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RESUMO

PRODUCAO DE HIDROGENIO A PARTIR DA FERMENTACAO ANAEROBIA DE
HIDROLISADOS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

AUTORA: Juliana Ferreira Soares
ORIENTADOR: Marcio Antonio Mazutti
COORIENTADOR: Flavio Dias Mayer

Considerando a crescente demanda global por energia, a reducdo de recursos energéticos ndo renovaveis e
a preocupacdo com a qualidade do meio ambiente, o hidrogénio (Hz) surge como uma alternativa limpa,
renovavel e promissora, uma vez que sua combustdo resulta apenas em agua e energia. Dentre 0os métodos
bioldgicos de produgdo de H», a fermentacdo anaerdbia é considerada a tecnologia mais vidvel, pois ndo
necessita de fonte de energia externa e diversos tipos de biomassa podem ser utilizadas como fonte de
carbono pelos microrganismos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi selecionar um residuo
agroindustrial e avaliar a producdo de H, a partir da fermentacdo anaerébia do seu hidrolisado sob
diferentes condicdes experimentais. As matérias-primas utilizadas foram a casca (CA) e o farelo (FA) de
arroz, o bagaco de cevada (BC) e os residuos da limpeza da soja (RS) e do trigo (RT). Todos os materiais
foram caracterizados, preparados e submetidos ao processo de hidrélise acida para a conversdo dos
carboidratos em acucares fermentesciveis em diferentes condicdes de temperatura (104,4-127,0°C), tempo
(20-60 min), concentracdo de acido (5-15% H3PO.) e umidade (60-90%). A selecdo da melhor condicao
experimental e da matéria-prima a ser utilizada para producdo de H. foi realizada a partir do teor de
acucares redutores totais (ART) dos hidrolisados obtidos. O hidrolisado selecionado foi, entdo, utilizado
como fonte de substrato no processo de fermentacdo anaerdbia para producdo de Hz, empregando-se lodo
anaerébio de frigorifico como inéculo. Os ensaios de fermentacdo foram conduzidos de acordo com o
planejamento experimental fatorial, avaliando-se o efeito da temperatura (35-45°C), do pH inicial (5,5-7,5)
e da proporcéo de inoculo (10-30%) na producédo e na taxa maxima de producdo de Hz. Os experimentos
foram monitorados por um periodo de 20 h. A composicdo do meio foi analisada antes e ap6s cada ensaio,
em termos de acUcares, inibidores e acido acético. O pH final de cada experimento também foi
determinado. A condicdo experimental de hidrolise acida que resultou na maior concentracdo de ART nos
hidrolisados da casca e do farelo de arroz foi 0 ensaio 3 (127°C, 60 min, 15% (m/m) de HsPO. e 60% de
umidade). Nessa condicdo, a concentracdo de ART foi em média de 118,16 g kg ca™ e de 170,38 g kg ra™.
Por outro lado, o ensaio 1 (127°C, 20 min, 5% (m/m) de H3PO4 e 90% de umidade) foi o que resultou em
maior concentracdo de ART nos hidrolisados do bagaco de cevada, do residuo de soja e do residuo de trigo.
A concentracdo de ART foi em média de 600,97 g kg sc™, 80,37 g kg rs™ € 228,04 g kg rr%. A partir dos
resultados da hidrélise, o bagago de cevada foi a matéria-prima escolhida para o processo de producéo de
H2, pois resultou na maior concentracdo de ART. Além disso, 0 BC encontra-se disponivel em grande
quantidade e em qualquer época do ano. A maior producéo de Hz (4160 mL L) e a maior taxa maxima de
producgdo de Hz (760 mL Lt h') foram encontradas nos ensaios 7 (35°C, pH 7,5 e 30% de indculo) e 8
(45°C, pH 7,5 e 30% de inoculo), respectivamente. Em alguns ensaios, o consumo da glicose do
hidrolisado do BC chegou a 100%, enquanto que a xilose foi consumida em até 91,56%. A concentracdo de
inibidores (furfural e 5-HMF) antes e apds 0 processo fermentativo ndo teve alteracdo significativa, além
disso ndo mostrou interferéncia negativa na producdo de H.. Por outro lado, a concentracdo de acido
acético teve um aumento expressivo, de uma faixa de 0,1392-0,3001 g L a 1,1490-5,8392 g L, o que
explica a queda do pH no meio fermentativo ao final dos ensaios. Por fim, conclui-se que o hidrolisado do
bagaco de cevada apresentou caracteristicas apropriadas para producdo de H via fermentacdo anaerdbia,
levando a resultados promissores quando comparado a literatura.

Palavras-chave: Residuos lignocelul6sicos. Hidrolise acida. Bio-hidrogénio.



ABSTRACT

HYDROGEN PRODUCTION FROM ANAEROBIC FERMENTATION OF
AGRICULTURAL WASTE HYDROLISATES

AUTHOR: Juliana Ferreira Soares
ADVISOR: Marcio Antonio Mazutti
CO-ADVISOR: Flavio Dias Mayer

Considering the increasing global demand for energy, the reduction of nonrenewable energy resources and
concern for the environmental quality, hydrogen (H2) emerges as a clean, renewable and promising
alternative, since its combustion results only in water and energy. Among the biological methods for H;
production, anaerobic fermentation is considered the most viable technology, since it does not require an
external source of energy and several types of biomass can be used as carbon source by the
microorganisms. Therefore, the aim of this work was to select an agroindustrial residue and to evaluate the
production of H, from anaerobic fermentation of its hydrolysate under different experimental conditions.
The raw materials used were rice husk (CA), rice bran (FA), brewers’ spent grain (BC), soybean waste
(RS) and wheat waste (RT). All materials were characterized, prepared and submitted to the acid hydrolysis
process for the carbohydrate’s conversion into fermentable sugars under different conditions of temperature
(104.4-127.0°C), time (20-60 min), acid concentration (5-15% H3PQOs), and moisture (60-90%). The best
experimental condition and the raw material to be used for H, production were selected by total reducing
sugars (ART) of obtained hydrolysates. Selected hydrolysate was then used as a source of substrate in the
anaerobic fermentation process for Hz production, using anaerobic sludge as inoculum. Fermentation tests
were conducted according to the factorial experimental design, evaluating the effect of temperature (35-
45°C), initial pH (5.5-7.5) and inoculum ratio (10-30%) in H> production and maximum H; production rate.
All experiments were monitored for 20 h. The composition of the medium was analyzed before and after
each assay in terms of sugars, inhibitors, and acetic acid. The final pH of each experiment was also
determined. The experimental condition of acid hydrolysis that resulted in the highest concentration of
ART in the hydrolysates of rice husk and rice bran was assay 3 (127°C, 60 min, 15% (w/w) H3PO4 and
60% moisture). In this condition, the concentration of ART was 118.16 g kg ca™ and 170.38 g kg ra™!. On
the other hand, the assay 1 (127°C, 20 min, 5% (w/w) H3PO4 and 90% moisture) resulted in higher ART
concentration in brewers’ spent grain, soybean waste and wheat waste hydrolysates. The concentration of
ART was 600.97 g kg sc™, 80.37 g kg rs* and 228.04 g kg rrt. From the results of hydrolysis, brewers’
spent grain was the raw material chosen for the H, production process, as it resulted in the highest ART
concentration. In addition, the BC will be available in large quantity during all over the year. The highest
H, yield (4160 mL L) and maximum H; production rate (760 mL L h't) were found in assays 7 (35°C,
pH 7.5 and 30% inoculum) and 8 (45°C, pH 7.5 and 30% inoculum), respectively. In some assays, glucose
consumption of the BC hydrolysate reached 100%, while xylose was consumed up to 91.56%. The
concentration of inhibitors (furfural and 5-HMF) before and after the fermentation process did not have
significant alteration and did not show negative interference in Hy production. On the other hand, the
concentration of acetic acid had an expressive increase from a range of 0.1392-0.3001 g L to 1.1490-
5.8392 g L', which explains the drop in pH in the fermentation medium at the end of the tests. Finally, it
was concluded that brewers’ spent grain hydrolysate presented appropriate characteristics for H, production
by anaerobic fermentation, leading to promising results when compared to the literature.

Keywords: Lignocellulosic wastes. Acid hydrolysis. Bio-hydrogen.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 3.1 — Representacao esquematica dos procedimentos realizados neste estudo............. 34
Figura 3.2 — Matérias-primas utilizadas para producao de hidrogénio ...........c.ccceevevvviiernennne 35
Figura 3.3 — Unidade de produgdo de hidrogénio a partir da fermentagdo anaerdbia do

hidrolisado do bagagco de CEVAUA............ccueieeiieie e 48
Figura 4.1 — Matérias-primas ap0s a Secagem € MOAJEIM ........ccuruerurereriereeeresieesesiesessessennas 51

Figura 4.2 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reagdo (t), na producdo de agucares redutores a partir da
hidrolise acida da CasCa g€ @ITOZ ..........cocviiririeiieiene s 56

Figura 4.3 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de acucares redutores a partir da
hidrélise acida do farelo de arroz ..........cccooveeeieieie s 57

Figura 4.4 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de &cido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de aclcares redutores a partir da
hidrolise acida do bagaco de Cevada............ccccveiveiiciiccie i 59

Figura 4.5 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de acucares redutores a partir da
hidrdlise 4cida do reSiduO de SOJa.......ccerueereririiriierieee e 61

Figura 4.6 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de &cido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de agucares redutores a partir da
hidrolise acida do residuo de trigo.......ccvevveiieiicie e 63

Figura 4.7 — Producdo acumulada de H> a partir da fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do
bagaco de cevada em 20 N........ooiiiiiic 72

Figura 4.8 — Taxa de producdo de H; a partir da fermentacdo anaerdébia do hidrolisado do
bagaco de cevada em 20 N......cooeiiiii e 73

Figura 4.9 — Efeito das variaveis temperatura, indculo e pH inicial, na producdo de H» a partir
da fermentacéo anaerobia do hidrolisado do bagago de cevada.............c.cocueene. 74

Figura 4.10 — Efeito das varidveis temperatura, inéculo e pH inicial, na taxa maxima de
producdo de H. a partir da fermentacdo anaerobia do hidrolisado do bagago de
(017 T - SRS 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 — Rendimento de hidrogénio produzido a partir de biomassa lignocelulosica via
fermentagdo anaerObIa.........cccoiiiiiiiiiii s 19

