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RESUMO

O acai, fruto da palmeira Euterpe oleracea, contém entre 5% e 20% de parte
comestivel, sendo o restante de sua massa correspondente a semente, que nao é
aproveitada na industria alimenticia. Somente no Para sdo geradas anualmente cerca de
1,3 milhdes de toneladas de sementes de acai, ndo havendo uma destinacao apropriada
para este residuo. Contudo, os agucares presentes na semente de acai sdo substratos
potenciais para a producdo de hidrogénio (H,) via digestdo anaerobia utilizando culturas
mistas de microrganismos presentes no lodo anaerébio como inoculo da fermentacdo. A
utilizacdo de H, como vetor energético apresenta diversas vantagens, uma vez que sua
combustdo libera uma grande quantidade de energia e produz apenas agua como
produto de reacdo. Contudo, nem todo substrato € utilizado na producdo de H,, sendo
gerado um efluente liquido da producdo de hidrogénio (HPLW — do inglés Hydrogen
Producing Liquid Waste) que pode ser posteriormente convertido a CH,4. Portanto, este
trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de H, e CH,4 por digestdo anaerdbia
utilizando os carboidratos presentes na semente de acai obtidos apds hidrélise acida
deste material. Inicialmente, foi realizada uma hidrolise da semente de agai para
obtencdo de um hidrolisado rico em monossacarideos simples, principalmente manose.
De forma a reduzir a quantidade de microrganismos consumidores de H, presentes no
lodo, foi realizado um pré-tratamento térmico (65 °C; 30 min) ou acido (pH 2,0; 1 h).
Ambos o0s pré-tratamentos testados resultaram em rendimentos de 1,87
MOl /MOl caroigrato €M 24 h de fermentacdo; porém, apds o pré-tratamento acido, houve a
necessidade de aclimatacdo do lodo por 20 h a 35 °C, enquanto o lodo submetido ao
tratamento térmico pdde ser utilizado diretamente, sendo, por isso, selecionado para 0s
demais experimentos. Posteriormente, foi avaliada a influéncia de diferentes razdes
entre a demanda quimica de oxigénio do substrato sintético (DQOsupstrate) € @
concentracdo de solidos suspensos volateis do in6culo (SSVinscuno)- A relacdo 0,25 com
21,33 g.L" de SSVingeuto resultou no melhor rendimento, de 2,01 molw2/molcamoidrato-
Utilizando esta melhor relacéo, foi realizada uma cinética de produgdo com hidrolisado
de semente de agai, tendo sido obtido um rendimento de 2,04 moly2/mMolcarboidrato € UMa
produtividade de 0,14 molya/mMOlcarmoigrate/n €M 15 horas. O residuo liquido desse
processo foi usado para a producdo de metano, alcancando-se 942,5 mL/L de metano
em 6 dias de producdo com uma reducgédo de DQO de 3366 mg/L.

Palavras chave: Hidrogénio, Fermentacdo anaerobia, Clostridium, Manose, Euterpe, Acgai



ABSTRACT

The acai, fruit of the palm Euterpe oleracea, contains between 5% and 20% of edible
part, the rest of its mass corresponding to the seed, which is not used in the food
industry. Only in Pard, about 1.3 million tons of acgai seeds are generated annually, and
there is no appropriate destination for this residue. However, the sugars present in the
acai seed are potential substrates for the production of hydrogen (H,) via anaerobic
digestion using mixed cultures of microorganisms present in the anaerobic sludge as
inoculum of the fermentation. The use of H; as an energy vector has several advantages,
since its combustion releases a large amount of energy and produces only water as a
reaction product. However, not all substrate is used in the production of H,, with an
effluent being generated during the production of H,, called Hydrogen Production
Liquid Waste (HPLW), that can be later converted to CHa4. Therefore, this work aimed
to evaluate the production of H, and CH, by anaerobic digestion using the
carbohydrates present in the acai seed obtained after the acid hydrolysis of this material.
Initially, the acai seed was hydrolyzed to obtain a hydrolysate rich in simple
monosaccharides, mainly mannose. To reduce the amount of Hj-consuming
microorganisms present in the sludge, a thermal pretreatment (65 °C; 30 min) or an acid
pretreatment (pH 2.0; 1 h) was performed. Both pre-treatments tested resulted in yields
of 1.87 molya/MOlcamohyarate 1N 24 h of fermentation; however, after the acid
pretreatment, there was a need to acclimate the sludge for 20 h at 35 °C, while the
sludge submitted to the heat treatment could be used directly and was, therefore,
selected for the other experiments. Subsequently, the evaluation of different ratios
between the chemical oxygen demand of the synthetic substrate (CODgypstrate) and the
concentration of volatile suspended solids of the inoculum (SSVinocuium) Was carried out.
The 0.25 ratio with 21.33 g.L'1 of SSVinocuum resulted in the best yield, of 2.01
MOl H2/MOlcamonydrate- USING this best ratio, a production kinetics was performed with the
acai seed hydrolysate, achieving a yield of 2.04 moln2/MOlcamonhydrate and a productivity
of 0.14 molxz/molcarmonydrate .1 in 15 hours. The liquid stream obtained in this process was
used for methane generation, and 942.5 mL/L of methane were produced after 6 days
with a COD reduction of 3366 mg/L.

Keywords: Hydrogen, Dark fermentation, Clostridium, Mannose, Euterpe oleracea, Acai
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O agai, fruto da palmeira Euterpe oleracea, contém uma parte comestivel que
representa de 5% a 20% de sua massa (ROGEZ, 2000), sendo a maior parte do fruto
constituida pela semente. Atualmente, ndo existe uma destinacdo adequada a essa
semente e, portanto, esta € considerada um residuo (CAVALCANTE, 1991; CHAVES,
J.M ; PECHNIK, 1948; ROGEZ, 2000). O estado do Para é o maior produtor de acai do
mundo, produzindo atualmente cerca de 1,3 milh&o de toneladas deste fruto por ano e,
consequentemente, cerca de 975 mil toneladas de semente (IBGE, 2017). Estas sdo
descartadas, em sua maioria, em lixdes a céu aberto € em cursos d’agua, gerando
impactos ambientais significativos e problemas de valorizacdo da cadeia produtiva
(REIS et al., 2002).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a composicao
da semente do acai ndo corresponde a composicdo classica da biomassa vegetal
(celulose, hemicelulose e lignina). Essa semente apresenta manose COMO
monossacarideo majoritario - cerca de 58% da massa total - seguido de quantidades
minoritarias de outros carboidratos, como glicose, galactose, xilose e arabinose (DA
SILVA, 2017; MEDINA et al., 2016). Os acucares presentes na semente de acai sdo
substratos potenciais para a producdo de gas hidrogénio (H,) via fermentacéo anaerdbia,
em um processo interessante tanto do ponto de vista ambiental quanto energético
(GHIMIRE et al., 2015).

O gés hidrogénio tem um importante papel em diferentes segmentos da industria
quimica, sendo, em sua maior parte, destinado a fabricacdo de amdnia e metanol, com
uma menor parcela destinada ao processo de refino do petréleo. Outras aplicacdes
incluem a fabricacdo de semicondutores e seu emprego como agente redutor de
minérios e na hidrogenacdo de Oleos na industria alimenticia (KIRTAY, 2011).
Adicionalmente, o hidrogénio tem recebido destaque na literatura como combustivel,
visto que se torna cada vez mais evidente a necessidade de desenvolvimento e
exploracdo de novos recursos energéticos. Este gas, que pode ser utilizado em células a
combustivel, possui alto valor calorifico e gera apenas agua em sua combustdo (DAS,
2001).

Para a producdo deste combustivel, podem ser utilizados métodos quimicos ou
bioldgicos (KOTAY; DAS, 2008). Quando comparada aos métodos quimicos, a
producdo biologica a partir de residuos agroindustriais, como a semente de acali,

apresenta uma vantagem devido a possibilidade de uma producdo descentralizada de
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energia em instalacdes de pequena escala, proximas aos locais de geracdo do residuo.
(KOTAY; DAS, 2008) Desta maneira, 0s custos adicionais com a distribuicdo seriam
reduzidos, possibilitando a geracdo de energia limpa em regifes remotas, como
pequenas cidades no interior do estado do Pard. Adicionalmente, esta oportunidade
possibilitaria o desenvolvimento econdmico e social em regifes desfavorecidas.

A rota bioldgica de producdo de hidrogénio pelo processo de digestdo anaerobia
vem sendo investigada para diversas biomassas, porém ainda sdo relatados alguns
gargalos para o processo, como a relacdo entre inoculo e substrato, a producdo de acidos
que podem inibir o processo e o tipo de pre-tratamento do indculo a ser utilizado.
Adicionalmente, nem todo o substrato € utilizado para a producdo de H, e a maior
parte da fracdo organica permanece como produto soltvel da fermentagédo, ndo havendo
uma reducdo substancial da demanda quimica de oxigénio (DQO) (VENKATA et al,
2008; VENKATA et al., 2009). Uma solucdo interessante é a producdo de CH,4 de
forma sequencial a producdo de hidrogénio, uma vez que esse € um combustivel
atraente que ja é utilizado na geracdo de energia, estando presente no gas natural, e cuja
producdo pode auxiliar na reducdo da DQO (KHALIL, 1999).

Portanto, no presente trabalho, foi investigada a aplicacdo do hidrolisado de
semente de acai, composto majoritariamente por manose, como substrato para a
producdo de H, e CH, via digestdo anaerébia, empregando lodo de estacdo de
tratamento de esgoto como inoculo. Foram avaliados pardmetros relacionados ao
tratamento e ao teor de indculo utilizado e investigou-se a fermentacdo de substratos-
padrdo de forma a identificar possiveis efeitos inibitérios do hidrolisado de semente de
acai.

A utilizacdo da semente de acai como matéria-prima para a producdo de H, e
CHy ¢é interessante ndo apenas como forma de geracdo de energia limpa, renovavel e
sustentavel associada a valorizacdo de um residuo agroindustrial brasileiro, como
também pode gerar empregos e auxiliar no desenvolvimento de regides que possuem

maior fragilidade econémica.
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2.1 O agai: producao e composi¢cao

2.1.1 Origem e caracteristicas da planta

A literatura menciona 30 espécies de arvores do género Euterpe que estdo
presentes nas Américas Central e do Sul (MOORE, 1973 apud BICHARA, 2011; UHL,
1991). As espécies cultivadas comercialmente para colheita de seus frutos

sdo Euterpe oleracea e Euterpe precatoria, que estdo apresentadas na Figura 1.

X Euterpe precatoria
A Euterpe oleracea

Figura 1. Sementes e arvores de (A) E. precatdria e (B) E. oleracea e (C) distribuicdo geografica de
ambas as espécies (YAMAGUCHI et al., 2015).

E. precatoriaé uma planta nativa do estado do Amazonas, popularmente
conhecida como "Acai-do-amazonas”, sendo encontrada na bacia do rio Amazonas, em
areas de planalto e planicie, e amplamente presente ao sul do Equador. Ja a
planta E. oleracea é popularmente conhecida como "acai do Pard", sendo encontrada
principalmente na planicie e na terra da floresta inundada pelo estuario do Rio
Amazonas, nas fazendas do Para, Maranhdo, Tocantins, Amap4, e também na Guiana e
na Venezuela (CHOI et al., 1998).

A espécie E. oleracea € a mais propicia para a exploragdo de palmitos e frutos
devido a presenca de perfilhacdo abundante e por apresentar individuos em diferentes
estagios de desenvolvimento (BOVI, 2000; ROGEZ, 2000), podendo alcangar 20
metros de altura (MIRANDA ; RABELO, 2008). Seu fruto, o acai, é¢ arredondado, com
1 a 2 cm de diametro e peso médio de 0,8 a 2,3 g; seu epicarpo é de cor violaceo
purpura, quase negro, e muito fino e seu mesocarpo também é bastante fino, com apenas
1 a 2 mm de espessura. Somente 0 epicarpo € 0 mesocarpo constituem a parte
comestivel do fruto (ROGEZ, 2000).
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2.1.2 Producdo brasileira de acai e composicao da polpa

A producdo brasileira de acai ocorre principalmente no estado do Para. Segundo
dados da Secretaria de Estado de Desenvolvimento Agropecuario e da Pesca do Estado
do Para (SEDAP), no ano de 2012 foram produzidas 928 mil toneladas de acai
(extrativismo e agricultura intensiva), sendo geradas em torno de 800 mil toneladas de
semente de acai. Essa producdo vem crescendo a cada ano, tanto em extrativismo como
em cultura intensiva (SEDAP, 2012). Em 2016, pela primeira vez, o IBGE investigou 0s
dados de agricultura intensiva de acai; esses dados, quando somados a producdo
extrativista, ultrapassam 1,3 milhdes de toneladas, como pode ser observado na Figura 2
(IBGE, 2017).

1400000 -

M Extrativismo B Agricultura intensiva
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 -
200000 —] I
0 - T T T T T T T T T T

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2016
Ano (IBGE)

Figura 2. Producéo de acai no estado do Pard ao longo dos anos (2003-2016) (SEDAP, 2003-2012;
IBGE, 2017).

Acai (Ton)

A polpa de acai tem recebido muita atencdo nos ultimos anos como uma das
novas "superfrutas”. O consumo de acai vem aumentando, principalmente devido aos
beneficios que estdo sendo apontados por trabalhos cientificos. Os frutos séo utilizados
na preparacao de bebidas com alto valor calorico, que s@o exportadas mundialmente
(YAMAGUCHI et al., 2015). O acai também é considerado um nutracéutico face ao seu
rico contetdo de antioxidantes, que sdo pigmentos hidrossollveis responsaveis pela cor
violacea do fruto (LICHTENTHALER et al., 2005).
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Como pode ser observado na Tabela 1, a polpa de acai é rica em lipideos e
apresenta boa qualidade nutricional, contendo certos minerais, como célcio e potassio,

que participam de reacdes metabolicas importantes (ROGEZ, 2000).

Tabela 1. Composigao das polpas de acai, em massa seca, provenientes dos estados do Para e Maranhdo e
a média brasileira (ROGEZ, 2000).

Componente Localidade Média(BR)
(/100g) PARA MARANHAO
Lipidios totais (g) 62,4 40,7 48
Proteinas (g) 14,5 19,8 13
Acglcares totais (g) 3,8 4,8 1,5
Fibras totais (g) 32,1 43,8 34
Calcio (mg) 417,5 596,3 286
Fésforo (mg) 210 322,5 124
Magnésio (mg) 161,3 157,5 174
Sédio (mg) 123,8 235 56,4
Potassio (mg) 915 1000 932
Cobre (mg) 1,8 2,8 1,7
Ferro (mg) 3,7 6,4 1,5
Zinco (mg) 1,9 3,7 7
Manganés (mg) 10,8 10,2 -
Vitamina E - - 45,0

Em resposta a demanda crescentemente do mercado, foi recentemente noticiada
uma implantacdo do programa de desenvolvimento da cadeia produtiva do acai no
estado do Para (Pro-Acai), que consiste em um conjunto de a¢des visando a expansao da
area de producdo de acai em 50 mil hectares. Elaborado pelo SEDAP do Pard, em
parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) - Amaz6nia
Oriental, entre outras instituicdes, o programa pretende aumentar a producdo de acai em
360 mil toneladas até 2024. Considerando a expansdo pretendida pelo Pro-Acai, seriam
gerados mais de 1,6 milhGes de toneladas de semente de acai por ano em decorréncia
desta producdo (SEDAP, 2012).

2.1.3 Caracteristicas e composi¢do da semente do acai

A semente do acai é formada por um pequeno endosperma sélido ligado a um
tegumento. Juntamente com um endocarpo ndo comestivel e pouco lenhoso, constitui
cerca de 85% da massa total do fruto, como pode ser observado no esquema da Figura 3
(CHAVES ; PECHNIK, 1948; ROGEZ, 2000).
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Cicatriz

Epicarpo

Embridao

Mesocarpo

Endocarpo+
Tegumento

Endosperma

Figura 3. Corte transversal do acai (a) e seu respectivo esquema ilustrativo (b) - as partes que constituem
a semente estdo em vermelho (DRANSFIELD et al., 2008; RABELO, 2012). Imagens obtidas nesse

estudo da semente in natura (c) e do corte transversal da semente (d).

A fim de obter o maior valor possivel de um determinado residuo e dessa forma
buscar aplicacbes adequadas, é de extrema importancia conhecer sua composi¢ao, mas
poucos estudos sisteméticos foram realizados com sementes acai. Trabalhos anteriores
relataram que as sementes de acai contém altas quantidades de carboidratos (~70%),
com celulose como polissacarideo principal (ALTMAN, 1956; WYCOFF et al., 2015).
Em contraste, estudos de nosso grupo de pesquisa e de RAMBO et al. (2015) mostraram
que 53,8% da semente € composta de manana, um polimero de manose. Portanto, a
confirmacdo da composicdo real da semente do acai e o estudo dos métodos de
processamento para liberar seus acglcares € extremamente relevante, ja que o teor de
manose possivelmente sem precedentes torna as sementes acai um material valioso e
inexplorado. Segundo Lobato, a parede polissacaridica de palmeiras costuma ser
formada por uma extensa cadeia linear de manoses unidas por ligagdes -1,4, contendo
poucas ramificagbes. Nas sementes, a manana promove resisténcia mecénica e,
consequentemente, maior protecdo embrionaria, atuando como reserva de carboidratos

para a nutricdo das mudas durante seu desenvolvimento (LOBATO et al., 2010). Na
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Figura 4, estd apresentada a composi¢do da semente de acai em comparacdo as de
biomassas lignoceluldsicas classicas.

