (TCD). A obtencéo e o tratamento dos dados foram controlados pelo software Cerity
QA-QC (Agilent Corporation).

4.8.1 Condic¢des cromatograficas

As colunas utilizadas para analise do biogas foram: HP-PLOT U (3 m x 0,320 mm x 30
um) sob temperatura de 90 °C e HP-PLOT Molecular sieve 5V (10 m x 0,32 mm x 12 pum) sob
a temperatura de 100 °C. A temperatura do injetor foi de 90 °C e a temperatura de entrada da
amostra foi de 110 °C. Hélio e nitrogénio foram utilizados como gases de arraste nas colunas
HP- PLOT U e HP-PLOT Molecular sieve 5A, respectivamente.

A quantificacdo das amostras foi realizada através de uma curva analitica gerada com
um controlador de vazdo, misturando o gas de interesse Hz, CH4 e CO2 com nitrogénio a fim de
alcancar as porcentagens desejadas, sendo elas de 5 a 100%. A quantificacdo dos gases foi
realizada com o auxilio da equacdo dos gases (Eq. 4.10) para a determinacdo do volume de H»
e CHa.

V= P1V1/Pam (% gés de interesse) (Eq. 4.8)
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Sendo: Pr: pressdo total medida com um mandmetro mais a pressdo atmosférica, antes da
retirada da amostra analisada no micro CG
V1: Volume Total subtraido o volume de trabalho Patm: pressdo atmosférica

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagdo da biomassa

A caracterizacdo da palha de cana-de-agUcar utilizada neste trabalho foi realizada no
intuito de investigar a composic¢do do residuo e o potencial de extracdo da hemicelulose para a
producdo de H> e CHs. A palha de cana-de-acucar pode apresentar teores variados de
hemiceluloses entre 23—-31%, de celulose entre 29-44% e de lignina entre 19-34% , de extrativos
entre 8-22% e de cinzas entre 2-6% (DE SALES et al., 2017; MENANDRO et al., 2017;
MENDES et al., 2015; MOUTTA; FERREIRA-LEITAO; BON, 2014; MOUTTA et al., 2013).

As variacGes de valores sdo referentes as diferentes condi¢cdes de plantio, como
fertilidade do solo, irrigacdo, condicBes climaticas na colheita, localizacédo e ciclos de cultivo
(ALl etal., 2018; MENANDRO et al., 2017; MORO et al., 2017). Além disso, a palha consiste
em topos verdes (pontas das plantas verdes) e folhas secas (folhas senescentes mais antigas) e
a composicdo quimica da biomassa pode mudar de acordo com estas regides fisicas do vegetal
(MENANDRO et al., 2017).

Neste trabalho, a palha analisada apresentou 23% + 1,4 de hemicelulose na composicao
estrutural, 29% + 1,9 é de celulose, 20% + 0,79 de lignina, os extrativos corresponderam 15%

+ 1,6 e acinzas a 8% = 0,5, conforme apresentado na figura 13.
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8%
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20%
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Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos Cinzas

Figura 13. Composic¢ao quimica do lote Unico de palha de cana-de-agUcar gentilmente fornecida pela

empresa Raizen e caracterizada conforme os protocolos “Determination of Extractives in Biomass”
(SLUITER et al., 2005) e “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass”
(SLUITER et al., 2012).

As cinzas sdo a parte da biomassa remanescente da queima, referente a compostos
inorganicos (FERNANDES et al., 2015). Estudos demonstram que entre 0S compostos e
elementos encontrados nas cinzas da palha estdo dioxido de silicio (SiOz), 6xido de potassio
(K20), oxido de célcio (Ca0), cloro (ClI), enxofre (S) (MENANDRO et al., 2017; VASSILEV
et al., 2010). Estes sédo disponibilizados através dos fertilizantes, podendo ser absorvidos pelas
plantas durante seu crescimento, e/ou resultar em impurezas minerais. O silicio (Si) € utilizado
para promover fortalecimento da parece celular do caule e das folhas e pode aumentar a
resisténcia da planta a pragas (FILGUEIRAS, 2007). A cana-de-agUcar acumula Si através do
acido monosilicico (HsSiO4) presente no solo, no qual é absorvido pela raiz e transportado
através do xilema para o sistema de transpiracdo foliar. Contudo, aproximadamente 80% de
todo Si absorvido pela cana esta presente na palha (HAYNES, 2017; SANTOS, 2017).

Diferencas fisico-quimicas da palha quando comparada ao bagaco estéo relacionadas ao
teor e composicao elementar das cinzas (JACOME, 2018). Um alto contetdo de cinzas indica
estes elementos como impurezas minerais e uma menor quantidade de matéria combustivel,
sendo reportado na literatura que acima de 7% comprometem a combustdo integral ou em
mistura com bagaco, prejudicando o poder calorifico, assim como resulta na formacdo de
depdsitos nas caldeiras durante a queima (JACOME, 2018; MENANDRO et al., 2017;
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VOIGTLANDER; SEYE, 2011). Neste contexto, a palha analisada possui alto teor de cinzas,
ampliando a discussdo de melhores e mais eficientes estratégias de obtencdo de energia desta

biomassa

Os demais resultados referentes a composi¢édo da palha estdo condizentes com as faixas
encontradas na literatura e o balanco de massa foi de 95%, valor considerado satisfatério
considerando a complexidade da biomassa.

5.2. Caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico

O pré-tratamento com acido diluido permite a liberacdo de mondmeros de aglcar da
estrutura lignocelulosica, principalmente derivados de hemicelulose, com eficiéncia de 70% a
90% de recuperacdo dos agucares (DA SILVA et al., 2013a; GIRIO et al., 2010; TEIXEIRA et
al., 2014). Embora exista muita preocupacdo ambiental, o uso do &cido diluido em pre-
tratamentos ainda tem sido muito utilizado industrialmente por ser realizado em baixas
temperaturas comparado a outros processos, como a explosdo a vapor e pré-tratamento
hidrotérmico (GIRIO et al., 2010; MOUTTA; FERREIRA-LEITAO; BON, 2014).

O fator de severidade combinada, desenvolvido por Chum et al (1990), foi utilizado
para comparar a severidade de pré-tratamentos, considerando pH como um dos fatores. Foi
desenvolvido com base no fator de severidade [Ro] em que se refere ao efeito da temperatura
do vapor e do tempo de permanéncia na temperatura, demonstrado na equacdo 5.1. Quanto
maior esse fator, mais agressivo é o pré-tratamento (CHUM; JOHNSON; BLACK, 1990;
FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

LogRo=log[texp [( T —100)]/14,75 (Equacdo 5.1)
Onde:
T = temperatura em que foi realizado o pré-tratamento ( °C)

t = tempo de residéncia do material no reator (minutos)

Esta equacdo permite identificar o quédo severo é o pré-tratamento, entretanto o pH é
uma varidvel importante nesta andlise, permitindo comparar diferentes pré-tratamentos.
Utilizando os mesmos parametros de temperatura e tempo sem levar em consideracdo pH para

comparar pré-tratamentos &cido e hidrotérmico por exemplo, ambos podem apresentar a mesma
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severidade. Assim sendo, esta variavel foi adicionada a severidade do pré-tratamento, sendo
denominada fator combinado de severidade (FCS), demonstrado na equagéo 5.2 (MORI, 2015;
NICOLA, 2017).

FCS =log (Ro) — pH (final) (Eq.5.2)

Um pré-tratamento realizado com baixa severidade pode ser ineficiente na
despolimerizacdo das fracGes do material lignoceluldsico, e um pré-tratamento de alta
severidade pode levar a formacdo de compostos indesejaveis como HMF e Furfural.

Neste estudo, o FSC foi de 1,36. Apesar do pré-tratamento acido ser mais severo quando
comparado ao hidrotérmico, as condi¢des utilizadas neste trabalho podem ser consideradas
brandas (BAZETTO, 2018). De acordo com Kumar (2012), o FSC em torno de 1,94 é tido
como de baixa severidade ndo havendo formacao de pseudo-lignina. O mesmo autor observa a
formacéo de pseudo-lignina em FSC de 3,5, no qual ha a repolimerizacéo de carboidratos e/ou
compostos furanicos promovendo a formacdo de novas ligagdes carbono-carbono (C-C),
gerando compostos aromaticos semelhantes a lignina nativa (BITTENCOURTA et al., 2019;
KUMAR et al., 2012).

Com os resultados obtidos no presente estudo, a eficiéncia calculada para a solubilizagao
da fracdo hemiceluldsica foi de 79%. Os parametros referentes as caracteristicas do hidrolisado
hemicelulésico obtido apds o pré-tratamento séo apresentados na tabela 3. A concentracdo de
cada analito estd apresentado em g/L e mmol/L para facilitar na compreensdo dos proximos
resultados visto que os rendimentos da fermentacéo estdo apresentados em mol de Hz por mol

de carboidratos (tépico 5.3) pra serem comparativos com os valores encontrados na literatura.

Tabela 3. Caracterizagdo do hidrolisado hemicelul6sico da palha de cana-de-agucar obtido apds pré-tratamento
com acido diluido (H2S04=1,6% (m/m)) na proporcéo 1:4 (palha:&cido); 130°C por 30 min).

Parametro g/L mmol/L
Glicose (g/L) 8,22 £ 0,16 45,63
Xilose (g/L) 33,76 + 0,18 224,87
Arabinose (g/L) 4,58 + 0,47 30,51
Acido acético (g/L) 8,33 + 0,34 138,72
Acido formico (g/L) 1,68 + 0,35 36,5
HMF (g/L) 0,65 + 0,01 5,15
Furfural (g/L) 0,68 + 0,06 7,08
pH 1,15

Eficiéncia (%) 79
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DQO (mg/L) 85117 + 4634

*HMF: 5-hidroximethil-2-furaldehido

A xilose foi o principal produto obtido da hidrélise correspondendo a 33,76 g/L,
representando 72% da quantidade total de agUcares que compdem o hidrolisado. Em menores
concentragdes sao observados os demais carboidratos provenientes da hemicelulose, a glicose
e arabinose apresentando 8,22 e 4,58 g/L, respectivamente. A maior concentracdo de xilose
comparado a glicose, indica que a estrutura das hemiceluloses foi mais facilmente hidrolisada
do que a celulose neste pré-tratamento, sendo esta Gltima preservada nas condi¢es utilizadas.