Tabela 2.2 — Pré-tratamentos de substratos lignoceluldsicos utilizados para producédo de H>.28
Tabela 2.3 — Pré-tratamentos aplicados em culturas mistas de in6culo para produgéo de H..31
Tabela 3.1 — Referéncias das metodologias utilizadas para caracterizacdo da matéria-prima.36
Tabela 3.2 — Planejamento experimental Plackett-Burman da hidrdlise acida dos residuos

T (0 10 [Ny - UL SRS 43
Tabela 3.3 — Quantidade de residuos agroindustriais produzidos no Rio Grande do Sul (Brasil)
............................................................................................................................. 45
Tabela 3.4 — Planejamento experimental fatorial da producdo de hidrogénio a partir da
fermentacao anaerobia do hidrolisado do bagaco de cevada.............ccccceevenneeee. 49
Tabela 4.1 — Composi¢do quimica das matérias-primas utilizadas...........ccccceveveievenivsnennnne. 53

Tabela 4.2 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados da casca de arroz...55
Tabela 4.3 — Concentracao de acucares redutores totais dos hidrolisados de farelo de arroz..56
Tabela 4.4 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados de bagaco de cevada

Tabela 4.5 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados de residuo de soja .60
Tabela 4.6 — Concentracdo de acucares redutores totais dos hidrolisados de residuo de trigo 62

Tabela 4.7 — Composi¢do quimica dos hidrolisados da casca (CA) e do farelo de arroz (FA),
do bagaco de cevada (BC) e dos residuos de soja (RS) e trigo (RT) ....cccceeveeneee 64

Tabela 4.8 — Potencial de producdo de H> a partir dos hidrolisados da casca (CA) e do farelo
de arroz (FA), do bagaco de cevada (BC) e dos residuos de soja (RS) e trigo
(R 1) ISP 66

Tabela 4.9 — Producdo (Ph2), taxa maxima de producdo (THz2) e rendimento (Rnh2) de
hidrogénio a partir da fermentacao anaerébia do hidrolisado do bagaco de cevada
BIM 20 N ettt 68

Tabela 4.10 — Concentracgdo de agUcares (glicose, xilose, arabinose e celobiose), acido acético,
5-HMF e furfural antes e apds o processo de fermentagdo anaerdbia do
hidrolisado do bagacgo de cevada em 20 N........ccoeiiiiiiiiiiieee s 77

Tabela 4.11 — pH final do processo de producdo de hidrogénio a partir da fermentacéo
anaerobia do hidrolisado do bagaco de cevada em 20 h........ccevvevvevveiv e, 78



APHA
ART
BC

CA
CervBrasil
Conab
Dps
DNS
ETE
FA
FAO
NREL
Ph2
Th2

RS

RT

ST
TAPPI
TRH
UHPLC
5-HMF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American Public Health Association
Acucares Redutores Totais

Bagaco de Cevada

Casca de Arroz

Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja
Companhia Nacional de Abastecimento
Diametro Médio de Sauter

Acido 3,5-Dinitrosalicilico

Estacdo de Tratamento de Efluentes

Farelo de Arroz

Food and Agriculture Organization of the United Nations
National Renewable Energy Laboratory
Producéo de hidrogénio

Taxa méaxima de producdo de hidrogénio
Residuo de Soja

Residuo de Trigo

Sélidos Totais

Technical Association of the PulP and Paper Industry
Tempo de Retencdo Hidraulica
Cromatdgrafo Liquido de Ultra Performance
5-Hidroximetilfurfural



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......coooeieeiee ettt e et s sttt en sttt es sttt es sttt s s et sas s e 11
1.1 OBJETIVO GERAL ...t 12
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....coovuevieeieiieeteeeeses s sesiess s ssessesess s ssnae s s senenes 12

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooivueveieeetieesseeieesseeisss s sesessss st ses s s ssssessnaassnsnansens 13
2.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS LIGNOCELULOSICOS .......ccovueeeereereersrersinenn, 13

2.1.1 Casca € farelo de AITOZ .........cueieiiiiiiiiieiie et 13
2.1.2 Bagacgo de CEVAA@A .......uiiiiiiiiiiieie e 15
2.1.3 CaSCA AE SOJA ..uvevieiieieiiieet ettt 16
2.1.4 Palna d@ tTIZO0 .. eeiveeiieiiiiieeiee et 16
2.2 PRODUCAO DE HIDROGENIO POR FERMENTACAO ANAEROBIA................... 17
2.2.1 SUDSIIALO ...ttt ettt e st b b e b e ne e e Rn e r e nnn e 18
2.2.2 INOCULO. ...t 21
2.2.3 Subproduto da fermentagao anaerobia ..........cccceevveeiiriiiieiierie e 22
2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO ANAEROBIA....................... 23
2.3.1 Temperatura € PH .....ooooiiiiiiii e 23
2.3.2 Tempo de retenco hidraulica ..........ccooveiiiiiiiiiiic 25
2.3.3 Pressao parcial de Ha....oooveiiiiiiiiiiic 26
2.3.4 Pré-tratamento da biomassa 1ignocelulosica ..........ccvvvveiiiiiiiiiiiiiiic 27
2.3.5 Pré-tratamento do TNOCULO ......coiuviiiiiiiiiie e 30

3 MATERIAL E METODOS.......vviuiiimiieiiesiesiissssesssssss st 34

3.1 MATERIA-PRIMA .....oocooiviiiiieeeeteeeee et sttt 35
3.1.1 Preparo da materia-Pprima........ccceereeiieeinieieeseesee s 36
3.1.2 Caracterizaga0 da materia-PriMa........ccccoveerreerreeneesreeseesreesee e e e esree e seeeenns 36

3.1.2.1 Analise SranulomeEtriCa........ccouirreereeirieiii e 37
3.1.2.2 Determinagao do teor de umidade..........cccvvviiieiiiieiiiie e 37
3.1.2.3 Determinagao do teOr A€ CINZAS........ccuveeiureiiiieiiiiiesriieesieeesieeesreeessneeessreeesseees 38
3.1.2.4 Determinagao de EXIIAtIVOS ....vuieiurreeiireeiiieessiieessieeessieeesteeesseesssseesssseesssnessssnes 38

3.1.2.5 Determinagdo de carboidratos estruturais, grupos acetila, furfural,
hidroximetilfurfural @ lIgNINA .........ccco i 39

3.2 HIDROLISE ACIDA DA MATERIA-PRIMA ......oovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer oo e e 42

3.2.1 Determinagao de agucares redutores tOtaIS .....ivvveiieeeiiieesiiiieeiieeesreessreessreessineeans 43



3.2.2 Caracterizagdo quimica dos hidrolisados ...........cccocveriiiiiiiiiiiii 44

3.2.3 Estimativa de produg@0o de Ha ......coooveiiiiiiiiiiiii e 45

3.3 FERMENTACAO ANAEROBIA ........coviiiieiieetiessesessiesese st nisn s, 45
33T INOCULO ..ttt nn e 45
3.3.1.1 Determinag¢ao do teor de umidade € s0lidos totais .......cceeeevivveeeeiiiieeeeiiiineeens 46
3.3.1.2 Determinac¢ao do teor de sOlidos VOIALCIS .......cceviuiereeiiiiiee e 46
3.3.1.3 Determinagao do te€Or de CINZAS........ccuuveeiiiiiereeiiiiee e ciieee e e s e e sree e sraeeeeens 47

R B0 1101 3 ¢ 11 J TR PP SRR 47
3.3.3 Procedimento eXperimental..........ccocvuveiiiiiiiiieiiiee e 47

R B AN 1 B 1 Tl TN v 1 £ (o PRSPPI 50

4 RESULTADOS E DISCUSSOES ..ottt 51
4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA .......ccooviirieeiesesiieseee s 51
4.2 HIDROLISE ACIDA DA MATERIA-PRIMA .......oooiiiiieieesesneeseessssssesesessssnns 54
4.2.1 Agucares redutores totais presentes nos hidrolisados ...........cceveevviiiiieniieiien e 54
4.2.2 Caracterizagdo quimica dos hidrolisados ..........c.cevirieiiiiiniciiiee e 63
4.2.3 Estimativa de produga0o de Hz ......ccoooviiieiiiiiiiiciiee e 66

4.3 FERMENTACAO ANAEROBIA ........coootiieiisiieeesteeeteeses s esseen st nessessenessens 67

5 CONCLUSOES ..ottt 79
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS......cccceeviiiiiieteieieeeee e 80

REFERENCIAS ..o et e e e e et e e oo s e e et e e s e e e e e e e e e e e es e s ae e e s an s 81



11

1 INTRODUCAO

A crescente demanda global por energia, a diminuicdo de recursos energéticos nao
renovaveis e a preocupacao com a qualidade do meio ambiente tem aumentado o interesse em
fontes alternativas de energia. O hidrogénio (H2) tem sido considerado um combustivel limpo,
renovavel e promissor, visto que sua combustdo resulta apenas em agua e grandes quantidades
de energia (Yamin et al., 2000). Por outro lado, 88% da producéo de H» tem sido obtida a
partir de combustiveis fosseis, 0 que gera grandes quantidades de gases de efeito estufa. Nesse
sentido, surge como alternativa a utilizacdo de processos bioldgicos, 0s quais sdo
considerados uma alternativa econdémica e ambientalmente limpa (Abdeshahian et al., 2014;
Puhulwella et al., 2014), pois requerem menor consumo energético e ndo emitem gases
poluentes.

Os processos bioldgicos para producdo de H» sdo a fermentagdo anaerdbia, a foto-
fermentacdo, a fotdlise direta ou indireta e a fermentacdo sequencial, onde ocorre a
fermentacdo anaerobia seguida da foto-fermentacdo (Arimi et al.,, 2015). Dentre esses
métodos, a fermentacdo anaerdbia é considerada a tecnologia mais viavel para producédo de
hidrogénio, uma vez que ndo necessita de fonte de energia externa e diversos tipos de
residuos, subprodutos e efluentes industriais podem ser utilizados como fonte de carbono
pelos microrganismos (Puhulwella et al., 2014). Além disso, altas taxas de producdo de H:
tém sido alcancadas a partir desta técnica (Ghimire et al., 2015b). Uma das principais
restricdes ao processo de fermentacdo anaerdbia para producdo de H2 é o baixo rendimento
(méximo de 4 mols de H> por mol de glicose ou 3,33 mols de H> por mol de xilose) em
comparagdo aos processos quimicos ou eletroquimicos existentes. Portanto, a obtencdo de
rendimentos mais elevados de hidrogénio é o principal desafio de investigacdo dos processos
fermentativos (Das e Veziroglu, 2008).

