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RESUMO

PRODUCAO DE BIO-HIDROGENIO A PARTIR DA CASCA DE ARROZ VIA
PROCESSO DE FERMENTACAO ESCURA

AUTORA: Lizet Miriam Guevara Roman
ORIENTADOR: Victor Alcaraz-Gonzalez

No mundo contemporaneo, é perceptivel a crescente demanda global por energia, a reducéo de
recursos energéticos nio renovaveis e a preocupacio com a qualidade do meio ambiente. E
sabido que a demanda por hidrocarbonetos, que ¢é a fonte de energia mais utilizada hoje, supera
as reservas previstas para as proximas décadas. Além disso, o impacto ambiental que sua
utilizacdo causou é responsavel pelo aguecimento global, destrui¢cdo da camada de 0zonio e
desaparecimento dos sistemas ecolégicos no que algumas pessoas chamam de sexta exting¢ao
em massa. Assim, o Bio-hidrogénio (Bio-H:) pode facilitar a descarbonizacdo de certas
atividades emissoras de carbono, pois produzido via processo de fermentacdo escura, é
considerado mais viavel, ecoldgico e sustentavel, uma vez que ndo necessita de fonte de energia
externa e diversos tipos de biomassas lignocelulésicas podem ser utilizadas como fonte de
carbono pelos microrganismos produtoras de hidrogénio (H.). Neste sentido, o objetivo deste
trabalho é aproveitar a casca de arroz (CA) e avaliar a producgdo de Bio-H. via processo de
fermentacdo escura sob diferentes tipos de inoculo. A CA foi caracterizada, preparada e
submetida ao processo de hidrdlise acida com diferentes concentragdes de H2SOs e avaliada a
partir do teor de agucares totais (AT) e concentracdo dos inibidores. O hidrolisado selecionado
foi, entdo, utilizado como substrato no processo de fermentacdo escura, empregando-se dois
diferentes tipos de lodo, o lodo anaerébico granulado (LAG) e lodo do tanque séptico (LTS),
como indéculo. Os ensaios de fermentacdo escura foram conduzidos no reator com razdo
substrato/in6culo de 9 na de temperatura meia de 35,8 °C e do pH inicial neutro (6,5 - 7) e
monitorados por um periodo de 29 + 1h aproximadamente. A condi¢do experimental que
apresentou maior recuperacao de agucares totais foi o pré-tratamento acido ao 1% v/v H2SO..
Nessa condigdo, a recuperacéo de AT foi 201g kg CA™ e as concentragdes dos inibidores foram
menores do limite de quantificagdo de 0,005 g L™ para o furfural e 0,0005 g L* para o0 5-HMF.
Para a produgdo e rendimento maximo do Bio-H; foi de 5,37 mL g CA* e 0,179 mL H> h g
CA, respetivamente. Por fim, conclui-se que o hidrolisado (1% v/v H2SQO4) como substrato e
LAG como in6culo apresentou caracteristicas apropriadas para producdo de Bio-H: via
processo de fermentacdo escura, levando a resultados promissores quanto comparados a
literatura.

Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsicas. Hidroélise acida. Bio-Hidrogénio.



ABSTRACT

PRODUCTION OF BIO-HYDROGEN FROM RICE HUSK VIA DARK
FERMENTATION PROCESS

AUTHOR: Lizet Miriam Guevara Roman
ADVISOR: Victor Alcaraz-Gonzélez

In the contemporary world, the growing global demand for energy, the reduction of non-
renewable energy resources and the concern with the quality of the environment are noticeable.
It is well known that the demand for hydrocarbons, which are the most energy source used
today, exceeds the reserves forecast for the next decades. Furthermore, the environmental
impact that their utilization has caused is responsible for global warming, destruction of the
ozone layer, and disappearance of ecological systems in what some people call the sixth
massive extinction. Thus, Bio-hydrogen (Bio-H) can facilitate the decarbonization of certain
carbon-emitting activities, as it is produced via dark fermentation, which is considered more
viable, ecological and sustainable since it does not require an external energy source. Several
types of lignocellulosic biomass can be used as a carbon source by microorganisms producing
hydrogen (H2). In this sense, the objective of this work is to use rice husk (RH) and evaluate
the production of H> via the dark fermentation process under different types of inoculums. RH
was characterized, prepared and submitted to the acid hydrolysis process with different
concentrations of sulfuric acid and evaluated was performed based on the content of total sugars
(TS) and at various concentrations of inhibitors. The selected hydrolyzate was then used as a
substrate in the dark fermentation process, using two different types of sludge, anaerobic sludge
granulation (ASG) and septic tank sludge (STS). The dark fermentation tests were carried out
in a reactor with a substrate/inoculum ratio of 9 in the middle-temperature range of 35.8°C and
neutral initial pH (6.5 - 7) and monitored for a period of 29 + 1h approximately. The
experimental condition that showed the highest total sugar recovery was the acid pretreatment
to 1% v/v H,SOa. The recovery of TS in this condition was 201g kg RH™, and inhibitor
concentrations were less than the limit of quantification of 0.005 g L* for Furfural and 0.0005
g L* for 5-HMF, and the production and maximum yield of Bio-Hz were 5.37mL g RH* and
0.179 mL H, h't g RH?, respectively. Finally, it is concluded that the hydrolysate (1% v/v
H2SO4) as substrate and ASG as inoculum exhibited adequate properties for the generation of
Bio-H> via the dark fermentation method, yielding promising results when compared to the
literature.

Keywords: Lignocellulosic biomass. Acid hydrolysis. Bio-Hydrogen.
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1 INTRODUCAO

O mundo estd sob grande pressdo para administrar os desafios do desenvolvimento
sustentavel. As pessoas estdo usando uma parcela cada vez maior dos recursos da terra e
corroendo a capacidade da natureza de restaurar o equilibrio. As cidades do mundo ocupam
apenas 3% da superficie da Terra, mas a crescente populagdo urbana consome mais de 75% da
producdo global de energia e muitos dos recursos remanescentes da Terra.

Os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel das Nagdes Unidas apelam a acdo de todo os paises para
promover a prosperidade e proteger o planeta. ODS 11 ‘Cidades e comunidades sustentaveis’
deve ser considerado um objetivo critico que afetara as realizagdes de varios outros ODS. 1sso
envolve pelo menos dois ODS que devem ser considerados no desenvolvimento de projetos de
energia e sustentabilidade ambiental: energia acessivel e limpa (ODS 7) e acdo contra a
mudanca global do clima (ODS 13). Assim, o desenvolvimento de novas tecnologias para
produzir energia renovaveis e limpas enquadradas nos ODS exige atencdo especial.

A Revisao Global de Energia 2021 ou Global Energy Review 2021 avalia a direcdo que
a demanda de energia e as emissdes de didxido de carbono (CO2) estdo tomando no 2021. As
emissdes de CO, cairam mais do que a demanda de energia no 2020 devido a pandemia
(COVID-19), diminuindo a demanda por petréleo e carvdo, porém aumentando a demanda por
energias renovaveis (IEA, 2019). Apesar do declinio, as emissGes globais de CO2 se
mantiveram elevadas (412,5 partes por milhdo) (IEA, 2019). No 2021, as emiss@es globais de
CO:. relacionadas a energia devem se recuperar e crescer 4,8% conforme a demanda por carvéo,
petroleo e gas se recupere com a economia (IEA, 2019). Este fator, associado a reducdo das
reservas de fontes fosseis de energia, ao aumento do pre¢o dos hidrocarbonetos e da demanda
energética mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil, india e
China, tém incentivado a utilizacdo de fontes renovaveis de energia (IEA, 2019).

O Brasil responde bem aos desafios de energia mais urgentes do mundo. O acesso a
eletricidade em todo o pais € quase universal e as energias renovaveis atendem a quase 45% da
demanda de energia primaria, tornando o setor de energia do Brasil um dos menos intensivos
em carbono do mundo (IEA, 2019). Além da diminui¢&o de recursos energéticos ndo renovaveis
e a preocupacdo com a qualidade do meio ambiental tem aumentado o interesse em fontes
alternativas de energia (IEA, 2019).

O Hidrogénio (H.), como transportador de energia neutro em carbono, pode facilitar a

descarbonizacdo de certas atividades emissoras de carbono (IEA, 2019). N&o s6 o H> tem
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rendimento de energia de 122 Kj g?, que é 2,75 vezes maior do que a energia a base de
hidrocarbonetos e produz energia emitindo vapor d’agua (STAFFELL et al., 2019). O H>
também pode ser considerado limpo e sustentavel , porém a producdo de H, com base féssil
esta liberando de 70 a 100 milhdes de toneladas de CO» anualmente na Europa (EU, 2020).

Na atualidade, as principais tecnologias de producéo de H> sdo eletrdlise, reforma de
liquido e reforma de gés natural ou gaseificacdo (EERE, 2020b). Esta Gltima contribui com
95% da producéo industrial de H, de hoje usando matérias-primas fosseis (EERE, 2020a).
Nesse contexto, o Hz renovavel ou Bio-Hidrogénio (Bio-H2) pode superar os obstaculos
econdmicos e tecnoldgicos. Assim, o critério de sustentabilidade poder ser atendido pela adogao
de processos bioldgicos para sua producao e a substituicdo de matéria-prima fossil por recursos
renovaveis ou residuos organicos.

Os processos mais promissores para a producdo de Bio-Hz envolvem biofotdlise direta
da &gua por algas verdes, biofotélise indireta da agua por cianobactérias, fotofermentacdo por
bactérias fotossintéticas e fermentagdo escura por bactérias anaerdbias estritas ou facultativas
(BATSTONE et al., 2015; GHIMIRE et al., 2015; HALLENBECK; GHOSH, 2009; RAJHI et
al., 2016; WANG, J.; YIN, 2018). Esta ultima, ganha interesse generalizado por sua
independéncia da luz, geralmente alta taxa de producéo de Ho, baixo custo na configuracdo do
reator e facil controle (BATSTONE et al., 2015; GHIMIRE et al., 2015; HALLENBECK;
GHOSH, 2009; RAJHI et al., 2016; WANG, J.; YIN, 2018).

A fermentacdo escura consiste na conversao de agucares simples, puros ou naturalmente
contidos nos residuos organicos, em hidrogénio, didéxido de carbono e acidos organicos a partir
de microrganismos na auséncia de oxigénio (HALLENBECK; GHOSH, 2009; RAJHI et al.,
2016; YIN; WANG, 2016). As bactérias anaerobias, estritas ou facultativas, utilizadas para
producédo de Hz podem ser culturas puras (Clostridium e Enterobacter) ou mistas (provenientes
de lodo anaero6bio, esterco bovino, composto organico, residuos sélidos urbanos ou solo)
(GHIMIRE et al., 2015). Além dos beneficios duplos de geracdo de energia limpa e
gerenciamento de residuos que podem ser alcangados quando residuos organicos tais como as
biomassas lignocelulésicas, sdo usados como substratos (BATSTONE et al., 2015; GHIMIRE
et al., 2015; HALLENBECK; GHOSH, 2009; RAJHI et al., 2016; WANG, J.; YIN, 2018).
Uma das principais restricbes ao processo de fermentacdo escura para a producdo de Hz é o
baixo rendimento (4mols de H2 por mol de glicose ou 3,33 mols de Hz por mol de xilose) em
comparagao aos processos quimicos ou eletroquimicos existentes. Por tanto, a obtencdo de
rendimentos mais elevados de hidrogénio é principal desafio de investigacdo dos processos
fermentativos (DAS; VEZIROGLU, 2001).
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Os subprodutos do processamento do arroz apresentam-se em elevada disponibilidade
e baixo custo no Estado do Rio Grande do Sul, sendo na maioria das vezes subutilizados. Diante
desse contexto a proposta desta investigacdo foi aproveitar a casca de arroz gerado no estado

de Rio Grande do Sul — Brasil, para a producdo de Bio-H> a partir do processo de fermentagédo

escura.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producéo e o rendimento de Bio-H2 produzido a partir da casca de arroz via

processo de fermentagéo escura.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar os parametros fisico-quimicos da casca de arroz;

- Auvaliar o pré-tratamento da casca de arroz sob diferentes concentrac@es de acido
sulfurico;

- Avaliar a producéo de Bio-H: a partir do lodo do tanque séptico da ETE da UFSM e
lodo anaerdbico da industria cervejeira.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 FERMENTACAO ESCURA

O Bio-H2 é uma fonte de energia renovavel e pode ser produzido usando varias
tecnologias (fotdlise, reacGes termoquimicas, fotofermentacdo e fermentacdo escura)
(DAUPTAIN et al., 2020; EERE, 2020b; ERGAL et al., 2018). A fermentacédo escura (FE)
ganhou atencéo significativa devido ao alto rendimento, tempo de reacdo limitado e capacidade
de utilizar uma ampla gama de residuos de material organico como matéria-prima (DAUPTAIN
et al., 2020; NTAIKOU; ANTONOPOULOU; LYBERATQOS, 2010; YASIN et al., 2013).