Semente de acai Sementede acai

(RAMBO et al., 2015) (MEDINA et al., 2016)
Outras biomassas
Bagaco de cana-de-agticar Palha de trigo Palha de arroz

17%

1% 5% 4%

(LEE etal., 1997) (LEE etal., 1997)

(LEE et al., 1997)

B Glicose H® Manose Arabinose B Raminose M Galactose M Xilose ™ Qutroscomponentes
Figura 4. Composi¢do da semente de acai em funcdo de seus carboidratos (MEDINA et al., 2016;

RAMBO et al., 2015) e de residuos lignoceluldsicos cléssicos (LEE et al., 1997).

Apesar de apresentar quantidades significativas de carboidratos, a semente de
acai ainda é pouco aproveitada em processos industriais, sendo quase sempre descartada
sem qualquer controle ou transformada em produtos com baixo valor agregado, como
bijuterias e adubo (RODRIGUES et al., 2006; ROGEZ, 2000). E interessante ressaltar
gue a manose, presente em altos teores na semente de acai, € um importante produto
metabdlico na biossintese da maioria das proteinas secretoras e glicoproteinas no corpo
humano (ETCHISON, 1997). Este carboidrato simples demonstra ter diversos efeitos
benéficos sobre o sistema imunolégico (LYONS, 1994) e atua contra sindrome
metabdlica (LYONS, 1994), diabetes (VUKSAN et al., 1999), doengas intestinais(PR
FERKET et al., 2004) e infeccbes do trato urindrio (ALTARAC, 2014). A manose
pode ser utilizada como substrato de baixo custo para a sintese de agentes
imunoestimuladores, agentes antitumorais, vitaminas e como substrato para producéo de
D-manitol, que é utilizado na sintese de medicamentos (HU et al., 2016).

A manose também possui grande importancia na industria cosmética, pois o

polimero de manose exibe excelente capacidade de hidratacdo, boa textura e deixa a
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pele menos esticada, menos seca e mais hidratada (SCHMIDT; FORTNA, 1991). Ja na
indUstria alimenticia, a manose tem sido adicionada a sorvetes, em frutas processadas e

molhos de salada, de forma a melhorar a textura dos produtos (SUTTON, 1998).

2.2 O gés hidrogénio: propriedades, aplicacdes e processos de producéo

O gés hidrogénio € formado por duas unidades do elemento hidrogénio, que €
0 mais simples que existe. Este g&s ndo possui cor nem odor, é inflamavel entre as
concentracdes de 4% a 75% de H, por volume total e apresenta 11 L.g™* de volume em
pressdo atmosférica (SILVA, 2016). Como pode ser observado na Figura 5, 0
hidrogénio apresenta elevada densidade energética, da ordem de 140 kJ.g™, valor
aproximadamente trés vezes superior ao de combustiveis mais usuais (BALAT;
KIRTAY, 2010; SA et al., 2014). Adicionalmente, em sua combustdo é produzida
apenas agua como subproduto (KOTAY; DAS, 2008; MATHEWS; WANG, 2009; SA
etal., 2014).

Densidade energética [kJ.g1]

Combustivel

Figura 5. Densidade energética do hidrogénio frente aos combustiveis mais utilizados atualmente.
Adaptado de Santos e Santos (2005) (CATALUNA et al, 2008; Santos; Santos, 2005).

Os principais setores responsaveis pelo consumo global de H; sdo as inddstrias
de fertilizantes, para producdo de aménia, e as industrias quimicas/refinarias de
petréleo, para producdo e melhoramento de combustiveis. Adicionalmente, esse gas é
utilizado pelas induastrias eletronica, na fabricacdo de semicondutores, siderdrgica e

alimenticia, para producéao de gorduras hidrogenadas (CHAUBEY et al., 2013).
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Segundo Hosseini e Wahid (2016), os recursos renovaveis irdo corresponder a
36% e 69% do total da demanda de energia global em 2025 e 2050, respectivamente,
com o hidrogénio sendo responsavel por uma contribuicdo energética de 11% em 2025
e 34% em 2050. Portanto, o hidrogénio biolégico serd um combustivel potencialmente
importante no futuro para atender a esta demanda (EHTESHAMI; CHAN, 2014,
HOSSEINI; WAHID, 2016; VAN MARIS et al., 2007).

No Brasil, 0 Ministério de Minas e Energia vem se empenhando para planejar a
estruturacdo da economia do hidrogénio no pais. No entanto, a insercdo comercial de
H,, como combustivel e fonte de energia, é prevista para depois de 2030 (MOREIRA et
al., 2013). Para esta tecnologia se tornar uma realidade para o setor de energia, existem
diversas barreiras a serem vencidas. E necessario aperfeicoar a infraestrutura de
manuseio e distribuicdo desse combustivel (LEE et al., 2006) garantindo assim a
manutencdo da relacdo custo/eficacia, e elaborar uma estratégia sustentavel para
promover a aceitagdo do consumidor (SOLOMON ; BANERJEE, 2006).

Para a producdo de H,, podem ser utilizadas tanto fontes renovaveis quanto
ndo renovaveis que contenham atomos de hidrogénio em sua composicdo, tal como
combustiveis fosseis, agua e biomassa, como pode ser observado na Figura 6
(LAMTEC, 2014; PAGE; KRUMDIECK, 2009; SA et al., 2014; SOUZA, 2009). A
producdo mundial total do gas hidrogénio representa cerca de 2% da demanda de
energia primaria (SOUZA, 2012), sendo mais de 90% dessa producdo oriunda de
combustiveis fosseis (DA SILVA et al., 2017; EWAN; ALLEN, 2005).

Apesar da existéncia de diversas matérias-primas potenciais, quase metade do
H, utilizado no mundo é oriundo da reforma a vapor de gas natural, que € a rota mais
economicamente favoravel (SOUZA, 2012). Este processo envolve uma reacdo do gas
natural com vapor de agua em altas temperaturas, usando uma superficie de platina
como catalisador, de forma a separar os &tomos de hidrogénios presentes no metano,
tendo como subprodutos CO e CO, (KAPDAN ; KARGI, 2006).

Outra rota ainda muito utilizada é a produgdo via oxidagdo parcial de
hidrocarbonetos pesados (SOUZA, 2009). Nesse processo, 0 combustivel reage com
uma quantidade limitada de oxigénio e parte dele sofre total combustéo, liberando uma
grande quantidade de energia capaz de elevar a temperatura para 1300-1500 °C. Apoés

todo o consumo do oxigénio, a energia liberada nessa primeira reacdo € usada para a
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segunda etapa de reagdes, em que o hidrocarboneto que néo foi consumido reage com
0s produtos da primeira etapa (H20 e CO,), formando CO e H, (SOUZA, 2012).

ﬁombustiveis fésseim / Agua \ / Biomassa | \

89

»Processos bioldgicos

»Reforma do vapor do gas || >Eletrdlise da agua

natural »Processos foto- »Gaseificagdo da biomassa
»>Oxidagdo parcial de eletroquimiocos »Reforma a vapor do
hidrocarbonetos »Processos etanol

»Reforma em fase liquida

QGaseificagéo do carvéo/ Qrmoquimicos / k

Figura 6. Métodos de producdo de hidrogénio a partir das trés principais matérias-primas utilizadas:
combustiveis fosseis, gua e biomassa. Figura modificada a partir de SA et al. (2014).

A &gua pode ser utilizada para producdo de H, através da eletrélise, um
método muito conhecido para producdo do gas (PALHARES et al., 2018). Este
processo consiste na quebra da molécula de H,O em H, e O, com a passagem de
eletricidade, apresentando um rendimento de 95%, porém com um investimento
energético muito elevado. Por isso, estima-se que apenas cerca de 5% da producédo
mundial de hidrogénio utilize este processo (SANTOS; SANTOS, 2005).

Outra possibilidade de utilizacdo da agua como substrato para a producédo de
H, € através do emprego de microrganismos em processos bioldgicos (DA SILVA et al.,
2017; HALLENBECK; GHOSH, 2009), como biofotélise direta, biofotolise indireta e
foto-fermentacdo. A biofotélise direta costuma ser realizada por algas verdes na
auséncia de oxigénio e consiste na decomposi¢do da agua, havendo formacéo de H, Ja a
biofotdlise indireta € realizada por cianobactérias, que utilizam a energia dos
carboidratos, formados a partir da fotossintese, para a producao de H, No processo foto-
fermentativo, a energia luminosa € utilizada por bactérias purpuras ndo sulfurosas para
transformar &cidos organicos em H, e CO, (ARGUN; KARGI, 2010; SA et al., 2014).

Outra rota biologica, conhecida como fermentacdo anaerdbia, utiliza bactérias
anaerobias estritas ou facultativas, tais como Clostridium, Escherichia e Enterobacter,
para converséo de diversos substratos em H,, CO; e outros subprodutos em um processo
que independe de luz (BRENTNER et al., 2010). Alguns grupos de pesquisa sugerem

que a integracdo dos processos de fermentacdo anaerdbia e foto-fermentagcdo poderia

28



resultar em uma melhor utilizagdo do substrato e um maior rendimento de H, (RAI,
SINGH, 2016). Os principais métodos com as suas respectivas vantagens e

desvantagens estdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Principais métodos bioldgicos para producio de biohidrogénio, suas vantagens/desvantagens e microrganismos envolvidos (SA et al., 2014).

Processos
bioldgicos

Biofotolise
direta

Biofotélise
indireta

Foto-
fermentacéo

Fermentacao
anaerdébia

Vantagens

Producéo de H, a partir da agua;
N&o necessita de ATP

Producéo de H, a partir da agua;

Habilidade de fixacdo de N, e producéo de
H, pelas nitrogenases;

Separacdo espacial do O, e H, nas células
diferenciadas (heterocistos)

Utilizag&o de diferentes residuos e efluentes
como substrato;

Utilizacdo de amplo espectro de luz pelas
bactérias fotossintéticas

Ampla variedade de fontes de carbono
como substrato;

N&o necessita de iluminacéo;

Producéo de metabdlitos intermediarios de
grande valor agregado;

Né&o ha limitacdes com relacdo ao O,

Desvantagens

Necessita de iluminacdo constante;
Inibicdo das hidrogenases pelo O,

Necessita de iluminagdo constante;
Necessita de biorreatores
modificados para maximizar a
utilizacdo da energia solar;

Necessidade de ATP  pelas
nitrogenases;
Sintese e  manutencdo  dos

heterocistos;

CO, presente no gas
Necessita de iluminacéo;
Necessita de biorreatores
modificados para maximizar a
utilizagdo da energia solar;
CO, presente no gas

Necessita de tratamento do efluente
apos fermentacéo;
CO, presente no gas

Microrganismos

Chlamydomonas reinhardii

Platymonas subcordiformis

Plectonema boryanum
Anabaena siamensis
Anabaena variabilis

Synechocystis sp.
Cyanothece sp.
Nostoc sp.

R. palustris
Rhodobacter sp.
Rhodobacter sphaeroides
Rhodobacter capsulatus

Clostridium sp.
Clostridium butyricum
Clostridium beijerinckii

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Referéncias

(ARGUN; KARGI, 2010)
(RAN et al., 2009)

(HUESEMANN et al., 2010)
(KHETKORN, 2010)

(BERBEROGLU; JAY;
PILON, 2008)
(NAVARRO et al., 2009)

(MIN; SHERMAN, 2010)
(YOSHINO et al., 2007)

(SUWANSAARD et al., 2010)

(KAWAGOSHI et al., 2010)

(ZHU, ZHINAN et al., 2010)
(OBEID et al., 2010)

(KAMALASKAR et al., 2010)
(TAl et al., 2010)
(SKONIECZNY:;, 2009)
(BECKERS et al., 2010)
(MANDAL; NATH, 2006)
(JAYASINGHEARACHCHI et
al., 2009)

(GHOSH; HALLENBECK, 2009)
(NIU et al., 2010)
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De forma a suprir a futura necessidade de hidrogénio e reduzir os custos de
producdo, 0s recursos renovaveis, tais como residuos agroindustriais e lignoceluldsicos,
tém sido utilizados amplamente para a producédo desse gas através da digestdo anaerdbia
(BHARATHIRAJA et al., 2016). Existem ainda poucas informacGes sobre a
viabilidade econdmica do processo de fermentacdo anaerdbia e a maioria dos trabalhos
de avaliacdo abordaram a producdo em escala de laboratorio. Assim, para a producéo de
H, em escalas maiores e comerciais, 0 custo de producdo deve ser avaliado de uma
perspectiva abrangente do ciclo de vida e da cadeia de fornecimento, levando-se em
conta todos os custos diretos de producdo, como tributacdo, depreciacdo, aluguel,
seguro, administragdo e despesas, e custos indiretos, como despesas brutas de
financiamento, pesquisa e desenvolvimento, distribuicdo e marketing (DINCER,;
ZAMFIRESCU, 2012).

Sathyaprakasan e Kannan (2015) relataram uma avaliacdo econdmica em
diversas producbes bioldgicas baseando-se no tipo e quantidade de microrganismos,
configuracdo do reator, capital e custos operacionais. Foi observado que o custo da
matéria-prima contribuiu para 88% do custo total de producdo de H, em fermentacao
anaerdbia com glicose como substrato. Portanto, a utilizagdo de residuos como matéria-
prima, tal como a semente de acai, pode reduzir significativamente o custo de producao
de H, (SUWANSAARD et al., 2010). Um segundo estudo foi realizado por James e
colaboradores (2009), que estimaram o custo do hidrogénio usando um sistema de
fermentacgdo do hidrolisado obtido a partir do residuo lignocelulésico do processamento
de palha de milho. O processo envolveu as seguintes etapas: pré-processamento da
matéria-prima, hidrolise, sacarificacdo, fermentacdo, separacdo solido/liquido e
separacdo do gas hidrogénio. Foi aferido que o custo de producdo, a partir do material
lignocelul6sico através do processo de fermentacdo anaerobia, foi de US$ 4,33 por kg
de Hy o que seria um custo interessante comparado aos outros processos biolégicos
(JAMES; BAUM; PEREZ, 2009).

2.3 O processo de digestdo anaerobia aplicado a producéo de hidrogénio

2.3.1 Aspectos gerais da digestdo anaerdbia

A producdo bioldgica de hidrogénio pelo processo de digestdo anaerobia tem
ganhado destaque entre os sistemas biologicos para producdo deste gas. A digestdo
anaerdbia é a estratégia biologica que produz a maior quantidade m H; em relacéo as
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demais e permite a utilizagio de diversos tipos de biomassas como matéria-prima (SA et
al., 2014). Outras vantagens deste processo sdao as condic¢des de operagdo, uma vez que
este é conduzido a temperaturas mais brandas, a pressao ambiente e faz uso de reatores
mais simples e independentes de luz, com consequente menor demanda energética
(BALAT; KIRTAY, 2010; DAS 2001; SA et al., 2014).

Diversos organismos participam da producgédo de H,, tais como microrganismos
anaeradbios estritos, como os pertencentes ao género Clostridium, e bactérias anaerdbias
facultativas, como Escherichia coli (LI; FANG, 2007). Existem diversos estudos que
exploraram o uso de culturas simples para producdo de hidrogénio a partir de diferentes
substratos (LIN et al., 2007, GHIMERE, et al., 2015; DE SA et al., 2014), sendo 0s
géneros Clostridium e Enterobacter os mais utilizados pela literatura. As espécies do
género Clostridium, como C. beijerinckii, C. butyricum, C. acetobutylicum e C.
pasteurianum, sdo gram-positivas, em forma de bastonete, anaerébias e formadoras de
endosporos, enquanto as do género Enterobacter, como E. cloacae e E. aerogenes, séo
gram-negativas, em forma de bastdo e anaerodbias facultativas (LI, CHENLIN; FANG,
2007). E. cloacae e E. aerogenes podem produzir hidrogénio anaerobicamente com
altos rendimentos, de 2,2 moly2/mol gjicose (KUMAR; DAS, 2000), mas a maioria dos
estudos utiliza bactérias do género Clostridium por estas apresentarem rendimentos de
hidrogénio superiores (2,8 molp/molgicose) (LIN et al., 2007). A Tabela 2 apresenta
diversas culturas puras utilizadas na literatura com exemplos de substratos simples, ja
que o hidrolisado acido de semente de acai possui aglcares simples em sua composic¢éo.

As culturas puras sdo conhecidas por apresentarem rendimentos mais elevados
que culturas mistas, porém elas possuem desvantagens, como a necessidade de
esterilizacdo rigorosa e de manutencdo de meios anaerdbicos, resultando em um alto
custo de processo na escala industrial (KUMAR; DAS, 2000). A utilizagéo de culturas
mistas facilita o controle e a operacdo do processo e ndo requer condicdes estéreis
(GHIMIRE et al., 2015), o que resulta na reducdo do custo de producdo. Populacbes
mistas sdo mais adaptaveis a diversos estresses e seu uso pode resultar em um aumento
do rendimento de H, devido a uma atuacdo em sinergia (FABER et al, 2016; WANG;
WAN; WANG, 2008; WONG; WU; JUAN, 2014).