A fermentacdo anaerObia consiste na conversdo de acglcares simples, puros ou
naturalmente contidos na biomassa, em hidrogénio, dioxido de carbono e acidos organicos a
partir de microrganismos na auséncia de oxigénio (Urbaniec; Grabarczyk, 2014). As bactérias
anaerobias, estritas ou facultativas, utilizadas para producdo de H, podem ser culturas puras
(Clostridium e Enterobacter) ou mistas (provenientes de lodo anaerobio, esterco bovino,
composto organico, residuos solidos urbanos ou solo) (Ghimire et al., 2015b). As vantagens
das culturas mistas em relagdo as culturas puras sdo 0S menores custos operacionais
(economia em assepsia), maior simplicidade de operacdo e controle, e ampla fonte de matéria-
prima (Valdez-Vazquez et al., 2005; Li e Fang, 2007).
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Diversos subprodutos agroindustriais tém sido estudados como fonte de carboidratos
para as bactérias anaerdbias produtoras de hidrogénio. Os subprodutos do processamento da
soja, do trigo, do arroz e da industria cervejeira apresentam-se em elevada disponibilidade e
baixo custo no Estado do Rio Grande do Sul, sendo na maioria das vezes subutilizados. Com
iss0, surge o grande interesse em aproveitar estes residuos para a produgdo de Hz a partir do
processo de fermentagdo anaerdbia. Cabe salientar que poucos estudos tém utilizado casca e

farelo de arroz, bagaco de cevada, e residuos de soja e trigo para a producéo de Ha.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a producdo de hidrogénio a partir da
fermentacao anaerobia de hidrolisado de residuo agroindustrial, utilizando lodo anaerébio de

frigorifico como fonte de indculo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Coletar e caracterizar as matérias-primas: casca e farelo de arroz, bagaco de cevada e
de residuos da limpeza da soja e do trigo;

» Realizar ensaios de hidrolise &cida das matérias-primas em diferentes condicgdes
operacionais (temperatura, concentracdo de &cido, umidade e tempo de reacdo), e
selecionar a condicdo em que os hidrolisados apresentaram maior concentracdo de
acucares redutores totais;

= Selecionar a matéria-prima que resultou em maior concentracdo de acglcares redutores
totais para ser utilizada como substrato na producdo anaerdbia de hidrogénio;

= Auvaliar a producdo, a taxa maxima de producdo e o rendimento de H, a partir do
processo de fermentacdo anaerdbia sob diferentes condicdes de temperatura, pH inicial

e proporcéo de indculo no meio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os residuos agroindustriais lignocelulésicos sdo subprodutos abundantes e de baixo
valor comercial gerados no processamento industrial de culturas vegetais. Essa biomassa
lignocelulosica tem sido considerada uma fonte promissora de energia renovavel, uma vez
que evita a competicdo com a producao de alimentos e solos agricultaveis (Lopez-Hidalgo et
al., 2017). De acordo com a literatura, os residuos agroindustriais tém apresentado potencial
para a geracdo de energia a partir de processos termoquimicos (Virmond et al., 2012) e
bioldgicos (Schievano et al., 2009). Além disso, a producdo de energia a partir desses residuos
promove, simultaneamente, uma solucdo para sua destinacdo final ambientalmente adequada.

A biomassa lignoceluldsica é constituida, principalmente, por celulose, hemicelulose e
lignina, além de cinzas e extrativos (Kapoor et al., 2017). A hemicelulose é o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza. E composta por polimeros heterogéneos de
pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose) e acidos urénicos (Saha,
2003). Diferente da hemicelulose, a celulose constitui-se de polimeros homogéneos de
glicose, sendo o polissacarideo mais abundante. Na natureza, as fibras de celulose séo
incorporadas em uma matriz de outros biopolimeros estruturais, principalmente a
hemicelulose e a lignina. A lignina é constituida por trés compostos fendlicos principais:
alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico. Essa composi¢do varia entre as
diferentes plantas, os tecidos vegetais e as camadas da parede celular (Menon e Rao, 2012).

Os residuos agroindustriais lignocelulésicos tém sido utilizados em diferentes
processos bioldgicos para producdo de biocombustiveis, como o hidrogénio, o etanol e o
metano. Neste estudo foram utilizados subprodutos do beneficiamento do arroz (casca e
farelo), da limpeza da soja (constituido principalmente por casca) e do trigo (constituido
principalmente por palha e casca), e o principal residuo da industria cervejeira, 0 bagaco de

cevada. A descricdo desses residuos encontra-se nas proximas sec¢fes (2.1.1 até 2.1.4).
2.1.1 Casca e farelo de arroz
O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,

caracterizando-se como o principal alimento de mais da metade da populagdéo mundial

(Conab, 2015). A producdo mundial estimada da cultura é de 759,6 milhdes de toneladas,
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sendo mais de 12 milhGes de toneladas produzidas no Brasil (FAO, 2018). Atualmente, o Rio
Grande do Sul é responsavel por 70,1% da producdo de arroz no Brasil (Conab, 2018). De
acordo com os dados disponibilizados pelo Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA, 2018), o
estado produziu 8,5 milhdes de toneladas na safra 2017/18. O processamento industrial do
arroz resulta em grandes quantidades de casca e de farelo como subprodutos de baixo valor
comercial. Depois de colhido e seco, o arroz passa pelo processo de descascamento, obtendo-
se 0 arroz integral e a casca. Em seguida, o arroz integral passa pela etapa de polimento, onde
é produzido o arroz branco (polido) e gerado o farelo como subproduto (Fujino, 1978).

A casca de arroz corresponde de 20 a 33% da massa de arroz produzido (Lim et al.,
2012), constituindo-se de 34,1-40,3% de celulose, 12,0-14,6% de hemicelulose, 15,2-27,0%
de lignina e 14,0-20,0% de cinzas (em base seca) (Saha et al., 2005; Singh et al., 2011,
Dagnino et al., 2013; Nichols et al., 2014; Cabrera et al., 2014; Gonzales e Kim, 2017). Esse
material tem sido utilizado, principalmente, na indUstria para a geracdo de eletricidade
(Ferreira-Leitdo et al., 2010). No entanto, encontram-se na literatura diferentes processos para
a conversdo da casca de arroz em energia. Dentre esses processos, destacam-se 0S
termoquimicos, como a combustdo direta, a pirdlise e a gaseificacdo, e os biologicos, como a
digestdo anaerdbia para producdo de metano e hidrogénio e a fermentacdo para producgdo de
etanol (Quispe et al., 2017, Lim et al., 2012).

O farelo de arroz correspondente a 10-12% da massa total do grdo in natura e tem sido
empregado pela industria brasileira como ingrediente na racdo animal, para extracdo de 6leo e
como fertilizante organico (Kahlon, 2009; Silva et al., 2006). Este subproduto é composto por
8,4-21,1% de lipideos, 30,8-36,5% de amido, 9,3-15,2% de proteina, 6,5-8,9% de cinzas e
5,6-8,4% de fibras (em base seca) (Jiamyangyuen et al., 2005; Gao et al.,, 2008;
Sereewatthanawut et al., 2008; Wang et al., 2015; Michel Junior et al., 2016). Poucos estudos
tém utilizado o farelo de arroz para a producdo de energia, uma vez que o foco principal das
pesquisas é a extracdo do 6leo contido nesse material. A producdo de hidrogénio a partir da
fermentacao anaerdbia do farelo de arroz desenvolvida por Azman et al. (2016a), Sattar et al.
(2016a) e Tandon et al. (2018), e a producéo de etanol desenvolvida por Todhanakasem et al.
(2015), foram os principais estudos relacionados a producdo de biocombustiveis encontrados

na literatura.
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2.1.2 Bagaco de cevada

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2018), a safra de
2018 alcangou uma produtividade de 385,8 mil toneladas de cevada no Brasil, sendo o Rio
Grande do Sul responsavel por 139,0 mil toneladas. A cevada tem sido utilizada,
principalmente, na industria cervejeira. De acordo com o ultimo boletim da Associa¢éo
Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil), o Brasil produziu aproximadamente 14
bilhGes de litros em 2016. O bagaco de cevada, ou bagaco de malte, é o principal subproduto
da producéo da cerveja, representando, aproximadamente, 85% do total gerado (Tang et al.,
2009). Segundo Cordeiro et al. (2012), sdo gerados 14 a 20 kg de bagago de cevada a cada
100 L de cerveja produzida. Esse residuo ¢ obtido na etapa de separagdo do mosto no
processo de producdo da cerveja (Santos et al., 2003), sendo gerado em grandes quantidades
tanto em pequenas como em grandes cervejarias (Mussato et al., 2006).

De acordo com a literatura, o bagago de cevada, em base seca, € composto por 15,0-
25,0% de celulose, 24,8-35,0% de hemicelulose, 7-27,8% de lignina, 3,5-5,5% de cinzas, 2,0-
2,6% de amido, 15,3-23,0% de proteinas, 9,0-12,0% de lipideos e 2,4-3,5% de aglcares
soltveis (Beldman et al., 1987; Mussatto e Roberto, 2005; Russ et al., 2005; Gencheva et al.,
2012). Essa composi¢do pode mudar com a variedade da cevada, com o tempo de colheita,
com as caracteristicas do lupulo e de outros produtos adicionados, e com a tecnologia
utilizada na cervejaria (Santos et al., 2003). O bagaco apresenta elevado teor de umidade
(>70%) e acucares fermentesciveis, o que o torna facilmente degradavel. Desse modo, a
secagem desse material torna-se imprescindivel tanto para a sua conservagdo como para a
reducdo do volume e, consequentemente, a diminuicdo dos custos de transporte e
armazenamento (Santos et al., 2003).