Embora o processo de FE usa biomassas lignocelulésicas como matéria-prima
(BATSTONE et al., 2015; GHIMIRE et al., 2015; HALLENBECK; GHOSH, 2009; RAJHI et
al.,, 2016; WANG, J.; YIN, 2018), juntamente com a producdo de &cidos graxos volateis
(MARTINEZ- BURGOS et al., 2019; SYDNEY et al., 2020). A geracao de Bio-H. via processo
de FE é obtida principalmente por microrganismos anaerdbicos estritos e facultativos que
podem ser usados na forma de culturas puras (por exemplo, Clostridium, Enterobacter,
Escherichia coli) e culturas mistas (por exemplo, lodo anaerébio, esterco bovino, composto
organico) , respectivamente (SAADY, 2013; WONG, Y.-M.; WU; JUAN, 2014).

No recorrer do processo de fermentacdo escura, utilizando como substrato a glicose,
esta é degradada pela acdo do ion dinucleotideo (NAD*) em piruvato, H" e nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) conforme descrito na Equacdo 1 (equacdo da glicolise) (DAS;
VEZIROGLU, 2001).

CeH1,0s + 2NAD* — 2CH;COC00~ + 4H* + 2NADH (1)

O piruvato é o principal produto intermediario do processo de fermentacdo escura. Ele
é oxidado a Acetilcoenzima A (Acetil-CoA), dioxido de carbono e Hy através de duas rotas
possiveis: piruvato-formato liase (PFL) e a via piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR)
(Figural) (HALLENBECK; BENEMANN, 2002). Os microrganismos facultativos (Bacillus,
Enterobacter) geram hidrogénio usando o sistema de PFL, enquanto as anaerdbicas
(Clostridum) os obtém usando o sistema PFOR (HALLENBECK; BENEMANN, 2002). O
Acetil-CoA também pode ser convertido em varios compostos organicos sendo produtos de

fermentagdo com valor agregado (etanol, butanol, acetona, &cido butirico ou &cido acético) com
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a oxidacdo simultanea de NADH e/ou formacdo de Adenosina Trifosfato (Figura 1)
(HALLENBECK, 2012; HAWKES, F. et al., 2007).
Teoricamente a quantidade estequiométrica maxima de hidrogénio molecular por mol de
glicose € 12 mol, de acordo com a Equacédo 2 (HALLENBECK, 2012).
C¢H,2,06 + 6H,0 - 6CO, + 12H, (2)
No entanto a formacdo de varios produtos finais, como os &cidos acético, butirico e
propiénico, alem do metanol, butanol ou acetona, diminui a quantidade de hidrogénio
produzido na fermentacdo (HALLENBECK, 2012). A formacdo de acido acético diminui a
quantidade de hidrogénio molecular formado de doze moles para quatro moles (Equagéo 3).
CsHy,04 + 6H,0 = 2C0, + 2CH;COOH + 4H, (3)
Se 0 acido butirico for o produto final, um mol de glicose produz apenas dois moles de
hidrogénio (Equacdo 4) (HALLENBECK, 2012).
C¢H,,0¢ + 6H,0 - 2C0, + CH3;CH,CH,COOH + 2H, 4)

Figura1- Vias metabolicas para a conversdo do substrato em Bio-H. durante a FE
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Enfim, vérios fatores podem afetar o rendimento da producdo de Bio-H> por
fermentacdo escura. Do mesmo modo, numerosos estudos sobre a otimizagéo das condicdes de
fermentacao escura foram realizados a fim de obter o rendimento proximo a um maximo tedrico
(ARGUN et al., 2008; AZBAR et al., 2009a; GOMEZ et al., 2009; HAWKES, F. et al., 2007;
IVANOVA; RAKHELY; KOVACS, 2009; KARGI; EREN; OZMIHCI, 2012; KARGI;
PAMUKOGLU, 2009; LEVIN et al., 2006; MARS et al., 2010; OZTEKIN et al., 2008).

3.2 FATORES QUE INTERFEREM NA FERMENTACAO ESCURA

3.2.1 Temperatura

A temperatura é um dos fatores que influenciam as atividades das bactérias produtoras
de Ho. Wang e Wan (2008) demostraram que numa faixa apropriada, 0 aumento da temperatura
pode aumentar a capacidade das bactérias produtoras de Hz de produzir Bio-Hz durante o
processo fermentativo, mas a temperatura em niveis muito elevados pode diminui-la. Conforme
mostrado na Tabela 1, a temperatura 6tima relatada para a producdo de H» fermentativo nao é
sempre a mesma.

Tabela 1 - Efeito da temperatura na producéo de Bio-H.

Temperatura Rendimento
Inéculo Substrato Faixa . maximo de  Referéncias
estudada Otimo hidrogénio
Lodo . 2751 mlg  Wange Wan
anaerébio Glicose 25-55 40 glicose® (2008)
Lodo . 1,67 mol mol Mu et al.
anaerobio Glicose 33-41 4l glicose® (2006)
IaiOdeZtgf Pasta de 33.55 37 346 mL g Fang et al.
geslo arroz carboidrato (2006)
anaerébico
Lodo de um
canal de
sedimentagio Casca de 37 .55 55 SOmL»}/S Sattar et al.
arroz rem (2016)
em Pukou.

Fonte: Autora.

Wang e Wan (2008) estudaram o efeito de temperatura variando de 20 °C a 55°C na
producéo de Bio-H. por culturas mistas em lote. Os resultados experimentais utilizando glicose

como substrato, a eficiéncia de degradagdo do substrato e o potencial de producdo de H»
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aumentaram com o aumento da temperatura de 20 °C a 40 °C, porém diminuiu com o aumento
da temperatura de 40 °C para 55 °C.

Estudos demostraram que a faixa apropriada, a temperatura pode aumentar a capacidade
das culturas mistas de degradar o substrato durante a producdo de H. fermentativo, o que
também foi demonstrado por outros estudos semelhantes (LEE, K. S.; LIN; CHANG, 2006;
MU et al., 2006). A Figura 2 apresenta o progresso da producdo acumulativa de hidrogénio nos
testes de lote em diferentes temperaturas. A partir dele, pode-se verificar que toda a fermentacéo
do hidrogénio cessou em 42 h (WANG, J. L.; WAN, 2008).

Figura 2 - Progresso da producao cumulativa de Hz em diferentes temperaturas

300

-~
- PO < i i
’é _n.( 1 < < < <
~ e 25C 3 § $ i 4
=) oC- ) ! v v v v
. A— 30°C E v '
<§ } > > > >
&0 v 35°C »> 3 1 i i
200 | | —— 40°C Y A : L
=
= »—45°C ¥ 2 b3 s
L *-50°C v . . )
(] cconl.''® »
Z & 557C
< P
For AP —
g .
1 .
o
v @ ®
’;& » =
L= 4
o ."
a0 [ & 3 . - i
" ' | 1 L A 1 L " 1 " 1
0 6 12 18 24 30 36 42 a8
Tempo (h)

Fonte : Adaptado de Wang e Wan (2008).
3.2.2 pH

O pH é outro fator importante que influéncia as atividades das bactérias produtoras de
hidrogénio e a produgéo fermentativa do Bio-H., pois pode afetar tanto a atividade da enzima
hidrogenasse quanto a via metabdlica (WANG, J-L.; WAN, 2009). Wang e Wan (2009)
demonstraram que em um faixa apropriada do pH aumenta a capacidade das baterias para
produzir Bio-Hz, mas em niveis do pH altos ou baixos pode diminui-lo. A maioria dos estudos
foi conduzida em lote sem controle do pH, apenas o efeito do pH inicial na producéo de Bio-

H> como mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito do pH na producéo de H>

H
P Rendimento
Inéculo Substrato Faixa Ot maximo de Referéncias
estudado Imo hidrogénio
Compostagem Sacarosa 45-6,5 4,5 214mg g COD* Khanal et al.
(2004)
Clostridium 2,78 mol mol Chen et al.
butyricum CGS5 Sacarosa 5-65 55 sacarose™ (2005)
] Aguas residuais de ) . Wuelin
Re5|du_os de lodo alimentos 4-8 6,0 47,1 mmol g COD (2004)
ativado
Davila-
nggegrg%?géar Glicose 3,88-8,12 75 1’4?{:(?5';_?0' Vazquez et al.
g (2008)
Composto de esterco  Residuos de espiga i 1 Zhang et al.
de vaca de milho 4-9 70 149,69 mL TVS (2007)
Lodo de digestor i 126,9mL g Lee et al.
anaeroébico Sacarosa 3-12 9.0 sacarose™ (2002)

Fonte: adaptado de Wang e Wan (2009).

Na Tabela 2 existe certa discordancia sobre o pH inicial ideal para a producéo do Bio-
H>. Por exemplo, o pH inicial ideal para a produgéo de hidrogénio fermentativo relatado por
Khanal et al. (2004) foi de 4,5; enquanto o relatado por Lee (2002) foi de 9,0. A possivel razdo
para essa discordancia foi a diferenca entre esses estudos quanto ao indculo, substrato e faixa

de pH inicial estudada.
3.2.3 Tempo de reteng¢do hidraulica

O tempo de retencdo hidraulica (TRH) em reatores anaerdbicos operados em batelada
pode afetar a hidrdlise do substrato e, consequentemente, a producdo de intermediarios e
produtos, afetando a producgéo do Bio-H». Além da hidrolise, 0 TRH também pode ser utilizado
como parametro de controle da atividade metanogénica (DOS REIS; SILVA, 2011; KIM, J. K.
et al., 2006; LIU, D.; ZENG; ANGELIDAKI, 2008; PAKARINEN; KAPARAJU; RINTALA,
2011). As diferentes taxas de crescimento dos produtores e consumidores de Hz tornam possivel
usar o tempo de retengdo hidraulica como pardmetro de controle para inibir a atividade dos
consumidores de H» (arqueas metanogénicas) (DOS REIS; SILVA, 2011; KIM, J. K. et al.,
2006; L1U, D.; ZENG; ANGELIDAKI, 2008; PAKARINEN; KAPARAJU; RINTALA, 2011).

Na literatura encontram-se estudos que avaliam a influéncia de diferentes TRH no

processo em lote de producéo de Ho. Os TRHs analisados variam de 2 a 108 h, sendo que grande
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parte dos resultados demostraram que, quanto maior o TRH, maior é o rendimento de Hx (KIM,
J. K. etal,, 2006; LIU, D.; ZENG; ANGELIDAKI, 2008; MORENO-ANDRADE et al., 2015;
OH, Y. K. et al., 2004; PAKARINEN; KAPARAJU; RINTALA, 2011).

Moreno-Andrade et al. (2015) avaliaram diferentes TRH (6 - 72 h) na producao de Hz a
partir da fermentacdo anaerdbia de residuos de alimentos. A porcentagem de H2 no biogés e os
rendimentos de H> nos TRH de 6,12,24 e 72 h foram de 24,1, 37,9, 52,6 e 21,6%, e 35,8, 105,3,
103,0 e 40,3 mL Hz g SVremovidos 1, respetivamente (Figura 3). A maior producdo de &cido
propibnico foi encontrada no ensaio de TRH de 6 h, o que foi relacionado com o decréscimo na
producdo de Ho. Por outro lado, no ensaio de THR 24 h apresentou a maior porcentagem de H»
produzido.

Figura 3 - Porcentagem de Hz, CO. e CH4 no biogas em diferentes TRH
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Fonte : Adaptado de Moreno-Andrade et al. (2015).

Analogamente Nam et al. (2016) relatam a dindmica da concentragdo total de
carboidratos e produgdo acumulativa de H2 em um periodo de ciclo de sequenciamento de TRH
de 36, 48, 72 e 108 h, respectivamente (Figura 4).