Esses consorcios microbianos podem ser obtidos de diversas fontes, tais como
lodo anaerébio (MORIMOTO et al., 2004; ZHU; BELAND, 2006), microflora natural
de organismos (CAI et al., 2009), solo (LOGAN et al., 2002) e compdsitos organicos
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(FAN, et al., 2004). Independentemente da origem, estes podem ser utilizados para a
fermentagdo de acucares simples, como glicose e sacarose (MU et al., 2006), ou de
substratos complexos, como residuos de alimentos, &cidos graxos e misturas de
cervejaria (CHEN et al., 2005). Essa versatilidade € consequéncia da capacidade da
comunidade de hidrolisar substratos complexos e gerar hidrogénio de forma eficiente a
partir de uma ampla diversidade de produtos liberados durante o processo (PARK et al.,
2005a).

Tabela 2. Culturas puras descritas na literatura para a producdo de H, a partir de glicose e manose

Inéculo Substrato Modo de Moly/MOlsypstrate TEMP Referéncia
conducéo (°C)
Clostridium beijerinckii Glicose Batelada 2,81 35 (LIN et al., 2007)
Clostridium butyricum Glicose Batelada 2,29 35 (LIN et al., 2007)
Clostridium acetobutylicum Glicose Batelada 1,80 35 (LIN et al., 2007)
Clostridium tyrobutyricum Glicose Batelada 1,47 35 (LIN et al., 2007)
Clostridium pasteurianum Glicose Continuo 2,16 37 (HEYNDRICKX
etal., 1990)
Clostridium sp. Glicose Continuo 2,36 36 (TAGUCHI et al.,
1992)
Enterobacter cloacae Glicose Batelada 2,20 36 (KUMAR; DAS,
2000)
Enterbacter aerogenes Glicose Batelada 1,00 35 (YOKOI et al.,
1995)
Clostridium butyricum Glicose Batelada 3,10 37 (HU et al., 2013)
Enterobacter aerogenes Manose Batelada 2,62 37 (REN, YUNLI et
al., 2009)
Thermoanaerobacterium Manose Batelada 1,86 55 (LAl et al., 2014)

aotearoense

O consarcio de microrganismos € constituido por uma populacdo de diversas

espécies, como as pertencentes aos géneros Clostridium (FANG et al., 2002),

Enterobacter, Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Thermoanaerobacterium,
Ethanoligenens, Klebsiella, Bacteroides, entre outros (WONG et al., 2014). Na Tabela
3 sdo apresentados os principais produtores e consumidores de hidrogénio relatados na

literatura.
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Tabela 3. Exemplos de microrganismos produtores e consumidores de H, (WONG; WU; JUAN, 2014)

Organismos Funcéo Caracteristicas Referéncias
Clostridium spp. Anaerobios obrigatérios e (ADAV etal., 2009;
Ex. C. butyricum, C. mesofilicos; BAGHCHEHSARAEE et al., 2008;
acetobutylicum, C. Producio de H, Sdo os produtores de H, CHEN etal., 2005)
tyrobutyricum, C. mais conhecidos;
saccharolyticum Fermentam diversos
carboidratos
Thermoanaerobacterium spp Anaerobios obrigatérios e (O-THONG; PRASERTSAN,;
Ex. T. thermosacchalyticum Producéo de H, termofilicos BIRKELAND, 2009)
Ethanoligenens spp. Anaerobios obrigatorios;
Ex. Ethanoligenens harbinens  Producdo de H,  Produzem solventes
durante a producéo de H, (REN etal, 2008)
Bacillus spp. Anaerobios facultativos;
Ex. Bacillus megaterium Producdo de H, Podem possuir importantes
caracteristicas, como (LIUetal., 2012)
tolerancia a sais
Enterobacter spp. Anaerdbios facultativos;
Ex. Enterobacter aerogenes Producdo de H, Possuem boa tolerancia ao
estresse oxidativo (WU etal., 2008)
Klebsiella spp. Anaerdbios facultativos;
Ex. Klebsiella pneumonia Producdo de H, Possuem boa tolerancia ao (REN, etal., 2008)
estresse oxidativo
Metanogénicos Anaerdbios obrigatorios;
Ex Methanobacterium spp., Consumo de H, Utilizam o H, para (WHITMAN; BOWEN; BOONE,
Methanococcus spp. producéo de metano 2006)
Outros consumidores Anaerdbios obrigatdrios e
Ex . Lactobacillus spp,. facultativos;
Bifidobacterium spp. Consumo de H,  Utilizam H, como doador e~ (BAGHCHEHSARAEE etal,,

precursor para COmpostos
metabolicos

A digestdo anaerdbia de matéria organica utilizando o lodo anaerébio como
indculo costuma ser representada em quatro etapas, conforme apresentado na Figura 7:
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Inicialmente, 0s organismos
hidroliticos produzem enzimas extracelulares que degradam materiais particulados
complexos, que, por sua vez, se tornam permeaveis as membranas celulares. A etapa
seguinte € denominada acidogénese, em que organismos metabolizam os produtos da
hidrélise, convertendo-os em acidos organicos volateis, alcoois, CO, e H,. Esta etapa é
conhecida pela ocorréncia da maior parte do crescimento microbiano. Na fase
acetogénica, ocorre a oxidacdo dos produtos gerados na acidogénese, resultando na
producdo de H,, CO, e acetato. Nesta etapa do processo, 0 H, pode também ser
convertido em é&cido acético pelas bactérias homoacetogénicas. Por fim, as arqueas
metanogénicas convertem H,, CO, e acido acético em CH,; e CO,. Dependendo do
substrato utilizado, as arqueas metanogénicas podem ser divididas em dois tipos:
metanogénicas acetoclasticas, que utilizam o &cido acético como substrato, e

metanogénicas hidrogenotrdficas, que utilizam o hidrogénio como substrato. Por fim,
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outros tipos de bactérias, conhecidas como redutoras de nitrato e redutoras de sulfato,
sdo capazes de utilizar o H, para formagdo de amonia e sulfeto; contudo, esses
organismos necessitam da presenca de sulfato e nitrato no meio fermentativo
(CHERNICARO, 2007; SA et al., 2014).

Orgéinicos complexos (polissacarideos complexos,

E proteinas, lipideos)

0 Bactérias hidroliticas

=

o Y

= Orgénicns Siﬂ"lp'ES {carboidratos simples, aminoacidos,
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v

Q k4

= s - S . L L.
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Figura 7. Representacdo esquematica das principais etapas do processo de fermentacdo anaerdbia
(Adaptado de Machado, 2016).
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Os microrganismos produtores de hidrogénio podem converter a glicose, e
outros agucares, em piruvato através da via glicolitica, tal como pode ser observado na
Figura 8. O piruvato é oxidado a acetilcoenzima A (acetil-CoA), dioxido de carbono
(CO,) e H, pelas enzimas piruvato ferredoxina redutase e hidrogenase. O H;, é
produzido, pois os protons (H*) atuam como aceptores de elétrons para neutralizar
elétrons gerados pela oxidagdo de substratos organicos (DEBABRATA ; VERIZOGLU,
2008; WANG ; WAN, 2009b).

ADP
ATP
Clico se-ﬁ—fosfaxu—k-i—" Frutose-fi-fosfato D-manose-f-Fospfato
ATP
ADP

@ Frutose-1,6-bisfosfato M

Gliceraldeido-3-fosfato

- : '
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Acido acético TP

Acido butiricio

Figura 8. Principais rotas do metabolismo de glicose e manose por Clostridium spp. Figura modificada
(LEE, 2008).

Diversos produtos podem ser formados durante a digestdo anaeroébia, sendo o
acido butirico e o &cido acético os subprodutos mais frequentes (HAWKES et al.,
2007). Na via que culmina na produgdo de acido acético, é observada uma relagdo de
quatro mols de H, produzidos para cada mol de glicose consumido. Quando o produto
final € o acido butirico, observa-se uma menor relacdo, em que sdo produzidos dois
mols de H, para cada mol de glicose consumido. No entanto, Guo e colaboradores
(2013) mostraram que a relacdo entre os &cidos butirico e acético produzidos e o H,

produzido pode ser modificada devido a agdo de bactérias homoacetogénicas. Estas
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bactérias podem provocar a diminui¢do da concentracdo de H, transformando-o em
acetato pela utilizagdo de gas carbdnico como substrato (GUO, et al., 2013).

Sob certas condicOes, as vias metabolicas podem levar também a producéo de
etanol concomitante a geracdo de acetato, resultando em uma estequiometria menor, de
2 mols de hidrogénio por mol de glicose. O piruvato pode também ser convertido a
acetil-CoA e &cido férmico, os quais podem ou ndo ser futuramente convertidos em H, e
CO,. Adicionalmente, algumas rotas podem resultar em acido latico ou acido
propibnico sem geracdo de H, (LI ; FANG, 2007). As principais vias estdo
representadas na Figura 9.

(Acido acético)

(Eq.1) CH.,O, +2H,0 > 2CH,COOH + 2CO, + 4H,

(Acido butirico)

(Eq.2) C¢H,,0, = CH,CH,CH,COOH + 2CO, + 2H,

(Etanal) (Acido acético)

(Eq.3) CgH,,0g+ 2H,0 = CH,CH,OH + CH,COOH + 2CO, + 2H,

(Acido propiénico)

(Eq.4) CH,,O, +2H, > 2CH,CH,COOH + 2H,0

(Etanol)

(Eq.5) CgH,,0, = 2CH,CH,OH +2CO,

(Acido latico)

(Eq.6) CcH,,0, > CH,CHOHCOOH + 2CO,

Figura 9. Estequiometria das principais reagdes envolvidas na digestdo anaerébia (GHIMIRE et al.,
2015).

Considerando as reagdes apresentadas na Figura 9, a producdo real de
hidrogénio é sempre menor que a producdo teérica (HALLENBECK; BENEMANN,
2002; NATH 2004). Portanto, a comercializacdo de H, produzido através da
fermentacao anaerobia exige uma compreenséo clara dos varios mecanismos que podem
reduzir sua produtividade e o seu rendimento e o estudo de solucdes para esses gargalos,
como o pré-tratamento do in6culo (ELBESHBISHY et al., 2017).

2.3.2 Pré-tratamentos do lodo anaerobio para culturas mistas

Visando selecionar os microrganismos produtores de H, em detrimento daqueles
que consomem este gas de interesse, pré-tratamentos de lodos anaerobios de estacfes de
tratamento de esgoto (ETE) sdo comumente empregados. O principio do pre-tratamento
consiste em eliminar os organismos consumidores de hidrogénio pela imposicdo de

alguma condicdo adversa. Estes microrganismos sdo mais suscetiveis a certas condi¢oes
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por ndo serem formadores de esporos, ao contrario dos microrganismos produtores de
H, (FALOYE et al., 2014; MU et al., 2007; REN, et al., 2008; WONG, 2014).

Os métodos de pré-tratamento sdo divididos em fisicos e quimicos, e alguns
destes estdo exemplificados na Tabela 4. Os pré-tratamentos fisicos podem realizados
utilizando temperaturas elevadas, ultrasonicacdo, irradiacdo ultravioleta, aeracdo e
congelamento/descongelamento, enquanto 0s pré-tratamentos quimicos estdo
relacionados a variacbes de pH e ativacdo/inibicdo quimica. A selecdo do pré-
tratamento é muito importante, pois a populacdo microbiana presente no lodo anaerobio
reage de forma diferente em relacdo ao tipo de estresse que serd provocado (WONG;
WU; JUAN, 2014).

Tabela 4. Produges de hidrogénio reportadas na literatura para processos empregando diferentes tipos de
condicOes de pré-tratamento do indculo (ETE - Estacdo de tratamento de esgoto).

In6culo Substrato Rendimento Condicao de pré- Referéncia
(moly/molagicar) tratamento
Lodo de ETE Glicose 2,38 100 °C, 15 min (WANG; WAN, 2008a)
Lodo de ETE Glicose 2,30 65 °C, 30 min (BAGHCHEHSARAEE et
al., 2008)
Lodo de ETE Glicose 1,95 95 °C, 30 min (BAGHCHEHSARAEE et
al., 2008)
Lodo de ETE Glicose 1,03 Ultrasonicagdo, 20 (ELBESHBISHY; HAFEZ;
min NAKHLA, 2010)
Lodo de ETE Glicose 0,7 Aeracao, 24 horas (CHANG,; LI; LIU, 2011)
Agua de zona entre- Glicose ~0,15 Congelamento/ (LIU et al., 2009)
mareés descongelamento
Lodo anaerébio de Glicose 1,7 Adicéo de &cido (CHANG,; LI; LIU, 2011)
producéo de etanol linoleitoco
Lodo ativado de ETE Glicose 1,51 Tratamento 4cido (NAGARAJAN et al., 2017)
Lodo de ETE Glicose 2,19 pH 2,0, 1 hora (SA, 2011)
Lodo de ETE Galactose 2,23 100 °C, 30 min (XIA et al., 2016)
Lodo de ETE Frutose 1,68 Tratamento &cido (LEE, etal., 2007)
Lodo de ETE Frutose 2,09 pH 2,0, 1 hora (SAetal., 2011)

2.3.2.1 Pré-tratamento térmico do inoculo

O pré-tratamento fisico mais comum é o térmico (WONG; WU; JUAN, 2014),
sendo este um método simples para eliminar organismos consumidores de hidrogénio.
O desafio do pré-tratamento térmico € identificar a melhor temperatura e duragdo para
aumentar o rendimento de Hj, pois existem diversas combinagdes possiveis desses
parametros, como pode ser observado na Figura 10. Entre as condi¢bes de pré-
tratamento térmico testadas na literatura, as mais promissoras foram em 65 °C por 30
min (BAGHCHEHSARAEE et al., 2008) e 100 °C por 15 min (WANG, JIANLONG;
WAN, 2008a). Esses resultados sugerem que baixas temperaturas requerem um pré-
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tratamento mais longo, e alta temperaturas requerem um tempo mais curto, de forma a
se obter uma melhoria na produc¢do de H,. Adicionalmente, o pré-tratamento por longas
duracdes e altas temperaturas pode ser letal para os organismos produtores de
hidrogénio, reduzindo a producdo de H, (BAGHCHEHSARAEE et al., 2008; WONG;
WU; JUAN, 2014).

Longa

i Curta
duracéo RG] ':D:'

temperatura duragéo

Baixa
temperatura ED:I

0pGao opgao 3

Pré-tratamento efetivo

opcéo 2 opgéo 4

Alta ED:I Curta Alta Longa
Temperatura duracéo temperatura ED:' duracéo

Figura 10. Relagdo entre a temperatura de pré-tratamento do inéculo e o tempo de execucdo. Pre-
tratamento efetivo: realizado a partir da combinagdo de temperatura baixa com longo duragdo (opgéo 1)
ou alta temperatura com baixa duracdo (op¢éo 2). Pré-tratamento ndo efetivo: ocorre da combinagéo de
baixa temperatura com curta duragdo (opcéo 3) ou alta temperatura com duracdo prolongada (opcéo 4).
Modificado de WONG; WU; JUAN (2014).

Em um estudo de Baghchehsaraee e colaboradores (2008), foi observado que o
pré-tratamento utilizando 65 °C resultou em maiores rendimentos de hidrogénio (2,3
MOl /MOl carboigrato), DEM cOmMo em maiores taxas de producdo de hidrogénio em lodo
anaerébico. Em contrapartida, pré-tratamentos com temperaturas mais elevadas
resultaram em menores rendimentos e menores taxas de producdo de hidrogénio e
maiores producGes de acetato e butirato. Em testes utilizando um inéculo pré-tratado a
95 °C, a producéo de hidrogénio foi reduzida e as vias metabolicas se deslocaram para
producdo de acido lactico. Os autores também observaram a reducdo significativa da
diversidade das comunidades  microbianas em  maiores  temperaturas
(BAGHCHEHSARAEE et al., 2008).

2.3.2.2 Outros pré-tratamentos do inéculo
Além do pré-tratamento térmico, existem outros pré-tratamentos fisicos que séo
constantemente avaliados na literatura. Na ultrasonicacdo, por exemplo, sdo utilizadas

ondas de som para eliminar bactérias consumidoras de hidrogénio. Este método destroi
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as paredes celulares das bactérias; porém, para evitar danos em organismos que
produzem hidrogénio, o tempo de duragéo e a intensidade devem ser controlados (GUO
et al., 2010; WANG et al., 2010). Adicionalmente, as ondas quebram as particulas do
lodo em tamanhos menores, aumentando a interacao entre organismos produtores e seus
substratos. Contudo, o maximo rendimento reportado para esse método foi de apenas
1,03 molxz/molgjicose (KHANAL ; GREWELL, 2007).

Outro pre-tratamento empregado € a irradiacdo ultravioleta, que possui agédo
microbicida, eliminando organismos consumidores e aumentando em 0,39 vezes a
producdo quando comparada a obtida com o lodo ndo tratado. Contudo, o UV pode ser
utilizado de forma eficiente apenas em particulas de lodo pequenas e de cores claras.
Visto que organismos consumidores de H, podem estar em particulas grandes e escuras,
estes sdo por muitas vezes protegidos da radiacdo, reduzindo a eficacia do método
(LOGE et al., 1999).

O método de pré-tratamento por aeracdo aplica um estresse oxidativo nas
bactérias consumidoras de H, com foco na eliminacdo de organismos metanogénicos,
que sdo sensiveis a acdo do oxigénio. Todavia, 0 estresse oxidativo também danifica
organismos anaerobios obrigatérios produtores de H, reduzindo a eficacia do
tratamento e resultando em uma baixa produgéo (0,7 molyz/molgjicese). Portanto, esse
método ndo é eficiente para enriquecimento do lodo anaerdbio (KAPDAN; KARGI,
2006).