A dissociacdo do acido sulfarico promove o0 aumento da concentracao de ions hidrénio
no meio (H3O"). Estes ions sdo 0s responsaveis por catalisar a reacdo de hidrélise nos grupos
acetil da glucoarabinoxilana, resultando na liberacdo do acido acético livre, segundo composto
predominante no hidrolisado apresentando a concentragdo de 8,33 g/L (138,67 mmol/L)
(CARVALHO etal., 2017a; RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014). Adicionalmente, a
diminuigdo do pH causada pelos acidos sulfurico e acetico aceleram a reagdo de hidrdlise nas
ligacOes éter da xilana, levando a liberacao dos carboidratos em sua conformagdo monomerica
(BITTENCOURTA et al., 2019; DA SILVA et al., 2013a).

Em altas concentracdes no meio fermentativo, o acido acético se comporta como um
inibidor da producdo de H», podendo penetrar a membrana celular dos microrganismos
provocando a diminui¢do do pH intracelular e dos niveis de ATP (ELBESHBISHY et al.,
2017). Os efeitos sdo principalmente observados na fase acidogénica. Contudo, o &cido acético
é um metabdlito intermediario da digestdo anaerdbia, sendo reportado na literatura que por este
motivo ha uma tolerancia ao acido proveniente do hidrolisado hemicelul6sico pelo consércio
microbiano (MONLAU et al., 2014; SA, 2015; SILVA; FERREIRA-LEITAO;
CAMMAROQTA, 2019; WANG; WAN; WANG, 2008). A avaliacdo do efeito do acido acético
na producédo de H. sera discutido em detalhe a seguir no topico 5.3.

O HMF ¢é proveniente da degradacdo térmica da glicose. Nesta degradacéo, a glicose é
desidratada primeiramente em HMF. Em contrapartida, o furfural é exclusivamente gerado
através das pentoses, xilose e arabinose, liberadas da fracdo hemicelulésica (MONLAU et al.,
2014; RASMUSSEN; SORENSEN; MEYER, 2014). Fracdes de ambos 0s compostos Sao
convertidos em acido férmico (1,68 g/L) decorrente da alta temperatura do pré-tratamento.

Os furénicos sdo considerados compostos inibitérios da producdo de H, em
concentragdes variadas, em que é observado com significativo impacto acima de 1 g/L
(QUEMENEUR et al, 2012). Estes causam deterioracdo da membrana celular do
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microrganismo, induz danos do material genético e inativam varias enzimas da via glicolitica
(ELBESHBISHY etal., 2017; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Neste hidrolisado,
as concentracOes recuperadas de HMF e furfural foram de aproximadamente 0,65 g/L e 0,68
g/L, respectivamente 5 e 7 mmol/L. A formacdo destes compostos é baixa comparado aos
trabalhos que utilizaram o pré-tratamento hidrotérmico no bagago de cana-de-agUcar
(BITTENCOURTA et al., 2019; DE SA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2017). Bittencourta e
colaboradores em 2019, e também Ribeiro e colaboradores, em 2017 obtiveram a concentracao
de 11,92 g/L e 6,58 g/L de acido férmico, 1,33 g/L e 3,93 g/L de furfural, 0,58 e 7,82 g/L de
HMF, respectivamente. Conforme mencionado anteriormente a concentragao destes compostos
esta relacionada a severidade dos tratamentos. Os efeitos do furfural e HMF na producéo de H>
e CHjs serdo analisados nos tdpicos 5.3 e 5.6.

Apesar das limitagdes que este método apresenta, o hidrolisado hemiceluldsico
proveniente do pré-tratamento acido vem sendo apresentado como uma matéria-prima
promissora para producio de H, e CHs (BARAKAT et al., 2014; DE SA et al., 2020; HU et al.,
2018). Em concentracfes bem estabelecidas, as pentoses e hexoses séo de facil assimilacdo
pelos microrganismos para obtencdo de energia e geracdo dos subprodutos, enquanto o acido
acetico, pode ser convertido em metano pelas arqueias acetoclasticas (SANTOS et al., 2018b;
THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018).

5.3 Producéo de H;

5.3.1 Avaliagao comparativa da producédo de H> a partir do hidrolisado hemicelulosico

e meio mimetizado

Os primeiros ensaios para avaliacdo do potencial de producdo do gas hidrogénio foram
realizados em 24 horas em trés concentracdes iniciais distintas de carboidratos. Analises
comparativas entre o hidrolisado hemicelul6sico e 0 meio mimetizado foram feitas a fim de
avaliar a interferéncia dos compostos furanicos, HMF e furfural provenientes do pré-tratamento

da palha no processo fermentativo (Tabela 4).
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Tabela 4. Avaliacdo comparativa da producao de H; utilizando hidrolisado hemiceluldsico obtido através do pré-tratamento com acido diluido e meio
mimetizado em trés concentragdes diferentes de carboidratos iniciais durante 24 h em 35 °C.

Concentracdo Concentragao

inicial de inicial de Tempo Consumo Consumo de Acido Acido Rendimento Rendimento
. ; Meio PO ge xilose carboidratos  acético butirico  (mol H2/mol (Mol Ha/mol
carboidratos xilose (h) (%) (%) (mmol/L)  (Mmol/L)  xiox)  carboidatos otais)
(mmol/L) (mmol/L)
Hidrolisado 0 ) >/64204 ° 163 + 0,08 1,13+0,04
Hemicelulésico 24 100 100 884+01 517+02 ' — 7 e
9 7
Meio 0 ) 0 0 173 + 01 1,17 +007
mimetizado 24 100 100 366+06 545+001 ~'° T e
N 0 - 11,49 + 1,7 0
Hidrolisado 156 + 013 1.13+0,07
Hemiceluldsico 24 55 65 22,28+1,7 12,98+0,6
30 20 _ 5 . .
. M‘t*.'o | ; 136 + 01  1,10+003
lirslze 24 57 67 7,76 +0,01 6,13 + 0,03
e 0 10,90 + 0,1
Hidrolisado 0,79 + 0,01 0,52+ 0,01
Hemicelulosico 24 52 61 23,77+17 11,7+0,01
48 36 - 5 5 5
. . + +
mimetizado 24 50 60 5,08+0,04 4,15+0,3 ik &5 e Uheo S
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O uso dos carboidratos provenientes da fragdo C5 na fermentacéo, além de produzir os
gases de sintese H2 e CO., gera como sub produtos da fermentacao os acidos acético e butirico
(ELBESHBISHY et al., 2017; OKOLIE et al., 2020). Sendo assim, é caracterizada como uma
fermentacdo do tipo acético-butirica (CORRALE et al., 2015). As equacfes abaixo demonstram
o0 rendimento mé&ximo tedrico da producdo de H a partir das duas vias metabdlicas, utilizando
a glicose e xilose como substrato (ABDUL et al., 2013; WANG et al., 2018).

Pentoses: CsH100s + 1.67 HoO —1.67 CH3COOH + 3.33 H2 + 1.67 CO. (1)

CsH1005 — 0.83 CH3CH2CH2COOH + 1.67 H> + 1.67 CO2 (2)
Hexoses: CeH1206 + 2 H,O — 2 CH3COOH + 4H» + 2 CO» 3)
CeH1206 + 2 H2O — CH3CH2CH2COOH + 2H» + 2 CO» 4)

As reacgdes (1) e (3) sdo referentes a conversao de pentoses e hexoses, respectivamente,
em H. e acido acético, enquanto as equacdes (2) e (4) representam a producdo de H2 com a
concomitante formacéo de acido butirico.

E importante destacar que n&o houve producdo de metano durante as 24 h do processo
de fermentacdo, evidenciando um pré-tratamento satisfatério do lodo anaerobico utilizado
como indculo.

Na comparacdo entre 0 meio contendo hidrolisado hemicelul6sico, e 0 meio mimetizado
com acucares padréo, foi possivel observar que ndo houve diferenca estatistica nos valores dos
rendimentos com base na anélise estatistica t-student.

Em relacdo aos compostos furanicos, os impactos na producéo e no rendimento de H»
em culturas mistas sdo observados quando concentra¢des iguais ou acima de 1 g/L estdo
presentes na matéria-prima, apresentando diminuicdo de aproximadamente 69% do rendimento
com furfural e de 76% para HMF (NASR et al., 2014; QUEMENEUR et al., 2012).

Foi relatado que em situacGes onde estes compostos sdo adicionados de maneira
combinada no meio, as concentracbes mencionadas acima causam efeitos negativos na
producdo de Hz mas ndo ha a inibigdo total de producdo, ou seja, para observar os efeitos
inibitérios os compostos devem estar em maiores concentracdes. Isto pode ser devido a
presenca de outros compostos enddgenos provenientes do hidrolisado com potencial inibit6rio
e exercerem um efeito sinérgico, diminuindo consideravelmente o valor limiar de inibicdo dos

furanicos comparado a estes produtos separadamente (QUEMENEUR et al., 2012).
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Em um estudo realizado por Hu (2018) utilizando hidrolisado &cido da fracéo
hemicelul6sica, detofixificado com lacase ou NaBHs, foi observado que apesar de néo inibir
por completo, a producdo de H> se desenvolveu de maneira lenta (HU et al., 2018). Assim, as
concentracdes de HMF e furfural encontrados na fracdo C5 deste estudo, obtida ap6s o pré-
tratamento com &cido diluido, estiveram abaixo dos valores considerados inibitorios da
fermentacdo (Tabela 3) e ndo foram os responsaveis pela diminuigdo do rendimento do
processo. Portanto, sob esta condigdo de tratamento da biomassa (1,6% (m/m)) na proporgéo
1:4 (palha:&cido); 130°C por 30 min), a detofixificacdo do hidrolisado ndo se faz necesséria.

Os é&cidos acético e butirico também sdo descritos como limitantes do processo,
principalmente em concentra¢des acima de 12 mM, no qual ja é possivel observar a diminuicéo
do rendimento, enquanto a interrupcdo total da producdo é observada com 300 mM
(ELBESHBISHY et al., 2017; SIQUEIRA; REGINATTO, 2015; WANG; WAN; WANG,
2008). Neste estudo, S2 e S3 contém aproximadamente 11 mmol/L de &cido acético proveniente
do hidrolisado e durante a fermentagdo de 24h foram produzidos adicionais 22 mmol/L de
4cidos (acético e butirico). E relatado que nesta concentragio ja é possivel observar efeitos da
alteracdo do metabolismo microbiano onde ha inibi¢ao por produto em que 0 H2 e os acidos séo
reutilizado para produzir acetona-butanol-etanol (MORAES et al., 2019; PATAKOVA et al.,
2013).