A Figura4.c, o TRH de 72 h em particular, a producéo gradual de H. foi monitorada até
o final da sequéncia. Ele mostra a correlagdo clara da operacdo em lote de sequenciamento e
TRH no reator de lote sob 72 h, onde atingiu o objetivo de maximizar a taxa de producéo de
H>. O TRH de 72 h claramente levou a um aumento gradual da producdo de H» durante a
sequéncia de sedimentagdo, enquanto remove continuamente os carboidratos (NAM et al.
2016).

Figura 4 - VariagOes das concentragdes de carboidratos e producdes cumulativas de H
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No entanto, o TRH ideal para a producédo de Bio-H2 no processo de fermentacao escura
depende do tipo de substrato e indculo usado, pois a taxa de hidrélise, depende da
biodegradabilidade dos substratos (GHIMIRE et al., 2015). TRH por si s6 ndo é suficiente para

suprimir totalmente a atividade metanogénica (LIU et al., 2008).
3.2.4 Presséo parcial

A pressdo parcial de Hz é outro fator importante para a producdo continua de Bio-H>
devido que as rotas metabolicas para a producéo sdo sensiveis as concentraces de Hz. A medida
gue as concentragdes H, aumentam, a producdo de Bio-Hz diminui e as vias metabolicas mudam
para outros substratos, como etanol, acetona, butanol, lactato ou alanina (KIM, D.-H. et al.,
2006; LEE, K. et al., 2012; MIZUNO et al., 2000). A producéo de solventes (etanol e butanol)
ndo incentiva o alto rendimento de Hz pds eles tem efeitos bactericidas (HAWKES, F. R. et al.,
2002; KAPDAN; KARGI, 2006; REN, NQ et al., 2007; SEIFERT et al., 2009; SHI et al., 2010;
YU; ZHAO; TANG, 2006).

Pressbes parciais de H> mais altas resultam em maiores rendimentos de NADH que

substituem a producdo de butirato pela via de produgdo de &cido propidnico
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(SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN, 2014). O &cido propibnico consome H» durante sua
producdo, portanto, os produtores de propionato séo geralmente considerados concorrentes para
a producéo de Hz (CABROL et al., 2017; CASTELLO et al., 2020).

Do mesmo modo, a pressdo parcial elevada de H» é relatada para diminuir a eficiéncia
geral de produgdo de Bio-Hz, que pode ser estrategicamente reduzida. Considerando esses
efeitos negativos na producdo de Bio-H. causados pelo aumento da pressao parcial, alguns
métodos tém sido estudados para reduzir esse problema. Entre estes, 0s mais comuns sao gas
nitrogénio (N2) e (CO.) pulverizacdo e vacuo (KIM, D.-H. et al., 2006; LEE, K. et al., 2012;
MIZUNO et al., 2000). Embora o uso de um gas espargidor melhore o rendimento de
hidrogénio, o produto final é diluido e o custo de sua recuperacdo pode ser substancial. Portanto,
uma melhoria no rendimento do H> pode ndo compensar o custo da recuperagédo do hidrogénio
e o custo de espalhar o reator.

Kim et al. (2006) investigaram o efeito da aspersdo de gas na producdo fermentativa de
H2 utilizando diferentes taxas de vazdes (100-400 mL min+). Os gases utilizados foram: o
proprio biogas produzido (biogas interno), N2 e CO2. A aspersdo com gases externos (N2e CO2)
mostraram maior rendimento de H> quando comparada a aspersédo com o biogas interno e com
o0 controle (sem aspersao). J& entre os gases externos, 0 CO2 apresentou maior eficiéncia e maior
producdo de Hz quando comparado ao N2. Além disso, 0 CO2 tem pouco efeito nas bactérias
produtoras de Hz e efeito inibitério nos microrganismos acetogénicos e produtores de cido
latico, os quais sdo competitivos com os produtores de Hz. Quanto a vazdo de aspersao, a taxa
de 300mL min de CO; resultou no maior rendimento (1,68 mol Mol nexose consumida™) € NA Maior
taxa de producdo (6,86 L g SV1d?t) de Ha.

Lee et al. (2012) investigaram o efeito das mudangas na presséo do hidrogénio sobre o
rendimento e a taxa de producdo de hidrogénio, bem como as mudancgas na composicao dos
metabolitos organicos liquidos. Uma melhoria significativa na taxa de producédo de hidrogénio
(de 0,348 a 0,376 mol H, dm™ h™) foi encontrada com a reducéo da pressdo de hidrogénio de
760 para 380 mmHg. A mudanca na pressao também afetou as concentracGes dos metabdlitos
formados. A concentracdo de acido butirico aumentou 9% com a diminuigdo simultanea das
concentragOes de &cidos acético e propidnico em 4,1% e 4,2%, respectivamente. Mandal et al.
(2006) baixou a presséo parcial do hidrogénio sobre o0 meio de fermentacdo de 760 mm Hg para
380 mm Hg e observou um aumento no rendimento do hidrogénio de 1,9 para 3,9 mol H> mol
glicose’. A taxa maxima de producdo de hidrogénio foi encontrada em uma presséo reduzida e
totalizou 0,017mmol H, dm h™t. Uma solugéo alternativa é a remocao do hidrogénio por meio

de membranas ativas altamente seletivas ao hidrogénio.
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3.2.5 Substrato

O substrato desempenha um papel importante no rendimento de H», na taxa de produgao
de H2 e na econémica geral do processo (HAWKES, F. et al., 2007). A producdo de Bio-H>
renovavel requer que a matéria-prima (substrato) venha de recursos renovaveis (HAWKES, F.
et al., 2007; REN, N. et al., 2011). Exemplo deles séo os residuos orgénicos (biomassas
lignocelulosicas), que sdo abundantes e podem suportar o fornecimento de substratos
renovaveis para o processo de fermentacdo escura (GUO et al., 2010; KAPDAN; KARGI,
2006; SHOW et al., 2012).

A biomassa lignocelulésica é a matéria-prima mais abundante e possui uma estrutura
completa composta principalmente por trés polimeros (celulose, hemicelulose e lignina), além
de cinzas e extrativos (Figura5) (BELTRAN et al., 2019; KUMAR, G. etal., 2015; TRAVAINI
etal., 2016).

Figura 5 - Estrutura da biomassa lignocelul6sica
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Fonte : Adaptado de Kondo e Polym (1997).

A celulose é o principal componente estrutural da célula vegetal, € um polimero natural
de alto peso molecular composto de unidade de glicose, tendo a celobiose como unidade basica
de acoplamento (CHEN, H., 2014). A hemicelulose é o segundo polimero, é ramificado de
pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acido urénico
(4-O-metilglucordnico, D- Glururdnico e acidos D-galactordnico) (BAJPALI, 2016; CHEN, H.,
2014). A lignina é o terceiro polimero mais abundante na natureza e contém uma grande
estrutura molecular complexa quem contém polimeros aromaticos reticulados de mondémeros

fendlicos (alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico).



Tabela 3 - Composicdo quimica de biomassas lignocelul6sicas para producéo de Bio-H.
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Biomassa Celulose  Hemicelulose Lignina  Rendimento de Referéncias
lignocelulosica (%) (%) (%) H:
Cascas de 6,4-399mLg Qietal.
amendoim 46,1 56 27,8 biomassa™* (2018)
: 0,08 -1,89 mL Silva et al.
Bagaco de caju 20,56 10,17 35,26 Hy g biomassa’t (2018)
Cacho de 1,08 - 1,11 mol Gonzales et
frutas de 38,31 11,22 39,82 Hz mol aclcar al. (2016)
palmeira vazio total? '
Pellets de
madeira de 39,48 22,1 3701 031-Ll2rmol - Gonzales et
pinheiro H, mol agucar al. (2017)
Heetal.
E
Palhas de arroz 28,2 17,5 14,6 28 mL H,g VS (2014)
181-196mol 0 les et
Casca de arroz 40,26 12,54 25,10 H, mol agucar |
total al. (2016)
59mLHzg Tosuner et al.
Casca de arroz 29 29 24 biomassa-. (2018)

Fonte: Adaptado de Soares et al. (2020).

Outros residuos agroindustriais como fonte de biomassas lignoceluldsicas sao
amplamente utilizados em estudos de producédo de Bio-Hz (FAN et al., 2006a; KARGI; EREN;
OZMIHCI, 2012; LO et al., 2011; NASIRIAN et al., 2011; SCOMA; BERTIN; FAVA, 2013;
VIJAYARAGHAVAN, KRISHMAN AHMAD; BIN IBRAHIM, 2006; YASIN et al., 2013;
ZHANG, K. et al., 2011). A principal desvantagem associada a biomassa é sua estrutura
complexa e a presenca de lignina, o que dificulta 0 acesso da enzima (hidrogenasse) a agucares
hidrolisaveis (MILLATI et al., 2020).

3.2.5.1 Pré-tratamento das biomassas lignocelulésicas

O objetivo do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é quebrar o selo da lignina,
liberar moléculas de celulose na solucéo, quebrar a estrutura cristalina da celulose e auxiliar na
despolimerizacdo para aumentar a hidrdlise e a producdo de Bio-H, (ELBESHBISHY et al.,
2011; HSU; LADISCH; TSAO, 1980; MOSIER et al., 2005; SUN, Y.; CHENG, 2002;
ZHENG,; PAN; ZHANG, 2009) (Figura 6). Atualmente, os procedimentos de preparacdo da
biomassa lignocelulésica e seu preé-tratamento antes da fermentacdo sdo amplamente
investigados (AGBOR et al., 2011; AZBAR et al., 2009b; CHANG, V. S.; HOLTZAPPLE,
2000; KARIMI; EMTIAZI; TAHERZADEH, 2006; KOTHARI et al., 2012; KUMAR, P. et
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al., 2009; LUKAUJTIS et al., 2018a, 2018b; LYND; WEIMER; VAN ZYL, 2002; SUN, Y.;
CHENG, 2002; WANG, J.; WAN, 2008; ZHU et al., 2009; ZHU; PAN; ZALESNY, 2010).
Soares et al. (2020) apresentam um esquema do principal pré-tratamento de biomassa
lignocelulodsica usado para a producéo de Bio-H. fermentativo escuro (Figura 6). Os autores
relatam que 44,1% dos trabalhos usaram pré-tratamento fisico (moagem, esmerilhamento)
seguido de hidrolise &cida, 17,6% usaram pré-tratamento fisico seguido de hidrélise acida e
hidrolise enzimatica e 14,7% usaram apenas pré-tratamento fisico. As eficiéncias desses pré-
tratamentos quanto a producgéo de H» para diversas biomassas lignocelulosicas séo apresentados

no Tabela 4.

Figura 6 - Principais pré-tratamentos de biomassa lignocelulésica na producéo de Bio-H:

Moagem/ *\

Esmenlhamento \\‘_“31_4.]" Xi.-/"rl
Biomassa Moagem/ S N
: ssica ilh: * : {441% )
lignoceluldsica Aeida oD% P
M“"gﬁmf B cocie
; R I
Esmerilhamento Acida Enziméatica "\1?6an

Fonte: Adaptado Soares et al. (2020).

Outros autores também relatam que os pré-tratamentos com 4&cido diluido sao
particularmente mais eficientes para converter a celulose em monémeros de acglcares (glicose)
que sdo convertidos posteriormente por bactérias produtoras de hidrogénio (MONLAU et al.,
2013a; PANAGIOTOPOQULOS et al., 2011). Até o momento, o uso de pré-tratamentos com
acido diluido de biomassas lignocelulésicas para a producédo de Bio-H: foi investigado em palha
de arroz (CHANG, A. et al., 2006), talo de milho (PAN, CM et al., 2011), grama (CUI, MJ;
SHEN, 2011), folhas de choupo (CUI, M et al., 2010), de cevada (PANAGIOTOPOULOS, I.A.
BAKKER et al., 2009), bagaco de Cana-de-agucar (FANGKUM; REUNGSANG, 2011) e
Casca de arroz (GONZALES, R. R.; KIM; KIM, 2019; GONZALES, R. R.; KIM, 2017;
GONZALES, R. R.; SIVAGURUNATHAN; KIM, 2016; TOSUNER; TAYLAN; OZMIHCI,
2018). Na Tabela 4 mostra os porcentagem de agucares depois da hidrolise acida em diferentes

concentracOes de acido sulfirico (H2SO4).