Outro pré-tratamento fisico pouco efetivo é o congelamento e descongelamento
do lodo, que apresenta um rendimento baixo de 0,15 moly2/molgjicese. ESte rendimento
reduzido € decorrente da lise tanto de organismos produtores quanto de consumidores
de hidrogénio (FENG et al., 2010).

Em relacdo aos tratamentos quimicos, a variagdo de pH é o método mais
comumente utilizado para enriquecer o lodo de organismos produtores de Hj. Esse
procedimento envolve o ajuste de pH do lodo para valores extremos, como 3 ou 12, 0
que acarreta a eliminagdo dos organismos consumidores de hidrogénio (CHANG; LlI;
LIU, 2011; ELBESHBISHY; HAFEZ; NAKHLA, 2010; LIU et al.,, 2009). O pre-
tratamento acido é mais efetivo do que o pré-tratamento alcalino, sugerindo que
organismos produtores de hidrogénio sdo mais suscetiveis a valores de pH elevados
(MISHRA et al., 2016; WHITE et al., 2006).
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Outro método utilizado é conhecido como ativagdo e inibicdo quimica. Esse
tratamento consiste na utilizacdo de meios reacionais que estimulem o crescimento de
organismos especificos da cultura mista (O-THONG et al., 2009) ou que promovam sua
inibicdo. Essa Ultima pode ser alcancada pelo uso de compostos tdxicos, como
cloroférmio ou 2-bromoetanosulfato, que sdo capazes de inibir os organismos
consumidores (MOHAMMADI et al., 2011; O-THONG,; et al, 2009). Contudo, esses
compostos apresentam uma alta toxidade e periculosidade, tanto para humanos quanto
para 0 ambiente; desta forma, este € um método pouco indicado (WONG; WU; JUAN,
2014).

Além dos métodos tradicionais apresentados, outros pré-tratamentos podem
ser empregados. Ausiello e colaboradores (2017), por exemplo, utilizaram uma nova
metodologia para a selecdo de microrganismos produtores de H, em detrimento dos
metanogénicos, na qual ndo foram empregados tratamentos fisicos ou quimicos do
consércio microbiano. Os autores conduziram um pré-cultivo em meio especifico de
forma a selecionar as bactérias produtoras por adaptacdo progressiva do consorcio
bacteriano. Neste estudo, foram obtidos rendimentos elevados de até 3,06
molya/molgycose, COMparaveis ou  superiores aos obtidos com pre-tratamentos
comumente reportados na literatura em um processo novo de baixo custo (AUSIELLO
etal., 2017).

2.3.3 Fatores que influenciam a producéo de H,

O processo de digestdo anaerdbia pode ser influenciado por diversas condi¢des
que podem afetar a produgdo de H,. Estas podem ser parametros fisico-quimicos ou
condicdes operacionais, como temperatura, pH, indculo, pressdo parcial de hidrogénio e
modo de operacdo do reator (SA et al., 2014; WANG; WAN, 2009a). Adicionalmente,
diversos fatores podem causar inibicdo do processo fermentativo; estes podem estar
presentes desde o comeco do processo, tal como a microflora ou o préprio substrato, ou
podem ser produzidos durante o processo de digestdo anaerdébia (BUNDHOO; MOHEE,
2016).

2.3.3.1 lons metalicos
Diversos ions metélicos em baixas concentracbes podem estimular o
crescimento celular, funcionar como cofatores para enzimas e afetar outros processos

metabolicos da digestdo anaerobia. Porém, concentracfes elevadas podem resultar em
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inibicdo por varios mecanismos, como variacdo de pH, acdo de agentes quelantes,
dificuldade no transporte de nutrientes, acumulagdo de metais e destrui¢cdo da membrana
(LE; NITISORAVUT, 2015; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

E relatado um grande protagonismo no efeito do ferro, devido & sua importancia
na atuacao da enzima hidrogenase (HAWKES et al., 2002). Ja os ions de metais leves,
como célcio, sddio e magnésio, sdo necessarios para o crescimento microbiano e afetam
a taxa de crescimento como qualquer outro nutriente (LUONGO et al., 2017). Cao e
Zhao (2009) reportaram que a adicdo de Na* melhorou o rendimento de H, em cerca de
quatro vezes. No entanto, quando a concentracdo de sodio foi aumentada para 28,70
g.L", o processo foi inibido e o rendimento de H, diminuiu significativamente. Os
autores concluiram que a concentracdo de Na* deve ser mantida abaixo de 20 g.L™ de
forma a garantir altos rendimento H, (CAO, XIANYAN; ZHAO, 2009). O calcio esta
presente em bactérias esporulantes, sendo necessario como cofator de alfa-amilase e
diversas proteases, além de apresentar um importante papel estrutural em proteinas
celulares e em polimeros extra-celulares (LUONGO et al., 2017). O magnésio (Mg*"),
por sua vez, € um dos elementos mais abundantes em microrganismos, sendo
indispensavel para diversas reacOes celulares e funcdes e atuando como ativador de
quinases e sintetases. No citoplasma, existem dez enzimas envolvidas na glicélise e a

maioria necessita de ions de magnésio como cofatores (WANG et al., 2007).

2.3.3.2 Relacdo entre substrato e indculo

O controle da concentracdo de microrganismos durante a fermentacdo pode
resultar em um processo mais eficiente, tanto em termos energéticos quanto
operacionais. Adicionalmente, o controle do substrato inicial é essencial, pois uma
concentracdo alta de substrato pode favorecer a germinacao e evitar a re-esporulacéo de
microrganismos produtores; se essa concentracdo for muito elevada, pode ocorrer a
formacdo prematura de acidos organicos, resultando na inibicdo da producdo
(GINKEL, 2005; KIM et al., 2006; WANG; WAN, 2008b). Portanto, o controle dessas
variaveis é de extrema importancia do ponto de vista produtivo (HAFEZ et al., 2010a;
KIM et al., 2006). Estudos demonstraram que a relacdo entre o substrato e a carga de
microrganismos é fundamental para evitar fendBmenos de inibicdo, sendo observado que
uma alta ou baixa relagdo entre substrato e indculo (DQOsubstrato/ SSVinsculo) pode reduzir
substancialmente o rendimento de H, (HAFEZ et al., 2010).
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A adicdo controlada de substrato é eficaz para evitar que o mesmo cause inibi¢cdo na
digestdo anaerébia. No entanto, esta abordagem pode ndo ser sempre viavel para
aplicacdo comercial (SHEN et al., 2010). De uma perspectiva de engenharia, seria mais
viavel projetar e operar a fermentacdo baseando-se em uma relacéo
DQOsupstrate/ SSVinsculo Otimizada do que utilizar uma taxa de adicdo de substrato
(BAKONY! et al., 2014).

2.3.3.3 Temperatura

A temperatura € um fator que pode afetar significativamente a producdo de
hidrogénio por influenciar a taxa de degradacao de substrato, a atividade de enzimas e 0
metabolismo dos produtores de H, (SINHA; PANDEY, 2011; STEYER et al., 2010).
Este fator pode até mesmo redirecionar vias metabolicas e selecionar microrganismos
(SINHA; PANDEY, 2011). Alguns autores indicam que o aumento da temperatura
durante um intervalo de tempo especifico pode melhorar significativamente a producéo
de H,, uma vez que a temperatura operacional pode suprimir a atividade dos
consumidores de H,, como metanogénicos e homoacetdgenos (NATH; DAS, 2004;
SAADY, 2013; SINHA; PANDEY, 2011).

De maneira geral, as reacOes de fermentacdo podem ser conduzidas em amplas
faixas de temperatura: mesofilica (25-40 °C), termofilica (40-65 °C), termofilica
extrema (65-80 °C) e hipertermofilica (>80 °C). O microrganismo Pyrococcus furiosus,
por exemplo, pode realizar um eficiente metabolismo mesmo em altas temperaturas,
como 95 °C (LEVIN; PITT; LOVE, 2004; SCHUT; ADAMS, 2009).

A temperatura ideal para cada processo depende do tipo e origem do indculo, da
quantidade de compostos biodegradaveis e das condi¢cBes operacionais do sistema
(GUO et al., 2010). Contudo, temperaturas muito elevadas podem inibir os produtores
de H; através da inativacdo de enzimas essenciais para o crescimento celular, bem como
pela desnaturacdo de proteinas celulares (SINHA; PANDEY, 2011). Foi observado que
diferentes temperaturas podem resultar em uma variagdo nos subprodutos
fermentativos; porém, o motivo para essa alteracdo pode estar relacionado a utilizacéo
de culturas diferentes em cada trabalho avaliado, e ndo & mudanga de temperatura
(VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005; WANG et al., 2002). Diversos estudos consideram
a faixa mesofilica, de cerca de 35 °C, a mais indicada por apresentar bons rendimentos e
menor gasto energético do que sistemas operando a temperaturas termofilicas (REN et
al., 2008).
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2.3.3.4 Concentracao de nitrogénio, fosfato e sulfato

O nitrogénio é um nutriente essencial para os microrganismos fermentativos
(LIN; LAY, 2004; TYAGI et al., 2014). Em contrapartida, uma alta concentracdo de
nitrogénio ou uma baixa relacdo C/N pode reduzir a producdo de H, por digestdo
anaerobia (ARGUN et al., 2008b). O desbalanco da relagdo C/N pode ocorrer durante a
fermentacdo, uma vez que os microrganismos fermentativos anaerdbicos consomem
carbono de 25 a 30 vezes mais rapidamente do que nitrogénio (KALIL et al., 2008).
Adicionalmente, altos niveis de amonia podem inibir a atividade dos produtores de Ho,
possivelmente devido a interferéncia no pH intracelular, aumento da necessidade de
energia das células microbianas e inibicdo da atividades de enzimas responsaveis pela
producdo de H, (BISAILLON; TURCOT; HALLENBECK, 2006; LAY et al., 2005;
SALERNO et al., 2006). A digestdo anaerdbia normalmente opera a pH acido, em que a
maioria do amoniaco permanece na forma ionizada, que apresenta menor toxidade.

O fosfato € um dos principais nutrientes inorgénicos e funciona como um
tampdo de pH. Esse nutriente pode modificar o metabolismo microbiano, dependendo
da concentracdo utilizada, e pode apresentar influéncia no rendimento de H; na
fermentacdo anaerdbia. Portanto, manter uma concentracdo 6tima de fosfato no sistema
de fermentacdo pode reduzir a fase lag de crescimento e facilitar a producdo de H,,
melhorando a taxa de producdo (HAWKES et al., 2002; KUMAR et al., 2016; LIN;
LAY, 2004; ZHOU; ELBESHBISHY; NAKHLA, 2013). Hawkes e colaboradores
(2002) recomendaram manter a relacdo C/P em 130 para uma operacdo Gtima de
digestdo anaer6bia. No entanto, estudos recentes sugeriram que a concentracdo de
fosfato ideal pode ser influenciada pela presenca de outros nutrientes, como ions
metalicos, nitrogénio e ferro (OZTEKIN et al., 2008).

Sulfato (SO4*) é uma forma comum de enxofre inorganico que ocorre em
muitos residuos organicos utilizados como substrato para fermentacdo anaerdbia
(HWANG et al., 2011). Adicionalmente, este composto pode ser produzido por meio da
biodegradacdo do enxofre contido nos aminodcidos cisteina e metionina (HWANG et
al., 2011). Durante a fermentacdo, o sulfato pode ser reduzido a sulfeto (S*) por
bactérias redutoras de sulfeto sob ambiente anaerobico. Um alto teor de sulfeto foi
identificado como toxico ou inibitorio para 0s organismos responsaveis pela producéo
de H,, podendo também reduzir a biodisponibilidade de nutrientes essenciais, como

metais-trago, através da formacdo de sulfetos metélicos insollveis (DHAR;
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ELBESHBISHY; NAKHLA, 2012). O sulfeto de hidrogénio (H,S) foi descrito como
altamente tdxico para 0os microrganismos fermentativos. Este componente é capaz de
penetrar a membrana dos microrganismos e desnaturar proteinas celulares, formando
ligacGes cruzadas entre cadeias polipeptidicas (BECK et al., 2007). Embora a inibicdo
por sulfeto tenha sido amplamente estudada no processo de digestdo anaerébica para
producéo de metano (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008), poucas publicac¢des relatam
a interferéncia do mesmo na producédo de hidrogénio. Contudo, Dhar e colaboradores
(2012) estudaram a toxicidade direta do sulfeto para os produtores de H, verificando
que concentracBes de sulfeto acima de 100 mg.L™ poderiam inibir completamente o
processo de digestdo anaerdbia. Por outro lado, uma concentracdo de sulfeto de 25

mg.L™ foi essencial para uma melhor producio de H, (DHAR et al., 2012).

2.3.3.5 Pressao parcial de hidrogénio

A pressao parcial de hidrogénio pode influenciar a producdo de H, em um
processo de digestdo anaerdbia (GHIMIRE et al., 2015). Um aumento da presséo
parcial dificulta a transferéncia de massa do hidrogénio do liquido para a fase gasosa
(BASTIDAS-OYANEDEL et al., 2012; MANDAL; NATH, 2006). Como, no processo
de fermentacdo, a enzima hidrogenase estd envolvida na oxidacdo reversivel e na
reducdo da ferredoxina, se a concentracdo de hidrogénio na fase liquida aumenta, a
oxidagéo de ferredoxina torna-se menos favoravel e a reducéo da ferredoxina ocorre, 0
que reduz a produgio (CHONG et al., 2009; GHIMIRE et al., 2015). E reconhecido que
uma alta pressao de hidrogénio inibe as vias metabdlicas que culminam na producédo de
H, e favorece a ocorréncia de acido lactico e de alguns solventes, como etanol, butanol
e acetona (PLAYNE, 1985). Existe uma gama de estudos focados em diminuir a presséo
parcial de H, no biorreator de forma a aumentar a sintese de hidrogénio (SA et al.,
2014; VALDEZ-VAZQUEZ, POGGI-VARALDO, 2009).

2.3.3.6 pH

Diversos trabalhos indicam que o pH ideal para produgdo bioldgica de hidrogénio em
culturas mistas esta situado na faixa de 5 a 7 (GOSTEVA; VORONIN; KARYAKIN,
2007). O pH pode influenciar o processo fermentativo de producdo de H;
principalmente por inibir os organismos metanogénicos, afetar a atividade de
hidrogenases e modificar o metabolismo para solventogénese (VALDEZ-VAZQUEZ,
POGGI-VARALDO, 2009). Um meio fermentativo com pH abaixo de 6 pode reduzir a
atividade das arqueas metanogénicas (LI et al., 2007). E observado que, em
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fermentagbes com um pH muito baixo ou elevado, ha predominancia de espécies do
género Clostridium, enquanto que valores préximos a neutralidade favorecem uma
maior diversidade microbiana (TEMUDO et al., 2008).

2.3.3.7 Concentracdo de &cidos organicos volateis

Os é&cidos acético e butirico sdo os principais acidos organicos volateis
gerados durante a producdo de gas hidrogénio. Como comentado anteriormente, 0
acumulo significativo destes acidos pode inibir a producdo de hidrogénio,
possivelmente devido ao estresse idbnico ou mesmo a acidificacdo celular (CIRANNA et
al., 2014). Os acidos podem penetrar a membrana plasmatica, liberando prétons dentro
da célula e reduzindo o pH. A dissociacdo de acidos no citoplasma tem um efeito
negativo no metabolismo e no crescimento microbiano (GRUPE; GOTTSCHALK,
1992).

Wang e colaboradores (2008) estudaram varias concentracdes de acetato,
butirato e propionato (0-300 mM), adicionados externamente. Os autores reportaram
que a utilizacdo do substrato e consequente producéo de H, foram totalmente inibidas
coma adicdo de 300 mM, porém foi observada uma inibicéo parcial a partir de 50 mM
(WANG; WAN; WANG, 2008). Ginkel e Logan (2005) observaram que a adi¢ao de 60
mM de &cido acético ou butirico seria responsavel pela inibicéo total da producéo de H,
devido a mudanca da via metabdlica para a solventogénese. Estes autores também
descobriram que os &cidos volateis produzidos internamente por microrganismos
fermentativos seriam mais criticos do que os adicionados em meio reacional, onde uma
concentracdo de 19 mM ja poderia inibir a producdo de H, e desencadear a
solventogénese (GINKEL et al., 2005).

2.4 Producéao sequencial de hidrogénio e metano
Durante a digestdo anaerdbia, nem todo substrato € utilizado na producdo de
hidrogénio, pois uma grande parte é convertida em varios outros metabolitos (REDDY
et al., 2014). Essa é uma das principais desvantagens da producdo de hidrogénio,
principalmente se os produtos gerados ndo forem recuperados. Os residuos liquidos de
producdo de hidrogénio s&o conhecidos na literatura por HPLW (hydrogen production
liquid waste) e podem ser convertidos em outros produtos de valor agregado, tal como o

metano, através da metanogénese (SU et al., 2009).
O metano é o principal constituinte do gas natural, possui a férmula quimica

CH, e é o alcano mais simples. Por estar presente em uma abundancia relativamente alta
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no planeta, podendo ser encontrado abaixo do solo, 0 metano tornou-se um combustivel
atraente (KHALIL, 1999). Este gas pode ser transportado como um liquido (gas natural
liquefeito ou GNL), sendo usado como combustivel para fornos, lares, aquecedores de
agua, automoveis, entre outros (WEINSCHENK, 2016). O metano é utilizado também
para a geracdo de eletricidade em grandes turbinas a gas ou ainda para a geracdo de
vapor. Em comparagdo com outros combustiveis de hidrocarbonetos, esse gas produz
menos didxido de carbono para cada unidade de calor liberada, sendo considerado mais
ecologico do que outros combustiveis fosseis, como gasolina e diesel (CORNELL,
2008).