A fim de avaliar a influéncia da concentracéo inicial de carboidratos, e consequente
interferéncia do HMF e furfural, &cido acético e metabolitos produzidos, foi realizada uma

cinética de producédo de H» que esté detalhada no item 5.3.2.

5.3.2 Cinética de producao de H»

Diferentes concentracdes de carboidratos totais no meio foram utilizadas para avaliar a
producdo de H, com aumento de concentracdo de substrato, consequentemente avaliar a
influéncia dos acidos formados durante o processo fermentativo. Os meios foram classificados
em trés sistemas de acordo com suas concentracdes: Sistema 1 (S1) =9 mmol/L, Sistema 2 (S2)
= 30 mmol/L e Sistema 3 (S3) = 48 mmol/L.

A figura 14 apresenta a cinética de consumo de carboidratos e rendimento de producéo
de Hz do sistema 1 (Fig. 14 A), sistema 2 (Fig. 14 B) e sistema 3 (Fig. 14 C). Com 0 aumento
da concentracdo de 9 para 30 mmol/L foi possivel observar um aumento de aproximadamente

26% do rendimento no sistema 2. O rendimento maximo de S1 foi em 18h de fermentacéo (1,28
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MOl 12/ MOl carboidratos) € €M 36 h no S2 (1,75 Mol H2/ MOl caroidratos). S3 apresentou seu maior

rendimento em 48 horas de fermentagdo, com 1,48 mol xa2/ Mol carboidratos-
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Figura 14. Cinética de consumo de substrato e rendimento de producéo de H2 ao longo de 54 h de
fermentacgdo utilizando as concentracfes de 9 mmol/L (A), 30 mmol/L (B), 48 mmol/L (C).

=b=Glicose -B—Xilose Arabinose ——Rendimento

Apesar da xilose ser o carboidrato predominante no meio, a glicose é o primeiro agutcar
a ser consumido pelos microrganismos. Em uma andlise da expressao genética do metabolismo
do microrganismo do género Clostridium durante a fermentacdo, em um meio contendo xilose
e glicose foi observado, baseado nos dados do transcriptoma, que 0s genes responsaveis pela
expressao de proteinas de transporte da xilose através da membrana apresentam nivel baixo de
transcricdo. No entanto, os genes relacionados a expressdo de enzimas de consumo de xilose,
como a xilose isomerase e xilulose quinase apresentam maior nivel de transcricdo, porém ainda
de maneira insuficiente para aumentar o consumo de xilose comparado ao da glicose
(GRIMMLER et al., 2010; NAKAGAWA, 2017). Quando a hexose € totalmente consumida, a
transcricao destes genes aumentam (GRIMMLER et al., 2010; OUNINE et al., 1985). Portanto,
trata-se de um mecanismo de repressdo catabélica por glicose que retarda o consumo da xilose.

Além disso, um estudo realizado por Desai e Rao (2010) demonstra que algumas
bactérias anaerdbias e facultativas tendem a utilizar preferencialmente a arabinose em um meio

alimentado com misturas de pentoses (arabinose e xilose). Com arabinose no meio, ha uma
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alteracdo no metabolismo ocasionando uma repressao catabélica na assimilagdo da xilose. Isto
explica o fato deste carboidrato ser o ultimo a ser consumido nos sistemas (figura 14) (DESAI,
RAO, 2010).

Neste mesmo contexto, nos sistemas S1 e S2 foi possivel verificar o inicio da producéo
de H> em aproximadamente 8 h de fermentacao, enquanto no sistema 3 se observou a produgéo
em 10 h de processo. Apesar de S1 e S2 apresentarem uma fase adaptativa similar, a producgéo
de H2 em S2 é mais lenta. Provavelmente este fendmeno esté relacionado ao consumo de glicose
como fonte preferencial de carbono, visto que este encontra-se em baixas concentragcdes nos
dois sistemas. Sendo assim, devido a maior concentracdo de acUcares totais em S2, a
degradacdo de carboidratos foi mais lenta, principalmente a xilose. O mesmo pode ser
observado em S3, porém este apresenta rendimento inferior aos demais sistemas, demonstrando
gue pequenos aumentos na concentracdo de substrato inicial impactam na eficiéncia dos
microrganismos em degrada-los, implicando na diminuicdo do consumo de substrato e
rendimento (DE SA et al., 2020; JIANLONG; WEI, 2008). Entre os fatores que podem ser
relacionados a este efeito inibitorio estdo 0 aumento da concentracdo de substrato e consequente
aumento do acumulo de acidos organicos, assim como o aumento da osmolaridade das células
no meio fermentativo (ELBESHBISHY et al., 2017).

A figura 15 mostra o consumo e producdo de metabolitos soliveis em relacdo a
concentracdo de hidrogénio no sistema 1 (Fig. 15 A), sistema 2 (Fig 15 B) e sistema 3 (Fig 15
C). O comportamento dos compostos furanicos foi apresentado em graficos separados devido
a baixa concentracdo desses compostos nestes sistemas, Sistema 1 (Fig. 15 D), Sistema 2 (Fig.
15 E) e sistema 3 (Fig. 15 F).
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Figura 15. Producdo e consumo de metabolitos soltveis na producao de H2 ao longo de 54 h de fermentacdo no

sistema 1 (A) e (D), sistema 2 (B) e (E), sistema 3 (C) e (F).

——Acido acético = —s—Acido Butirico Acido Férmico

——H, —o0-CO»  =#=HMF ——FURFURAL

Acido Propiénico Etanol

As analises do EPH (efluente da producdo de Hz) demonstraram que o0s principais

metabolitos produzidos pelo consércio microbiano foram os acidos acético, butirico e etanol.

Estes encontram-se acumulados no meio devido a auséncia das arquéias metanogénica. Como

esperado, com 0 aumento da concentracdo de substrato hd o aumento da concentracdo dos

metabolitos sollveis, como ja foi descrito em trabalhos na literatura (DE SA et al., 2020;

JIANLONG; WEI, 2008; YANG; WANG, 2019).

Com a menor concentracdo de substrato em S1, a producdo de hidrogénio atingiu o

ponto maximo em 18 h. Apds este mesmo tempo ja € observado o esgotamento de substrato

assim como o consumo de H acompanhado com a producdo de &cido acético. Este

comportamento é descrito pela via metabdlica Wood-Ljungdahl, em que ha consumo de H:

como doador de elétrons pela populacdo microbiana homoacetogénica a producdo de acido
acético (Equacdo 5.3) (DRAKE, 1994; RAGSDALE; PIERCE, 2008).

4 H,+2CO, — CH3COOH + 2 H,O

(Eq. 5.3)
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E conhecido que a maioria dos microrganismos homoacetogénicos no sistema
fermentativo pertence ao género Clostridium e como sdo formadores de esporos, ndo sao
eliminados durante o pré-tratamento podendo ser reativados quando as condi¢fes forem
reestabelecidas. O controle da homoacetogénese € fundamental para a producdo de H. e o
grande desafio que vem sendo foco de estudos. Sem métodos integralmente eficientes na
inibicdo das homoacetogénicas, o controle de CO2 e H2 é considerado como a alternativa mais
adequada (CASTELLO et al., 2020; SAADY, 2013).

O é&cido acético, assim como o acido butirico, em suas formas ndo dissociadas e em
baixo pH podem penetrar a membrana celular do microrganismo, dissociar-se e diminuir pH
interno da célula. Os anions promovem aumento da osmolaridade do citoplasma, assim como a
pressdo de turgor no interior da célula e os prétons diminuem o pH intracelular, ao passo que
isto pode implicar na ativagdo de enzimas essenciais da solventogénese. Estes efeitos séo
prejudiciais para 0 metabolismo e crescimento microbiano e sdo potencialmente inibidores da
producéo de H> (ELBESHBISHY et al., 2017). Em todos os sistemas deste estudo ha presenca
inicial de acido acético proveniente do hidrolisado hemiceluldsico. Os sistemas S2 e S3 iniciam
em concentracdo de &cido acético em torno de 11 mmol/L. Em S2 é observado consumo de H>
e COz apods 36 horas de fermentagdo enquanto em S3 ocorre em 48 h.

E relatado que na concentracéo de 11,8 mmol/L de 4cido acético ha efeito inibitorio na
fermentacao e concentracdo de 19 mmol/L de acético e butirico, além de inibicdo ha também a
alteracdo da via metabdlica para a solventogénese (GINKEL; LOGAN, 2005; SIQUEIRA;
REGINATTO, 2015).

Apesar de ser encontrado na literatura atividade solventogénica a partir de 19 mmol/L
de acidos, o etanol é detectado nos trés sistemas (S1, S2 e S3) quando a producéo destes acidos
atinge a concentracdo minima de aproximadamente 5 mmol/L e o0 meio ja contém &cido acético
proveniente do hidrolisado. Como isto é observado em todos os sistemas, independente da
concentracdo inicial de acido acético, pode indicar que os acidos produzidos pelas bactérias
sejam mais prejudiciais a produgdo de H, do que os derivados de fontes externas, como o da
fracdo C5. Como mencionado anteriormente, com o0 aumento da concentracdo inicial de
carboidratos ha o consequente acimulo de &cidos organicos e diminuicao da taxa de degradacao
dos acgucares. Considerando os efeitos dos acidos organicos sobre o sistema de producédo de Hy,
foi avaliado por Sa e colaboradores (2015) o aumento da concentracdo de substrato em meios
contendo acido acético e &cido butirico em concentragGes conhecidas em meio tamponado

comparativamente a um meio ndo tamponado. Neste conjunto de experimentos foi constatado
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que a utilizacdo de tampdo para controle do pH n&o favorece o consumo de substrato e a
producéo de H». Portanto, a concentragdo de &cidos gerados ndo dissociados em meio com baixo
pH ndo é o unico fator que associado a diminuicao da producéo de hidrogénio. O aumento da
concentracdo de substrato e a concentracdo de acidos no meio podem aumentar a osmolaridade
do sistema interferindo no metabolismo dos microrganismos, inibindo o crescimento
microbiano e podendo provocar a desestruturagio da célula (ELBESHBISHY et al., 2017; SA,
2015). Este fendmeno poder ser relacionado ao fato de ndo haver consumo total de carboidratos
em S3 e por ser o sistema com maior concentragdo de carboidratos inicial. Os &cidos além de
contribuirem para o aumento da osmolaridade, podem deslocar o equilibrio da reagdo no sentido
oposto ao desejado por serem 0s principais metabdlitos sollveis.