Tabela 4 - Pré-tratamentos de biomassa lignocelulésica para producéo de Bio-Ha

Biom . . - . o
. 10 as§a_ Pré-tratamento de biomassa lignocelulésica Rendimento de H; Referéncias
lignocelulésica
Cascas de Fisico: Moagem 6:4-39,9 mL_I1-|2g Qi et al. (2018)
amendoim biomassa

Bagagco de caju

Fisico: Moagem
Quimico: Peréxido de hidrogénio alcalino; Hidrélise acida (H2.SO4 0,6 M)
Bioldgico: Hidrolise enzimética (enzima comercial)

0,08 - 1,89mL H2g
biomassa*

Silva et al. (2018)

Cacho de frutas
vazio de
dendezeiro

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise acida (H2SO4 6% v / V)
Bioldgico: hidrélise enzimética (enzima comercial)

169,53 - 286,98mL
H. g biomassa

Gonzales et al. (2019)

Pellets de madeira
de pinheiro

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise acida (H2SO4 5% p/v)

0,31 - 1,27mol H;
mol agucar

Gonzales et al. (2017)

Residuos de folhas
de sorgo

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise acida (HCI, H2SO4 e HNOs - 1,0, 3,5 ou 6,0% v/v)

213,14mL H, g
aclcar?

Rorke e Gueguim Kana
(2016)

Palhas de arroz

Fisico: Moagem
Fisico-quimico: Hidrotérmico (150 e 210 ° C)

28mL H,g VS?

He et al. (2014)

Casca de arroz

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise acida (H2SO4 5% p/v)

320,6 - 473,1 mL H;

Gonzales e Kim (2017)

o - o . . biomassa™
Bioldgico: hidrolise enzimética (enzima comercial) g
- 59mLH
Casca de arroz Fisico: Moagem . zlg Tosuner et al. (2018)
biomassa

Fonte: Adaptado de Soares et al. (2020).
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Tabela 5 - Porcentagem de aguicares em hidrolisados ap6s do pré-tratamento &cido

Preé- Substrato Glu Xl Aranb  Celob Referéncias
tratamento (%) (%) (%) (%)
T BB o iy a1 o P
O'Q(ﬁzg(g:kg) Palhadearroz 61 344 132 55 Chf‘znglelt) al,
1?1%4” Caﬁ:?dae‘{zgfcar 165 805 64  ND. 52335535

(2011)

SOH/OZéVO/Z) C?jihéir?ogtrjéas 459 975 ND. ND. GO”(Z;(')el%)Et al.
5°|_/|°2§g‘:) Cascadearroz 464 990 898  N.D. GO”(Z;(')elzft al.
SZZSSZ) Cascadearroz 40,26 1212 042  N.D. GO”(ZZ%'EZ)“ al.

N.D.: N&o detectado
Fonte: Autora.

3.2.6 Inbculo

Uma variedade de microrganismos tem sido usada para a producao de H: a partir do
processo de fermentacdo escura, variando de culturas mistas (ALEMAHDI et al., 2015;
GHIMIRE et al., 2016; GONZALES, R. R.; KIM, 2017; HE et al., 2014; RORKE; GUEGUIM
KANA, 2016; SATTAR et al., 2016; SEN et al., 2016; WANG, Y. et al., 2010) a culturas puras
(Clostridium Enterobacter, Escherichia coli, Rhodopseudomonas, Citrobacte e Bacillus)
(AZMAN et al., 2016; KOTAY; DAS, 2007; LI, C.; FANG, 2007; LOPEZ-HIDALGO;
SANCHEZ; DE LEON-RODRIGUEZ, 2017; MUHARJA et al., 2018; OH, Y. K. et al., 2002,
2003; SATAR et al., 2017; WANG, J-L.; WAN, 2009). Embora rendimentos relativamente
altos de H tenham sido obtidos com culturas puras, seu uso ndo é uma abordagem viavel
(ANTONOPOULOU et al., 2007; CHEN, W. et al., 2005; OH, Y. K. et al., 2003; REN, N et
al., 2008).

Deste modo a producdo de hidrogénio por meio de uma cultura mista apresenta varias
vantagens em relagdo a cultura pura: facil controle, operacdo simples e utilizacdo de amplas
fontes de matéria — prima (LI, C.; FANG, 2007; VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005; WANG,
J.-L.; WAN, 2008). Ademais que a cultura mista mostrou a capacidade de degradar
completamente o furfural e parcialmente o 5-HMF na producgéo de Bio-H> via processo de
fermentacio escura (MUNOZ-PAEZ et al., 2019). Porém o rendimento de Bio-H; por bactérias

produtoras de hidrogénio em culturas mistas é baixo, pois o hidrogénio é produzido como um



30

intermediério e pode ser posteriormente convertido em CHa, acetato ou propionato por bactérias
consumidoras de hidrogénio (arqueas metanogénicas) durante o processo de fermentacao
escura (CAI; LIU; WEI, 2004; OH, S.; GINKEL; LOGAN, 2003).

Por conseguinte, para aumentar a taxa de producdo de Bio-H; é de fundamental
importancia desenvolver métodos que inibam a atividade de bactérias consumidoras de H: e
enriqueciam as bactérias produtoras de H.. Por isso a conveniéncia de fazer um pré-tratamento
eficaz do inéculo (CAI; LI1U; WEI, 2004; HU; CHEN, 2007; WANG, J.-L.; WAN, 2008).

3.2.6.1 Pré-tratamento do inoculo

Wang e Yin (2017) relatam os diferentes métodos de pré-tratamento para a producao de
Bio-H2. A Figura 7 mostra-se que o pré-tratamento térmico tem sido o método mais amplamente
usado, seguido pelo tratamento com &cido e base, inibidores quimicos e aeracdo. Assim, a alta
temperatura geralmente rompe as ligacGes quimicas da parede celular e dela membrana, além
de solubilizar os componentes da célula e causar a deterioracdo da proteina microbiana
(APPELS et al., 2008).

Wang e Yin (2017) relatam também que a alta resisténcia ao calor das bactérias
produtoras de Ha (exe. Clostridium) é devido & propriedade de formar esporos como uma reagao
as condicOes adversas ao contrario das bactérias consumidoras de H> (arqueas metanogénicas)
que ndo tém. No entanto, bactérias homoacetogénicas formadoras também de esporos e que
sdo um tipo principal de consumidor de hidrogénio, dificilmente podem ser inibidas por
tratamento térmico (OH, S.; GINKEL; LOGAN, 2003). Mesmo assim, a razdo para a ampla

aplicacdo do tratamento térmico pode ser também pela sua operacdo simples e de facil controle.

Figura 7 - Métodos de pré-tratamento para o indculo

Acido e Basico
(17,14%)

Inibidores quimicos
(7.14%)
Aquecer

(48.37%) Aeragdo

(4.29%)

Outros
(12.86%)

Combinagio
(10%)

Fonte: Adaptado de Wang e Yin (2017).
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A temperatura é um favor vital que afeta a sobrevivéncia microbiana (APPELS et al.,
2008). Assim como a alta temperatura geralmente rompe as ligagcdes quimicas da parede celular
e da membrana, também, solubiliza os componentes da célula e causa a deterioracéo da proteina
microbiana (APPELS et al., 2008).

Outros experimentos estudaram a frequéncia da temperatura e do tempo de aquecimentos
para diferentes tipos de indculos. Eles observaram que a condi¢es mais comumente utilizada
foi 100 °C e 60 min (Quadro 2) (DAVILA-VAZQUEZ; ALATRISTE-MONDRAGON, F. DE
LEON-RODRIGUEZ; RAZO-FLORES, 2008; DE SA et al., 2013; LEE, K.-S. et al., 2008;
LEE, K. etal., 2012; LI, Y.-C. et al., 2012; LIN, C.-Y. et al., 2010; LIN, CN; WU; CHANG,
2006; LIN, CY etal., 2011; LIN, P. et al., 2011; O-THONG; PRASERTSAN; BIRKELAND,
2009; ZHANG, Y. F.; LIU; SHEN, 2005).

Quadro 1 - Fonte e pre-tratamento do indculo ha producéo de Bio-H>

Biomassa , Pré- N
. . Inéculo Referéncia
Lignocelulosica Tratamento

Cultura mista (lodo de um canal de

Palha de arroz . x
sedimentagéo)

100 °C 30min Sattar et al. (2016)

Cultura mista (lodo anaerdbico de uma estago

Palha de arroz de tratamento de esgoto)

Sem tratamento He et al. (2014)

Cultura mista (lodo de esgoto ativado de uma| 80-100 °C,30

Palha de arroz estacdo de tratamento de aguas residuais) 60min

Alemahdi et al.(2015)

Cultura mista (lodo anaerébico de uma unidade
Palha de arroz de digestdo anaer6bia de uma fazenda de| 105 °C, 90min | Ghimire et al. (2016)
laticinios)

Cultura mista (lodo anaerébico de um reator Gonzales e Kim

Cascade ATOZ |4 atando aguas residuais de cervejaria) 90 °C, 30min (2017)

Cultura mista (lodo anaerébico de um rio

talo de milho
natural)

100 °C, 15 min | Wang et al. (2010)

Pelota de madeira de | Cultura mista (lodo anaerébico de um reator

pinheiro UASB na Coreia do Sul) 90 °C, 30min | Gonzales et al. (2017)

Fonte: Autora.
3.2.7 Inibidores da fermentacao escura

Os diferentes fatores que podem resultar na inibicdo da producédo de Bio-H> podem ser
amplamente classificados como inibidores do pré-processo e em processo (BUNDHOO;
MOHEE, 2016). Os inibidores do pré-processo sao aqueles supressores que ja estdo presentes
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antes do processo de fermentacao, tais como na cultura mita (in6culo) ou substratos. E por outro
lado, os inibidores em processo que séo gerados ao longo do processo de fermentagdo escura
(Figura 8) (BUNDHOO; MOHEE, 2016).

O indculo pode consistir em uma ampla variedade de microrganismos produtores e
consumidores de Hz e outros microrganismos que competem com as bactérias produtoras de H»
por substratos e estes podem diminuir o rendimento na produgédo de Bio-Hz. Esses inibidores
incluem arqueas metanogénicas, hidrogenotroficas e homoacetogénicas, bactérias redutoras de
sulfato, bacterias redutoras de nitrato, produtoras de propionato, bactérias redutoras de ferro e
bactérias de acido lactico (Figura 8) (ANGENENT et al., 2004; GUO et al., 2010; SAADY,
2013; VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009). A principal estratégia para reduzir
a inibicdo das bactérias consumidoras de hidrogénio e € o uso do pré-tratamento térmico do
indculo antes do processo de fermentacdo (LI, C.; FANG, 2007; SAADY, 2013; VALDEZ-
VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009; WANG, J. .; YIN, 2017; WONG, Y.-M.; WU; JUAN,
2014; WONG, Y. M. et al., 2014).

E quanto ao substrato, o pré-tratamento tem como principal objetivo a liberacdo da
celulose em solucdo e assim aumentar a hidrolise e a producao de Bio-Hz, como foi mostrado
na Figura 6 e Tabela 4 dase¢do 3.2.5.1 (ELBESHBISHY etal., 2011; HSU; LADISCH; TSAO,
1980; MOSIER et al., 2005; SUN, Y.; CHENG, 2002; ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). Além
desses aspectos positivos, também liberam subprodutos derivados do aglcar que exercem
efeitos inibitorios no processo de fermentacdo do hidrogénio (ALLEN et al., 2010). Os
subprodutos obtidos sdo classificados em trés grupos: acido fraco (acido acético) da hidrdlise
dos grupos acetila da hemicelulose; mondémeros fendlicos da decomposicdo da lignina
(vanilina, siringaldeido) e derivados do furano (furfural e 5-hidroximetilfurfural) da
desidratacéo de pentose e hexoses (JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013; MILLS;
SANDOVAL,; GILL, 2009; MONLAU et al., 2014). Os derivados de furano podem impedir as
atividades de enzimas envolvidas em reacdes de fermentagdo como a glicélise (CHEN, R. et
al., 2013; KUMAR, G. et al., 2015; LIN, R. et al., 2015; MODIG; LIDEN; TAHERZADEH,
2002), suprimir o crescimento celular (BELLIDO et al., 2011; LAl et al., 2014; LIN, R. et al.,
2015) e causar danos ao ADN como uma mudanca nas vias de fermentacdo (ALMEIDA et al.,
2009; LIU et al., 2015; MODIG et al., 2002; SIQUEIRA E REGINATTO, 2015).