O metano derivado da digestdo anaerébia é denominado de biometano. A
qualidade do biometano é regulamentada pela ANP por meio da Resolucdo ANP n°
8/2015 e a especificacdo do produto encontra-se no Regulamento Técnico ANP n°
1/2015, parte integrante da citada resolugdo. O biometano de procedéncia qualificada
pode ser misturado ao gas natural e comercializado por meio de conexdo a rede de
distribuicdo de gas canalizado, ou, entdo, na forma de gas comprimido (ANP, 2016).

A producdo sequencial de metano a partir do HPLW pode ser realizada em um
processo relativamente simples, conforme apresentado na Figura 11. Este processo é
promissor, pois, além de gerar dois produtos importantes, ainda possui a capacidade de
reduzir a carga organica, com a reducdo da DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)
durante a producdo de metano. Desta forma, possiveis impactos ambientais podem ser
minimizados (TAHTI; KAPARAJU; RINTALA, 2013; THI; LIN; KUMAR, 2015).
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Figura 11. Produgdo bioldgica de hidrogénio e metano em duas fases (elaboragao propria).

Durante a digestdo anaerdbia em duas etapas, 0 processo de acidogénese e
metanogénese operam separadamente, aumentando a estabilidade do processo como
um todo e permitindo um controle da fase de acidificacdo na producdo de hidrogénio,
impedindo a inibicdo da populacdo metanogénica durante a fase de producdo de metano
(YU et al., 2015). Adicionalmente, a producdo de hidrogénio culmina na producgédo dos
acidos acético e butirico, o que € benéfico para o estagio de producdo de metano
(NUALSRI; REUNGSANG; PLANGKLANG, 2016).

Algumas desvantagens da digestdo anaerObia em dois estagios estdo
relacionadas a uma maior complexidade e ao custo do aparato operacional, agravadas
pela falta de experiéncia no processo, uma vez que existem poucas unidades comerciais
projetadas com essa caracteristica (NASR et al., 2011). No entanto, diversos grupos de
pesquisa realizam a producdo de metano por processo de fermentacdo em dois estagios
a partir de variados tipos de biomassa. Trevisan e Monteggia (2009), utilizando reatores
sequenciais em batelada para tratamento de efluente liquido da suinocultura, obtiveram
concentracdes de hidrogénio de 7 a 9% no reator acidogénico (TDH de 26 horas) e de
65 a 70% de metano no reator metanogénico (TDH de 60 horas). O sistema apresentou
eficiéncia na faixa de 60 e 69% na remoc¢do da matéria organica com DQO inicial
variando de 7945,95 a 9257,14 mg Lt (TREVISAN; MONTEGGIA, 2009). Mamimin e
colaboradores (2017) realizaram um processo de fermentacdo em dois estagios de
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efluente do moinho de 6leo de palma (POME), verificando rendimentos de hidrogénio e
metano de 210 e 315 L/kgDQO, respectivamente, e alcan¢ando rendimentos de energia
de 15,34 MJ/kgDQO (MAMIMIN; PRASERTSAN; KONGJAN, 2017). Kumari e Das
(2016) investigaram o processo de fermentacdo em dois estagios do bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado, obtendo rendimentos maximos de hidrogénio e metano de 93,4 e
221,8 mL/gVsS, respectivamente. A eficiéncia de conversdo de energia de 44,8%
alcancada no processo em duas etapas foi maior que a obtida um Unico estagio no
processo de producdo de hidrogénio, de 5,4% (KUMARI; DAS, 2016). Wang e
colaboradores (2003) utilizaram uma fermentacdo continua em dois estagios para
produzir hidrogénio e metano de aguas residuais, obtendo rendimentos de hidrogénio e
metano de 106 e 340 mL por grama de substrato, respectivamente (WANG et al., 2003).
Sitthikitpanya e colaboradores (2017) realizaram o processo em dois estagios utilizando
0 microrganismo termofilico Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum e o
hidrolisado obtido do 6leo de palma como substrato. O potencial méaximo de producéo
de hidrogénio foi de 2179 mL,/Lsusstrato. O €fluente acido foi utilizado para produzir
metano na segunda fase, com um rendimento de metano de 272,4 mL/g de demanda
quimica de oxigénio (DQO). A producdo de hidrogénio e metano em duas etapas
resultou em um rendimento de energia de 10,6 kJ/gpgo € houve 83% de redugéo de
DQO (SITTHIKITPANYA et al., 2017).
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de hidrogénio por digestdo anaerGbia dos carboidratos

presentes na semente de acai, obtidos apos hidrolise acida, e utilizar o efluente gerado

na producao de H, para a obtengdo sequencial de metano.

3.2 Objetivos especificos

Quantificar os carboidratos presentes no hidrolisado da semente de acai;
Analisar comparativamente o rendimento de hidrogénio em meio sintético
contendo manose ou glicose;

Avaliar comparativamente a producdo de H, a partir do hidrolisado de semente
de acai (HSA) e de meio sintético que mimetiza o HSA,;

Avaliar os pré-tratamentos acido e térmico do inoculo e o efeito de diversos
tempos de aclimatacdo do mesmo na producéo de Hy;

Investigar a cinética de producdo de H;, e &cidos acético e butirico a partir da
digestdo anaerdbia do HSA;

Avaliar a producédo de metano utilizando o efluente da producéo de hidrogénio
(HPLW).
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4. MATERIAIS E METODOS
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Um esquema geral das etapas realizadas neste trabalho é apresentado na Figura
10. Na primeira etapa, a utilizacdo da manose como substrato para a producéo de H,
teve como objetivo principal a verificacdo da viabilidade do bioprocesso anterior ao
desenvolvimento do trabalho. Posteriormente, foram realizados experimentos utilizando
hidrolisado de semente de agai para verificar o seu potencial fermentativo na produgédo
de H,. Por fim, foram concluidas etapas a fim de melhorar o processo de producéo de

gas hidrogénio e também para producdo de metano.
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Figura 10. Etapas para producéo sequencial de H, e CH, utilizando hidrolisado de semente de agai
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4.1 Obtencdo do hidrolisado de semente de acai e producdo de meio sintético
mimetizado.

Para os testes preliminares, foi utilizado o hidrolisado produzido por Medina e
colaboradores (2016), que foi produzido com uma solu¢éo de H,SO,4 1,75% (v/v) e uma
relacdo solido:liquido de 1:1,7. O tempo de residéncia em autoclave foi de 93 min a 121
°C (MEDINA et al., 2016). O meio mimetizado continha a composicdo de carboidratos
baseados ao hidrolisado obtido por Medina e colaborados. Porém as condi¢des para
obtencdo do hidrolisado da semente de acai utilizada nos outros experimentos desse
estudo foram baseadas no trabalho de Silva e colaboradores (SILVA et al., 2017).
Contudo, os volumes foram adaptados para 100 mL totais em fracos de 1 L de volume.
Para tal, 20 g (massa seca) de semente moida foram transferidas para frascos de 1 L nos
quais foram adicionados 80 mL de uma solucdo de H,SO,4 3,0% (v/v), com o objetivo
de se obter uma relagdo sélido:liquido de 1:4. Os frasco foram incubados em autoclave
por 60 min a 121 °C. Ao final do tratamento, os frascos foram deixados em banho de
gelo por aproximadamente 20 minutos até que atingissem uma temperatura proxima a
20 °C. Posteriormente, o conteldo dos mesmos foi filtrado a vacuo. O hidrolisado
obtido foi neutralizado com CaCOj; para posterior caracterizagdo quimica em
cromatografia liquida de alta eficiéncia e também confirmados utilizando cromatografia
de troca ibnica de alto desempenho. A Figura 11 exibe uma foto do frasco contendo

HSA, podendo ser observado a cor a vermelhada.

Figura 11. Hidrolisado &cido de semente de acai.
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4.2 Inoculo para a producéo de H, e metano

Neste estudo, foi utilizado como in6culo o lodo anaerdbio proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgoto localizada no bairro Penha, na cidade do Rio de
Janeiro (Latitude: -22.841561, Longitude: -43.2399822). Durante o estudo, foram
coletados trés lotes de lodo, que serdo chamados de lodo 1, lodo 2 e lodo 3. Os lotes
foram armazenados em recipientes plasticos de 2 L e preservados em camara fria a 4 °C
(KIM et al., 2012). As determinacGes de sdlidos suspensos (SS) e demanda quimica de
oxigénio (DQO) foram realizadas de acordo com as normas recomendadas por métodos
oficiais (APHA, 1998). A concentracdo de solidos suspensos volateis (SSV) foi
utilizada para padronizar o inéculo. Essa medida corresponde a fracdo de sélidos
suspensos totais que se perdem apos calcinacdo em mufla a 600 °C; para lodos
bioldgicos, a concentracdo de SSV é comumente relacionada a quantidade de biomassa
microbiana presente neste material (CHERNICARO, 2007).

4.3 Pré-tratamento do lodo anaerobico

4.3.1 Pré-tratamento acido

Com a finalidade de inibir a atividade dos microrganismos metanogénicos, foi
realizado um tratamento quimico &cido, no qual o pH do lodo anaerdbio in natura foi
ajustado para pH 2,0 utilizando uma solugdo de HCI 10 mol.L™. Foram utilizados
volumes de lodo que variaram de 200 a 1000 mL, dependendo do experimento, e este
foi mantido no pH &cido durante 60 minutos. Em seguida, o pH foi ajustado para 5,5
com solugdo de NaOH 5 mol.L™ para posterior uso na fermentagdo anaerébia (SA et al.,
2013).

4.3.2 Pré-tratamento térmico

Alternativamente ao tratamento &cido, conduziu-se um pré-tratamento térmico,
que consistiu na incubacéo do lodo anaerébio a 65 °C por meia hora (WANG ; WAN,
2008). Este pré-tratamento foi realizado em banho-maria, com uma curva de
aguecimento que durou cerca de 20 minutos. Os volumes de lodo que foram tratados em
cada batelada variaram de 200-1000 mL e, ap6s o tempo de incubagdo, o lodo foi
resfriado a temperatura ambiente, com seu pH ajustado para 5,5 para posterior iniciacdo
da digestéo anaerdbia.
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4.4. Condic0es gerais de digestdo anaerobia

Os experimentos de fermentagdo foram conduzidos em frascos tipo penicilina
com volume de 100 mL, contendo 45 mL de meio reacional composto pelo indculo pré-
tratado e pela fonte de carbono, podendo esta ser carboidrato padrdo, hidrolisado de
semente de acai (HSA) ou meio sintético similar ao HSA. Os frascos foram purgados
com gas N, durante 45s para garantir um ambiente anaerdbio. Todos 0s experimentos
foram realizados em um agitador rotativo a 35 °C e 160 rpm (SA et al., 2013) e
amostras de cerca de 2 mL foram coletadas e centrifugadas a 10000 rpm por 15 min e
filtradas para posterior analise de acidos organicos produzidos e consumo de substrato.
A Figura 12 mostra um esquema da producdo de hidrogénio bioldgico realizada neste
trabalho.

Ky}

Inéculo pré-tratado
(Com ou sem aclimatacao)

SR e ¥ Frasco de penicilina
i

100 mL
_@.—

‘/ Ajuste do pH 5,5

\ .

Purga com N,

Substrato — Meio
sintético e EEEaEE

mimetizando o HSA 45 mL meio
reac:onal
ou HSA :

i

35°C 160 rpm

Figura 12. Representagdo esquematica das condicdes utilizadas para producdo de hidrogénio através do

processo de fermentacdo anaerdbia.

4.4.1 Avaliacdo da manose como substrato para producéo de hidrogénio

O teste para avaliar se a manose seria um bom substrato para a producdo de
hidrogénio foi conduzido com 5 g.L™* de manose ou 5 g.L™* de glicose como controle
positivo. Foi utilizado o lote 1 do lodo pré-tratado com acido e foram utilizados 10.000
mg.L? de SSV e uma relacio de 0,53 DQOsupsirato/SSVinscuo. Para ambos 0s
substratos, a producdo acumulativa de H,, 0 consumo de substrato e a produgédo de

acidos organicos foram avaliados em 17 h, 21 h, 24 h e 26,5 h de producéo.
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4.3.2 Avaliacdo do potencial fermentativo do hidrolisado de semente de acai para
producéo de hidrogénio

A fim de verificar a possibilidade da producdo de H, a partir do hidrolisado
acido de semente de acai, foi conduzido um teste preliminar utilizando o hidrolisado
produzido por Medina e colaboradores (2016). Este hidrolisado foi diluido para uma
concentracéo inicial de 5 g.L™" de manose no meio reacional. Foi utilizado o primeiro
lote de lodo (lodo 1) padronizado para 10.000 mg.I"* SSV, portanto com uma relagéo de
0,53 DQOsupstrato/ SSVinscuto- A producdo acumulativa de Hp, o consumo de substrato e a

producdo de acidos organicos foram avaliados em 21 h e 24 h de producéo.

4.3.3 Comparacdo dos pré-tratamentos &cido e térmico do lodo anaerdébio em
relacdo ao tempo de aclimatacéo

A aclimatacdo do lodo anaerdbio apo6s tratamento acido ou térmico foi
conduzida a 35 °C em incubadora sem agitacdo em fracos com tampa fechada em
diversos tempos. Primeiramente, foi realizado um teste nos tempos de 17 h, 21 h, 24 he
26,5 h. Apos este teste, foi definido o pré-tratamento térmico como padréo para futuros
experimentos; portanto, foi feito para este pré-tratamento uma nova avaliacdo nos
tempos de 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 20 h,22 h, 24 h, 28 h e um teste controle sem pré-
tratamento. As fermentagdes apds o periodo de aclimatacdo foram conduzidas por 24h,
utilizando uma relacdo de 0,5 DQOsupstrate/ SSVinsculo €M UM meio sintético de

composicéo similar ao HSA com uma DQO igual a 5,333 gO..L ™"

4.3.4 Perfil cinético da producao de hidrogénio em meio sintético

Para avaliar o perfil cinético da fermentacéo, foi conduzida uma cinética até 30,5
h de producdo de hidrogénio utilizando meio sintético mimetizando o hidrolisado de
semente de acai. A fermentacdo foi conduzida com uma relacdo de 0,5 sendo, 5,333
g0,.L™" DQOsupstrato € 10,666 g.L ™ SSVinscuo.

4.3.5 Avaliacdo da influéncia da razdo DQOsypstrato/SSVinsculo SObDre o rendimento
em hidrogénio e o consumo de substrato

Para averiguar a melhor relagdo DQOsypstrate/ SSVinsculo, foram conduzidas
fermentacdes para producdo de hidrogénio apds o pré-tratamento térmico do indculo.
As proporgdes utilizadas geraram relagdes de 0,25, 0,5, 1 e 2, como pode ser observado
na Tabela 5. Foi utilizado como substrato uma solug@o de carboidratos mimetizando a

composi¢do do hidrolisado de semente de agai. A producdo de H, e o consumo de
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substrato foram avaliadas em 24 horas de fermentagdo. A proporcao 0,25* foi uma

variacdo de 0,25 onde foram utilizados o dobro tanto de DQO quanto de SSV.Tabela 5.

Proporcdes entre DQOgypstrato € SSVineculo Utilizadas neste trabalho

DQOsubstrato (gOz.L'l) SSVinéculo (Q-L-l) Relagéo
(DQOsubstrato/SSVinéculo)
2,665 10,666 0,25
5,333 10,666 0,5
1,066 10,666 1
2,132 10,666 2
2,665 21,332 0,25*

4.3.6 Perfil cinético da producdo de hidrogénio utilizando hidrolisado de semente
de acai como matéria-prima

Apbs a definicdo da melhor relacdo DQOgypstrato/SSVinsculo, de 0,25 com uma
SSVinseulo de 21,332 g.L!, foi realizada uma cinética utilizando o hidrolisado de

semente de acai para avaliar o perfil cinético da fermentacdo conduzida por 57h.

4.4 Producao sequencial de hidrogénio e metano

Foram realizadas bateladas de fermentacBes anaerObias sequenciais para
obtencédo de H,e CH,4. A etapa de producéo de hidrogénio foi conduzida por 21 h. Apos
a fermentacéo, o volume dos frascos de penicilina foi centrifugado, de forma a decantar
o0 meio fermentativo, e o sobrenadante deste processo, HPLW, foi reservado. O gas
produzido foi analisado por cromatografia gasosa. Para a producdo de CHj4, 0 meio
fermentativo foi composto de HPLW e in6culo in natura em uma proporcdo 1:1,
também em frascos de penicilina, porém com volume de 40 mL, devidamente purgados
com N e lacrados. O processo foi conduzido em pH 7 a 35 °C, condigGes 6timas para
bactérias metanogénicas, por 38 dias, em shaker (GARRITANO et al.,, 2017;
KRAEHENBUEHL et al., 2017).

4.5 Metodologia analitica

4.5.1 Cromatografia em fase gasosa

A andlise do biogds com relacdo ao teor de H, e CH, foi realizada por
cromatografia gasosa (CG). Neste trabalho, utilizou-se um micro-cromatédgrafo a gas
modelo 3000A da Agilent (Agilent Technologies), equipado com dois canais e um
detector de condutividade térmica (TCD). A aquisicéo e o tratamento dos dados foram

controlados pelo software Cerity QA-QC (Agilent Corporation). As colunas
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cromatogréficas utilizadas foram: HP-PLOT U (3 m x 0,32 mm x 30 um) ¢ HP-PLOT
Molecular sieve 5A (10 m x 0,32 mm x 12 pm) a temperatura de 60 °C e 100 °C,
respectivamente. A temperatura do injetor foi de 90 °C e a temperatura de entrada da
amostra foi de 110 °C. Os gases utilizados para arraste foram hélio e nitrogénio nas
colunas HP-PLOT U e HP-PLOT Molecular sieve 5 A, respectivamente.