A producdo de etanol ocorre através de uma inibicdo por produto, provocada pelos
acidos gerados e/ou pelo proprio Hz, em que a elevada pressdo parcial do Hz pode causar
alteracdo da via metabdlica para a producéo de solventes (Equacéo 5.3.2). O processo biologico
para a producado de etanol ocorre pela fermentacéo acetona-butanol-etanol (ABE) realizada por
microrganismos do género Clostridium onde o H> é consumido para reduzir a molécula de
NAD" quando ndo ha mais formacao de préton H* proveniente da degradacgéo dos aglicares para
equilibrar o poder de reducdo intracelular. Assim, esses compostos sdo formados utilizando o
NADH como carreador de elétrons pelas enzimas acetaldeido desidrogenase e etanol
desidrogenase para a formacdao de etanol (ELBESHBISHY et al., 2017; MORAES et al., 2019;
YANG; WANG, 2018).

CHsCOOH (acido acético) + 2 H, — C;HsO + H20 Eq. 5.3.2

A solventogénese do etanol também ocorre pela degradacdo anaerdbia da Xxilose,
conforme apresentado na equacao 5.3.3 (MOCKAITIS et al., 2020).

3 CsH100s5 (Xi|0$€) + 5C;HsO — 5CO» Eqg. 5.3.3

Além disso, um estudo realizado por Mockaitis (2020) avaliou diferentes pre-
tratamentos do indculo para producéo de H utilizando xilose como substrato. O pré-tratamento
térmico do indculo apresenta maior producéo de etanol comparado ao pré-tratamentos acido. E
provavel que o pré-tratamento térmico proporcione melhores condi¢cdes de sobrevivéncia de
microrganismos da fermentacdo ABE. Portanto, a alta produgéo de etanol nos sistemas deste
presente estudo (S1=19,26 + 0,81 mmol/L; S2 =63 £ 1,34 mmol/L; S3=63,34 £ 0,40 mmol/L)
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pode ser relacionada a mudanca de metabolismo para a solventogénese decorrente da
concentracdo de Ha, carboidratos, &cidos gerados e pH, assim como pela selecdo dos
microrganismos no pré-tratamento do inoculo.

Presente desde o inicio do processo, o acido propiénico pode ser proveniente da
degradacdo de compostos organicos complexos do lodo anaerébio. A pequena producao
observada em S1 era esperada j& que este composto é um intermediario comum do metabolismo
de aclcares quando ha acumulo de hidrogénio no meio (SPEECE, 1983). O seu consumo
observado no sistema S2 é relacionado a oxidacdo anaerdbia para geracdo de H: e acetado
(APPELS et al., 2008).

Proveniente da matéria-prima, o &cido férmico também pode ser aproveitado como
fonte de carbono por bactérias anaerébias para producéo de H2 (PANAGIOTOPQULOS et al.,
2011). A reacéo de conversao do &cido formico a hidrogénio é realizada pelo complexo FHL
e a sua biossintese € dependente da concentracdo deste acido na célula (ROSSMANN;
SAWERS; BOCK, 1991). Para que este composto seja utilizado como substrato pelos
microrganismos, deve estar presente no meio em concentragdes em torno de 25 mmol/L
(YOSHIDA et al., 2005). Neste estudo, a concentracdo de acido formico ficou constante nos
sistemas S1 e S2, durante as 54 horas de fermentacdo. Assim sendo, o acido nao foi consumo
significativo, ou seja, 0 &cido nao foi consumido como fonte de carbono pelos microrganismos
visto que haveria gasto energético da célula para sintese das enzimas do complexo. Embora os
compostos HMF e furfural tenham sido descritos como potenciais inibidores dos
microrganismos produtores de H», estes compostos foram totalmente consumidos em S1 (0,31
+ 0,01 mmol/L) e S2 (0,66 + 0,06 mmol/L), ndo apresentaram impactos negativos a producao
de Hz. Em S3 a concentracdo final de furfural em 54h de fermentacéo (0,94 £+ 0,08 mmol/L) é
estatisticamente igual a inicial (0,91 + 0,2 mmol/L). E descrito na literatura que algumas
espécies de bactérias gram-negativas possuem a capacidade de evitar e reparar os danos
causados pelo HMF e furfural. Adicionalmente, é reportado na literatura que microrganismos
como a Escherichia coli que estdo presentes no lodo de esgoto, podem degradar 0s compostos
furanicos e utiliza-los como fonte de carbono durante a fase de crescimento. (SA, 2015;
ZHANG; HAN; EZEJI, 2012). Ha também microrganismos produtores de H> como Thermo
desulfovibrio sp, presente em consocio microbianos que degradam estes compostos tdxicos
(KONGJAN et al., 2010). Estes estudos mostram a capacidade dos microrganismos de
assimilarem estes compostos. Em S3 ndo houve consumo total dos compostos furénicos,
podendo ser relacionado a um efeito de repressdo catabdlica gerado pela concentragdo de

carboidratos deste sistema.
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5.3.3 Equacéo de Gompertz

O potencial de produgdo de H2 (Hp), a taxa de producédo de H. (Rm) e o periodo de fase
adaptativa (fase lag) (A) podem ser estimados através da equacdo de Gompertz modificada®
(BARRERA-QUINTERO et al., 2017). A tabela 5 apresenta os valores de Hp, Rm ¢ A para cada

sistema.

Tabela 5. Potencial de produgdo (Hp), taxa de produgdo (Rm) e fase adaptativa () da producdo de H»
estimados pela equacéo de Gompertz

Hp (mol 2/ Rm (mol wz2/mol

Sistema A (h R?
MOl carboidrato) carboidrato/N) (h)
1 1,26 0,16 6 0,84
1,61 0,08 6 0,96
3 1,23 0,07 10 0,96

Este modelo matematico descreve o comportamento da producdo acumulada de
hidrogénio relacionada a uma cultura microbiana pura, ou seja, ndo leva em considera¢do como
fator de diminuicéo do rendimento o consumo dos metabolitos no meio devido a presenca de
microrganismos consumidores de Ha.

Neste estudo, 0 modelo modificado de Gompertz foi eficiente na predi¢do do tempo de
fase adaptativa e na curva de crescimento sigmoidal, podendo ser observado na figura 16.
Contudo, em um meio complexo contendo hidrolisado hemicelulésico e lodo anaerdbio, ha
diversos fatores que influenciam a producdo de hidrogénio acarretando diferencas entre os
dados estimados e os dados coletados nos experimentos, principalmente no que se relaciona a
presenca de microrganismos consumidores de Hz, considerando a cultura mista utilizada.

No entanto, os sistemas 2 e 3 apresentaram os melhores ajustes ao modelo com R? =
0,96, indicando que o maximo rendimento em mol de Hz por mol de carboidratos em S2 seria
1,61 e em S3 de 1,23, nas melhores condi¢bes. Sendo assim, podemos afirmar que a producao

de H2 com uma concentracdo de 30 mmol/L de carboidratos iniciais em 36 h de fermentacdo, e

2 Equagdo de Gompertz modificada H (t) = Hp.exp { —exp [Rm.e/Hp].(A1 —t) + 1]}, onde Hp = potencial
de producdo de H2 (mol H2/mol carboidratos); Rm = taxa de producdo de H2 (mol H2/mol carboidrtos/h) e A =
periodo da fase lag (h)
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de 48 mmol/L em 48 h de fermentacdo, utilizando uma cultura mista de microrganismo

apresentam maiores rendimentos comparados ao estimado.
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Figura 16. Cinética da producdo experimental de hidrogénio em comparagéo a producéo tedrica descrita
pela equacdo de Gompertz.

A estabilizacdo da curva no modelo teérico é decorrente a producdo de H2 em um meio
ausente de bactérias consumidoras de H,. No modelo experimental, o consumo de Hz e inibigéo
do processo fermentativo pode ser relacionada a varios fatores como o meio complexo com
consumidores do gas, inibicdes como por substrato, por produto, por compostos furanicos ou
por aumento da osmolaridade do meio. Neste contexto, S1 em 18h ha a méxima producéo de
H2, seguida do consumo. Pode-se atribuir a baixa producdo de H; (305,60 mL/L) e rendimento
(1,28 mol Ho/mOlcarboidratos) @ menor concentracao inicial de substrato (9 mmol/L) e pelos efeitos
gerados pela producdo de acidos organicos. No sistema 3 observa-se os maiores efeitos
inibitérios, onde ha maior concentracdo de carboidratos iniciais (48 mmol/L), apresentando
comportamento de inibicdo por substrato ao passo que ndo ha assimilacdo total dos acUcares
em 54 h de fermentacdo. Além disso, considera-se a inibicao por produto, visto que este sistema
teve as maiores producdes de acidos acético e butirico ao final do processo fermentativo (20,46

mmol/L e 21,76 mmol/L, respectivamente). Apesar de S2 também apresentar inibicdo, foi o
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sistema com melhor desempenho na produgéo de Hz, atingindo o maximo de 1363 mL/L de H>
e rendimento de 1,75 mol H2/mol carboidratos €M 36 h de fermentag&o. O resumo da produgédo de
hidrogénio, &cidos organicos, rendimento, pH, consumo de substrato, produtividade e eficiéncia
no tempo 6timo de cada sistema esta descrito na tabela 6. A eficiéncia foi calculada com base
no rendimento experimental em pentoses, por serem os carboidratos predominante nos meios,
dividido pelo rendimento tedrico em H. pela via do acido acético®. Apesar da fase adaptativa
de S3 ser mais longa que a de S1, a sua produtividade é maior. Isto é consequéncia da maior
producdo, em volume de Hz no S3 em 48h de fermentacéo.