Figura 8 - Inibidores da producéo de Bio-Hz
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Fonte :Adaptado de Bundhoo e Mohee (2016).
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Rodriguez-Valderrama et al.(2020) estudaram o coprocessamento de residuos de frutas
e hortalicas (RFH) e palha de milho (PM) para a producdo de Bio-H>. No pré-tratamento do
substrato aplicaram &cido diluido em cinco niveis de residuos RFH: PM (0:1, 1:3, 1:1,3:1e 1.0
de biomassa em base seca) e dois tipos de acidos (HCI e H2SO4 a 0,5% em base volumeétrica)
(Figura 9). Observando-se que no experimento RFH: PM (0:1) respectivamente, suas
concentragdes do HMF e furfural foram maiores para HCI do que H2SO4. Essas observagoes
tém alguma relacé@o que o HCI fornece maior concentracdo dos inibidores furfural e 5-HMF do
que H2SOa4.

Figura 9 - Principais efeitos dos residuos RFH
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Nota: : PM e catalisadores na producdo de HMF (A e B); furfural (C e D)
Fonte: Adaptado Rodriguez-Valderrama et al. (2020).

Kumar et al. (2014) descobriram que mesmo na concentracdo de 5-HMF de 0,59 g L™,
a producéo e o rendimento de H> podem ser bastante afetados. Embora o furfural ndo seja
exatamente toxico, devido ao seu tamanho molecular relativamente maior do que o 5-HMF,
tornando mais dificil sua entrada através da célula, ele pode ser ainda mais reduzido a alcool
furfurilico em condicGes anaerdbicas. A Tabela 6 mostra alguns estudos das concentracdes de

5-HMF e furfural na producéo de hidrogénio.



Tabela 6 - Concentraces dos inibidores de derivados de furano na producéo de H
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Substrato In6culo Faixa estudada (g L?) R,er?dlmento Referéncias
maximo de H»
Furfural
Hidrolisado Thermoanaerobacterium Cao et al
acido de palhade  thermosaccharolyticum 0-2 (0) 2515 mL L1 '
: (2010)
milho W16
. Lodo de digestéo i 2478mLg Linetal.
Glicose anaerdbia 0-14(0) substrato (2015)
Siqueira e
Glicose Cultura mista de lodo 0-2(0,0) 154,3 mL Reginatto
(2015)
Hidrolisado de
casca de arroz .
com 4gua N.A. 24+02 N.A. Abaide et al
° (2019)
supercritica
(220°C, 21 min)
Hidrolisado Lodo de digestor 4 Gonzales et al.
4cido de CA anaerébico 2,93 3340mL H. L (2016)
5-HMF
Hidrolisado Thermoanaerobacterium Cao et al
acido de palhade  thermosaccharolyticum 0-2(0) 2515 mL L? '
: (2010)
milho W16
. Lodo de digestéo 2478mLg Linetal.
Glicose anaerodbia 0-14(0) substrato (2015)
Hidrolisado de
casca de arroz .
. Abaide et
com agua N.A. 06+0.1 N.A. al (2019)
supercritica
(220°C, 21 min)
Hidrolisado Lodo de digestor 4 Gonzales et al.
4cido de CA anaerébico 2.09 3340mL H. L (2016)
. 0,46 - 0,14 mol Kumar et al.
Glicose Lodo de semente <0.59 H, mol acucart (2014)

N.A: N&o aplicavel.

Fonte: Autora.

E finalmente no processo de fermentacao escura, a producdo fermentativa de Bio-Hz é

acompanhada pela formacéo de &cidos graxos volateis (AGV), os quais estdo conformado pelo
acetato, butirato, propionato (LEE, Y.-J.; MIYAHARA; NOIKE, 2002; WONG, Y.-M.; WU,

JUAN, 2014). A eficiéncia da degradacdo do substrato, maior taxa de producéo de hidrogénio



36

e o rendimento de hidrogénio diminui com o aumento da concentragcdo de AGV (LEE, Y.-J.;
MIYAHARA; NOIKE, 2002).

A producdo de acetato € normalmente a via preferida na producdo de H:
(BAGHCHEHSARAEE et al., 2010; ELBESHBISHY; HAFEZ; NAKHLA, 2010; SHI et al.,
2010; ZHAO et al., 2010). Pois, o rendimento ideal de H> € de 4 mol por mol de hexose pela
via do acetato, mas € dividido pela metade pela via do butirato (CHU, Y. et al., 2011;
HILIGSMANN et al., 2007; KRAEMER; BAGLEY, 2007; SHI et al., 2010).

Em contraste com a acidogénese, a producdo de H. pela via da solvogénese é
acompanhado pela producdo de solventes como etanol e butanol. No entanto, a solvogénese
n&o incentiva o alto rendimento de Hz, porque solventes como o etanol tém efeitos bactericidas
(HAWKES, F. R. et al., 2002; KAPDAN; KARGI, 2006; REN, NQ et al., 2007; SEIFERT et
al., 2009; SHI et al., 2010; YU; ZHAO; TANG, 2006). Os AGV podem atuar como um fator
suplementar e/ou inibidor da producédo de H. (SEIFERT et al., 2009; WANG, H. et al., 2010;
ZHAO et al., 2010).

Figura 10 - Relacéo entre os produtos da fermentacéo e a producéo de H>
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Nota: (A) Evento de inibicdo de H, devido ao acimulo de acetato e/ou butirato; (B) evento de producdo de H-
suplementado por lactato e propionato.
Fonte: Adaptado de Wong et al. (2014).
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3.3 PRODUC;AO DE BIO-H» A PARTIR DA CASCA DE ARROZ
3.3.1 Substrato: Casca de arroz

A Asia é 0 maior produtor de arroz no mundo, com cerca de 90,6% da producio (FAO,
2019). O continente americano € o segundo no ranking, sendo responsavel por 5% da producao
mundial de arroz (37,2 milhGes de toneladas aproximadamente).

No caso do Brasil a producéo é de 12,2 milhdes de toneladas, correspondendo a 11% da
producdo mundial. Dentre as unidades da federacdo o Rio Grande do Sul é o maior produtor de
arroz em casca (Tabela 7) (CONAB, 2019).

Tabela 7 - Quantidade produzida de arroz com casca no Brasil e no estado do RS

Ano Quantidade produzida (Toneladas)
Brasil Rio Grande do Sul
2008 12.061.465 7.336.443
2009 12.651.144 7.977.888
2010 11.235.986 6.875.077
2011 13.476.994 8.940.432
2012 11.549.881 7.692.223
2013 11.782.549 8.099.357
2014 12.175.602 8.241.840
2015 12.301.201 8.679.489
2016 10.622.189 7.493.431
2017 12.464.766 8.733.110
2018 11.749.192 8.401.787

Fonte: Adaptada de IBGE/Pesquisa Agricola Municipal (2019).

Realizando um balanco em 2019, observamos que a producéo nacional de arroz foi 10,4
milhGes de toneladas, 13,4% menos que a obtida em 2018 (CONAB, 2019). Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a estimativa para producdo de 2020/21 é
de 11,1 milhdes de toneladas. Dessa forma, o estado do Rio Grande do Sul, por exemplo, se
mantém como maior produtor da cultura no pais, participando com 89% do total que
sera colhido em 2020/21.

A casca de arroz corresponde de 20 a 33% da massa de arroz produzida (SHIUN LIM
et al., 2012), constituindo-se de 34,1 - 40,3% de celulose, 12 - 14,6% de hemicelulose, 15,2 -
27% de lignina e 14 - 20% de cinzas (em base seca) (CABRERA et al., 2014; DAGNINO et


https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos
https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos
https://blog.aegro.com.br/colheita-de-arroz/
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al., 2013; GONZALES, R. R.; KIM, 2017; NICHOLS et al., 2014; SAHA, BADAL C et al.,
2005; SINGH et al., 2011).

A Tabela 8 mostra as outras propriedades importantes e caracteristicas da CA. Assim
também, como o maior valor de aquecimento (MVA) da CA que é 15,84 MJ kg™, que indica o
contetdo de energia de uma determinada biomassa. Sun et al. (2009) relatam que quanto mais
0 MVA aumenta, o contetdo de cinzas reduz.

Tabela 8 - Propriedades da casca de arroz

Casca de Arroz
Maior valor de aquecimento (volume constante)

MJ kgt 15,84
Btu Ib*! 6811
Anélise aproximada (% combustivel seco)

Carbono fixo 16,22
Matéria volatil 63,52
Cinza 20.26
Total 100
Analise final (% combustivel seco)

Carbono 38,83
Hidrogénio 4,75
Oxigénio 35,47
Nitrogénio 0,52
Enxofre 0,05
Cloro 0,12
Cinza 20,26
Total 100
Composi¢do elementar de cinzas (%)

SiO; 91,42
Al03 0,78
TiO; 0,02
Fe O3 0,14
CaO 3,21
MgO <0,01
NaO 0,21
K20 3,71
SO; 0,72
P,0s 0,43
CO,/Other

Total 100,64
Indeterminado 0,64

Fonte: Adaptado de Jenkins et al. (1998).

O pré-tratamento contribui com uma grande parte do custo ao longo do processo de
conversdo da casca de arroz em agucares fermentaveis (ABAIDE et al., 2019; GONZALES, R.
R.; SIVAGURUNATHAN; KIM, 2016; MOSIER et al., 2005; SOARES et al., 2020;
SOAREZ, 2019).

Os componentes da celulose e da hemicelulose da casca de arroz sdo incorporados a

rede de lignina que consiste em camadas de polissacarideos que evitam a hidrélise enzimatica
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(Figura 5, secdo 3.2.5). Assim, para expor a celulose e a hemicelulose a acdo enzimatica e,
posteriormente, aumentar a eficiéncia da bio-converséo, a rede de lignina deve ser removida
com o pré-tratamento adequado (I'YAMA; LAM; STONE, 1994).

A eficiéncia do pré-tratamento depende fortemente de suas condigdes operacionais,
incluindo temperatura, tempo de retencdo, concentracdo e relacdo de solido/liquido (S/L)
(PARK, J.-H. et al., 2011). O pré-tratamento com &cido diluido é um dos mais amplamente
realizados para biomassas lignocelulésicas (Figura 6, se¢éo 3.2.5.1) (SOARES et al., 2020). No
Quadro 2 mostra-se o rendimento na producéo de H, com o pré-tratamento acido da casca de

arroz.

Quadro 2 - Métodos de pré-tratamento da casca de arroz para producéo de Bio-H.

Biomassa de pré-tratamento de Rendimento de Referéncias
lignocelulosica biomassa lignocelulésica H:
Fisico: Moagem
Casca de arroz Quimico: Hidrdlise &cida 1,25 mpl Hf mol | Gonzales et al.
(H2SO4 5% VIv) agucar (2016)
Fisico: Moagem
Casca de arroz Quimico: Hidrolise acida 1’2&?5' tgtza I|T]10| G;“é%'iz)et
(H2S04 5% viv) '
Fisico: Moagem
Quimico: Hidrdlise acida 320,6 - 473,1 Gonzales e
Casca de arroz (H2S04 5% v/iv) mL Hzg Kim
Bioldgico: hidrdlise enzimética biomassa (2017)
(enzima comercial)

Fonte: Autora.

3.3.2 Cooproducdo de biodalcool e acido graxos volateis

Os rendimentos e as taxas de producdo de H., aumentam com a elevacdo das
concentracdes de hidrolisado até um certo nivel, logo os AGV se acumulam inibindo os
produtores de H> (SAGNAK; KARGI; KAPDAN, 2011) ou diminuindo o pH abaixo da faixa
apropriada para as bactérias produtoras de Hz (FAN et al., 2006b).