4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para deteccdo de monossacarideos e &cidos graxos volateis, foram realizadas
analises de cromatografia liquida utilizando as colunas Aminex HPX-87H (para
manose, glicose e arabinose) em um fluxo de 0,6 ml/min de fase moével H,SO4 0,05M
com temperatura de 55 °C e Aminex HPX-87P (para glicose, xilose, galactose e
manose) em um fluxo de 0,6 ml/min de &gua ultrapura como fase mével e temperatura
de 80 °C. Os aclicares foram detectados por indice de refragdo e os acidos e demais
possiveis inibidores foram detectados através de detector UV em 210 nm de

absorbancia.

4.5.3 Cromatografia de troca i6bnica com deteccdo amperométrica de pulso

As andlises dos acucares (celobiose, glicose, xilose, galactose,
arabinose, sacarose, frutose, rhamnose e manose) foram também avaliadas no
equipamento lon Chromatography System 5000 (ICS-5000, Dionex Ltd., Canadd)
utilizando um sistema de HPAEC-PAD (High Performance Anion Exchange
Chromatography and Pulse Amperometric Detection). O software utilizado foi o
Chromeleon 6.8 (Dionex Ltd., Canada). O sistema de colunas utilizado foi composto
pela pré-coluna CarboPac PA1l (4 x 50 mm, Thermo Scientific Ltd., EUA) e coluna
analitica CarboPac PAL1l (4 x 250 mm, Thermo Scientific Ltd., EUA); ambas foram
mantidas a 15 °C. A fase movel utilizada foi agua deionizada (Milli-Q) grau reagente
tipo I (18 ou mais megaohm-cm de resistividade), descarbonatada e filtrada em filtro de
0,2 um, com fluxo de 1,25 mL por minuto; entre os tempos 42 min e 52 min de corrida,
a fase mdvel foi substituida por NaOH 300 mM. No pos-coluna, foi adicionada uma

solucéo de NaOH 450mM com fluxo de 0,4 mL por minuto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacdo do lodo anaeroébico

O lodo anaerdbio oriundo de estacdo de tratamento de esgoto é de fécil acesso,
grande abundancia e possui uma populacdo diversificada de microrganismos. Devido a
essas caracteristicas, este € um inoculo interessante para o processo de digestdo
anaerdbia, que vem sendo estudado por inimeros grupos de pesquisa devido ao seu
potencial na producdo de gas hidrogénio e também outros produtos, tais como metano e
acidos organicos volateis (ARGUN; DAO, 2017; AUSIELLO et al., 2017; EKER;
SARP, 2017; GARRITANO et al., 2017; HE; MCNUTT; YANG, 2017; MA; LI; SU,
2017).

Dependendo do momento da coleta, pode ocorrer certa variagdo na composicao
do lodo; portanto, uma padronizacdo adequada é imprescindivel para a reprodutibilidade
dos experimentos. Neste trabalho, foram utilizados trés lotes de lodo anaerdbio, que
foram caracterizados em funcdo dos seguintes parametros: pH, DQO, solidos suspensos
totais(SST), solidos suspensos fixos(SSF) e sélidos suspensos volateis (SSV), conforme
apresentado na Tabela 6. Os SSV foram utilizados para avaliar indiretamente a presenca

de biomassa microbiana presente no in6culo, como descrito na metodologia.

Tabela 6. Caracterizagdo dos parametros pH, DQO e SSV do lodo anaerébio oriundo de estacdo de

tratamento de esgoto.

Pardmetros Lodo 1 Lodo 2 Lodo 3
pH 7,28 7,38 7,32
DQO (g0,.LY) 71,640,2 60,4 +0,1 34,7 +0,5
Sélidos suspensos totais 98,3 +0,3 35,3+2,3 46,4 £1,3

(SST) (g.L7)

Sélidos suspensos fixos 60,3 £0,8 10,7 £1,5 18,5+0,7
(SSF) (g.L™)

Sélidos suspensos volateis 37,5+1,8 24,7 £1.4 27,9+0,7
(SSV) (g.L™
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5.2 Avaliacdo da manose padrao como substrato para producéo de hidrogénio
bioldgico via fermentagdo anaerdbia

Antes de iniciar o trabalho utilizando o hidrolisado proveniente da biomassa da
semente de acai, foram realizados testes preliminares utilizando manose padrdo como
substrato para avaliar a fermentabilidade deste carboidrato, pois poucos trabalhos
relataram a produgdo de gas hidrogénio utilizando manose como substrato e
especialmente utilizando uma cultura mista. Para uma avaliacdo comparativa, além da
producdo utilizando manose, foi conduzido paralelamente uma fermentacdo com glicose

padrdo (Figura 13).

2,5

M Glicose M Manose

1,5

0,5

Rendimento (mol,,/mol;e0s)

21
Tempo (h)

Figura 13. Produgdo de hidrogénio em meio sintético contendo glicose (azul) ou manose (vermelho) nos
tempos de 17, 21, 24 e 26,5 horas. A fermentacdo foi conduzida a 35 °C, 160 rpm e relagdo
DQOgupstrato! SSVinecuro de 0,5 utilizado-se o lodo 1.

Como pode-se observar, ambos os meios, contendo 5 g.L™ de glicose ou manose
padréo, apresentaram um rendimento similar acumulado em 21 horas, com producéo de
1,68 molya/molcarmoidrate € 1,66 MOlyo/MOlcarmoigrate, respectivamente. A melhor
produtividade de hidrogénio, em ambos os meios, foi de 0,08 moly,/(Molcarboidrato-N) €M
21 horas de producéo.

Este resultado corrobora outros estudos que relatam a manose como um
substrato potencial para a producdo de hidrogénio. Ren e colaboradores (2009)

relataram uma producéo de 2,62 Moly2/MOlmancse @ partir de 5 g.L'1 de manose utilizando
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uma cultura pura de Enterobacter aerogenes. Datar e colaboradores (2007), ao utilizar
uma cultura mista de microrganismos tratada termicamente a 105 °C por duas horas,
observaram uma producéo de 1,4 mol de gas de hidrogénio para cada mol de manose a
partir de uma concentracdo inicial de 3 g.L™, resultado similar ao encontrado no
presente trabalho. Adicionalmente, rendimentos semelhantes utilizando manose ou
glicose como substrato eram esperados, uma vez que a manose aflui pela via glicolitica,
tal como a glicose, mediante a acdo de duas enzimas: hexoquinase e fosfomanose
isomerase (HU et al., 2016). Primeiramente, a enzima hexoquinase (EC 2.7.1.1) fosforila
a manose, como ocorre com a glicose ou a frutose (JACINTO et al., 2004). Em seguida,
a enzima fosfomanose isomerase (EC 5.3.1.8) catalisa a isomerizacdo reversivel de
manose-6-fosfato a frutose-6-fosfato, viabilizando a entrada da manose na via glicolitica
(PRIVALLE, 2002).

Os resultados encontrados também indicam que o lodo anaerdbio coletado
estava funcional, possuindo microrganismos produtores de hidrogénio viaveis apds o
pré-tratamento &cido aplicado. Ambas as fermentagdes (com manose ou glicose como

substrato) atingiram 41% do rendimento tedrico maximo ja neste teste preliminar.

5.3 Avaliacdo do potencial fermentativo do hidrolisado de semente de acai para
producao de hidrogénio bioldgico

De forma a disponibilizar os carboidratos presentes na semente de acai para a
producdo de hidrogénio, esta deve ser tratada em etapa anterior a fermentacdo. Uma das
estratégias possiveis € a hidrolise com acido diluido, que € amplamente utilizada no
fracionamento de diversas biomassas (MUSSATTO; ROBERTO, 2004). O é&cido é
capaz de catalisar a quebra das ligacdes glicosidicas, liberando os mondémeros para que
estejam disponiveis para o processo de digestdo anaerobia. A eficiéncia deste tipo de
tratamento depende de fatores como razdo solido/liquido, concentracdo de acido,
temperatura e tempo (NEUREITER, 2002). A fracdo liquida obtida apds a hidrolise
acida da semente de agai é rica em manose, principal constituinte dessa biomassa.

Ap0s a confirmacdo da producdo de hidrogénio utilizando manose padrdo como
substrato, foi realizado um experimento preliminar utilizando hidrolisado de semente de
acai (HSA — lote 1) para avaliar a fermentabilidade deste hidrolisado, uma vez que o
mesmo possui uma coloracdo avermelhada intensa, que pode estar associada a extragao
de compostos antioxidantes. A fermentacdo foi conduzida por 21 horas, periodo que

resultou no melhor rendimento em meio sintético utilizando manose. O hidrolisado de
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semente de acai utilizado neste teste foi produzido em um estudo preliminar conduzido
em nosso laboratdrio (MEDINA, et al., 2016) e os carboidratos foram quantificados por

HPLC, como pode ser observado no quadro 2.

Quadro 2. Composicao dos carboidratos presentes no hidrolisado da semente de acai (lote 1) produzidos
por MEDINA e colaboradores (2016).

Componente | (g.L™)

Manose 103,33

Glicose 5,45
Arabinose 2,8

Xilose 7,85
Galactose 0,21

O hidrolisado foi diluido para uma concentraco inicial de 5 g.L™ de manose.
Como pode ser observado na Figura 14, a fermentacdo do hidrolisado diluido resultou
em um rendimento de 1,76 moly/MOlcamoigrate @P0S 21 h de fermentacdo, com
produtividade de 0,084 moly,/(MOlcarhoidrato-n). Comparando-se estes resultados com
aqueles obtidos em meio sintético, foi observado que a fermentacdo do HSA resultou
em um rendimento estatisticamente similar ao dos processos contendo apenas manose

ou glicose.
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Figura 14. Rendimento de hidrogénio a partir de HSA (verde — lote 1), manose padrdo (vermelho) e
glicose padrdo (azul). As produtividades obtidas em cada uma das fermentacdes estdo apresentadas em
vermelho no topo das colunas. Estes testes foram realizados por 21h, a 35 °C, 160 rpm e relagdo

DQOgupstrato! SSVineculo de 0,53, utilizando-se o lote 1 de lodo anaerébio.

Este dado é importante, pois indica que o hidrolisado de semente de acai néo
apresentou componentes que atuassem significativamente como inibidores. Esses
poderiam ser &cidos e compostos fendlicos, que podem ser produzidos durante o
processo de hidrélise acida (SIQUEIRA; REGINATTO, 2015), ou pigmentos
(LICHTENTHALER et al., 2005) e compostos antioxidantes, como polifendis totais,
taninos e antocianinas (FELSSNER et al., 2015), que fazem parte da composicdo da
semente de acai. Esses Gltimos podem estar presentes em concentracdes significativas,
como pode ser observado pela cor avermelhada do hidrolisado (MARCO et al., 2008).
Desta forma, reforca-se a ideia de utilizar este material abundante e sem valor comercial

para producao de Hs.
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Figura 15. Imagens obtidas durante este trabalho: A) Hidrolisado &cido de semente de agai; B) Semente
de acai in natura; C) Semente de acai em corte transversal.

O consumo de manose e a producdo de acidos organicos volateis durante o
processo podem ser observados na Tabela 7. Quando o HSA foi utilizado, houve
consumo de apenas 52% da manose inicial, similarmente ao que foi observado quando a
manose comercial foi utilizada. Tal fato indicou a necessidade de um melhoramento no
processo para evitar desperdicios consideraveis do substrato presente no meio de
cultura. Como esperado, houve a formacdo dos &cidos acético e butirico, que sdo
subprodutos comuns durante a digestdo anaerdbia. Esses acidos volateis sdo bem
conhecidos por serem gerados durante a producdo de gas hidrogénio; todavia, 0s
mesmos podem causar inibicdo do processo fermentativo (CIRANNA et al., 2014).
Possivelmente, estes subprodutos podem acarretar um desvio da producdo de Ho,

gerando desperdicio neste processo.

Tabela 7. Consumo de manose, producdo de acido acético e producéo de &cido butirico nos tempos de 0,
21 e 24 horas de producdo utilizando-se manose padrdo ou HSA como substrato.

Meio contendo manose Meio contendo HSA
Tempo Manose HACc HBut Manose HAC HBut
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
Oh 4,81 0 0 4,84 0 0

21h 2,76 +0,07 0,73+0,01 019+0,02 253+0,04 088+002 0,91+0,02
24h 2,10+0,03 080+012 039+0,10 220+0,20 095+0,04 1,00=0,04
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5.4 Hidrolise da semente de acai e caracterizacdo do hidrolisado obtido (HSA) —
Obtencéao do lote 2 de HSA

Apesar da quantidade significativa de carboidratos presentes no HSA utilizado
no experimento preliminar apresentado no item 5.3, as condic¢des de hidrdlise utilizadas
foram mais severas, consistindo de um longo tempo de residéncia em autoclave (93
min), 0 que geraria um aumento significativo nos custos globais do processo e poderia
também aumentar a formacao de inibidores.

Desse modo, para a continuidade desse estudo, o hidrolisado de semente de agai
foi produzido com base no trabalho de Silva e colaboradores (2017), que realizaram um
estudo de avaliacdo de diversas condicGes de hidrolise acida da semente de Euterpe
oleracea. Observou-se que a melhor condicdo para a liberacdo de manose e outros
carboidratos presentes na semente de acai (rendimento de 28,57%) foi com 3,0% H,SO,4
e um tempo de residéncia de 60 minutos em autoclave vertical a 121 °C. Apesar de
outras condigOes resultarem em rendimentos similares, a condi¢do destacada foi a
menos severa, sendo considerada entdo a condicdo mais adequada de tratamento, dentre
as avaliadas, para recuperacdo de agucares (SILVA et al., 2017).

Apbs a hidrolise, foi realizada a identificacdo e quantificacdo dos carboidratos,
acidos e produtos de degradacdo de acgucares e da lignina presentes no hidrolisado da
semente de agai, como pode ser observado na Tabela 8. Estes produtos sdo potenciais
inibidores para a producdo de H, (MONLAU et al., 2014; QUEMENEUR et al., 2012;
SIQUEIRA; REGINATTO, 2015).
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Tabela 8. Caracterizacdo do hidrolisado de semente de agai produzido por cromatografia de troca de
ibnica para os carboidratos e por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacdo de acidos e
produtos de degradagéo de agucares e lignina (n.d. - ndo detectado).

Componente (g.L™M
Arabinose 1,49
Rhamnose 0,56
Galactose 3,45
Carboidratos Glicose 2,35
Xilose 3,66
Manose 39,92
Celobiose 0,20
Total 51,63
Componente (ppm)
Acido gélico n.d.
5-HMF 78,57
Furfural n.d.
di;iilé;ségee hidroi}(;sﬁzoico 62,27
acidos Vanilina n.d.
Acido ferdlico n.d.
Acido cinamico n.d.
Acido acético n.d.
Acido formico n.a.
Acido levulinico n.a.

O principal carboidrato encontrado no hidrolisado foi a manose, representando
77,4% dos carboidratos totais, similarmente ao relatado por Rambo e colaboradores
(2015), que encontraram 79,2% de manose na composi¢do de carboidratos no
hidrolisado de semente de acai e 2,3% de outros aclcares (glicose, xilose, arabinose
ramnose, galactose). Além de glicose e manose, a hexose galactose e as pentoses xilose
e arabinose também sdo substratos conhecidos para a producdo de gas hidrogénio
(DANKO et al., 2008; DE SA, et al., 2013; XIA et al., 2016); contudo, estes aguicares
estdo presentes em quantidades minoritarias no HSA.

A composicdo do hidrolisado se mostra interessante por ser diferente de
hidrolisados de biomassas lignocelulésicas classicas, que podem apresentar diversos
compostos resultantes da decomposicdo da lignina, como acido valinico, siringaldeido,
além de outros compostos fenolicos com potencial inibitério (ZHAO; CHENG; LIU,
2009). No presente trabalho, somente foi identificado e quantificado o acido

hidroxibenzdico, que pode apresentar acdo inibitdria para producdo de H, mais
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significativa do que furanos como o HMF e o furfural. Porém, Siqueira e Reginato
(2015) avaliaram a inibicdo na producéo de H, por acido hidroxibenzoico e verificaram
inibicdo significativa somente a partir de 150 mg/L e um ICso em 380 mg/L, valor
significativamente abaixo do encontrado no hidrolisado, de 62,27 mg/L.

Adicionalmente, foi encontrado no HSA o composto 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF), que € derivado da desidratacdo das hexoses que estdo presentes no hidrolisado
de semente de acai (LIU, Z. L. et al., 2004). A maioria dos estudos relata que a
concentracdo minima desses compostos para inibicdo da producdo de H, estd na faixa
de 250 a 1000 mg/L (MONLAU et al., 2014; QUEMENEUR et al., 2012), superior a
encontrada no hidrolisado, de 78,57 mg/L. E conhecido que, devido & instabilidade de
5-HMF, este pode formar os &cidos levulinico e formico (DANON, et al., 2013), porém
esses compostos ndo foram identificados.