Conforme discutido anteriormente e apresentado na tabela 6, conclui-se que o0 S2 em 36
h de fermentacdo foi a melhor condicéo utilizada para a producdo de H. neste estudo, que
apresentou eficiéncia de 61%. Esta afirmacdo € associada a analise de diferentes parametros em
conjunto como o consumo de substrato, producdo de H», rendimento e produtividade. No
entanto, 0 maximo tedrico é de 3,33 mols de H> por mol de pentose. Uma estrateégia que pode
ser adotada para melhorar o rendimento e estabilizar a producdo é a diminui¢do da pressdo
parcial de Hzatraves do aumento do volume de headspeace. Alem disso, a remocdo de H> do
meio durante a fermentacdo vem apresentando impactos positivos no rendimento (JUNIOR et
al., 2020). Assim, podendo diminuir os efeitos gerados pela inibi¢do por produto (H2). Quanto
a inibicdo causada pela concentracao de substrato, que é o rapido acimulo de &cidos organicos
e aumento da osmolaridade, os processos de modo continuo que podem diminuir os efeitos
prejudiciais na produgdo de H» permitindo um maior controle das operagGes e pode evitar
acumulo de &cidos.

A tabela 7 apresenta um comparativo entre estudos em producdo de Hy utilizando
fracdes hemicelul6sicas de diferentes residuos agroindustriais. Foi também avaliado
comparativamente a producdo com xilose padrdo e com diferentes inoculos, incluindo-se
culturas puras de Clostridium. Os parametros como a concentracao inicial de carboidratos,
producdo e rendimento foram analisados em conjunto e assim foi possivel observar que os
rendimentos e producdo obtidos neste trabalho em alguns casos sdo superiores aos encontrados
na literatura.

Alguns estudos da literatura apresentaram rendimentos préximos ao obtido neste estudo,
no entanto, a producdo de Ha é inferior (DE SA et al., 2020; SOARES et al., 2019b). Isto é
decorrente da baixa concentracdo inicial de carboidratos. Quando comparado a concentracdo

de carboidratos equivalente, os resultados obtidos neste estudo sdo superiores, inclusive

3 CsH100s + 1.67 H20 - 1.67 CH3COOH + 3.33 H, + 1.67 CO»
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comparado a producdo com cultura pura de microrganismos (ABDUL et al., 2013); mostrando
assim que as condicdes experimentais deste estudo tornaram o meio mais propicio a producao
de Hz.

Assim, por meio dos resultados obtidos neste trabalho é possivel observar o grande
potencial da utilizacdo da fracdo hemiceluldsica e o uso favorével de culturas mistas de
microrganismos para a producdo de H» via fermentacdo. Esta € uma abordagem promissora por
valorizar a fracdo C5 e que possibilita integra-la ao contexto da biorrefinaria.

No topico a seguir (5.4), sera discutido os critérios avaliados para escolha do EPH que
foi utilizado como matéria-prima para producao de metano em dois estagios.
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Tabela 6. Producdo de hidrogénio e &cidos organicos, rendimento, pH, consumo de substrato, produtividade e eficiéncia do sistema 1 em 18 h, sistema 2 em

36 h e do sistema 3 em 48 h de fermentagdo na condi¢do mesofilica (35 °C) com pH inicial de 5,5.

Carboidratos Consumo  Final 4cido  Acido acético  Acido Produgido  Produgio Rendimento  Rendimento . N
. Pentoses . empo pH " . L. Etanol Produtividade Eficiéncia
Sistema totais : Subst. acético produzido butirico de H, deH,  (molz/mol  (mol z/mol
(mmol/L) v (h) final 0 ¥ v VLY (mmol/L) (mL,/L.h) (%)
(mmol/L) (%) (mmol/L) (mmol/L)  (mmol/L) (mmol) (mL/L) pentoses) carboidratos
S1 8 9 18 53 99 993+11 429+08 639+04 1645+08 054+001 305+33 150+0,02 128+0,01 16,98 45
S2 26 30 36 47 98 1856+1,1 709+14 1717+08 5818+32 239+01 1363+335 204%+012 1,75+0,08 37,86 61
S3 44 48 48 46 78 3136+0,7 2046+04 21,17+0,02 5920+48 309+0,02 1788+133 156+001 148+0,01 37,26 44

*Concentracédo de acido butirico no final do processo fermentativo de cada sistema. Este acido ndo é detectado no inicio da fermentacdo por nao ser proveniente do
pré-tratamento biomassa.

Tabela 7. Comparativo dos rendimentos de H; obtidos a partir de fragdes hemiceluldsicas ou xilose padrdo de diferentes biomassas e inéculos.

Carboidratos

Modo de

Producao

Biomassa Matéria-prima iniciais Inbculo operacio  (MLrw/L) Rendimento Referéncia
(mmol/L) perag H2
Bagaco de cana Hemicelulose 9 Lodo anaerdbio Batelada 352 1,30 mol v/ DE SA et al., 2020
mOI carboidratos
Celulose + Hemicelulose " 1,44 mol o/ SOARES et al.,
Bagaco de cana + Extrato de levedura 7 Lodo anaerdbio Batelada 472 MO carboidratos 2019b
Bagaco de cana Hemicelulose 60 Lodo anaerobio Batelada 2170 ' . SITTUUNDA,
MO carboidratos REUNGSANG, 2018
FANGKUM,;
Bagaco de cana Hemicelulose 71 Estrume de Batelada 1216 0,84 mol o/ REUNGSANG,
elefante MO carboidratos

2010
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Clostridium 0.1 mol o/
Casca de caju Hemicelulose 108 roseum ATCC Batelada 126 ; He SILVA et al., 2018
mOI carboidratos
17797
. - 1,75 mol ny/
Palha de cana Hemicelulose 30 Lodo anaerdbio Batelada 1363 Neste estudo
mOI carboidratos
Cacho de palma Clostridium 1,24 mol ./ ABDUL et al.,
sem o fruto Pentoses 29 butyricum KBH1 Batelada 943 MOl pentoses 2013
SILVA; FERREIRA-
. . . L 0,93 mol wy/ LEITAO;
Xilose padréo Xilose 63 Lodo anaerobio Batelada 358 10l siose CAMMAROTA.,
2019
Palha de cana Hemicelulose 30 Lodo anaerébio Batelada 1363 2,04 mol v/ Neste estudo

mo I pentoses
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5.4. Escolha do EPH para a producéo sequencial de metano

A selecdo do EPH a ser utilizado como matéria-prima para a producao sequencial de
metano foi baseado nos parametros de rendimento, producdo de H,, produtividade,
concentracdo de acidos acético e butirico soltveis no meio e eficiéncia.

Como demonstrado na tabela 6 e discutido no tépico anterior (5.3.3), o sistema que
apresentou 0 melhor resultado de producdo de H> foi o Sistema 2. Nesta etapa, a reducdo da
demanda quimica de oxigénio (DQO) foi de apenas 10%, de 7694 mg/L para 6928 mg/L,
conforme esperado e de acordo com a literatura (ANTONOPOULOU et al., 2008; PARTHIBA
et al., 2018; THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018). Isto é decorrente da alta
producdo de metabolitos solUveis e devido ao fato de que apenas o CO, formado é responsavel
pela reducdo da DQO neste estagio de producgéo, conforme demonstrado nas principais reagoes

que ocorreram na fermentacédo, baseado nos produtos soltveis medidos (figura 16).

Acidogénese

Pentoses:
CsH1005 + 1.67 H2O —1.67 CH3COOH (acido acético) + 3.33 Hz + 1.67 CO> 1)

CsH1005 — 0.83 CH3CH2CH2COOH (&cido butirico) + 1.67 H2 + 1.67 CO> (2)
Hexoses:

CeH1206 + 2 H2O — 2 CH3COOH (&cido acético) + 4H; + 2 CO» (3)
CeH1206 + 2 H2O — CH3CH2CH,COOH (acido butirico) + 2H, + 2 CO> 4)
Homoacetogénese:

4 H; + 2 CO,; — CH3COOH (acido acético) + 2 H20O (5)

Solventogénese:
CHs;COOH (acido acético) + 2 Ho — C2HsO + H20 (6)

Apesar da producdo de H do sistema 3 em 48 h ser superior (1788 mL/L) ao S2, ha
HMF e furfural no EPH (0,3 £ 0,02 mmol/L e 0,76 £ 0,04 mmol/L, respectivamente) compostos
considerados toxicos para 0s microrganismos metanogénicos (BAETA et al., 2016a). Além
disso, a concentracdo de 48 mmol/L de carboidratos iniciais € a concentra¢cdo maxima que 0
sistema deste estudo suporta, baseado na manutencdo SSV: concentracao de carboidratos, além

de n&o ter havido consumo total dos carboidratos. A medicao do gés é feita de maneira manual
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e a elevada pressdo no frasco ( > 2,7 atm) apresenta risco de acidentes por explosdo. Como 0
prosseguimento deste trabalho necessita de uma producgédo de grande quantidade de EPH para a
producéo de metano sequencial, o sistema 3 ndo foi o escolhido (HOLLIGER et al., 2016).
Portanto, levando em consideracdo os dados apresentados na tabela 6 e os aspectos
discutidos nesta sessdo, 0 EPH gerado na condi¢cdo S2 em 36 h de fermentagéo foi o escolhido

como matéria-prima para a etapa metanogénica de producdo CH4em dois estagios.

5.5. Avaliagdo da producéo H> com aumento de temperatura

Este estudo foi realizado em paralelo aos ensaios anteriores onde buscou-se observar
mudancas na producéo de hidrogénio em uma condicéao termofilica de 50 °C. Os ensaios foram
realizados com concentragéo inicial de carboidratos de 9 mmol/L em 24 horas de fermentagdo.
A escolha da concentracao de substrato inicial foi com o objetivo de ndo gerar uma alta presséo
interna e evitar risco de estouro do frasco de penicilina. Os resultados obtidos foram analisados
comparativamente a condi¢cdo mesofilica (35°C) no mesmo tempo de fermentacdo e na mesma
concentracgdo inicial de carboidratos iniciais.

A fim de avaliar a necessidade da etapa de pré-tratamento téermico do lodo (65 °C por
30 minutos), na fermentacdo termofilica, os ensaios foram realizados com lodo pre-tratado
termicamente comparativamente a experimentos utilizando lodo in natura. O mesmo aplicou-

se para a condi¢do mesofilica.
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Conforme apresentado na figura 17, foi avaliado a produgdo de H» (Fig. 17 A),
rendimento em carboidratos totais (Fig. 17 B) e concentraces dos &cidos acético e butirico

gerados nos sistemas (Fig. 17 C).