As altas concentragdes dos hidrolisados podem conter também compostos inibidores ou
podem aumentar os tempos de laténcia para a producéo de H. (CHU, C. Y. etal., 2011; L1, Y.
C.etal., 2011), causar inibicdo do substrato (PAN, C. et al., 2010) e aumentar a pressao parcial
do hidrogénio (FAN et al., 2006a), alterando o metabolismo da producdo de acido para a
producdo de solventes (etanol e butanol), posto que a solvogenése ndo incentiva o alto
rendimento de Hz (SHI et al., 2010).
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Os é&cidos butirico, propibnico e acético sdo os principais AGV produzidos durante a
fermentagdo. A Figura 11 mostra os &cidos butirico, acético e propidnico foram os principais
produtos sollveis da fermentacdo da CA. A presenca desses AGV é tipicamente observada
quando glicose e xilose sdo usadas como a matéria-prima para fermentacéo de Bio-H, em pH
5,5 e temperaturas mesofilas (CHAGANTI et al., 2013).

Figura 11 - Composicdo AGV nas amostras pds-fermentacdo escura na CA
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Fonte: Adaptado de Gonzales et al. (2016).

O acumulo de &cidos butirico e acético indica que a producdo de H> prossegue através
das vias de fermentacdo de butirato e acetato. Por outro lado, a formacao do acido propidnico
é indesejavel na producdo de Bio-H2, uma vez que este ndo € apenas um inibidor para as
bactérias fermentativas, mas também a producédo desse subproduto do mesmo substrato reduz
o rendimento do hidrogénio (SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN, 2014).

Em concentragdes abaixo de 1g L™ dos AGV, como os &cidos formico e propibnico, no
sdo conhecidos por exibir efeitos inibitorios sobre os crescimentos das espécies do Clostridium,
as principais bactérias produtoras de H. (MONLAU et al., 2013b). Observa-se também na
Figura 11, a formacéo do acido lactico, que é um indicador da presenca de aciddgenos (nao
produtores de Hy).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para atender o objetivo geral e os objetivos especificos deste estudo realizou-se uma
série de procedimentos sequenciais. Os principais processos realizados foram a hidrélise acida
da CA em diferentes concentragdes e o processo de fermentacédo escura para a producao de Bio-
Ho.

Nos ensaios de hidrélise acida da CA foi selecionado como substrato o hidrolisado que
contém a maior recuperacdo de acgucares totais (AT) e menor concentracao de Furfural e 5-
Hidroximetilfurfural (5-HMF). O hidrolisado selecionado (substrato) juntamente com dois
tipos de in6culo e micronutrientes (meio mineral), foram, entdo, submetidos ao processo de
fermentacdo escura para a producdo de H», onde avaliaram-se o rendimento de Bio-H:

produzido.
4.1 MATERIA PRIMA

A CA foi a matéria-prima escolhida para a producdo de Bio-H>, por resultar uma das
biomassas lignoceluldsicas mais abundantes no estado de Rio Grande do Sul (RS), Brasil
(Tabela 7, secdo 3.3.1).

A CA foi fornecida pela empresa de comercializacdo de arroz localizada da cidade de
Agudo no estado federal de RS. Ap6s a coleta da amostra (CA), o material foi transportado e
analisado no Laboratério de Engenharia do Meio Ambiente (LEMA) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), localizada no municipio de Santa Maria, RS Brasil.

4.1.1 Caracterizacdo da matéria prima

Amostra foi secada na estufa a 60 °C até conseguir uma massa constante
(aproximadamente 24h), moida, peneirada (tamanho menor 2mm) e armazenadas a temperatura
ambiente até 0 momento de uso. A CA foi caracterizada quanto a teor de umidade, teor cinzas
e AT segundo as metodologias baseadas nos protocolos padronizados do Laboratério Nacional
de Energia Renovavel (NREL- National Renewable Energy Laboratory). A curva-padrdo para
a determinacgéo de AT (Figura 12) foi elaborada seguindo 0 mesmo procedimento que utilizou
Maldone et al. (2013) nas diferentes diluicGes de glicose (200 a 1000 mg L™1).

Para a anélise dos AT da CA, a mostra foi diluida em concentra¢cdes de modo que as
leituras no espectrofotbmetro permanecessem na faixa confiavel (Figura 12). As analises foram

realizadas em triplicata e as respostas sdo expressas como media + desvio padrdo. Cabe ressaltar
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que ndo foi possivel fazer a anélise da composi¢do quimica da CA (celulose, hemicelulose e
lignina) devido a falta do equipamento.

Figura 12 - Curva de calibracdo de agUcares totais
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o R2=0,9933
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o]
§ 400 '_,.0
8 200 ¢
3
<
0
0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
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Fonte: Autora.

4.2 HIDROLISE ACIDA DA CASCA DE ARROZ

Para o pré-tratamento &cido da CA neste trabalho, foi com o uso do &cido sulfirico
(H2S04 P.A. 98%) visando a maior obtengdo de agUcares fermentesciveis e a maior eficiéncia
de recuperacdo de AT (Tabela 4, secdo 3.2.5.1). Para estes ensaios pesaram-se 5,00 + 0,1 g de
CA, Volumes de 1%, 3% e 5% é&cido sulfirico (VHzsos) sendo um volume total de 50mL que
corresponde ao tratamento 1 (Tratl), tratamento 2 (Trat2) e tratamento 3 (Trat3)
respectivamente (Tabela 9) (Figura 13, a).

Tabela 9 - Ensaios experimentais do pré-tratamento da casca de arroz

Pré-tratamento Mca (9) Vhzsos (ML) Viota (ML)

Tratl 500+0,1 0,5 50
Trat2 5,00+ 0,1 15 50
Trat3 5,00+0,1 2,5 50

Fonte: Autora.

Todos os ensaios férum conduzidos em autoclave e avaliado a temperatura de 121 °C
por um periodo de 60min (Figura 13, b). As analises foram realizadas dez vezes para 0s trés
tratamentos (Tratl, Trat2 e Trat3).



43

Figura 13 - Pré-tratamento da casca de arroz

Fonte: Autora.

No final de cada tratamento (Tratl, Trat2 e Trat3), a fase liquida foi separado do
hidrolisado por meio de filtragdo (Figura 14, a) e neutralizados em um faixa de pH de 6 - 7

(Figura 14, b) respectivamente.

Figura 14 - Hidrolisado &cido da casca de arroz

Fonte: Autora.

O teor de acucares totais presentes na fase liquida (hidrolisado) foi determinado pelo
método DNS (&cido 3,5-Dinitrosalocilico) utilizando espectrofotdmetro UV-Visivel
(Shimadzu, modelo UV 2006, SP) para avaliar o processo de hidrdlise acida da CA no Tratl,
Trat2 e Trat3. Para essa anélise, os hidrolisados de cada tratamento foram diluidos em diferentes
concentracdes de modo que as leituras no espectrofotdmetro permanecessem na faixa confiavel
de 200 - 1000 mg L™ (Figura 14).

O procedimento consistiu em pipetar 1,0 mL do hidrolisado em um tubo de ensaio e
adicionar 1,0 mL do reagente DNS. Agitar e aquecer em banho maria a 100 °C (em ebulicdo)



44

por 5 minutos. Resfriar o tubo em banho de gelo por 5 minutos. Adicionar 16 mL da solugédo
de tartarato duplo de sddio e potassio. Fazer a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a
540 nm, apo6s zerar o aparelho com o branco. O branco consiste em substituir o volume de
amostra ou solucdo de glicose por agua destilada (1,0 mL) e realizar o teste de DNS. Para cada
tratamento se realizou dez analises de AT.

Por outro lado, a metodologia analitica para a determinacdo dos inibidores (Furfural e
5HMF) foi baseada em Abaide et al. (2019), com pequenas modificacGes, cujos procedimentos
sdo descritos resumidamente. As amostras foram realizadas em um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia Nexera-XR (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) composto por
bombas LC-20AXR, amostrador automético SIL-20XR, forno de coluna CTO-20A e detector
de arranjo de diodos SPD-M20A usado para cromatografia. O Software LabSolutions
(Shimadzu, Kyoto, Japdo) usado para aquisicao de dados e analise.

O método foi desenvolvido em uma coluna de fase reversa XBridge™ C18 (3,5 um
4,6mm d.i. x 50 mm; Waters, Milford, EUA), utilizando-se como fase mével uma solucao de
acetonitrila:dgua (1:8 com 1% (v/v) de acido aceético) filtrada em filtro de ésteres de celulose
de 47 mm de didmetro com porosidade de 0,45 pum (Milipore, EUA) e desgaseificado em banho
de ultrassom (USC - 1400, Unique, S&o Paulo).

As condicdes para as analises foram: 10 pL de volume de injecdo, taxa de fluxo de 0,8
mL min em modo isocratico de eluicdo, temperatura da coluna de 30 °C, detector monitorando
em comprimento de onda de 280 nm, temperatura do detector de 30°C e tempo total de analise
de 10 minutos. As concentracdes de cada componente foram obtidas pela correlacdo entre as
areas dos cromatogramas e curvas padrao previamente determinadas para o furfural e o 5-HMF.

As areas dos picos correspondentes ao furfural e 5-HMF foram usados para calcular sua
concentracdo nas amostras. Cabe ressaltar que ndo foi possivel a analise da composicéo quimica
dos hidrolisados (Celobiose, Glicose, Xilose, Arabinose e Acido acético) por falta de

equipamentos.
4.3 SUBSTRATO

De acordo com os resultados obtidos na secdo 4.2 o hidrolisado &cido da CA que
apresentou maior concentracao de agucares totais e menor concentracdo dos inibidores furfural
e 5-HMF foi escolhido como o substrato para a producdo do Bio-H. a partir do processo de
fermentacdo escura. Um fluxograma dos principais procedimentos experimentais para o

substrato, é apresentado na Figura 15.
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Figura 15 - Fluxograma representativo do substrato
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Fonte: Autora.

4.4 INOCULO

As fontes de cultura mista utilizadas neste trabalho foram o lodo anaerébio granular
(LAG) gerado no reator anaerébio da industria cervejeira e o lodo do tanque séptico (LTS) da
estacdo de tratamento de esgoto (ETE), localizada no campus da UFSM, municipio de Santa
Maria, estado de RS.

Martinez (2021) identificou as bactérias do género Clostridium no LAG pelo método de
hemolise em &gar sangue (Figura 16). Os meios de cultura utilizados para o teste foi 0 meio
fluido de tioglicolato que permite o desarrolho de bactéria estritamente anaerdbias. Martinez
(2021) determinou a presenca da espécie Clostridium perfringens e Clostridium tetani,
produtoras de Ha.

Por outro lado Ramirez (2019) identificou as diferentes estruturas bacterianas no LTS
da ETE da UFSM para as diferentes esta¢cdes do ano, as quais sao apresentadas em unidades
taxonébmicas operacionais ou Operational Taxonomic Units (OTUs), a bactérias mais
abundantes foram representadas pelas ordens Clostridiales (35% de Abundancia Relativa— AR)

e Lactobacillales (14% de AR) (Figura 17). A ordem Clostridiales compreende bactérias
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anaerobias formadoras de esporos, sendo a possivel razdo da sua predominancia sobre as demais

ordens (MARA e HORAN, 2003), e sua elevada abundancia pode indicar ambientes
predominantemente anaerébios (WANG E YIN, 2017).

Figura 16 - Cultivo de Agar sangue

Fonte: Martinez (2021).

Figura 17 - Abundancia Relativa das amostras de lodo do TS-UFSM, em nivel de ordem
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Fonte: Ramirez (2019).
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A coleta para o LTS foi realizada no ponto médio e no fundo do tanque séptico, com

auxilio de balde e corda. A amostra foi colocada recipientes de plastico e encaminhadas
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imediatamente para 0 LEMA da UFSM. Seguidamente foi fraccionada e centrifugada (2500
rpm por 10 minutos). O sobrenadante foi descartado e a fase sedimentada foi mantida em
recipientes de vidro a temperatura de 4 £ 1 °C até o momento do uso para o pré-tratamento.

Todos os ensaios foram realizados utilizando o mesmo lote de lodo. Os indculos (LAG
e LTS) foram caracterizados quanto ao teor de umidade, sélidos totais, sélidos volateis e cinzas.
Os procedimentos adotados estédo descritos nas secdes 4.4.1. a 4.4.3.

4.4.1 Determinacdo do teor de umidade e solidos totais

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico. Esta técnica baseia-se na
quantificacdo da massa de uma amostra antes e depois da secagem em estufa a 105 °C. Para
este ensaio, foram colocados, aproximadamente, 10 g de indculo na estufa, medindo-se a massa
da amostra, periodicamente, até obter valor constante.