O bagaco de cevada esta disponivel a baixo custo ao longo do ano, e tem como
principal destino a ragdo animal, principalmente de bovinos, devido ao seu alto teor de
proteina e fibras. Alem disso, 0 bagaco de cevada tem sido pesquisado para sua utilizagdo na
nutricdo humana, producéo de energia, producdo de carvao, como componente de tijolos, na
fabricacdo de papel, como adsorvente de metais e em processos biotecnoldgicos, onde pode
ser empregado como substrato para cultivo de microrganismos, producdo de enzimas,
producdo de bioetanol, como meio suporte em processos fermentativos, como fonte de
produtos de valor agregado (glicose, xilose, manose, galactose, arabinose, etc.), dentre outros
(Mussato et al., 2006; Aliyu e Bala, 2011). Para a producdo de H. foram encontrados poucos
trabalhos, como os de Zhang e Zang (2016) e Poladyan et al. (2018).
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2.1.3 Casca de soja

A soja € uma cultura de grande importancia mundial, visto a ampla aplicabilidade de
seus produtos e seu valor econdmico no mercado nacional e internacional (Mello Filho et al.,
2004). Segundo a Embrapa (2018), o Brasil ¢ o segundo maior produtor de soja, ficando atras
apenas dos Estados Unidos. De acordo com o Conab (2018), a safra 2017/2018 alcangou uma
producdo de 119,3 milhdes de toneladas. Deste montante, o Rio Grande do Sul é responsavel
por cerca de 17,2 milhdes de toneladas, ou seja, 14,4% da producéo nacional (Conab, 2018),
sendo o terceiro maior produtor do Pais.

Ap0s a colheita, a soja é encaminhada a inddstria de processamento, onde passa pela
pesagem e segue para a etapa de limpeza. Nessa etapa, sdo geradas grandes quantidades de
casca de soja e outras impurezas provenientes da lavoura (Pukasiewicz et al., 2004). A casca é
o principal subproduto do processamento da soja, representando cerca de 8% da massa do
grdo (Gnanasambandam e Proctor, 1999). Este material compde-se de 35,8-39,7% de
celulose, 10,2-25,5% de hemicelulose, 2,8-9,2% de lignina, 0,6-5,8% de cinzas, 10,7-15,4%
de proteinas e 4,0% de lipideos (em base seca) (Schirmer-Michel et al., 2008; Mielenz et al.,
2009; Cassales et al., 2011; Rojas et al., 2014). A principal destinacdo ¢ a alimentagdo animal,
uma vez que constitui-se de, aproximadamente, 86% de carboidratos complexos (Pukasiewicz
et al., 2004; Gnanasambandam e Proctor, 1999).

Embora a casca de soja seja um produto usado para a alimentacdo animal e
estritamente aplicado para esse fim, diversos trabalhos tém avaliado o potencial desse residuo
para a producdo de etanol, tendo em vista sua elevada concentracdo de carboidratos
(Schirmer-Michel et al., 2008; Mielenz et al., 2009; Al Loman e Ju, 2016). Além disso, a
casca de soja apresenta quantidade relativamente pequena de lignina em comparacdo com
outros residuos agricolas, o que facilita o processo de hidrolise para a obtencdo de agucares
fermentesciveis (Al Loman e Ju, 2016). Outros estudos também tém utilizado a casca de soja
para adsorcdo de metais (Marshall et al., 1999), producéo de nano compostos (Flauzino Neto
et al., 2013), producdo de butanol (Yu et al. 2015) e producéo de &cido polimalico (Cheng et
al., 2017).

2.1.4 Palha de trigo

O trigo € o segundo cereal mais produzido no mundo, com significativo peso na

economia agricola global. No Brasil, o trigo é cultivado durante o inverno nas regides Sul,
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Sudeste e Centro-Oeste. De acordo com a Conab (2018), em 2018 foram produzidos 5,5
milhOes de toneladas de trigo, sendo o Rio Grande do Sul o segundo estado de maior
producdo, alcangando mais de 1,8 milhdes de toneladas.

A palha é o principal residuo da cultura de trigo e um dos mais abundantes da
agricultura no mundo, correspondendo a 50% da massa da planta (Saha et al., 2015; Ferreira-
Leitdo et al., 2010). Estima-se que seja produzido 1,3 kg de palha para cada kg de gréos
(Montane et al., 1998). Esse residuo é gerado na lavoura, durante a colheita, e na chegada ao
armazem, onde ocorre 0 processo de limpeza dos grédos para a remocao da palha excedente e
demais impurezas. De acordo com a literatura, a palha de trigo é composta, em base seca, por
34,4-44,5% de celulose, 19,0-33,8% de hemicelulose, 16,9-26,8% de lignina e 1,6-7,4% de
cinzas (Ferreira-Leitdo et al., 2010; Ruiz et al., 2011; Zhang et al., 2013; Rajan e Carrier,
2014; Saha et al., 2015; Lopez-Hidalgo et al., 2017). No entanto, essa composi¢do depende da
variedade da cultura e das condic¢des climaticas e agrondmicas (Ruiz et al., 2011; Montane et
al., 1998).

Atualmente, a palha de trigo tem sido utilizada na alimentacdo animal, como cama
para 0 gado, como fertilizante natural para o solo e como biomassa para aproveitamento
energético (Guerra-Rodriguez et al., 2012; Ferreira et al., 2014). De acordo com a literatura,
diversos estudos tém sido desenvolvidos para a aplicacdo desse residuo na producdo de
bioetanol (Zhu et al., 2006; Zhang et al., 2013; Saha et al., 2015). No entanto, recentemente,
alguns trabalhos tém investigado a producdo de biometano (Ferreira et al., 2014) e bio-

hidrogénio (Chandolias et al., 2016; Lopez-Hidalgo et al., 2017) a partir da palha de trigo.

2.2 PRODUCAO DE HIDROGENIO POR FERMENTACAO ANAEROBIA

Nos ultimos anos, o hidrogénio (Hz) tem despertado interesse como combustivel
devido ao seu potencial como energia limpa e renovavel. O hidrogénio apresenta densidade
energética de 112 kJ/g, ou seja, 2,75 vezes maior do que os hidrocarbonetos, e pode ser
facilmente utilizado em células combustiveis para geracdo de eletricidade (Kapdan e Kargi,
2006). Além disso, a combustdo do Hz, mesmo que incompleta, resulta apenas em vapor
d’agua (Suzuki, 1982). No entanto, a principal fonte de producdo de hidrogénio sdo os
combustiveis fosseis. De acordo com Hordeski (2008), a producdo de H. ocorre a partir do
gas natural (48%), do petrdleo (30%), do carvao (18%) e da eletrélise da agua (4%). Esses
processos requerem grande quantidade de energia e nem sempre sdo favoraveis ao meio

ambiente (Das e Veziroglu, 2001).
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Para tornar a energia do hidrogénio totalmente sustentavel, os combustiveis fosseis
precisam ser substituidos por recursos renovaveis (Claassen et al., 2010). Nesse sentido,
surgem 0s processos bioldgicos para producdo de H» a partir da biomassa, a qual é
considerada uma fonte renovavel de energia. Os processos bioldgicos utilizados para
producdo de hidrogénio sdo a fermentacdo anaerdbia, a foto-fermentacdo, a utilizacéo
sequencial destes dois métodos, denominado sistema hibrido, e a biofotdlise direta ou
indireta. Esses processos operam, principalmente, em temperaturas e pressdes ambientais,
portanto, com menor gasto energético. Alem disso, podem ser utilizados diversos tipos de
residuos como matéria-prima, o0 que também colabora com a destinagdo adequada dos
mesmos (Das e Veziroglu, 2001).

Dentre os processos bioldgicos, a fermentacdo anaerdbia tem se tornado uma opc¢éo
atraente para a producdo de hidrogénio devido a possibilidade de utilizar varios tipos de
biomassa, a ampla gama de condic¢des de temperatura de operacgdo, a simplicidade do projeto
do reator, a eficiéncia do processo e as altas taxas de producdo de H> (Kumar et al., 2015;
Ghimire et al.,, 2015b). Além disso, diversas fontes de culturas puras (Clostridium,
Escherichia coli, Enterobacter) ou mistas (lodos anaerdbios de tratamento de efluentes)
podem ser utilizadas como indculo no processo fermentativo para produgao de Ho.

A fermentacdo anaerdbia consiste na conversao de aglcares simples ou dissacarideos,
puros ou contidos na biomassa, em biogas e &cidos organicos a partir de bactérias na auséncia
de oxigénio (Urbaniec; Grabarczyk, 2014). O biogas produzido é constituido, principalmente,
por H2 e didxido de carbono (COz), podendo conter também pequenas quantidades de metano
(CHa), mondxido de carbono (CO) e/ou sulfeto de hidrogénio (H2S) (Levin et al., 2004). O
subproduto da fermentacdo é constituido, principalmente, pelos &cidos acético, butirico e
propiénico (Kapdan e Kargi, 2006), os quais influenciam significativamente na producédo de

hidrogénio.

2.2.1 Substrato

Diversos tipos de matérias-primas tém sido estudados para a producédo de hidrogénio a
partir da fermentacdo anaerobia, como residuos agricolas e agroindustriais, residuos de
alimentos, residuos sélidos municipais, efluentes industriais, glicerol, dentre outros
(Fernandes et al., 2010; Angeriz-Campoy et al., 2015; Pachapur et al., 2015; Sattar et al.,
2016a; Sen at al., 2016; Han et al., 2016; Hay et al., 2016; Ghimire et al, 2016; Cheng et al.,
2016; Lopez-Hidalgo et al., 2017; Gonzales e Kim, 2017; Shanmugam et al.; 2018). Actcares
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fermentesciveis puros, como a sacarose, glicose, xilose e lactose, também tém sido utilizados
para a producdo de Ha, pois séo facilmente degradados e resultam em elevados rendimentos
(Hussy et al., 2005; Wang e Wan, 2008; Haroun et al., 2016; An et al., 2014; Calli at al.,
2008). No entanto, essa fonte de carboidratos apresenta elevado custo para a producao de H»
(Kapdan e Kargi, 2006).

A escolha do substrato desempenha um papel importante no processo de fermentagao
anaerdbia, seja em termos de maximizacao do rendimento de H> ou de economia do processo.
O potencial de producdo de H. depende da composi¢do do substrato, principalmente em
termos de carboidratos, bem como da sua biodegradabilidade (Ghimire et al., 2015b). Além
disso, o custo e a disponibilidade local das matérias-primas sdo fatores chave para a escolha
do melhor material, visto que variam de acordo com a regido. Desse modo, a matéria-prima
para producdo de H> pode ser selecionada com base em seu custo-efetividade em um
determinado pais ou regido (Kumar et al., 2015).