A B C

550 2.2 26,00

440 1,76 20,80

330 1,32 15,60

220 0,88 ) 10,40

110 - 0,44 : 520 I I
0 S 0 0,00 . '

Acido acético Acido butirico

VOLUME ESPECIFICO DE H, (MLIL)
RENDIMENTO (MOLy' MOL - smpoinaaroal
ACIDOS GERADOS (MMOLML)

Bl rermentacéo termofilica (50 °C) utilizando lodo pré-tratado [ Fermtenta:;éo termofilica (50 “C) utilizando lodo
in natura

B Fermentacdo mesofilica (35 °C) utilizando lodo pré-tratado Fermentac@o mesofilica (35 °C) utilizando lodo
in natura

Figura 17. Producéo de H; a 50 °C e 35 °C, com concentracgdo inicial de carboidratos 9 mmol/L, pH 5,5 em 24 h de
fermentacgdo representado em volume especifico de Hz (A), rendimento em carboidratos totais (B) e producéo de
acidos acético e butirico (C).

O ensaio utilizando lodo pre-tratado termicamente e realizado na condicéo termofilica
apresentou maior rendimento e producdo (1,83 £ 0,2 mol H2/molcarboidratos € 509,55 + 27,30
mL/L), aproximadamente 16% superior ao ensaio realizado com lodo in natura também na
condicdo termofilica que apresentou rendimento de 1,51 £ 0,01 mol H2 por mol carboidratos e
producdo de 426,05 + 1,66 mL/L. Visto que a diferenca entre as producdes € pequena, a
exclusdo da etapa de pré-tratamento do lodo pode ser considerada para realizacao de trabalhos
futuros nesta condicdo de termofilia. Além disso, observou-se um rendimento 38% superior a
condicdo mesofilica (1,13 mol H2/mOlcarboidratos), também realizada com lodo pré-tratado em 24
h de fermentacdo. Estes resultados mostram comparativamente um favorecimento da producéo

de H2 em condigdes termofilicas nas condi¢bes empregada neste estudado.

Sabe-se que o lodo anaerébio é composto de diversos microrganismos e nele estdo

incluidos os termo-tolerantes (HASYIM et al., 2011). A maior producdo de H2 na temperatura
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de 50 °C esté relacionada a mudancga da composi¢do do meio, ndo sendo a condicdo favoravel
para a maioria dos consumidores de H, (DESSI et al., 2018; HASYIM et al., 2011). O processo
termofilico geralmente possui maior taxa de degradacdo, aumentando a disponibilidade de
certos compostos organicos, devido a solubilidade aumentada com o aumento da temperatura
(SCHNURER; JARVIS, 2018b). Além disso, o gas ¢ menos soltivel no meio nestas condigdes,
diminuindo o H dissolvido no meio, consequentemente reduzindo a homoacetogénese e
proporcionando maior liberacdo na sua forma gasosa (CORONA; RAZO-FLORES, 2018; DAI
etal., 2019).

Em condic6es termofilicas a razdo &cido acético/acido butirico (Hac/Hbu) foi de 3,64
utilizando in6culo in natura. Enquanto na fermentacéo realizada a 35 °C utilizando lodo pré-
tratado, a relagdo Hac/Hbu foi de 0,62. Portanto, houve uma mudanca da principal rota
metabodlica adotada para a producdo de H, na condi¢do termofilica, sendo realizado
preferencialmente pela via do acido acético, rota em que apresenta maior rendimento de Ho,
3,33 mol de H2 por mol de pentose. Assim, nas condi¢Ges estudadas, a op¢do de termofilia
possibilitaria inclusive a eliminacdo da etapa de pré-tratamento. Na condicdo termofilica
utilizando lodo pre-tratado a relagdo Hac/Hbu foi de 3,50 mostrando que esta condi¢do de
temperatura promove a predominancia da via acética.

Em um estudo realizado por Toledo-Cervantes e colaboradores (2020), utilizando a
vinhaga como matéria-prima para producéo de Hz verificou-se um aumento de 14% na producéo
em condicao termofilica comparado a mesofilica (TOLEDO-CERVANTES et al., 2020). Dessi
et al. (2018) comparou estas condi¢des utilizando xilose padrdo como substrato e verificou um
rendimento 17% superior em temperatura de 55 °C (DESSI et al., 2018).

Neste estudo, o rendimento em pentoses na condicdo termofilica com lodo pre-tratado
foi de 2,08 mol Hz por mol de pentoses. Isto corresponde a 62% de eficiéncia na converséo das
pentoses em H,. Conforme é relatado na literatura, 0 maximo rendimento obtido na producéo
de Hz com uma cultura mista de microrganismos € de 70% do limite tedrico (SAADY, 2013).
Esta informacdo é condizente com os resultados apresentados nesta dissertacao. Vale ressaltar
a necessidade de um estudo cinético, além de outras concentracfes iniciais para observar o

comportamento da producdo de Hz nesta condicéo.
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5.6. Producéo de CH4

5.6.1. Producao sequencial de CH4 (Producéo em dois estagios)

A separacdo das fases fermentativa e metanogénica é uma estratégia para aumentar a
producédo de biogéas através da biomassa lignocelulosica, visto que a recuperacdo da energia e
remocdo da DQO na producdo de Hy é baixa. Para superar esta desvantagem a digestao
anaerdbia em duas fases permite maximizar a recuperacao de energia e a eficiéncia de remogéo
da DQO (CORONA; RAZO-FLORES, 2018; SANTOS et al., 2018a). Outro aspecto positivo
da segregacao das etapas € possibilitar a reducdo no tempo total do processo, dado que no final
da fermentacéo sdo gerados acidos organicos de cadeia curta, como o acido acético, subproduto
da degradacdo dos acUcares e substrato direto das arqueias metanogénicas acetoclasticas
(APPELS et al., 2008; CHENG et al., 2012). Adicionalmente, como observado no sistema 2,
0s compostos furanicos foram totalmente consumidos na fermentacéo, promovendo uma etapa
de detoxificacdo para a metanogénese. Estes microrganismos sao mais suscetiveis a distarbios
do sistema como oscilagdes de temperatura, pH, solubilizacdo de O2 no meio, o que indica
maior suscetibilidade a presenca de outros inibidores (SCHNURER; JARVIS, 2018a).

A figura 18 apresenta a producéo de CH4em funcdo dos metabolitos soluveis (Fig. 18

A), assim como o rendimento do processo com a reducdo da DQO do sistema (Fig. 18 B).
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Os metabdlitos soliveis produzidos na fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico
(&cidos butirico, férmico, propiénico e o etanol) podem ser convertidos em CHs pelas arqueias
metanogénica (CHENG et al., 2012). Nos primeiros 4 dias de digestdo anaerdbia é possivel
observar uma pequena produgdo de biometano, indicando que o principal destino destes
metabdlitos é para a formacdo de acido acético pelos microrganismos acetogénicos. N&o foi
observado H», possivelmente foi consumido juntamente com o parte do gas carbénico do
sistema, visto que sdo os principais substratos para geracdo de metano (SCHNURER; JARVIS,
2018a). O grupo microbiano responsavel por esta reacdo € o0 das metanogénicas
hidrogenotrdficas (CASTELLO et al., 2020). Conforme demonstrado na equagio 5.4, 0 metano
é formado a partir da reducdo do gés carbdnico, e o hidrogénio ndo foi observado nas analises
por ter sido o doador de elétrons da reacao.

CO; + 4H, — CHs +2H0 (Eq. 5.4)

O consumo de acido propidnico como fonte de carbono gera 7 mols de CHs e 5 de CO>
para 4 mols de acido consumido (Equacdo 5.5) (ZHAO et al., 2010). Enquanto ha a produgéo
de biometano utilizando o etanol como substrato ha consumo CO. para geracdo de CHa e acido
acetico (Equacdo 5.6) (SAADY, 2013). Assim, de acordo com estas equacOes pode-se
relacionar a concentragdo de CO- no sistema néo ser equivalente a de CHa neste estudo (Figura
18 A).

4 CH3CH.COOH +2H:0 — 7CH4 + 5CO2 (Eq. 5.5)
2 CHCH:OH + CO2 — CH4 + 2 CH3COOH (Eq. 5.6)

Conforme apresentado na figura 18 B, a producdo méaxima de metano ocorreu no final
da digestdo anaerdbia, em 35 dias, sendo de 908,8 + 52,1 mL/L, apresentando o rendimento de
119,3 £ 6,84 mLcH4/g poo. No 21° dia todos 0s metabolitos foram consumidos e a producéo de
metano apresentou 7% de diferenca quando comparado aos dias subsequentes. Assim, a
producdo poderia ter sido finalizada em 21 dias de digestdo. A concentracdo de etanol é
oscilante, podendo ser devido a degradacdo dos demais compostos organicos presentes no meio
(ndo quantificados) para sua formacéo. Neste contexto, se interrompéssemos a produc¢édo de CH4
em 21 dias, a producdo seria de 842,46 + 53,09 mL/L, com rendimento de 110,59 + 6,97 mL

CHa/g DQO e reducédo da carga organica de aproximadamente 90%, em ambos os casos. Na
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tabela 9 estdo compilados os dados das produgdes e das condigfes iniciais de cada processo,

assim como o volume gerado e rendimento referente ao processo sequencial.

Tabela 8. CompilagBes das condigdes iniciais aplicadas para a produgdo sequencial de H, e CH4 de
maneira sequencial e seus respectivos rendimentos.

DQO Producdo Rendimento Produtividade
Producdo  Matéria-prima inicial pH Tempo ¢ (mL/L.d)
(g/L) (m L/L) (m L/gDQO)
Hidrolisado 36 37,86*
H, hemicelul6sico 7,7+0,06 55 horas 1363+33 177,3+6,8
21 40,12
CH, EPH 76+01 7 dias 8425+53 110,6 +6,8

*Produtividade do H2 foi calculado em base de litros por hora (mL/L.d)

A estimativa da producdo tedrica de CH4 foi calculada pela equacéo de Gompertz* em
que determina o potencial de producéo de CH4 (Hp), a taxa de produgéo de CH4(Rm) e o0 periodo

de fase adaptativa (fase lag) (L). Estes resultados sdo apresentados na tabela 8 e na figura 19.