O é&cido acético € um produto comum de hidrolisados de biomassa devido a
hidrélise do grupamento acetil presente na hemicelulose (JONSSON; MARTIN, 2016);
a auséncia deste composto pode indicar que a semente de acai ndo possui acetilagdes. A
concentracdo reduzida de diversos compostos inibitérios tradicionalmente encontrados
em hidrolisados &cidos de biomassas tornam o HSA ainda mais interessante para a
producéo de H,.

5.5 Comparacdo dos pré-tratamentos acido e térmico do lodo anaerdbio em meio
sintético: efeito do tempo de aclimatacéo

Os experimentos preliminares realizados neste estudo utilizaram um inéculo pré-
tratado com acido. Apesar de o pré-tratamento acido do indculo se mostrar interessante
para a producdo de Hy, foi realizado um teste de produgdo utilizando o pre-tratamento
térmico, que é um dos mais reportados na literatura (BAGHCHEHSARAEE et al.,
2008; WONG; WU; JUAN, 2014) Wang e Wan (2008) realizaram testes de producéo
de H,, a partir de glicose como fonte de carbono, utilizando cinco tipos de pré-
tratamentos para o lodo (&cido, base, choque térmico, aeracdo e cloroférmio). Os
autores obtiveram o0s melhores resultados com o pré-tratamento térmico, tanto em
producdo maxima de H, quanto em produtividade, rendimento de H; e eficiéncia de
degradacdo de substrato (WANG ; WAN, 2008),

As condices selecionadas para ambos os tratamentos foram baseadas em
estudos prévios (SA, et al., 2011), e os ensaios foram realizados com o segundo lote de

lodo (lodo 2) e avaliados em relagdo a diferentes tempos de aclimatacdo a 35 °C sem
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agitacdo. A aclimatacdo do lodo anaerébio € um fator importante a ser avaliado, pois
uma quantidade consideravel de microrganismos é eliminada ap6s o pré-tratamento;
portanto, essa pratica pode favorecer a reproducdo de organismos produtores de
hidrogénio, que sdo predominantes apos o pré-tratamento (LAI et al., 2014; NASR et
al., 2011; OZKAN, et al., 2010).

Como pode ser observado na Figura 16, ambos os pré-tratamentos resultaram
em um rendimento de 1,87 moly2/MOlcarboidrate €M 24 h de fermentacdo; porém, apds o
pré-tratamento acido, houve a necessidade de aclimatagdo do lodo por 20 h a 35 °C,
enquanto o lodo submetido ao tratamento térmico pode ser utilizado logo apds o pré-
tratamento. Provavelmente, o pré-tratamento térmico foi mais brando em relacdo ao pré-
tratamento &cido testado ou apresentou uma maior especificidade para eliminacdo de
microrganismos consumidores de Hs.

A auséncia da necessidade de aclimatacdo motivou a utilizagdo do pré-
tratamento térmico para a continuidade dos experimentos fermentativos ao longo deste
trabalho, otimizando o tempo global de producdo. Desta forma, pode-se evitar a
necessidade de uma aclimatacdo e evita-se custo global ao processo de digestdo
anaerdbia. Adicionalmente, o pré-tratamento térmico possui a vantagem de ndo produzir
sais, tal como ocorre ao final do pré-tratamento acido, que necessita uma correcao de
pH com adicdo de base antes do inicio da fermentacdo. Estes sais podem aumentar a
osmolaridade do sistema sendo potencialmente um causador de inibicdo na digestdo

anaerobia.

70



M Trat. acido (pH 2,0 C; 60min) ™ Trat. térmico (pH 65 C; 30min)

I
g T
O T T T
Oh 2h 8h 20h

Tempo de aclimatagdo (h)

‘I—‘
w
1

carboidrato)

Rendimento de H, (mol H,/mol
o
w

Figura 16. Avaliacdo dos pré-tratamentos acido (azul) e térmico (vermelho) em diferentes tempos de
aclimatacdo utilizando meio sintético como substrato. A fermentacdo para avaliagdo da aclimatagéo foi
conduzida por 24 h a 35 °C, 160 rpm e relagdo DQOsupstrato/ SSVinseuto d€ 0,5.

E importante ressaltar que este resultado é valido apenas para as condicdes de
pré-tratamento utilizadas, pois um pré-tratamento &cido mais brando, por exemplo,
poderia gerar resultados diferenciados, existindo ainda uma gama de condicGes a serem
exploradas em ambos 0s pré-tratamentos.

Diversos estudos tém utilizado razGes de tempo e temperatura variadas para o
pré-tratamento do lodo. No entanto, de acordo com Li e colaboradores (2007), é
impossivel definir uma condicdo 6tima de temperatura e duracdo do tratamento térmico,
pois existe uma variacdo em cada indculo em caso de culturas mistas. Lin et al. (2012)
submeteram uma cultura acidogénica a um tratamento térmico com quatro temperaturas
diferentes. Os tratamentos térmicos a 50 e 60 °C ndo foram eficientes para aumentar o
desempenho da cultura mista na producdo de H,. Porém, os tratamentos térmicos a 70 e
80 °C aumentaram significativamente o contetido de H, no biogés. Segundo os autores,
os tratamentos térmicos a 70 e 80 °C foram efetivos na eliminacdo de bactérias ndo
produtoras de H, e possibilitaram um répido reestabelecimento das populagdes
acidogénicas (LIN, et al., 2012). Adicionalmente, Wong e colaboradores (2016)
realizaram um pré-tratamento térmico em autoclave a 100 °C, por 15-30 min e
alcancaram altos rendimentos de hidrogénio (WONG; WU; JUAN, 2014; XIA et al.,
2016).
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Zinatizadeh e colaboradores (2017) buscaram explicar a eficiéncia do tratamento
térmico, mostrando que esse pré-tratamento apresenta efeitos significativos nas
caracteristicas morfoldgicas e estruturais dos granulos do lodo anaerdbio., enquanto
que os granulos quimicamente pré-tratados permaneceram estruturalmente estaveis e
relativamente intactos. Neste estudo, o pré-tratamento térmico aumentou a producgdo
cumulativa de hidrogénio em 40% em relagdo ao pré-tratamento quimico e em 76% em
relacdo ao controle nao tratado (ZINATIZADEH et al., 2017).

Apds a escolha do pré-tratamento térmico como método a ser utilizado, foi
realizado um novo experimento em uma faixa mais ampla de tempos de aclimatacédo a
35 °C para uma andlise mais detalhada do processo e para entender melhor como seria o
perfil da producdo em relacdo ao tempo de aclimatacdo. Adicionalmente, uma

fermentacdo com o lodo in natura foi conduzida como controle.
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Figura 17. Rendimentos de hidrogénio obtidos ap6s diferentes tempos de aclimatacdo do lodo pré-tratado
termicamente. * p > 0,05, **p < 0,05, *** p < 0,01 A producio foi conduzida por 24 h, a 35 °C, 160

rpm e relagcdo DQOgysstrato/ SSVinsculo de 0,5 em meio sintético.

N&o houve uma diferenca significativa entre os rendimentos de H, obtidos com
lodos aclimatados nos periodos de 0, 2, 8, 20 e 22h de aclimatagdo, porém apds 24h de
aclimatacdo foi observado uma reducdo no rendimento de H, estatisticamente
significativo. Portanto, foram quantificados também o consumo de manose e a producao

de &cidos organicos apos trés diferentes tempos de aclimatacdo de forma a melhor
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analisar os resultados obtidos (Tabela 9). Nem todas as condigdes analisadas
apresentaram resultados similares e em relagdo ao tempo de aclimatacéo, contudo, néo
foi necessario uma aclimatacdo do lodo anaerobio ap0s o pré-tratamento térmico e que
houve estabilidade ap6s o pré-tratamento, diferentemente do observado no pre-

tratamento acido.

Tabela 9. Comparacéo entre producédo de hidrogénio no lodo anaerébio aclimatado por 0, 6 e 24 horas a
35 °C ap0s pré-tratamento térmico

Tempo de Producéo de Consumo de Producédo de Ac.  Producédo de Ac.
aclimatagéo hidrogénio manose (%) Acético (g.L™) Butirico (g.L™)
(horas) (molH,/molcgep)
0 1,78 + 0,08 4557+29 0,42 +0,01 0,55 + 0,06
6 1,76 £ 0,02 49,84 + 3,04 0,44 £ 0,01 0,47 £ 0,07
24 1,64 +£0,02 44,04 + 3,52 0,26 + 0,02 0,47 £ 0,04

Foi confirmada também a importancia do pré-tratamento para a producéo de Hy,
uma vez que o lodo tratado apresentou cerca de 30% de aumento no rendimento
acumulado de H; em relacdo ao lodo in natura. No entanto, Luo et al. (2010) alertam
para 0s riscos em se extrapolar o aumento da producdo de H, por cultura mista pré-
tratada, observado em testes em batelada, para o processo continuo, operado por longos
periodos. Os autores aplicaram diferentes pré-tratamentos em lodo anaerdbio,
verificando em seguida que o mais eficiente na producdo de gas hidrogénio foi o
tratamento a 60 °C. Ap0s a primeira etapa realizada em batelada, os biorreatores foram
operados em modo continuo por 3 dias. Durante o estado estacionario de operagdo
desses biorreatores, foi observado que o lodo anaerdbio, sem qualquer tipo de pré-
tratamento, exibiu a maior producao de H,, contradizendo relatos anteriores de que pré-
tratamentos do indculo melhoram significativamente a produgdo de H, (LUO et al.,
2010).
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5.6 Perfil cinético da producdo de hidrogénio em meio sintético apds pre-
tratamento térmico do inoculo

Para conhecer o perfil fermentativo, uma cinética de producao de hidrogénio foi
acompanhada e esta apresentada na Figura 18. Além da producéo de H,, foram também
avaliados o consumo de substrato e producdo dos acidos acético e butirico a partir de
carboidratos padrdo em concentra¢cdes que mimetizam o HSA proveniente do pré-
tratamento acido com H,SO, diluido a 3%.

A producdo de H; iniciou-se entre 6 e 14 h de fermentacéo, estendendo-se até 28
h de producdo. Neste ensaio, atingiu-se um rendimento de 1,78 moly2/molcarhoidrato €M
24 h de producéo, o que é compativel com os experimentos anteriores; porém, o melhor
rendimento observado foi em 28h de producdo com 2,06 moly2/Molcarboigrato, € @ Melhor
produtividade foi de 0,0771 moly2/(MOlcarboidrato.N) €M 26 h de producéo.

Em 24h de producéo, foi observada uma razdo molar de 0,77 de HAc/HBut.
Diversos autores sugerem a razdo molar de acético e butirico (HAc/HBut) como
indicador quantitativo para o rendimento de Hy; tal fato pode ser associado as vias
metabdlicas microbianas (SA et al., 2011, SA et al., 2013; HAWKES et al., 2007;
KIM; HAN; SHIN, 2006). S& e colaboradores (2013) correlacionaram producdes mais
altas de H, com o aumento da relagdo HAc/HBU, verificando que, quando o in6culo pre-
tratado (tratamento alcalino e térmico) foi comparado ao indculo sem pré-tratamento,
houve uma maior producdo de H, e uma maior uma maior razdo de HAc/HBuU no
indculo tratado (SA, et al., 2013). Contudo, Guo e colaboradores (2013) mostram, em
um estudo realizado com substrato lignoceluldsicos, que esta proporcdo pode nao dar
uma boa indicacdo, particularmente em testes em batelada onde a atividade
homoacetogénica prevalece (GUO et al., 2013). Por exemplo, organismos pertencentes
ao género Clostridium (ex. C. aceticum) podem reduzir o rendimento de H, por
conversdao de H, e CO, em 4cido acetico, ou ainda pela conversdo de hexoses
diretamente em &cido acético (HAWKES et al., 2007; KIM et al.,2006).
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Figura 18. Cinética de producéo de hidrogénio, acido acético, acido butirico e consumo de manose em
meio sintético mimetizado a composig¢ao de aclcares do hidrolisado de semente de acai em até 30 horas
de produgéo, 35 °C, 160 rpm e relagdo DQOgypstrat/SSVingeuto de 0,5.

5.7. Avaliacdo da influéncia da razdo DQOsypstrato/SSVinsculo SObre 0 rendimento em
hidrogénio e o consumo de substrato
Como apresentado anteriormente, o controle da proporgéo entre o substrato e a
carga de microrganismos inicial é importante para melhorar a producdo de H, por
digestdo anaerobia. Para cada concentracdo de biomassa, existe uma faixa adequada de
substrato que varia com a natureza e atividade da cultura de microrganismos. Por isto,
estes estudos devem ser realizados, individualmente, para cada cultura mista.
Com base neste fundamento, foi avaliada a influéncia de diferentes razGes entre
a demanda quimica de oxigénio do substrato (DQOsusstrato) € @ concentragdo de solidos

suspensos volateis do indculo (SSVinsculo), conforme apresentado na Figura 19.
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Figura 19. Rendimento de H, e consumo de manose em diferentes relagdes DQO/SSV em 24 h de
producdo acumulada. Os frascos foram incubados em agitador orbital a 35 °C, a 160 rpm, utilizando-se
carboidratos nas concentracdes 0,25, 5, 10 e 20 g.L ™" e 10,66 g.L™" SSVinseue Na condicéo 0,25*, foram
utilizados 5 g.L™ de carboidratos totais e 21,33 g.L™ SSVinscuio -

A relacio de 0,25 com 10,666 g.L™ de SSVinseulo resultou no melhor rendimento,
de 2,32 moly2/molcaroidgrato; @ mesma relacao, porém com o dobro de indculo e substrato
iniciais, apresentou um rendimento préximo, de 2,01 moly2/mOlcarhoidrato- A reducdo da
razdo de 0,5, utilizada nos experimentos anteriores, para 0,25 resultou em um aumento
do rendimento em 40%. J& 0 aumento dessa razdo para 1 e 2 resultou em uma reducéao
na conversao de carboidratos em hidrogénio de 40% e 70%, respectivamente.

Em relacdo ao consumo de manose, houve um aumento do consumo percentual com a
reducdo da razdo de substrato e in6culo. Quando analisado a quantidade absoluta de H,
produzida pela quantidade absoluta de manose consumida, foram obtidos rendimentos
de 3,39, 3,30, 2,22, 1,42 e 2,56 moly2/molcamoigrato para as condicoes de 0,25, 0,5, 1, 2, e
0,25* DQOgypstrate/ SSVinscuto, respectivamente. Apesar de o melhor rendimento em
relacdo ao substrato consumido ter sido alcancado com a razéo de 0,5, essa condicao
apresentou um consumo de manose de apenas 47% da concentragéo inicial. A razdo de
0,25 apresentou rendimento similar com um maior consumo percentual de manose, de

69,9%. A mesma razdo de 0,25, porém com o dobro de substrato e indculo, resultou em
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um aumento ainda maior no consumo de manose, atingindo 79,5%, possivelmente
devido a maior quantidade de substrato e de microrganismos para a realizacdo da
fermentacdo anaerdbia com maior eficiéncia. Adicionalmente, essa condi¢do permitiu
uma fermentacdo sem praticamente nenhuma diluicdo do meio reacional, utilizando-se
somente o lodo apds o pré-tratamento e 0 meio sintético com a mesma composi¢éo do
hidrolisado de semente de acai, 0 que pode ter influenciado positivamente o processo.
Para as condicdes estudadas, foram também analisadas as producgdes totais de
hidrogénio e de &cidos organicos, apresentadas na Tabela 10. Pode-se observar que a
relacdo DQOsubstrat/SSVinseuto de 0,25% com 5 g.L™? de carboidrato e 21,33 g.L™
SSVinsculo apresentou a maior producdo bruta de H,, de 2,55 mmol. Relagbes maiores
que 0,25 DQOsgybstrato/ SSVinsculo resultaram também em  alta producéo, entre 2,09 e 2,50
mmol, porém com baixos rendimentos e baixo consumo de substrato, indicando que nao

seriam recomendadas para 0 processo.

Tabela 10. Avaliacdo da produgdo de hidrogénio, acido acético, &cido butirico e manose residual em
variadas relaces DQO/SSV em 24 h de producdo acumulada de H,. Os frascos foram incubados em
shaker a 35 °C, a 160 rpm, utilizando-se 10,66 g.L™ SSV inéculo e carboidratos nas concentragdes 2,5, 5,
10 e 20 g.L" para obtencéo das diferentes relagdes. Na condicdo 0,25*, utilizou-se 21,33 g.L™ SSV

inéculo e 5 g.L™ de carboidratos totais.