A producéo de hidrogénio a partir da biomassa lignocelulésica tem sido amplamente
estudada em escala laboratorial (Sigurbjornsdottir e Orlygsson, 2012; Azman et al., 2016a;
Sattar et al., 2016a, Lopez-Hidalgo etal., 2017), pois é renovavel, sustentavel e esta disponivel
em grandes quantidades. A Tabela 2.1 mostra os rendimentos de hidrogénio obtidos a partir
da biomassa lignocelulésica via fermentacdo anaerdbia, bem como o in6culo empregado.
Como pode-se observar, diferentes tipos de residuos lignocelulésicos tém sido utilizados,
resultando em elevados rendimentos e producdo de H», independente do inoculo ser uma
cultura mista ou pura. Cabe destacar que, devido a sua estrutura complexa, a utilizacdo direta
destas matérias-primas no processo de fermentacdo anaerdbia ndo é ideal para a producdo de
H>. Para isso, torna-se necessario que a biomassa lignocelulésica seja submetida a algum tipo
de pré-tratamento para que as bactérias consigam degradar facilmente os carboidratos

presentes.

Tabela 2.1 — Rendimento de hidrogénio produzido a partir de biomassa lignoceluldsica via
fermentacdo anaerdbia

(continua)
Substrato Inoculo Rendimento de H2 Referéncia
Palha de trigo Cultura mista 318,4 mL g acicares ' Kongjan et al. (2010)

] Thermoanaerobacterium
Palha de milho _ 108,5 mmol L™! Ren et al. (2010)
thermosaccharolyticum

Espiga de milho Cultura mista 265 mL g agicar cons.”! Nasr et al. (2014)
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Tabela 2.1 — Rendimento de hidrogénio produzido a partir de biomassa lignoceluldsica via
fermentacao anaerobia

(concluséo)

Substrato

In6culo

Rendimento de H2

Referéncia

Palha de arroz
Folha de cerejeira
Casca de sorgo
Farelo de milho

Palha de aveia

Farelo de arroz

Palha de arroz
Farelo de arroz
Casca de arroz

Residuos de sorgo

Residuos de papel

Palha de arroz

Palha de trigo

Casca de arroz

Palha de sorgo

Residuo de trigo

Casca de

amendoim

Cultura mista

Cultura mista
Phanerochaete
chrysosporium

Cultura mista
Cultura mista
Clostridium
acetobutylicum

Cultura mista

Cultura mista
Cultura mista
Cultura mista

Escherichia coli

Cultura mista

Cultura mista

Cultura mista

Clostridium
guangxiense
ZGM211T

14,22 NmL g sv'!
40,09 mL g sv!
1,05 mol mol art™
338,91 mL g sv’!

2,39 mol mol art’!

132,2 mL g ag:l’lcar-l

40,04 mL g SViem™!
38,6 mL g SViem™"
23,05mL g SViem™
213,14 mL g acicar”

140 mL £ aclicar total_1
771 mL L™

140,1 mL g art”!

473,1 mL g ca™!

402,01 mL

1750 mL L!

39,9 mL g substrato-1

Alemahdi et al.
(2015)
Spalkova et al. (2016)

Saratale et al. (2015)

Zhang et al. (2015)
Arreola-Vargas et al.
(2015)

Azman et al. (2016a)

Sattar et al. (2016a)

Rorke e Kana (2016)
Eker e Sarp et al.
(2017)

Sen et al. (2016)
Lopez-Hidalgo
(2017)
Gonzales and Kim
(2017)
Shanmugam et al.
(2018)

Kirli e Karapinar
(2018)

Qietal. (2018)

Nota: SV — solidos volateis, SViem — s6lidos volateis removidos, ART — agUcares redutores totais.
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2.2.2 Inoculo

Muitas bactérias tém sido utilizadas para a producdo de hidrogénio, incluindo
anaerdbias estritas (Clostridium) (Azman et al., 2016a; Qi et al., 2018), anaerobias
facultativas (Enterobacter, Escherichia coli, Rhodopseudomonas, Citrobacter) (Tandon et al.,
2018; Poladyan et al., 2018; Asadi e Zilouei, 2017; Satar et al., 2017; Lopez-Hidalgo et al.,
2017; Oh et al., 2002; Oh et al., 2003) e aerobias (Bacillus) (Kotay e Das, 2007). Dentre esses
microrganismos, as bactérias do género Clostridium e Enterobacter sdo as mais amplamente
estudadas (Li e Fang, 2007).

As bactérias anaerobias facultativas produzem até 2 mols de H2 por mol de glicose,
enguanto as anaerobias estritas produzem 4 mols (Das e Veziroglu, 2008). Os microrganismos
anaeradbios estritos sdo extremamente sensiveis ao oxigénio. Uma quantidade muito pequena
de oxigénio no meio de fermentagéo inibe completamente as atividades de producdo de Ho.
Em contraste, os anaerébios facultativos consomem o oxigénio rapidamente, recuperando
imediatamente a condi¢cdo anaerdbia no meio. Desse modo, a producdo de Hz por anaerdbias
facultativas é considerada melhor do que por anaerdbias estritas (Yokoi et al., 1995).

A fonte de microrganismos anaeroébios, estritos ou facultativos, pode ser culturas puras
(Clostridium, Enterobacter) ou culturas mistas (lodo anaerdbio, esterco bovino, composto
organico, residuos sélidos urbanos e solo) (Ghimire et al., 2015b). As culturas mistas tém sido
preferidas as culturas puras, pois apresentam baixo custo operacional (economia em assepsia),
maior simplicidade de operacdo e controle e uma ampla fonte de matéria-prima (Valdez-
Vazquez et al., 2005; Li e Fang, 2007). No entanto, ha a possibilidade de conter espécies que
consomem hidrogénio ou espécies que ndo produzem hidrogénio nas culturas mistas (Tapia-
Venegas et al. 2015), o que torna necessario a utilizacdo de um pré-tratamento dessas culturas
para desativar 0os microrganismos consumidores de H; e ativar os produtores de Ha.

Na literatura encontram-se trabalhos utilizando lodos de sistemas de tratamento de
esgoto municipal (Han et al., 2015; Lopez-Hidalgo et al., 2018), de efluentes de gado leiteiro
(Ghimire et al., 2015a; Ghimire et al., 2016), de cervejaria (Gonzales e Kim, 2017), de 6leo de
palma (Lutpi et al., 2016), de confeitaria (Arreola-Vargas et al., 2015), dentre outros. As
diferentes fontes de inoculo resultam em um comportamento diferente na producdo de H»
(Phowan e Danvirutai, 2014; Vera-Toledo et al., 2016; Ghimire et al., 2016). Encontra-se,
também, na literatura alguns trabalhos que utilizam lodos aerdbios para produgdo de H:
(Ghimire et al., 2016; Yin e Wang, 2015).
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2.2.3 Subproduto da fermentac¢io anaerdobia

Na producdo de hidrogénio por bactérias fermentativas, os &cidos organicos sdo
produzidos como subproduto da fermentacdo (Yokoi et al., 1995). A composicdo do
subproduto depende das condicGes do meio de fermentacdo (Levin et al., 2004), sendo os
acidos acético, butirico e propidnico os principais constituintes (Kapdan e Kargi, 2006).
Outros subprodutos da fermentacdo também séo produzidos, mas em proporcdes reduzidas,
como o etanol, o butanol e o &cido latico, os quais contém hidrogénio que nédo foi liberado
como gas (Levin et al., 2004).

De modo geral, a producdo de &cido acético e butirico favorecem a producédo de Ho.
Quando o acido acético é o produto final, obtém-se um méximo tedrico de 4 mol Ha mol glicose”
' (Equagdo 1). Ja quando o 4cido butirico ¢ o produto final, 0 maximo tedrico se reduz para 2
mol Hz mol gicoss> (Equacdo 2). Assim, os maiores rendimentos tedricos de H: estdo
associados ao acido acético como produto final de fermentacdo. Por outro lado, a producdo de
acido propidnico consome o hidrogénio (Equacao 3), e o balanco de H: nas vias de producgéo
de &cido latico e de etanol é zero. Desse modo, 0s baixos rendimentos estdo associados ao
acido propidnico e aos subprodutos reduzidos (alcoois e &cido latico) (Antonopoulo et al.,
2008; Levin et al., 2004; Urbaniec; Grabarczyk, 2014).

CeH1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 2CO» + 4H> 1)
CesH1206 — CH3CH2CH>COOH + 2CO> + 2H> (2)
CeH1206 + 2H2 — 2CH3CH,COOH + 2H,0 (3)

Ghimire et al. (2015a) identificaram os &cidos acético, butirico e propiénico como 0s
principais subprodutos para todos os substratos utilizados (residuo de batata e abobora,
estrume de bufalo, efluente de processamento do azeite de oliva, residuo de oliveira/bagaco de
oliva, residuo de erva-doce e residuo de matadouro) na producdo de H.. Antonopoulo et al.
(2008) encontraram como principais subprodutos o &cido butirico (5780 mg L) e o acido
acético (3480 mg L) na producdo de Hy a partir do sorgo sacarino. Os mesmos &cidos
também foram identificados por Liu et al. (2014) e Ghimire et al. (2016) como 0s principais

metabdlitos da producdo de H» a partir do hidrolisado da palha de arroz.
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Diferente do trabalho citado anteriormente, Han et al. (2015) encontraram como
principais subprodutos o etanol (40,9-49,4% do subproduto) e o &cido acético (35,6-42,2%)
na fermentacdo de H. a partir do hidrolisado dos residuos de alimentos. O etanol e o acido
acetico foram os produtos predominantes no sistema de producdo de H, mais eficiente,
indicando que o meio de cultura foi favordvel para a producdo de H». Além disso, o &cido
propidnico foi detectado em pequenas concentragdes (7,3-11,6 mg L™?), o que pode ser
benéfico para a taxa de producéo de Hz, uma vez que o Hz pode ser diretamente utilizado na

formacéo do acido propidnico.

2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO ANAEROBIA

A producdo de hidrogénio por fermentacdo anaerdbia € influenciada por diversos
fatores, como a temperatura, o pH, o tempo de retengdo hidraulica, a pressao parcial do gas e
0 pré-tratamento do substrato e do indculo. Os itens a seguir (2.3.1 ao 2.3.5) descrevem todos

estes parametros.