O teor de umidade foi calculado conforma a Equacédo 5, onde m; é a massa inicial e ms
é a massa final da amostra. A fracdo solida resultante do processo de secagem refere-se ao teor
de sélidos totais (ST). Deste modo, os s6lidos totais foram determinados a partir da Equacéo 6.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

m; —m
Umidade (%) = le x 100 ()

l

ST (%) = 100 — Umidade (%) (6)

4.4.2 Determinacao do teor de solidos volateis

A andlise de soélidos volateis (SV) foi conduzida de acordo com o método padrdo
Método 2540E do APHA (2012) . Para este procedimento, foram colocados, aproximadamente
5 g de amostra seca em cadinhos de porcelana e submetidos na mufla a 550 °C durante 1 h.

A fracdo de solidos volateis foi calculada a partir da Equacéo 7, sendo que A € a massa
da amostra seca + cadinho (g), B é a massa do cadinho (g), e C é a massa da amostra + cadinho

apos a mufla (g). Os ensaios foram realizados por triplicata.

(A= C) x 100

T8 (7)

SV(%) =
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4.4.3 Determinagao do teor de cinzas

O conteldo de cinzas foi determinado a partir da calcinacdo da amostra em forno mufla
a 800 °C por 2 h. Para isto, foi colocado aproximadamente, 1 g de amostra (previamente seca a
105 °C) em cadinhos de porcelana em forno mufla.

O teor de cinzas do lodo foi calculado conforme a Equacdo 8, onde m; é a massa da
amostra mais cadinho apds a calcina¢do, m2 a massa do cadinho e mg a massa inicial de amostra.

O ensaio foi realizado em triplicata.

my—m, 100
0

Cinzas(%) =

Para o pré-tratamento dos lodos, foi escolhido o tratamento térmico por ser o método
mais usado para o enriquecimento das bactérias produtoras de hidrogénio em culturas mistas e
inativar as bactérias metanogénicas (consumidoras de H.) (Quadro 1, se¢do 3.2.6.1). Um
fluxograma dos principais procedimentos experimentais dos indculos, é apresentado na Figura
18.

Figura 18 - Fluxograma representativo do indculo

Inicio

£10)

Preparagao do Inoculo I ‘Teor TR

— — Teor cinzas
Coletar | centrifugar Armazenar|

l

Pré-tratamento térmico

rizag

Caracte

SV
ST

Temperatura
tempo

Fonte: Autora



49

4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DO PROCESSO DE FERMENTACAO ESCURA

A unidade de producdo de hidrogénio foi instalada e o Bio-H> produzido analisada no
laboratdrio de Materiais Inorganicos (LMI) na faculdade de Quimica da UFSM. Esta composta
basicamente pelo reator com capacidade de 500 mL que foi purgado com N2 gas para garantir
as condicBes anaerodbicas, um agitador magnético com aquecimento, um termdmetro, € um

sistema de medic¢&o do volume de Bio-H: (Figura 19).
Figura 19 - Unidade de producéo do Bio-H:
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Fonte: Autora.

A producéo do Bio-H2 manteve-se a temperatura entre 36 e 38 °C, agitacdo constante e
pH inicial no faixa de 6 - 7, que foi ajustado com solu¢des de NaOH 1N ou HCI 1N.O inéculo
foi tratado termicamente na estufa a 100 °C por 60 min para inativar as arqueas metanogénicas
(consumidoras de H2) e ativar as acidogénicas (produtoras de Hz). Esse método foi escolhido
por apresentar boa eficiéncia no enriquecimento de bactérias produtoras de Hz2 (Quadro 1, secédo
3.2.6.1) além de ser um método facil e prético.

O meio mineral foi preparado pela seguinte forma: 55 g MgCl..6H20; 0,7902 g ZnCly; 7
g FeSO04(NH4)2S04.6H20; 1,2 g MnCl2.4H20; 0,4 CuSO4.7H20; 0,01 g H3BOs; 1 ¢
Mo07024(NH.).4H20; 0,05 g NiCl2.6H20; 0,05 g NaS03.5H20; 60 g CaCl».2H20; e 1,174 g
CoCl,.6H20 em 1 litro de agua desionisada.
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Para iniciar o processo de fermentacdo escura, a razdo de substrato/in6culo foi de 9,

adicionado 5ml do meio mineral. Na sequéncia, o pH inicial do médio e a temperatura eram

ajustados segundo a secédo 4.5 e o sistema era fechado com uma rolha de silicone, onde estava

acoplado o termdmet

ro.

Apos o fechamento do sistema, 0 gas nitrogénio (N2) era injetado durante 10 min para

a remocdo do oxigénio no meio e garantir a condicdo anaerdbia antes de iniciar 0 processo

fermentativo. A concentracdo de AT e DQO foi medida antes e apds cada ensaio. Um

fluxograma representativo do processo de fermentacdo escura para a producdo de Bio-H> se

mostra na Figura 20.

Figura 20 - Fluxograma do processo de fermentac&o escura para producao de Bio-H>
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A: Fluxograma representativo do substrato (Figura 15).
B: Fluxograma representativo do indculo (Figura 18).

Fonte: Autora.

A Producéo de Bio-H> foi medida a partir de um sistema de deslocamento de coluna em

uma proveta invertida conectada ao reator (Figura 20) e o monitoramento foi realizado em
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intervalos entre 40 - 60 min ap6s do inicio do processo fermentativo, com excecao do periodo
noturno. Cabe ressaltar que o gas coletado era extraido mediante uma seringa metéalica (500
uL), que foi devidamente purgada com géas Argon. A amostra foi injetada ao Cromatdgrafo
Shimadzy GC-2014, composto por uma coluna Carboxem 1000, comprimento 4.6 m com

diametro interno 2,10 mm e detector de condutividade térmica.



52

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA CASCA DE ARROZ

O teor de umidade e teor cinza da CA foi de 9,9 £ 0,5% e 15,54 * 0,2% respetivamente,
que esta de acordo com os valores na literatura (ABAIDE et al., 2019; CABRERA et al., 2014;
NICHOLS et al., 2014; SAHA, B. C. et al., 2005). A concentracdo de AT para a CA sem pré-
tratamento foi seguindo o protocolo para determinacdo de AT pelo método DNS, foi de 3,19 g
LTAT.

5.2 HIDROLISE ACIDA DA CASCA DE ARROZ

A CA foi submetida ao processo de hidrélise &cida em trés diferentes concentracdes de
acido sulfarico (Tratl, Trat2 e Trat2) para a conversdo dos carboidratos (celulose e
hemicelulose) em aglcares fermentaveis (Tabela 9, secdo 4.2). O teste Kruskal-Wallis foi
utilizado para determinar se alguma das diferencas entre as medianas é estatisticamente
significativa. Tendo como variante categoérica, a hidrdlise &cida da CA (Tratl, Trat2 e Trat3) e
a variante dependente continua a concentracdo de AT. Para verificar se as diferencas sdo
significativas vejamos a Figura 21, observa-se que o valor da significancia (p) que no caso é
1,3x10° é bem menor a 0,05, isto quer dizer que existe diferencia significativa entre as
mediadas dos Tratl, Trat2 e Trat3.

Figura 28 - Concentracdo de acuicares totais para os pré-tratamentos da CA

2501 Kruskal-Wallis, p = 1.3e-05
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N
N
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Acucares Totais (g/L
S
o

175
- ;.\._,_!__:
15.01 ’ :
Trat1 Trat2 Trat3

Tratamento

*: um dado atipico

***: trés dados atipicos
****: quatro dados atipicos
Fonte: Autora.
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Consequentemente identificou-se quais dos pré-tratamentos da CA resultou no
hidrolisado com a maior concentracdo de acucares totais. A maior recuperacdo de AT depois
dos pré-tratamentos foi de 201 + 8 g kg CA™, 192 + 3 g kg CA e 156 + 7 g kg CA™ para o
Tratl, Trat2 e Trat3, respectivamente. Ou seja, 0 Tratl apresentou maior concentracao de AT e
na Figura 21 também apresenta os graficos Box-plot gerados das analises pelo software R-
Studio, os quais apresentam a distribuicdo dos dados obtidos no Tratl, Trat2 e Trat3.

A Tabela 10 apresenta a média das concentracdes de AT presente nos hidrolisados
resultantes dos pré-tratamentos. Observa-se que a condicdo que apresentou maior e menor
concentracdo AT foi o Tratl e Trat3 com 19,97 g L™ e 15,45 g L? respetivamente. A Tabela
10 também mostra as concentracGes de SHMF e Furfural presentes nos hidrolisados apds o pré-
tratamento acido da CA, a medida que a concentracdo do acido sulfurico aumentava no pré-

tratamento, a concentracdo do Furfural e 5-HMF também aumentava.

Tabela 10 - Concentragdo de agUcares totais e inibidores dos hidrolisados

Pré-tratamento

acida da casca de Concentragdo de

1 _ 1
Acticares totais (g L)~ urfural @L%)  5-HMF (g L%)

arroz
Trat 1: 1% v/v H,SO4 19,97 A.L. A.L.

Trat 2: 3% v/v H,SOq 19,10 0,0091 0.0012
Trat 3: 5% v/v H,SO4 15,48 0.0174 0.0009

A.L.: Abaixo do limite de quantificagdo 0,005g L™ para o Furfural e 0,0005 g L™ para 0 5-HMF
Fonte: Autora.

Altas concentragdes (acima de 1g L) de 5-HMF no citoplasma da célula podem levar
ao impedimento do crescimento celular e na maioria das vezes a morte do microrganismo
(GONZALES, R. R.; SIVAGURUNATHAN; KIM, 2016; PARK, J. et al., 2013). Observe-se
que na Tabela 10, nenhum dos pré-tratamentos da casca de arroz superou a concentracao de 1g
L. Porém o Tratl tem as menores concentragdes do Furfural e 5-HMF.

A Tabela 11 mostra outros estudos do pré-tratamento da CA, a recuperacdo de AT e
concentra¢do dos principais inibidores. Mostra-se também que no presente estudo, o pre-
tratamento de CA com concentracdo de acido de 1% (v/v H2SOs) deu bons rendimento na
recuperacdo de AT sem formar produtos de degradacdo de acucar (inibidores) significativos.
Embora o método ndo gerasse concentragdes de inibidores significativos, precisa-se realizar a

andlise da composi¢do quimica do hidrolisado.
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Tabela 11 - Recuperacdo de AT e concentragao dos inibidores Furfural e SHMF

Pre- Recuperagéo Inibidores
Referéncia tratamento Condigdes AT (Gka CAY)  Furfural LY S(HM;:
gL
. . Agua supercritica a
Abaide,2019 Fisico 120 °C e 25MPa 183+23 24+£05 09+0,1
Fisico - Acido fosforico (15%
Soarez,2019 Quimico m/m), 127 °C, 60min 118,16 0.51+0,01 0.13+0,01
e 60% de umidade
Saha et Fisico - Acido Sulfarico (1%
al.,2005 Quimico viv), 121 °C e 60min 1898 AL AL
Fisico - Acido Sulftrico (1%
Roman,2021 Quimico VIv), 121 °C e 60min 201 +8 A. L. A. L.

A.L.: Abaixo do limite de quantificacdo 0,005g L™ para o Furfural e 0,0005 g L™ para 0 5-HMF

Fonte: Autora.

5.3 PRODUCAO DE BIO-H;

A producdo de Bio-H; via processo de fermentagdo escura, teve como substrato o

hidrolisado avaliado do pré-tratamento acido que apresentou maior recuperacao de AT da casca

de arroz (Tratl) e para o inéculo se trabalhou sob dois tipos diferentes de culturas mistas

apresentado na secdo 4.4. O LAG e LTS foram aquecidos a 100 °C durante 60 min antes do seu

uso e quanto a caracterizacdo destes foram segundo os procedimentos descritos nas secoes
4.4.1. a4.4.3, mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Caracterizacdo dos indculos

Inéeulo Umidade Solidos Totais Solidos Volateis Cinzas (%)
(%) (%) (%)

LAG 54,67 + 1,36 45,33 +1,36 44,69 + 1,27 26,53 + 1,54

LTS 76,62 + 1,55 23,38 + 1,55 65,15+ 1,88 33,17+ 1,74

Fonte: Autora.