Tabela 9. Potencial de produgdo (Hp), taxa de produgdo (Rm) e fase adaptativa (A) da produgédo de
CH, sequencial estimados pela equagdo de Gompertz

Hp (m Lchal Rm (m Lchal

Producao Materia-prima ) gpoo/d)

X (d) R?

Sequencial EPH 114,14 14,67 4 0,99

* Equagdo de Gompertz modificada H (t) = Hp.exp { —exp [Rm.e/Hp].(A —t) + 1]}, onde Hp = potencial
de producdo de CH4 (mL CH4/ g DQO); Rm = taxa de producdo de CH4 (mL CH4/g DQO/d) e A = periodo da fase
lag (d)
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Figura 19. Cinética da producdo experimental de biometano e da producao tedrica descrita pela equagédo
de Gompertz a partir do EPH.

O modelo matematico apresentou coeficiente de determinacéo de 0,99, demonstrando
um bom ajuste aos dados experimentais para producgéo sequencial de metano, sendo a predicao

para producéo sequencial de 114,14 mL cra/gpgo € 0 valor experimental de 110,6 mLcra/ gogo.

A seguir, no topico 5.6.2 sera avaliada a producdo em unico estagio comparativamente
a producdo sequencial com a mesma quantidade inicial de matéria organica. Adicionalmente,
foi realizado a producdo em unico estagio com meio mimetizado para avaliar a influéncia dos

compostos HMF e furfural a producéo direta de metano.

5.6.2. Producdo de metano em Unico estagio

A producéo direta de metano esta sendo apresentada na figura 20, onde pode verificar
os perfis dos metabolitos intermedidrios na producdo de CHa utilizando diretamente o
hidrolisado hemiceluldsico como matéria-prima (Fig. 20 A) ou 0 meio mimetizado (Fig. 20 C).
Além disso, pode-se observar também o decaimento da DQO em funcdo do aumento do

rendimento de CHa utilizando o hidrolisado (Fig 20 B) ou meio mimetizado (Fig 20 D).
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Figura 20. Produgdo de CHs em um Unico estagio com consumo dos substratos e producdo de metabolitos
associados a digestdo anaerdbia do hidrolisado hemicelulésico (A) ou do meio mimetizado (C). Aumento do
rendimento concomitante a diminui¢do da DQO medida e estimada (B) do hidrolisado hemicelulésico e do
meio mimetizado (D).

Acido acético

mmm Furfural

Acido Butirico

=== Carboidratos

Etanol
[CH4]

Acido Férmico

- —[co2]

——DQO medido

—— Rendimento CH4

Rendimento (ML cHa /9 pao)

mmm Acido Propi6nico === HMF



91

Na figura 20 A, é possivel observar o consumo total dos carboidratos nos primeiros 4
dias do processo e acimulo de &cido orgénicos e etanol, acompanhado de baixa producdo de
metano. Este comportamento é caracteristico da etapa fermentativa da digestdo anaerdbia onde
hé conversdo dos carboidratos em compostos organicos soliveis como &cidos, alcoois, H e
CO.. Neste periodo, a utilizagdo de apenas carboidratos como substrato (figura 20 C), a
producdo de CHa foi 56,8% superior a0 meio composto com &cidos organicos (figura 20 A),
mesmo o acido acético sendo o substrato direto das arqueias metanogénicas. A concentracdo de
Hy foi inferior ao limite de deteccdo, possivelmente foi consumido pelas arqueias
metanogénicas hidrogenotréficas para formar metano (Eq. 5.3) (SIRIWONGRUNGSON;
ZENG; A, 2007).

A partir do quarto dia, o &cido acético representa 35% do total de metabdlitos (Fig. 20
A), que corresponde a 21,76 mmol/L (1307 mg/L) de acido produzido, e esta alta concentracéo
é devido a conversdo dos metabdlitos soliveis pelas bactérias acetogénicas a acido acético
(APPELS et al., 2008). A concentragdo total de acidos organicos no sistema exerce atividade
inibitéria em concentragdes acima de 4000 mg/L (SIEGERT; BANKS, 2005). Neste trabalho,
os acidos analisados foram acido acético, acido formico, acido butirico, &cido propibnico e a
concentracdo total destes foi maior em 14 dias de digestdo anaerobia ficando em torno de 3110

mg/L, ndo ultrapassando a quantidade mencionada.

Apesar disso, uma alta concentracao de acidos pode exercer influéncia no metabolismo
das metanogénicas como foi observado na producdo utilizando hidrolisado hemicelulésico que
apresentou 32,36 mmol/L (2133 mg/L) de acidos soltveis no meio em 10 dias de digestdo. Este
numero corresponde a aproximadamente 40% a mais de acidos quando comparado a producéo
utilizando meio mimetizado (19,60 mmol/L ou 1580 mg/L) no mesmo periodo. A utilizacdo do
hidrolisado hemicelul6sico como matéria-prima para a producéo direta de metano ocasiona um
rapido acumulo de &cidos organicos visto que a etapa fermentativa ocorre rapidamente devido
a disponibilidade de acucares, substratos mais acessiveis. Conforme mencionado
anteriormente, o pré-tratamento acido promove a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica
liberando seus acucares na forma monomérica. Assim, o consumo destes acidos pelos
microrganismos metanogénicos ndo ocorre na mesma velocidade na sdo formados
(SCHNURER; JARVIS, 2018b). O meio mimetizado também ¢é composto de monémeros de
acucar, porém o meio real (figura 20 A) ja contém acido acético proveniente do hidrolisado
(10,72 £ 0,38 mmol/L ou 482 mg/L), e a producdo inicial de CH4é mais lenta neste sistema

comparado ao meio mimetizado, podendo ser relacionado a maior quantidade de contetdo
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organico neste sistema independentemente do acetato ser substrato direto das metanogénicas

acetoclasticas.

Outro fator a ser destacado é a presenca de HMF e furfural (0,46 mmol/L) e furfural
(0,77 mmol/L) proveniente do hidrolisado hemicelulésico. Estes dois compostos ndo foram
capazes de interferir na produgdo de Hz, mas é possivel observar efeitos sobre a producéo de
metano. Os resultados obtidos e alguns estudos anteriores relatados na literatura sugerem a
interferéncia do HMF e do furfural na fase de crescimento dos microrganismos metanogénicos,
Vvisto que sdo menos tolerantes a estes compostos quando comparado aos organismos produtores
de Ha, portanto a fase inicial de producao é mais lenta em relacdo ao meio mimetizado. Ao final
da digestdo foram totalmente consumidos pela comunidade microbiana do lodo anaerébio. E
sabido que microrganismos como Clostridium spp. e Lactobacillus spp. podem converter
furfural em alcool furfurilico ou furanoico e utiliza-los como substrato para producéo de metano
(BUITRON et al., 2019; SCHNURER; JARVIS, 2018a).

Apos a segunda semana de digestdo anaerdbia hd um crescimento significativo da
producdo de CH4 e consequentemente elevado consumo dos compostos soluveis representando

claramente o inicio da metanogénese.

A producdo maxima utilizando hidrolisado hemicelulésico em uma Unica etapa foi
1612,6 + 12,7 mL/L de CH4, com rendimento de 209,58 + 1,7 mLch4/gpogo (60,18 + 15,2
MLcHa/MOlcarboidratos) € reducdo de 88% da DQO (figura 20 B). Enquanto no ensaio utilizando
0 meio mimetizado composto de padrdo de acucares, 0 maximo de concentracdo obtida de CHa
foi 811,42 + 47,2 mL/L, com rendimento de 213,45 + 12,4 mlLcna/gogo (31,93 = 1,9
MLcHa/MOlcarboidratos) € reducéo de 80% da DQO (figura 20 D). O meio mimetizado apresenta
rendimento em DQO superior decorrente a menor quantidade de carga organica inicial deste
sistema comparado ao hidrolisado hemicelulésico. Assim, o rendimento foi também calculado
em base molar de carboidratos para serem comparativos. A diferenca na producéo entre os dois
sistemas € decorrente ao acido acético inicial no hidrolisado hemicelul6sico, promovendo uma

producdo acumulada maior neste sistema comparado ao meio mimetizado.

A producéo tetrica em rendimento da producdo de metano foi calculado pela equagao

de Gompertz® e pode ser observado na tabela 10 e na figura 21. A partir desta equacdo foi

® Equagdo de Gompertz modificada H (t) = Hp.exp { —exp [Rm.e/Hp].(A —t) + 1]}, onde Hp = potencial
de producdo de CH4 (mL CH4/ g DQO); Rm = taxa de producdo de CH4 (mL CH4/g DQO/d) e A = periodo da fase
lag (d)
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estimado o potencial de producéo de CH4 (Hp), a taxa de producédo de CH4 (Rm) € o periodo de

fase adaptativa (fase lag) (A).

Tabela 10. Potencial de produgio (Hp), taxa de produg¢do (Rm) ¢ fase adaptativa (1) da producdo de
CH. em um Unico estéagio estimados pela equagdo de Gompertz

Hp (mL
Producéo Matéria-prima CH4/ g Rm ggb%?“/ 9 2@ R
DQO)
- - Hidrolisado
Unico estagio hemiceluldsico (HH) 209,32 19,09 9 0,99
Unico estdgio  Meio mimetizado (MM) 265,38 11,25 8 0,96
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Figura 21. Cinética da producao experimental de biometano e da producdo tedrica descrita pela equagdo
de Gompertz a partir do hidrolisado hemiceluldsico (HH) e pelo meio mimetizado (MM).

O modelo matematico teve um bom ajuste aos dados experimentais com coeficientes de
determinacio (R?) iguais a 0,99 e 0,96 para a producdo com hidrolisado e aglicares padrio,
respectivamente. A equacdo de Gompertz é uma boa ferramenta de predicdo para a producao
de CHg, visto que em ambos os experimentos (direto e sequencial) apresentou bom ajuste aos

dados experimentais. Isto é consequéncia da digestdo anaerObia ndo ser um processo
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intermitente como é o caso da fermentacdo com cultura mista de microrganismos onde ha

consumo do H> produzido, sendo a producdo de metano um processo final.

A tabela 11 sumariza as condi¢cdes empregadas para a producdo de CH4em um Unico
estagio com as duas matérias-primas e suas respectivas producbes, rendimentos e

produtividades.