2.3.1 Temperatura e pH

A temperatura e 0 pH séo os fatores mais importantes no processo fermentativo, pois
influenciam as atividades das bactérias produtoras de hidrogénio e a producdo de hidrogénio.
Em intervalos apropriados, 0 aumento da temperatura e do pH pode aumentar a capacidade
das bactérias produtoras de H. em produzir hidrogénio durante a fermentacdo. No entanto,
niveis muito elevados podem diminuir essa capacidade (Wang e Wan, 2009). Diversos
trabalhos tém demonstrado a influéncia da temperatura e do pH na producdo de hidrogénio
por fermentacdo anaerdbia. De acordo com a literatura, a faixa ideal de temperatura e pH na
producdo de H- é de, aproximadamente, 34 a 55°C e de 5,0 a 6,5, respectivamente.

A fermentacdo anaerdbia pode ser operada em temperaturas mesofilicas (25-40°C),
termofilicas (40-65°C), termofilicas extremas (65-80°C) ou hipertermofilicas (>80°C) (Levin
et al., 2004). Sattar et al (2016a) quantificaram a producdo de H2 em condigdes mesofilicas
(37°C) e termofilicas (55°C) a partir da palha, da casca, do farelo e do residuo de arroz. O pH
inicial foi fixado em 7,0 nas fermentacbes com farelo e residuo de arroz e em 7,5 nas
fermentagbes com palha e casca. Os resultados mostraram que a condi¢do termofilica
aumentou o potencial de producdo de H. quando comparado a condi¢do mesofilica, para todos

0s substratos utilizados. O rendimento médio de H. obtido a partir dos residuos de arroz foi de
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30,36 € 33,16 mL SViem' nas condi¢des mesofilicas e termofilicas, respectivamente. Os
autores observaram ainda, que a queda do pH no decorrer do processo foi maior nas
condic¢des mesofilicas, com excecdo dos ensaios com farelo de arroz. O pH final da producao
mesofilica de H» foi de 5,6, 5,8, 6,1 e 3,8 para a palha, casca, farelo e residuo de arroz,
respectivamente. A faixa étima de pH para a producéo de H» a partir da palha, da casca e do
farelo de arroz situa-se entre 6 e 7.

O controle do pH do meio pode ser realizado durante todo o processo fermentativo, o
que tornaria a operacdo economicamente inviavel devido a grande quantidade de reagentes,
ou somente no inicio do processo fermentativo. Esse controle apenas inicial é o que tem sido
adotado na maioria dos trabalhos (Sattar et al., 2016a; Azman et al., 2016a; Wongthanate et
al., 2014). Phowan e Danvirutai (2014) avaliaram o efeito do pH inicial (5,0-8,0) na producéo
de H> a partir da fermentacdo anaerobia do hidrolisado da polpa de mandioca. Os ensaios
foram conduzidos em temperatura fixa de 35°C. O pH 5,5 proporcionou maior producdo de
H> (358 mL), enquanto que com pH 8,0 obteve-se a menor producédo (125 mL).

Azman et al. (2016a) investigaram as variaveis pH inicial (5,5-6,5) e temperatura (30-
38°C) no processo de produgdo de hidrogénio a partir do farelo de arroz. O maior rendimento
(117,24 mL H2 g agicar consumido) foi alcancado com pH de 5,5 e temperatura de 34°C,
enquanto que a maior producdo (574,6 mL H2) foi obtida com pH de 6,5 e temperatura de
34°C. Lopez-Hidalgo et al. (2017) avaliaram a influéncia do pH (4,8-8,2) e da temperatura
(21,9-52,1°C) na producdo de H> utilizando hidrolisado de palha de trigo como substrato e a
Escherichia coli como in6culo. A maior produc¢édo (509,2 mL) e o maior rendimento (269,2
mL g arl) de H; foi obtido com pH 6,5 e temperatura de 37 °C, enquanto que a maior taxa
de producio (25,27 mL3 Lt h) de H; foi alcangada com pH 8,2 e temperatura de 37°C.

Wongthanate et al. (2014) avaliaram a influéncia do pH inicial (4,5-7,0) e da
temperatura (35 e 50°C) na producéo de H utilizando &guas residuais de leite de coco como
substrato e lodo anaerdbio como fonte de microrganismos. Os resultados dos ensaios
mostraram que o pH inicial de 6,5 em condi¢cbes mesofilicas de temperatura (35°C)
favorecem a producdo de Hz. A producédo de H: foi duas vezes maior em condi¢do mesofilica
(35°C; 0,28 L H, L) quando comparada a termofilica (50°C; 0,16 L Hz L™). Segundo os
autores, a temperatura pode afetar a atividade das bactérias produtoras de Hz por influenciar a
atividade de algumas enzimas essenciais, como a hidrogenase. Apos 7 dias de fermentacéo,

sob condicdes de temperatura de 35 e 50°C, o pH inicial de fermentagéo caiu de 6,5 para 4,5.
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2.3.2 Tempo de retenciio hidraulica

O tempo de retencdo hidraulica (TRH) é uma das condi¢des do processo de
fermentacdo anaerobia que influencia no metabolismo microbiano e, consequentemente, na
producdo de hidrogénio e nos subprodutos da fermentagdo (Antonopoulo et al., 2008;
Moreno-Andrade et al., 2015). Na literatura encontram-se estudos que avaliam a influéncia de
diferentes tempos de retencdo hidraulica no processo de producdo de Hz. Os TRHSs analisados
na literatura variam de 2 a 108 h, sendo que grande parte dos resultados demonstram que,
quanto maior o TRH, maior é o rendimento de H> (Antonopoulo et al., 2008; Wang et al.,
2013; Moreno-Andrade et al., 2015; Nam et al. 2015; Kumar et al., 2016; Satar et al., 2017).

Moreno-Andrade et al. (2015) avaliaram diferentes TRH (6-72 h) na producédo de Hz a
partir da fermentacdo anaerdbia de residuos de alimentos. A porcentagem de hidrogénio no
biogas 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 H2 g SVremovidos *, respectivamente. A maior producéo de é&cido
propibénico foi encontrada no ensaio de TRH de 6 h, o que foi relacionado com o decréscimo
na producdo de hidrogénio. Satar et al. (2017) investigaram o efeito de diferentes TRH (8-24
h) no processo fermentativo de producdo de H. a partir da glicose. Do mesmo modo que o
trabalho citado anteriormente, Satar et al. (2017) identificaram que o maior rendimento de H>
(9,44 mmol Hz g giicose™*) foi obtido em 24 h de TRH.

Antonopoulo et al. (2008) avaliaram diferentes tempos de retencdo hidraulica (4, 6, 8,
12 e 24 h) na producdo de H, a partir da fermentacdo de agucares do extrato de sorgo
sacarino. A taxa de producdo de biogas e de H, aumentou quando o TRH diminuiu de 24 a 6
h, no entanto, 0 maior rendimento de Hz (0,86 mol Hz mol giicose™™) foi obtido em 12 h. Os
principais subprodutos da fermentacdo foram o é&cido butirico e o &cido acético. A
concentracdo de acido butirico foi maior (5780 mg L™) para o TRH de 12 h, enquanto que a
maior concentracdo de acido acético (3480 mg L) ocorreu no TRH de 8 h. A concentragio
de acido propiénico aumentou e a de acido latico diminuiu com o aumento do TRH. Ja a
producio de etanol foi favorecida para os TRH de 6 e 4 h (634 mg L ™).

Tempos de retencdo hidraulica mais longos também j& foram estudados.
Vijayaraghavan et al. (2006), investigaram a influéncia do TRH de 7 e 12 dias na fermentagao
anaerobia da casca de jaca para producdo de Ho. Os autores observaram que a produgdo de
biogas foi maior para o0 TRH de 12 dias (8,3-9,3 L d!) do que para o de 7 dias (5,5-6,4 L d}),
sendo que para ambos os casos o contetdo de Hz no biogas foi de, aproximadamente, 55%. A

baixa producdo de biogés para 0 TRH de 7 dias foi atribuida a degradacéo parcial da materia
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organica, o que foi constatado pelo elevado teor de &cidos graxos volateis quando comparado
ao TRH de 12 dias. Além disso, a eficiéncia da degradagdo dos solidos volateis diminuiu de
50 para 22% quando o TRH passou de 14 para 7 dias.

Kirli e Karapinar (2018) obtiveram resultados contrarios aos citados acima. Avaliando
0 TRH de 2 a 13 h na producdo de hidrogénio a partir do hidrolisado de residuo de trigo, 0s
autores observaram reducdo no volume e no rendimento de H> com o aumento do TRH. A
maior taxa volumétrica de producéo de H2 e o maior rendimento, foram de 1,75 L H, L dia e
1,6 moL Hz mol ST, respectivamente, com um TRH de 2 h. De acordo com os autores, uma
das razfes para a taxa e o rendimento melhorarem em um curto TRH é que o aumento da
velocidade de entrada no reator contribui para uma eficiente recuperacdo do gas, uma vez que
0 aumento da vazao de entrada forca a saida das bolhas de Hz que estdo na fase liquida e no

head space.

2.3.3 Pressao parcial de Hz

A presséo parcial de Hz é um fator muito importante para a producéo continua de Ho.
As vias de producio de H, sdo sensiveis as concentracbes de H.. A medida que as
concentra¢fes de H> aumentam, a produgdo diminui e as vias metabdlicas mudam para a
producdo de substratos mais reduzidos, como o lactato, etanol, acetona, butanol ou alanina.
Por outro lado, a medida que a temperatura do processo aumenta, as condi¢des que favorecem
a reacdo sdo menos influenciadas pela concentracdo de Hz (Levin et al., 2004). Tendo em
vista que 0 aumento da presséo parcial de H> tem efeito negativo na producéo de hidrogénio,
alguns métodos tém sido estudados para a reducdo dos efeitos negativos causados pelo
aumento da pressdo parcial. Dentre esses métodos, 0s mais comuns sdo a aspersdo de gas
nitrogénio (N2) e didxido de carbono (CO2) e a reducdo por vacuo (Mizuno et al., 2000; Kim
et al., 2006; Kim et al., 2012; Lee et al., 2012).