*x

DQOsubstrato/ SSVinseulo H, HAC HBut Manose inicial ~ Manose final
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol)
0,25 1,48 +0,12 0,18 +0,01 0,16 + 0,02 0,54 0,17 £ 0,02
0,5 2,09+0,03 0,19+0,01 0,24 £ 0,02 1,07 0,58 £ 0,03
1 2,50+0,08 0,35+0,03 0,49+0,03 2,15 1,3+0,13
2 2,50+0,05 041+004 0,65+0,044 4,31 3,10 £0,31
0,25* 2,55+0,07 0,42+0,003 0,55%0,01 1,07 0,22 + 0,009

**HACc, acido acético; *** HBut, acido butirico

Apesar dos resultados obtidos, uma comparacéo equitativa com a literatura
baseada na relacdo DQOsypstrate/ SSVineculo N0 € possivel devido as diferencas no
substrato, no modo de alimentacdo, no caso de sistema continuo (LIU et al., 2000) e
também na composi¢cdo do in6culo. Portanto, a comparacdo do desempenho da
producdo de hidrogénio com base apenas na relacdo DQOsypstrate/ SSVinsculo NA0 €

interessante, podendo ser melhor empregada para fermentacbes conduzidas em
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condicdes semelhantes (ARGUN; DAO, 2017). Por exemplo, Nasr et al. (2011)
estudaram a producdo de H; a partir de vinhaca, comparando dois tipos de lodos, ADS
(lodo de digestor anaerébio) e AADS (lodo de digestor anaerdbio aclimatado). Os
autores relataram que a razdo substrato/biomassa experimental 6tima de foi de 1-2 g
DQO/SSV, usando o ADS, e 3-6 g DQO/gSSV, usando o AADS. A velocidade de
producdo de H,, na segunda condicdo (AADS) foi 3,5 vezes maior que a primeira
condicdo (ADS). Em relacdo a influéncia do tipo de substrato, Kim e Kim (2012)
estudaram varias fontes de carbono, incluindo xilose, glicose, galactose, sacarose,
celobiose e amido para fermentacdo anaerobia, sob condi¢des termofilicas (60 °C). Os
autores concluiram que os rendimentos de H, em ordem crescente foram: sacarose
(3,17) > galactose (3,07) > glicose (3,01) > celobiose (2,45) > amido (2,08) > xilose
(1,77 mol po/molhexose). Embora os acidos acético e butirico sejam os metabolitos
principais, o acido latico foi detectado na fermentacdo da xilose, celobiose e amido, que
tiveram baixa produgdo de H,. Os autores concluiram que as fontes de carbono podem
conduzir a vias metabdlicas diferentes (KIM; KIM, 2012). Portanto, dependendo da
origem do lodo anaerdbio e dos substratos disponiveis, pode ocorrer grande variacdo da
melhor relagdo entre a concentracdo desses. Alguns exemplos podem ser observados na
Tabela 11.

Um estudo detalhado, considerando a composi¢cdo do indculo e dos diversos
residuos, proporcionaria uma compreensdo e uma compara¢do mais abrangentes que

poderiam ser feitas em trabalhos futuros.
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Tabela 11. Comparacao entre diversas relacées DQOgypstrate/ SSVinsculo €NCONtradas na literatura para
producédo de H,,

Substrato Inéculo (DQOI/SSV) Rendimento Produtividade Referéncia
Trigo Lodo anaerdbio 8 57,1mLH/g amido 7,76 mLH,h (ARCZS(L){)Iglagt al.,
Soro de queijo Lodo anaerébio 12,19 1,5 molH,/molgicose 3,45 mLH,/h (KARGI, 2012)
Acucar de beterraba Lodo anaerébio 10,25 3,2 molH,/molgjicose 84 mLH,/h (DHAR et al., 2015)
Agua residual da
S . (WICHER et al.,
indUstria de Lodo anaerébio 0,357 306 ml/gVsS 99 mL H.,/Lh 2013)
laticinio
Residuo da Lodo anaerébio
o 1-2 1,41 molH,/mol 4 16,8 mLH,/h (NASR et al., 2011)
industria de etanol (ADS)
Residuo da Lodo anaerébio
o 4-6 3,2 molH,/mol ap 57,9 mLH,/h (NASR et al., 2011)
industria de etanol (AADS)
Residuo de polpa
de pé Lod 6bi 111g ST/ 12827 28,7 mLH,/h (ARGUI: DAO,
e péssego odo anaerobio i 7 m
p g g J biomass mLHZ/gCOT* 2 2017)
Residuo de polpa 0.93 (ARGUN; ONARAN,
de péssego Lodo anaerébio 8 ’ 1,54 mLH,/h 2016)
mMolH,/molgjicose
Hidrolisado de
] " 1.83 mol Hy/mol (AKOBI etal., ;
lignocelulose Lodo anaeroébio 4 T e
e .- sugar 2016)
sintético
HSA Lodo anaerébio 0,25 2,23 molH,/mol . 4,01 mLHy/h Este trabalho

*Carbono organico total, carb: carboidrato

5.8 Cinética de producéo de H, a partir do hidrolisado de semente de acai

Utilizando a melhor relacdo DQOsypstrate/ SSVineculo determinada anteriormente,

de 0,25 com 21,33 g.L'1 de SSVinsculo, foi realizada uma cinética de producédo de H,a

partir do hidrolisado acido de semente de acai produzido no presente trabalho (HSA —

lote 2), conforme apresentado na Figura 20. O resultado foi compativel ao encontrado

no meio que mimetizava a concentracdo de agucares do hidrolisado da semente de acai,

indicando que os componentes gerados durante a hidrolise acida com H,SO, nao

apresentaram interferéncia significativa na producéo.
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Figura 20. Cinética de producdo de hidrogénio, acido acético, acido butirico e consumo de manose em
hidrolisado de semente de acai em 160 rpm, 35 °C e 0,25 DQOgypstrato/ SSVinseuto.

A produgéo de hidrogénio se iniciou em 7 h de fermentagéo, juntamente com a
geracdo de acidos organicos volateis, terminando ap6s 20,5 h de fermentacdo. Durante
esse periodo, 65,90% da manose foi consumida, ocorrendo 0 consumo posterior de até
92% da manose, porém apenas com producdo de &cidos organicos e sem geragdo
concomitante de hidrogénio. Tal fato se deve possivelmente a presenca dos &cidos
organicos volateis, que foram produzidos ao longo do processo.

O melhor rendimento foi obtido em 20,5 horas de producéo, equivalente a 2,23
MOl /MOl caroigrato- NeESte tempo, foi observado uma razdo molar de HAc/HBut de 0,77,
similarmente a encontrada na fermentacdo em meio sintético. A melhor produtividade,
no entanto, foi de 0,14 moly,/(MOlcarboidrato-n) €M 15 horas, superior a observada com o
meio sintético, de 0,0771 moly2/(MOlcarboidrato.N) €M 26 h de producéo.

A producédo dos acidos organicos acético e butirico ocorreu conforme esperado,
atingindo concentracdes maximas de 1,68 g.L.™* e 1,70 g.L™ em 51 h, respectivamente.
Foi observada também a producdo de &cido férmico, atingindo um méximo de 0,45 g.L"

! em 51 h de fermentagdo. A presenca de 4cido férmico ndo havia sido observada em
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experimentos anteriores; porem, sabe-se que, em contraste ao que ocorre com 0 género
Clostridium, organismos anaerobios facultativos, tal como aos pertencentes ao género
Enterobacteriaceae, podem metabolizar o piruvato a acido férmico e outros produtos
(Figura 21, Eq.1 e 2). No entanto, em condic¢des anaerobicas, o acido férmico pode ser
degradado a hidrogénio e dioxido de carbono, conforme a reagdo 3 representada na
Figura 21 (LEE et al., 2011).

(Eq. 1) CH_O_+2NAD'> 2CH COCOOH + NADH +2H_

(EQ.2) CH COCOOH - CH COCoA +HCOOH

Figura 21. Estequiometria das reacdes envolvidas na producdo de acido férmico.

Fan e colaboradores (2016) verificaram um aumento no rendimento total de
H, & medida que a quantidade de &cido formico aumentava durante a fermentacdo. Foi
observado um aumento significativo do rendimento de hidrogénio, de 0,16 para 10,07
mol/(kg de matéria organica) com a formacdo de 6% de acido férmico ao longo da
fermentacdo. Os resultados indicaram que esse acido atuou como um agente de hidrolise
acida, facilitando a degradagdo dos carboidratos e inibindo sua polimerizacdo (FAN et
al., 2016).

Panagiotopoulos e colaboradores (2011) também verificaram que o &cido
formico, em uma concentracdo de até 5 g.L™*, aumentou o rendimento de H, em relacéo
aos carboidratos presentes. Os autores relataram que uma parte do acido férmico
poderia ser utilizado como substrato para a producdo de H, (PANAGIOTOPOULOS et
al., 2011). Posteriormente, Kumar e colaboradores (2014) verificaram que a taxa de
producdo de H, e o rendimento cairam abaixo de 50% na presenca de 20 g.L™* de 4cido
férmico. Em contrapartida, a producdo cumulativa de H, aumentou de 233 mL, no
experimento controle, para 238 e 269 mL na presenca de 3 e 10 g.L™* de 4cido férmico,
respectivamente (KUMAR et al., 2014).

Como pode ser observado na Tabela 12, o rendimento de H, a partir de HSA foi
compativel aos descritos pela literatura para outras biomassas, incluindo os obtidos a
partir de carboidratos simples. Desta forma, ressalta-se a importancia da biomassa de
semente de acai para a fermentacdo anaerobia e pode-se concluir que ndo h4, de fato,
uma inibicdo significativa exercida pelos componentes formados apés a hidrélise desta

biomassa.
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Tabela 12. Comparacéo dos resultados da producéo de hidrogénio deste trabalho e outros estudos.

Biomassa

Rendimento

Referéncia

Residuo de milho
Residuo da indUstria de cerveja
Polpa de beterraba
Citrus limetta
Palha de milho
Espiga de milho
Palha de milho
Grama

Grama

Residuo de cogumelo
Oleo de palma
Folhas de dlamo
Palha de arroz
Palha de soja
Bagaco de cana-de-agUcar
Bagaco de sorgo sacarino
Residuo de tofu
Palha de trigo
Resido de alimentos
Soro de queijo
Acucar de beterraba

Residuo da indUstria de etanol

Residuo da industria de etanol
(lodo aclimatado)

Residuo de polpa de péssego

Hidrolisado sintético de
lignocelulose

Galactose
Frutose
Glicose
Manose

HSA

346 mL H,/g TVS

53,03 mL H,/g peso seco

115,6 mL H,/g DQO
3,59 mol H,/kg DQO
3305 mL H,/L meio
107,9 mL Hy/g TVS
209,8 mL H,/g SVT
72,21 mL H,/g

4,9 mol H,/g TS

2,52 mol Hy/g DQO
0,71 mol H,/mol agucar
44,92 mL H,/g seca
0,76 mol H,/mol xilose
60,2 mL H,/g seca
1,73 mol Hy/mol aglcar
2,6 mol H,/mol hexose
1,48 mol Hy/mol hexose
168,4 mL Hy/g VS
2,26 mol H,/mol hexose
1,5 mol Hy/mol glicose

3,2 mol Hy/mol glicose

1,41 mol H,/mol
carboidrato

3,2 mol H,/mol carboidrato

0,93 mol H,/mol glicose

1,83 mol Hy/mol
carboidrato

2,23 mol H,/mol hexose
2,09 mol H,/mol hexose
2,30 mol H,/mol hexose

2,30 mol Hy/mol manose

2,32 mol H,/mol
carboidrato

(FAN, et al., 2009)

(CUl et al., 2009)
(OZKAN et al., 2011)
(VENKATA et al., 2009)
(CAO, etal., 2009)
(PAN, CHUNMEI et al., 2010)
(PAN, CHUN MEI et al., 2011)
(CUI; SHEN, 2012)

(SIGURBJORNSDOTTIR; ORLYGSSON,
2012)

(LI, YA CHIEH et al., 2011)
(KHAMTIB et al., 2011)
(CUl et al., 2010)

(LO et al., 2010)

(HAN et al., 2012)
(PATTRA et al., 2008)
(PANAGIOTOPOULOS et al., 2010)
(KIM, DONG HOON; LEE; KIM, 2011)
(NASIRIAN et al., 2011)

(IM et al., 2012)

(KARGI, 2012)

(DHAR et al., 2015)

(NASR et al., 2011)
(NASR et al., 2011)
(ARGUN et al., 2016)
(AKOBI et al., ; 2016)

(XIA et al., 2016)
(SA, 2011)
(AGHCHEHSARAEE et al., 2008)
(DATAR et al., 2007)

Este estudo

5.9 Producdo de metano utilizando o HPLW resultante da producéo de hidrogénio

Como mencionado anteriormente, durante a producdo de hidrogénio, nem todo
substrato é direcionado para a geracdo desse gas, pois uma grande parte do substrato é
convertida em varios outros metabdlitos. Esses metabolitos estdo em grande parte

presentes no efluente do processo de produgéo de Hy, conhecido por HPLW (Hydrogen
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Production Liquid Waste), que pode ser convertido a metano através da metanogénese
(SU et al., 2009; REDDY et al., 2014).

Para o experimento de producdo de metano, foi utilizado o lodo 3 em uma
fermentacdo conduzida por 24 horas nas condicOes selecionadas anteriormente neste
trabalho, com 0,25 de DQOsypstrato/SSVinseulo, Nesta fermentacdo foi obtido um

rendimento de 2,19 molH,/molg,, (Figura 22).
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Figura 22. Produgdo de metano a partir dos acidos organicos volateis e manose residual presentes no
HPLW a 35 °C e 160 rpm.

O meio utilizado para producdo de metano (HPLW) apresentou 0,20 g.L™* de
manose, além de é4cido formico, 4cido acético e 4cido butirico a 0,05 g.L™?, 0,42 g.L™" e
1,02 g.L™?, respectivamente. Como pode ser observado na Figura 23, foi observada uma
alta producdo de metano e consequente reducdo da DQO ja no terceiro dia. Apos seis
dias de fermentacéo, alcancou-se uma producéo de 942,5 MLcha.Lmeio - de metano com
uma reducdo de DQO de 3366 mg.L™. A partir do terceiro dia de produco, ndo foi
observado a presenca de acidos ou de manose e foi alcancada uma reducdo da DQO de
89,9%. Valores de producéo similares aos obtidos por Prapinagsorn e colaboradores
que produziram 902 e 1002 mLcua/Lmeio a partir de efluente hidrogenado de uma co-
digestdo de grama com esterco de vaca e silagem com esterco, repectivamente.
(PRAPINAGSORN et al., 2018).
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Estes resultados indicam que a aplicacdo da producdo de hidrogénio e metano
em dois estagios a partir da producgdo sequencial de semente de agai € viavel, podendo-
se utilizar completamente a semente de acai e ainda minimizar a quantidade de residuos

no final do processo de digestdo anaerobica.
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6. CONCLUSOES
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> A manose é um substrato potencial para a producdo de hidrogénio por
fermentacgdo anaerobica, apresentando rendimentos similares aos obtidos com glicose, e
a composicdo do HSA é favoravel para a producao de hidrogénio devido a presenca de

acucares simples;

> Né&o foi observada inibicdo do processo fermentativo de producgéo de hidrogénio
a partir do HSA, indicando que os subprodutos gerados na producdo deste hidrolisado,
derivados da degradacdo de acUcares e fendlicos e da extracdo de antioxidantes

presentes na semente do acai, ndo prejudicaram 0 processo;

> Os métodos de pré-tratamento &cido e térmico do inoculo foram adequados ao
processo, mostrando-se eficientes na selecdo dos microrganismos produtores de H; e

apresentando um rendimento de 1,87 moly, /MOlcarboidrate €M 24 h de fermentacgéo;

> O pré-tratamento acido do lodo necessitou de um periodo de aclimatacédo
anterior ao processo fermentativo, enquanto que o lodo pré-tratado termicamente pbéde

ser utilizado diretamente, sendo o mais indicado para 0 processo;

> A relacdo DQO/SSV apresentou grande influéncia no rendimento de Hy,
indicando ser este um importante fator a ser explorado. A relacdo de 0,25 DQO/SSV
com 21,33 g.L ™ de SSV aumentou o rendimento de hidrogénio em 24 horas de producéo
em 18% quando comparado & relagdo de 0,5 DQO/SSV com 10,67 g/L-* de SSV,

utilizada inicialmente;

> O rendimento obtido com hidrolisado de semente de acai foi de 2,23
mMOly2/MOlcaroigrate €M 20,5 h, dado que é compativel com os melhores resultados
encontrados na literatura para carboidratos simples, indicando que o HSA é um

substrato adequado para a producgéo de hidrogénio;

> Foi observado uma producdo de 942,5 mL/L de metano em 6 dias de producéo
com uma reducdo de DQO de 3366 mg/L, correspondendo a uma reducdo de cerca de
90% da DQO inicial e indicando o potencial do processo sequencial proposto para

geracdo de energia e concomitante tratamento do efluente;
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> Este trabalho demonstra, de forma pioneira, que a semente de acai, apds
hidrélise &cida, pode ser convertida em hidrogénio e metano de forma sequencial,
sendo este um processo altamente interessante do ponto de vista energético, ambiental e
que tem potencial de valorizar regides brasileiras, produtoras de acai, pouco favorecidas

gconomicamente;

87



7. SUGESTOES PARA
TRABALHOS FUTUROS
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> Desenvolvimento de um planejamento experimental com as variaveis pH,
relacdo DQOsypstrato/SSVinoculo € temperatura de pré-tratamento, a fim de averiguar
possiveis melhorias ou mesmo uma otimizacdo mais completa do processo fermentativo
de Hy;

> Variacdo das condi¢bes de pré-tratamento do lodo anaerdbio utilizadas no
presente trabalho, como a utilizacdo de um tratamento acido mais brando, e avaliacdo de

outros pré-tratamentos sugeridos pela literatura;

> Avaliacdo de meios de cultivo que favorecam o crescimento de organismos
produtores de hidrogénio como alternativa ao emprego de pré-tratamentos do lodo de

forma a reduzir o custo global do processo;

> Identificacdo dos microrganismos presentes no lodo anaerébio ao longo do
processo de fermentacdo anaerdbia a fim de ampliar a compreensdo sobre 0 processo e
averiguar a possivel variacdo microbiana que pode ser encontrado neste material em

caso de um processo em larga escala.

> Avaliar o reciclo do in6culo utilizando na digestdo anaerobia para producéo de
H.
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