Tabela 11. Resumo das condigdes iniciais nas produc¢des de CH, em um Gnico estagio a partir do
hidrolisado hemicelulésico e meio mimetizado e seus respectivos rendimentos em grama de DQO ou
mol de carboidratos, volumes de producéo e produtividades.

x AT DQO Produgdo  Rendimento Rendimento Produtividade
Producdo Matéria-prima inicial (mL/mol
(mL/L) (mL/gbgo) _ (mL/L.d)

(g/ L) carbmdratos)

Hidrolisado 22, g6 1612413 20979414 6018+ 15 46,11
hemiceluldsico
CH. -
_Meio 38+0,1 811+47 21345+12 31,93+17 23,18
mimetizado

De acordo com os resultados apresentados, conclui-se que compostos provenientes do
hidrolisado hemicelul6sico, como o acido formico, HMF e furfural podem interferir
negativamente na eficiéncia, ao passo que o consumo total ocorre em 10 dias de processo
seguido de producao exponencial de metano. No entanto, este estudo evidenciou o potencial de
geragdo de CHj4 a partir da fracdo hemiceluldsica obtida a partir do pré-tratamento com acido
diluido. Vale ressaltar que as condi¢des utilizadas ainda ndo foram otimizadas, podendo

construir futuras atividades dentro desta linha de pesquisa.

Na tabela 12 estdo apresentados estudos comparativos de producdo de metano de

maneira direta e sequencial a partir de diferentes biomassas.
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Tabela 12. Estudos comparativos com processos de digestdo anaer6bia em dois estagios ou estagio Unico utilizando residuos agroindustriais.

Biomassa Materia- Inéeulo Tipo de Estagio nico | Tipo de Dois estagios Referéncias
prima processo CH, processo H, CHq,
Lodo SANTOS et al.,
Casca de café  Hemicelulose  anaerébio Batelada 91,1 mL/gogo | Batelada 55,8 mL / gbogo 284,3 mL/gbgo 2018b
Lodo
Grdos Vinhaca anaerdbio Batelada 250 mL/gssv | Batelada 14,8 mL/ gssv 274 mL/ gssv FU et al., 2017
Soro de ANTONOPOULOU
Queijo Queijo Culturamista Continuo 31,86 mL/ gooo | Continuo 4,21 mL/ gooo 37,25 mL/ gboo et al., 2008
Bagaco de cana Hemicelulose  Lodo bruto  Batelada 173 mL/ gogo | Batelada 43,80 mL/groc 340 mL/gboo BAETA etal., 2016a
Xilose Padréo
+ extrato de Lodo
- levedura anaerobio - Batelada 179 mL/ gbgo 202,5 mL/gboo CHENG et al., 2012
THUNGKLIN;
Lodo SITTIJUNDA,;
Bagaco de cana Hemicelulose  anaerdbio - Batelada 3,33 mL/ gbgo 24,41 mL/gboo REUNGSANG, 2018
Bagaco Lodo CORONA; RAZO-
Bagaco Sisal hidrolisado anaerobio - Continuo 124 mL/ gbgo 320 mL/gboo FLORES, 2018
Lodo Semi-
Cana de aclcar Melaco anaerobio - continuo 1,40 mL/ gssv 17,7 mL/gssv PARK et al., 2010
Lodo + ADARME et al.,
Bagaco de cana Hemicelulose esterco - Batelada 170 mL / gboo 246,44 mL/gbgo 2017
PEIXOTO et al.,
Vinhaca Vinhaca Cultura mista - Batelada 20,79 mL/gboo 255 mL/gpoo 2012
Lodo
Palha de cana Hemicelulose anaerdbio Batelada 209,8 mL/gooo | Batelada  117,3 mL/ gboo 110,6 mL/gogo Neste trabalho




96

E possivel observar que em todos os casos onde apresentam as duas formas de
producdes, que o rendimento da digestdo em dois estagios € superior a realizada em estagio
unico. Apesar da producdo sequencial deste presente estudo (110,6 mLcHa/gpgo) apresentar
rendimento inferior a producdo sequencial (209,79 mL mLcHs/gpgo), a produtividade da
digestdo anaerdbia em dois estagios (40,12) é numericamente proxima ao da digestdo anaerdbia
em um estagio (46,11). Isto é devido a menor fase adaptativa da producgdo sequencial (4 dias)
quando comparado a producéo direta (9 dias) e pela producéo ser interrompida em 21 dias.
Além disso, a producdo sequencial apresentou 90% da reducdo de DQO do sistema. Vale
ressaltar que digestdo anaerébia em Unico estdgio produz metano por via acetogénica
complementar a metanogénica, enquanto a sequencial € majoritariamente pela via
metanogénica. Neste contexto, ao analisar estes fatores em conjunto, pode-se afirmar que a
producéo sequencial, apesar de ndo apresentar producéo e rendimento analogos a digestdo em
estagio unico é um processo promissor, com produtividade semelhante a producéo direta e com
eficiente remocéo da DQO do sistema.

Além disso, a producdo sequencial hd como vantagem o controle de sobrecargas
organicas e a utilizacdo da matéria-prima livre de compostos toxicos como o HMF e furfural,
encurtando a fase adaptativa dos microrganismos de 9 dias na producao direta para 4 dias na
producdo sequencial (tabela 8 e tabela 10), proporcionando uma producdo mais rapida com
maior estabilidade do processo ao operar nas melhores faixas de pH dos microrganismos da

etapa fermentativa e metanogénica.

5.3.6. Avaliacdo da energia produzida na digestdo anaerdbia e balanco

energetico do pré-tratamento da palha

Na producéo sequencial, a energia liberada pelo Hz produzido corresponde a 1,88
kJ/gbgo, enquanto a energia liberada pelo metano corresponde a 4,73 kJ/gpgo. A energia global
produzida na digestdo em duas etapas é de 6,62 kJ/gogo. Enquanto a produgdo em um Unico
estagio, a energia produzida é de 6,45 kJ/gbgo. Isto demonstra que a produgéo sequencial
possibilitou a recuperacdo de energia da etapa fermentativa para a producdo de Hz, sendo

recuperados 0,17 kJ/gbqo

Através de uma estimativa levando em consideracdo apenas a energia de combustédo do

H> e CHs a partir da digestdo do hidrolisado hemicelulésico concentrado (DQO 85,12 g/L), é

possivel produzir 563 kJ/Lnidrolisado- A cada grama de palha utilizada no pré-tratamento foi
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obtido 1 mL de hidrolisado. Sabendo que em 1 hectare de cana-de-aglcar gera 10 toneladas em
massa seca de palha, neste cenario haveria a geracdo de 0,157 MWh por tonelada, no qual 1
hectare seriam gerados 1,57 MWh. Baseado no consumo médio das residéncias brasileiras de
152 kWh/més, a energia gerada a partir de 10* L de hidrolisado é suficiente para o consumo de

1
i
Colheita :
1
1

uma casa por 10 meses (Figura 22).

1 Hectare

____________ 1 10 toneladas
(massa seca)

Pré-tratamento

[mmmmmmmmmmm—————mmmm—mmmm———e- & Fracao C5
1

o |
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Figura 22. Balango energético das producgdes de metano em sistemas de dois estagios (energia gerada a
partir H, e CH4 produzidos durante a fase fermentativa e metanogénica, respectivamente) e estimativa
da energia gerada na combustdo de H, e CH,4 gerados a partir da digestdo anaerdbia em duas etapas de
1 e 10* litros do hidrolisado hemiceluldsico (DQO 85,12 g/L).

6. CONCLUSOES

As seguintes conclusdes foram obtidas com as condicdes estudadas:

v' O pré-tratamento acido empregado no material lignocelulésico promoveu uma

eficiéncia de 79% na remogdo da fragdo hemicelul6sica da palha de cana-de-agucar;
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As concentragdes de HMF e furfural do hidrolisado hemicelul6sico ndo apresentaram
interferéncia na producédo de Hy;

O aumento da concentracgéo inicial de carboidratos na producgéo de Hy interfere na fase
adaptativa dos microrganismos em funcdo da maior concentracdo de agucares de cada
sistema;

O pré-tratamento térmico do lodo foi eficiente na inibicdo das arqueias metanogénicas,
0 que permitiu a realizacdo do processo em 2 estagios, a fermentacdo e digestao;

A maior producdo de Hz ocorreu no sistema 2 (1,75 H2/molcarboidratos; 2,04
MOlH2/MOlpentoses; 1363 mL/L de Hz) com 61% de eficiéncia na producgéo;

A producéo de Harealizada em 50° C com lodo pre-tratado apresentou rendimento
(1,83 mol H2/mol carboidratos) Préximo a fermentagdo também realizada em condicéo
termofilica (50 °C) e utilizando lodo in natura (1,51 mol H2/mol carboidratos), podendo
esta etapa adicional de pré-tratamento do inoculo ser excluida do processo;

A produgdo de H realizada em 50° C com lodo in natura apresentou rendimento
superior em 25% a producdo em condicao mesofilica (35 °C) com lodo pré-tratado;

A produgdo CH4 de maneira sequencial utilizando o material residual da producédo de
H> (EPH) foi satisfatoria, apresentando remogdo de 91% da DQO do sistema e
rendimento de 110 mLch4/gpgo;

O rendimento da digestdo anaerdbia em Unico estagio € superior a de dois estagios para
geracdo de CHa que apresentou rendimento de 209,79 mLcha/gpqo:

A produgéo de CH4 em um Unico estégio utilizando a fragdo hemicelulosica, decorrente
a presenca inicial de acido acético, apresentou producdo de metano 50% superior (1612
mL/L) a producdo no ensaio em meio mimetizado apenas com padrao de agucares (811
mL/L);

O hidrolisado hemiceluldsico € uma matéria-prima adequada para a producéo de Hz e
CHg;

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Mudanca do meio reacional do frasco de penicilina para um biorreator para avaliar a
producdo de Hz e CHa;

Realizar a produgéo de H no sistema 2 em condicéo termofilica;
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v' Realizar um planejamento experimental com duas varidveis, concentragéo de substrato
e temperatura, para avaliar a produgdo de H> em condicdo termofilica;

v Otimizar a producado de Hy:

v Avaliar a producdo de CHs com um meio mimetizado contendo glicose, xilose,
arabinose e cido acético.

v Otimizar a producdo de CHa;

v’ Estudar meios de aproveitamento do digestato.
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