Kim et al. (2006) investigaram o efeito da aspersdo de gas na producdo fermentativa
de H; utilizando diferentes taxas de vazdes (100-400 mL min). Os gases utilizados foram: o
proprio biogas produzido (biogas interno), N2 e CO.. A aspersdo com gases externos (N2 e
CO2) mostraram maior rendimento de H> quando comparada a aspersdo com o biogas interno
e com o controle (sem aspersdo). J& entre 0s gases externos, o CO apresentou maior
eficiéncia e maior producdo de H> quando comparado ao N2. Além disso, o CO. tem pouco
efeito nas bactérias produtoras de H> e efeito inibitdrio nos microrganismos acetogénicos e

produtores de &cido latico, os quais sdo competitivos com o0s produtores de H>. Quanto a
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vazdo de aspersdo, a taxa de 300 mL min* de CO; resultou no maior rendimento (1,68 mol
MO hexose consumida ~) € Na maior taxa de producéo (6,89 L g SV! d?) de H..

O estudo de Lee et al. (2012) buscou avaliar o efeito da reducéo da pressdo de H por
vacuo na producdo de hidrogénio. As pressdes analisadas foram de 130 a 760 mm Hg em um
TRH de 12 h. Os resultados mostraram que o conteido de H> no biogés produzido sob as
diferentes pressdes esteve entre 46 e 50%. A taxa de producdo de H> aumentou ligeiramente
(cerca de 8%) de 0,348 mol L* d* para 0,376 mol L™ d* quando a pressdo diminuiu de 760 a
380 mm Hg, e manteve-se a mesma quando a pressao foi reduzida de 380 a 130 mmHg. O
rendimento e a eficiéncia de produgédo apresentaram a mesma tendéncia do comportamento da
taxa de producédo de Hz. O maior rendimento e maior eficiéncia de produgéo de H> foi de 3,57

mol Hz Mol sacarose™ € 45,1%), respectivamente, a pressao de 380 mm Hg.

2.3.4 Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

O pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é um fator crucial na producdo de
hidrogénio via fermentacdo anaerobia, pois apresenta uma estrutura complexa de celulose,
hemicelulose e lignina. O pré-tratamento visa aumentar a quantidade de compostos
fermentesciveis pelos microrganismos, de modo que se consiga maior producdo de Hz. Nesse
sentido, diversos estudos tém sido realizados na area de pré-tratamentos da biomassa
lignoceluldsica, sendo que os métodos mais utilizados sdo os fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e bioldgicos (Ren et al., 2016). A combinacdo das técnicas de pré-tratamento,
geralmente, é mais eficaz no aumento da digestibilidade da biomassa (Agbor et al., 2011).

A Tabela 2.2 mostra o0s tipos de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica utilizada
para producdo de Hz encontrados na literatura. A moagem € a técnica de pré-tratamento fisica
mais utilizada, o que fica evidenciado ao analisar a Tabela 2.2. Na maior parte dos estudos, 0s
residuos lignocelul6sicos sdao moidos antes de passar por um outro tipo de pré-tratamento,
com excec¢do de materiais que ja sdo extremamente finos, como no caso do pé de trigo e do
farelo de arroz utilizados por Gokfiliz e Karapinar (2016) e Sattar et al. (2016a),
respectivamente. No processo de moagem, o tamanho da biomassa lignocelulésica é reduzido,

aumentando a area superficial acessivel a reacdo (Ren et al., 2016).
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Tabela 2.2 — Pré-tratamentos de substratos lignoceluldsicos utilizados para producéo de H»

(continua)
Tratamento Condicao Substrato Referéncia
2-10 mm
Moagem + .
o 50°C/72 h/celulase e Palha de trigo Ren et al. (2010)
Enzimatico ]
xilanase
. ~2cm
Moagem + Acido ] Arreola-Vargas et
o 90°C/2 h/HCI 2% Palha de aveia
+ Enzimatico al. (2015)
45°C/10 h/celulase
Acido e 124°C/1,3 h/HC1 2,7% Bagacgo de Agave  Arreola-Vargas et
Enzimatico 45°C/10 h/celulase tequilana al. (2016)
o ) ) Gokfiliz e Karapinar
Acido 90°C/15 min/ H2SO4 pH 2,0 Pé de trigo
(2016)
0,15-0,5 mm
Moagem + Acido 121°C/20 min/ HCI 0,8- Palha de arroz Sen et al. (2016)
1,0M
< 200 mesh
Moagem + Acido  121°C/90 min/ H,SOspH  Residuo de papel  Eker e Sarp (2017)
2,2
1-2 mm
. 100°C/70-240 min/ ) Rorke e Kana
Moagem + Acido Residuo de sorgo
HCI, H2SO4, HNO3 1-6% de (2016)
acido
Moagem + <2 mm Ghimire et al.
_ Palha de arroz
Alcalino 4-8% NaOH/55°C/24 h (2016)
o Azman et al.
Acido 121°C/1 h/H2S04 1% Farelo de arroz
(2016a)
Moagem + <2 mm
y Palhade arroz ~ Sattar et al. (2016b)
Explosdo a vapor 240°C/4 min
H2S04 1,5%
. _ HCI 0,25%
Acido e Alcalino Farelo de arroz Khan et al. (2016)
NaOH 0,1%

Ca(OH), 0,75%
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Tabela 2.2 — Pré-tratamentos de substratos lignoceluldsicos utilizados para produgéo de H»

(concluséo)

Tratamento Condicao Substrato Referéncia
o 121°C/1 b/ ) Lopez-Hidalgo et al.
Moagem + Acido Palha de trigo
H2S04 0,75% (2017)
Moagem+ Acido 121°C/1 h/H2S04 5% Gonzales e Kim
o Casca de arroz
+ Enzimatico 50 °C/Celulase (2017)
o 90°C/15 min/ ) ) Kirli e Karapinar
Moagem + Acido Residuo de trigo
H2S04 pH 2,0 (2018)
Moagem + Enzima lacase de T. Shanmugam et al.
o Palha de sorgo
Enzimatico asperellum (2018)
. 121°C/30 min/
Acido + Bagaco de cana-
o H2S04 1% ) Hu et al. (2018)
Enzimatico de-agUcar
Celulase

Os métodos quimicos referem-se ao tratamento da biomassa com reagentes quimicos,
como acidos, alcalis, solventes organicos, liquidos iénicos, cloretos de metal e plasma. Dentre
esses, 0S pré-tratamentos &cidos e alcalinos sdo os mais utilizados. Quanto aos pré-
tratamentos fisico-quimicos, a explosdo a vapor, dgua quente e expansdo de fibra de aménia
sdo os mais empregados. Ao contrario dos pré-tratamentos fisicos, quimicos e fisico-
quimicos, o pré-tratamento bioldgico baseia-se na deslignificacdo da lignocelulose a partir de
microrganismos ou enzimas, sendo a hidrélise enzimatica o processo mais viavel. Por outro
lado, os fungos sdo os microrganismos mais eficazes para deslignificagdo devido ao seu
sistema ligninolitico exclusivo (Ren et al., 2016).

De acordo com a literatura (Tabela 2.2), os pré-tratamentos acidos e enzimaticos sao
0s mais empregados para as biomassas lignoceluldsicas utilizadas na producao de hidrogénio.
Esses metodos sdo, tambeém, utilizados de modo sequencial, onde o tratamento &cido precede
0 enzimatico. Como exemplo, pode-se citar os estudos realizados por Arreola-Vargas et al.
(2015) e Saratale et al. (2015), onde foi utilizada a palha de aveia e a casca de sorgo,
respectivamente, para producdo de H.. Embora a hidrolise &cida seguida da hidrolise
enzimatica promova a hidrélise do material lignoceluldsico, o uso de enzimas em escala
comercial é o principal fator que contribui para os altos custos de pre-tratamento (Rorke e
Kana, 2016).
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O pré-tratamento &cido envolve a utilizacdo de acidos concentrados ou diluidos para
romper a estrutura rigida do material lignocelulésico (Brodeur et al., 2011), liberando
acucares, lignina precipitada e compostos inibidores (Lopez-Hidalgo et al., 2017). Nesse
processo, a fracdo de hemicelulose € hidrolisada, enquanto que as fracdes de celulose e
lignina permanecem quase inalteradas (Guerra-Rodriguez et al., 2012). Ainda de acordo com
a Tabela 2.2, observa-se que o &cido sulfurico (H2SOa4) e o &cido cloridrico (HCI) sdo os mais
utilizados, sendo empregados em uma faixa de diluicdo de 0,75-6% (v/v).

Rorke e Gana (2016) investigaram a recuperacdo da xilose e da glicose a partir do
processo de hidrdlise &cida do residuo de sorgo, bem como a producdo de H. utilizando o
hidrolisado. A hidrolise &cida foi realizada com os &cidos cloridrico, sulfdrico e nitrico, em
diferentes condicdes de concentracdo (1-6%, v/v), tempo de aquecimento (70-240 min), razdo
solido/liquido (30-50%, m/v) e tempo de exposicdo (0-24 h). Dentre os acidos estudados, o
HCI proporcionou a maior recuperacdo de xilose (52,02 g L) e glicose (18,42 g L), na
condicdo de 6% de acido, 155 min de aquecimento, razdo sélido/liquido de 40% e 24 h de
exposicao ao acido.

Compostos inibidores, como o furfural, o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e os acidos
acético e formico, sdo produzidos na hidrdlise &cida dos materiais lignoceluldsicos (Guerra-
Rodriguez et al., 2012; Lopez-Hidalgo et al., 2017). De acordo com alguns trabalhos, a
concentracéo de furfural, 5-HMF e &cido acético variam de 0,60-120 mg L, 95,8-133,2 mg
Lte3,6-7,7 g L, respectivamente (Arreola-Vargas et al., 2015; Arreola-Vargas et al., 2016;
Lopez-Hidalgo et al., 2017). Na etapa de fermentacdo, a presenca destes compostos pode
impedir ou dificultar o processo, pois podem afetar o desenvolvimento microbiano de diversas
maneiras (Guerra-Rodriguez et al., 2012; Lopez-Hidalgo et al., 2017). No entanto, de acordo
com Nasr at al. (2014), a concentragdo de furfural de 0,21-1,09 g L e de 5-HMF abaixo de

0,14 g L' ndo causam impacto no rendimento e na taxa de producio de Ho.