Neste trabalho, a relacéo de substrato/inoculo foi de 9, tempo de fermentacao no escuro

foi menor de 30 h aproximadamente (Figura 22), a temperatura manteve-se na faixa de 35-37

°C com um valor meédio de 35,8 °C, pH inicial na faixa 6,5 — 7, e agitacdo constante durante o
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processo de fermentacdo escura na unidade de producéo do Bio-H>. De acordo com a literatura
sdo condices ideias para uma produgdo méxima de Bio-Ho..

Figura 36 - Producdo acumulativa de Bio-H>
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Nota: Eixo de “Producdo acumulativa de Hy- em escala logaritmica.
Fonte: Autora.

Na Figura 22 observa-se 0 aumento crescente na producdo de Bio-H, para ambos
inéculos (LAG e LTS), porém o rendimento na producdo de Bio-Hz para o LTS é bem baixo
comparado com do LAG. A producdo acumulativa de Bio-H2 com os diferentes indculos (LAG
e LTS) note-se também que nédo foi possivel terminar o processo de fermentacdo escura pela
disponibilidade do cromatdgrafo.

A producio de Bio-Hz com 0 LAG e LTS foi de 5,37 mL H, g CA1e 0,09 mL Hz g CA
! respectivamente. Sendo que para o ensaio com LAG, o rendimento de Bio-H: foi de 0,173 mL
h' g CA tendo como concentragéo inicial de AT de 18,7 g L™ durante um periodo de 30 h e
para o ensaio com LTS o rendimento de Bio-H: foi de 3,3x10° mL h** g CA? tendo como
concentragéo inicial de AT de 18,4 g L™ durante um periodo aproximado de 27 h. No entanto,
o0 potencial de producdo de hidrogénio usando como inéculo LAG é muito maior (quase 60

vezes) do que produzida pelo LTS.
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A remocdo da matéria organica (MO) foi avaliada em relagdo ao parametro de DQO
antes e ap0ds de cada ensaio. A Tabela 13 mostra as eficiéncias de remocao de MO expressada
na forma de DQOi e DOQs ao logo do tempo de fermentacdo. Sendo que a maior porcentagem
de remocédo de MO para ensaio com o uso do LAG foi quase trés vezes mais que com 0 uso do
LTS.

Tabela 13 - Remogéo de MO antes e apds de cada ensaio

Inéculo DQOi(g LY DOQs (gL' Remocéo de MO (%)

LAG 17,2 14,3 16,8

LTS 16.9 15,8 5,9

Fonte: Autora.

O presente estudo apresentou a maior producio de Bio-H; (0,173 mL H, h't g CA™Y) do
que estudos tais como: Tosuner et al. (2018), Sen et al. (2016), Silva et al. (2018) e Zhang et
al. (2020) (Tabela 14). Porém em estudos mostrado também na Tabela 14, a adicdo de enzimas
no pré-tratamento da biomassa lignocelulésica ou o uso de in6culos puros tem sido maior
producdo de Bio-Ha.

Por outro lado, a Tabela 14 apresenta a producao de Bio-H> a partir da concentracao de
AT, ou seja, a partir da recuperacao de acucares totais fermentaveis. A producédo de Bio-H, com
0 LAG e LTS foi de 28,57 ml H2 g AT e 0,49 ml H, g AT, respetivamente. Assim como
producdo de Bio-H. a partir da casca de arroz e com o uso do LAG apresentou maior rendimento
de H do estudado pelos pesquisadores Moodley e Gueguim Kana (2018) (Tabela 14). Porém
outros estudos também mostrados na Tabela 14 apresentam maior producdo de Bio-Hz com
diferentes tipos de biomassas lignocelulosicas e culturas mistas. Cabe resaltar que o processo
de fermentacdo escura nao foi concluida e que é possivel atigir um mair rendimento.

De acordo com a literatura, diferentes resultados de producéo, taxa e rendimento de Bio-
H> tem sido obtido, dependendo, principalmente, da fonte de matéria prima, da fonte de indculo
e das condicGes operacionais. Poucos trabalhos que utilizam casca de arroz como substrato

foram encontrados.



Tabela 14 - Comparacéo na producéo de Bio-H.
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(Continua)

Rendimento Producio Hz
Referéncia . Blomas§za_ Pré-tratamento C!e_blomassa Inéeulo TRH (h) de Ho (mL I_-1|2 (mLhtg
lignocelulosica lignocelulosica g biomassa™) bi vl
iomassa™)
Fisico: Moagem .
Quimico: Hidrolise acida (HCI 1—3 M) cultura mista gsg%:; um parque
Biologico: hidrdlise enzimatica (celulase . . e 240 - 336 1,89 -4,39 0,0078 - 0,013
Sen et al. Palha de arroz 1% v/v de Trichod . Pré-tratamento: 95-100 °C por
(2016) o v/v de Trichoderma reesei ATCC 60min
26921) '
Fisico: Moagem Cultura mista (lodo anaerdbico de
Gonzales e c qurlnllcp. Hldrol[slg aC|da.(H,z$O4 5 /o_p/v) um reatc_)r de_ tratamentt_) d_e &guas 77 3206 473.1 4.15- 6,14
Kim asca de arroz Bioldgico: Hidrolise enzimatica (enzima ] residuais de ceirvejarla) '
(2017) comercial Pre-tratamento: 90 °C por 30 min.
Tosuner et Clostridium termitidis ATCC-
al.(2018) Casca de arroz Fisico: Moagem 21846 e Clostridium intestinale 324 5.9 0,018
' ATCC-BAA 1027
Tandonet o6 de arroz - Enterobacter ludwigii YM1 144 266,4 1,89
al. (2018) , ;
Zhang et Fisico: Moagem
Palha de milho Biologico: hidrdlise enzimatica (celulase Enterobacter aerogenes 72 36,08 0,50
al. (2020) .
comercial)
Fisico: Moagem . -
Wang et . Quimico: acido (HCI 0,2 - 1,2% em peso) Cultura mista .(IOdO anaerabico de
Talo de milho T Y T L um rio natural) - 126,22 9,58
al.(2010) Biologico: hidrdlise enzimética

(Trichoderma viride)

Pré-tratamento: 100 °C por 15min
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(Concluséo)

Gonzales
et al.
(2019)

Silva et al.
(2018)

Roman,
(2021)

Cacho de frutas
vazio de dendé

Bagaco de caju

Casca de arroz

Casca de arroz

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrdlise &cida (H2S04 6% v/v)
Bioldgico: hidrdlise enzimatica (enzima
comercial)

Fisico: Moagem
Quimico: Peroxido de hidrogénio alcalino;
Hidrolise acida (H2SO4 0,6 M)
Bioldgico: hidrélise enzimatica (enzima
comercial)

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise &cida (H2SO04 1% viv)

Fisico: Moagem
Quimico: Hidrolise acida (H2SO4 1% v/v)

Cultura mista (lodo anaerobico de
um reator UASB)
Pré-tratamento: 90 °C por 30 min

Clostridium roseum ATCC 17,797

Cultura mista (lodo anaerobico de
um reator de tratamento de &guas
residuais de cervejaria)
Pré-tratamento: 100 °C por 30 min

Lodo do tanque séptico da Estacao
tratamento de esgoto da UFSM
Pré-tratamento: 90 °C por 60 min

77

50

30

27

169,53-286,98

0,08-1,89

5,37

0,09

2,2-3,72

0,002 - 0,038

0,179

0,003

Fonte: Autora.



Tabela 15 - Producdo de Bio-H> a partir dos agUicares totais
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Pré-tratamento de

Rendimento de

Referéncia I rl?(l)(c):glls;sgsaica biomassa Inéculo H2 (mL Hzg
9 lignoceluldsica ATH
Quimico: Hidrolise -
Azman et = 0 Clostridium
al.(2016) Farelo de arroz Stlz\ll()ia (18M H2S04 1% acetobutylicum YM1 38,52-117,24
Cultura mista (cultura
Kongjan et Fisico-quimico: hidrogenogénica enriquecida
al.(2010) Palha de trigo Hidrotérmico ) de um CSTR em escala de 147,7 -317,6
' laboratério alimentado com
xilose)
Fisico: Moagem )
Rorke e . Quimico: Hidrdlise Cultur,a mista (lodo x
Gueguim Residuos de scida (HCI, H,SO, e anaerébico de uma esta(_;ao (_ie 21314
Kana (2016) folhas de sorgo HNO= - 1 0 350U tratamento de aguas residuais) '
60%3\//\/)’ i 121 °C for 10 min
Fisico: Moagem .
Moodley e Residuos de Quimico: Hidrdlise aCnua::zl;(ro)iTcl)ssz(Lljcr):;esta %0 de
Gueguim folhas de cana-  4cida (HCI, H2SO4 ¢ tratamento de 4quas res(i;duais) 18,6
Kana (2018)  de-agtcar HNOs - 0,5; 2,75; 5,0% o g
(VIV) 121 °C for 10 min
Cultura mista (lodo
Eisico: Moagem anaerobico de um reator de
P g L tratamento de aguas residuais
Quimico: Hidrolise de cervejaria) 28,57
ACt 0,
Cascade arroz  acida (H2SO04 1% v/v) Pré-tratamento: 100 °C por
30 min
Roman
(2021) Lodo do tanque séptico da
Fisico: Moagem Estacdo tratamento de esgoto
Quimico: Hidrdlise da UFSM 0,49

Casca de arroz

acida (HzSO4 1% V/V)

Pré-tratamento: 90 °C por 60
min

Fonte: Autora.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo teve como principal objetivo investigar a eficiéncia do pré-tratamento
com acido diluido e o desempenho na producdo de hidrogénio via processo de fermentacédo
escura para o reaproveitando de biomassas lignocelulésicas abundante no estado do Rio Grande
do Sul, e foi concluido que:

- de acordo com os ensaios de hidrélise acida, a maior concentragdo de agUcares totais
da casca de arroz foi 201 + 8 g kg CA* obtida na temperatura de 121 °C, tempo de reacéo de
60 min, concentracdo de acido H2SO4 de 1% (v/v) (Tratl). Também, a menor concentragdo de
dos inibidores Furfural e SHMF foram menores que 0,005g L™ e 0,0005 g L™, respetivamente
no Tratl. Portanto o pré-tratamento &cido ao 1% v/v H2SO4 foi a melhor condicdo para casca
de arroz , ndo s6 apenas pela maior recuperacdo de acucares totais, mas também pela menor
concentracdo na formacéo de subprodutos inibitorios;

- 0 lodo anaerébio granulado apresentou maior eficiéncia que o lodo do tanque séptico
enquanto a producdo do Bio-H> via fermentacdo escura a partir casca de arroz no RS Brasil;

- a partir dos ensaios de fermentacdo escura identificou-se que a maior producéo de Bio-
H, foi de 5,37 mL H> g CA obtida em condicGes de tempo de fermentacéo de 30 h, temperatura
meia de 35,7; pH inicial média de 6,4 e o lodo anaerdbio granulado como inéculo. Sendo esta
mesma, a taxa maxima de producdo de H, de 0,173 mL h* g CA™;

- 0 rendimento na producédo de Bio-H: a partir da recuperagdo de agucares totais para o
LAG e LTS foi de 28,57 ml H> g AT e 0,49 ml H, g AT, respectivamente.

O desenvolvimento desta dissertacdo contribui com o avango do conhecimento por
trazer informacdes sobre processo de hidrolise acida da casca de arroz produzidas no estado
federal de RS, para obtencéo integrada de agucares fermentesciveis, bioprodutos e coprodutos

solidos além de identificar culturas mistas produtoras de Bio-Ho.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados e conclusdes deste trabalho, recomenda-se para futuros
trabalhos:

- Avaliar o pré-tratamento acido da casca de arroz com adicéo de enzimas;

- Realizar andlise cromatografia dos agucares (glicose, xilose, arabinose e celobiose) no
hidrolisado da casca de arroz;

- Caracterizar os parametros fisico-quimicos e microbiologicos do lodo gerado na ETE
da UFSM, segundo a Resolugdo CONAMA 375/06;

- Avaliar o pré-tratamento do lodo do tanque séptico sob diferentes condices.

- Estudar o desempenho de outras fontes de indculo no processo de fermentacéo escura,
como, por exemplo, o lodo gerado na cervejeira Santa Maria;

- Aproveitamento da fase solida depds do pre-tratamento &cido da casca de arroz, como,
por exemplo, utilizado como matéria prima para obtencdo de Biochar;

- Avaliar o processo de fermentacdo escura em continuo e possivel modelagem.
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