2.3.5 Pré-tratamento do inoculo

O pré-tratamento das culturas mistas anaerobias (indculo) utilizadas para producéo de
H> é realizado para inibir a atividade das bactérias metanogénicas e ativar os esporos das
bactérias produtoras de H> durante o processo de fermentacdo. Na literatura, encontram-se
trabalhos empregando, principalmente, os pré-tratamentos térmico, quimico, aeragao e micro-
ondas, em diferentes condi¢Ges operacionais (Tabela 2.3). A diferenca entre as fontes de

indculo, o método de pre-tratamento estudado, as condic¢des especificas de cada método de
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pré-tratamento e o tipo de substrato, levam a um desacordo do melhor método de pré-
tratamento do in6culo para produgdo de Hz (Wang e Wan, 2009).

Embora haja variacdo no comportamento dos diferentes métodos de pré-tratamento do
indculo, o tratamento térmico tem sido o mais utilizado, pois € um meétodo facil e pratico para
0 enriquecimento de microrganismos produtores de hidrogénio nas culturas mistas (Li e Fang,
2007; Wang e Wan, 2008). De acordo os dados da Tabela 2.3, as condi¢des de temperatura e

tempo utilizadas nesse processo variam de 70 a 105°C e de 0,5 a 5 h, respectivamente.

Tabela 2.3 — Pré-tratamentos aplicados em culturas mistas de in6culo para producéao de Hx

Tratamento Descricdo Substrato Referéncia
Irradiacdo por 160-800 W/2450 Residuo de Benincasa Singhal e Singh
micro-ondas MHz/5 min hispida (2014)
Aeracao 30 dias Residuo de alimentos Han et al. (2015)
o Palha, casca e farelo de
Teérmico 100°C/0,5 h Sattar et al. (2016a)
arroz
L o ’ . Gokfiliz e
Térmico e acido  100°C/1 h/pH 5,9 P6 de trigo ]
Karapinar (2016)
Térmico 95-100°C/1 h Palha de arroz Sen et al. (2016)
_ _ _ Haroun et al.
Térmico 70°C/0,5 h Glicose e xilose
(2016)
Térmico e acido  100°C/2 h/pH 5,9 Residuo de papel Eker e Sarp (2017)
Residuo de alimentos, palha o
_ Ghimire et al.
Térmico 105°C/4 h de arroz e efluente do
_ (2016)
processamento da oliva
Térmico 80°C/1 h Sacarose Lutpi et al. (2016)
] Gonzales e Kim
Térmico 90°C/0,5h Casca de arroz
(2017)
Térmico 70°C/0,5 h Bagaco de cana-de-agucar  Reddy et al. (2017)
_ _ Kirli e Karapinar
Térmico 100°C/5 h Residuo de trigo

(2018)
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Ghimire et al. (2015) avaliaram o desempenho dos tratamentos térmico, quimico e por
aeracdo do lodo anaerdbio utilizado na producdo de H> a partir de residuos de batata e
abobora. O tratamento quimico foi o tratamento que resultou em maior quantidade de H:
acumulada (171,1 mL Hz g SV1), maior taxa de producdo de Hz (10,3 mL h') e o menor
tempo (14,4 h) de germinacdo dos esporos das bactérias produtoras de H> (fase lag). Os
autores explicam que as baixas taxas de producdo de H» obtidas pelos métodos térmico (2,1
mL h'1) e aeracdo (4,2 mL h) podem ser atribuidas ao maior tempo da fase lag (61,1 e 37,4
h) e pela maior atividade das bactérias consumidoras de Hz (metanogénicas), o que foi
comprovado pela presenca de 25% de metano no biogés.

Han et al. (2015) avaliaram a producdo de H» a partir da fermentacdo anaerdbia de
residuos de alimentos. Nesse trabalho, o indculo foi pré-tratado pelo método de aeracao,
durante 30 dias, a fim de inibir a atividade das bactérias metanogénicas. O biogas produzido
ndo apresentou qualquer concentracdo de metano, o que foi atribuido ao pré-tratamento do
lodo anaerdbio. Analisando os trabalhos de Han et al. (2015) e Ghimire et al. (2015), observa-
se a disparidade entre os resultados quanto a eficiéncia do pré-tratamento por aeracdo do
indculo, enquanto o primeiro apresentou completa eficiéncia, no segundo foram produzidas
quantidades significativas de metano (25% de metano no biogas).

Os tratamentos &cido (pH 3 por 24 h, HCI) e térmico (80°C por 15 min) do in6culo
utilizado para a producdo de H> a partir da glicose foram comparados por Lamaison et al.
(2015). Os tratamentos, térmico e acido, promoveram taxas de producdo e de conversdo de H»
de 8,4 e 9,5 mmol L™ d? e 0,95 e 1,10 mol Hz mol giicose™, respectivamente. Além disso, os
resultados mostraram que o consumo da glicose e a producao de H- estabilizou apds 7 dias de
fermentacdo com o in6culo submetido ao tratamento térmico e apds 12 dias com o inoculo
tratado com é&cido. O tratamento acido favoreceu o desenvolvimento de microrganismos da
familia Clostridiaceae. Essas bactérias sdo capazes de diminuir a concentracdo de acido
latico, o qual tem sido relatado por inibir a producdo de Ho.

Wang e Wan (2008) compararam diferentes tipos de pré-tratamento do lodo anaerdbio
na produgdo de hidrogénio utilizando a glicose como substrato. Os tratamentos estudados
foram: &cido (ajuste do pH em 3,0 com 1 mol L de HCI e mantido por 24 h), béasico (ajuste
do pH em 10,0 com 1 mol L** de NaOH e mantido por 24 h), térmico (100°C por 15 min),
aeracdo (24 h) e com cloroférmio (adicéo de cloroférmio a 2%, mentido por 24 h). Em todos
0S ensaios 0s autores observaram que o tratamento térmico do lodo proporcionou o maior
potencial de producdo (215,4 mL), maior taxa de producdo (120,4 mL h') e maior rendimento

de hidrogénio (221,5 mL g giicose>), além de maior eficiéncia na degradagdo do substrato
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(97,2%). J& os ensaios que utilizaram o lodo tratado com cloroférmio apresentaram menor
taxa e potencial de producéo de H> do que todos os demais métodos.

Alemahdi et al. (2015) avaliaram diferentes condicdes de tempo (30-60 min) e
temperatura (80-100°C) no tratamento térmico do indculo. A palha de arroz foi utilizada
como substrato nos ensaios de producdo de H,. Os resultados mostraram que o rendimento de
hidrogénio aumentou com o aumento da temperatura e do tempo do tratamento do inéculo, e
que o efeito da variacdo do tempo foi mais significante do que a temperatura. O méaximo
rendimento de Hz (14,22 NmL H., g SV?), a maxima concentracio de H. (70,98%) e a
minima concentracdo de metano (0,074%) foi alcancada na condi¢do de pré-tratamento do
indculo de 100°C e 60 min.

Considerando os trabalhos aqui citados, a biomassa lignoceluldsica tem se mostrado
uma fonte promissora para aplicacdo como substrato na producdo de H,. Deste modo, este
trabalho visa contribuir com a pesquisa de biomassas ainda pouco exploradas e disponivel em
abundéancia do estado do Rio Grande do Sul. E trazer informag0es quanto ao comportamento
da producdo de H> sob diferentes condi¢des operacionais, uma vez que tais condi¢cbes podem

variar de acordo com o tipo de biomassa e com a fonte de indculo utilizada.
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3 MATERIAL E METODOS

Para atender o objetivo geral e o0s objetivos especificos deste estudo realizou-se uma
série de procedimentos sequenciais, como mostra a Figura 3.1. Os principais processos
realizados foram a hidrélise &cida das matérias-primas lignocelulésicas e a fermentacdo
anaerobia do hidrolisado obtido para producdo de hidrogénio. Nos ensaios de hidrélise acida
das matérias-primas foram selecionados o hidrolisado e a condicdo experimental de maior
recuperacdo de acUcares. O hidrolisado selecionado, juntamente com o indculo e nutrientes,
foram, entdo, submetidos ao processo de fermentacdo anaerdbia para producdo de H», onde

avaliaram-se as condicGes de melhor produgdo e a taxa maxima de producéo.

Figura 3.1 — Representacao esquematica dos procedimentos realizados neste estudo

Obtenc;éo das matéria- Caracterizagﬁo
Preparo primas lignocelulosicas e Granulometria
Secagem ¢ moagem e Casca e farelo de arroz . Umlda}de
* Bagaco de cevada e Extrativos
¢ Residuos de soja e trigo e Cinzas
L ¢ Carboidratos estruturais
Determinacdo da melhor e Grupos acetila
condicao do processo 3 e Inibidores
* Temperatura « Hidrélise 4cida
¢ Tempo
* Concentragdo de acido
e Umidade
Selecdo do hidrolisado
de maior recuperagio de
Caracterizacdo quimica dos agucares redutores totais
hidrolisados com maior (ART)
cot}centragﬁo de ART < Caracterizagio
* }'\gpcares’ _ Y ¢ Umidade
¢ A?@" acetico e Solidos totais
* Inibidores Obtengdo do indculo e Solidos volateis
e (Cinzas
Determinagdo da melhor N _ Caracterizagdo do meio
condigdo do processo Fejrmer‘lta(;ao anaerobia antes e apos fermentacdo
o Temperatura « (Hidrolisado + Inoculo + [ »e Acicares
e pH inicial Nutrientes) e Acido acético
¢ Propor¢ido de inoculo e Inibidores

Quantificacgido de
hidrogénio
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3.1 MATERIA-PRIMA

Neste trabalho, foram utilizados residuos agroindustriais como matéria-prima para a
producdo de hidrogénio — casca (CA) e farelo de arroz (FA), bagaco de cevada (BC) e
residuos de soja (RS) e trigo (RT) — (Figura 3.2). A casca e o farelo de arroz foram obtidos da
Empresa Primo Berleze e Cia. Ltda. (Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil), a qual realiza o
beneficiamento e distribuicdo do grdo. O bagaco de cevada, gerado como principal
subproduto da fabricacdo da cerveja, foi fornecido pela Cervejaria Col6nia (Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil). Os residuos de soja e trigo foram fornecidos pela empresa Olfar
(Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil), os quais foram provenientes do processo de pré-
limpeza dos grdos na entrega do produto ao armazém. O residuo de soja era composto
principalmente pela casca do grdo, além da casca da vagem, grdos quebrados, fracdes de caule
e impurezas da colheita. J& o residuo de trigo era composto principalmente por palha, além da

casca do gréo, grdos quebrados e demais impurezas da colheita.

Figura 3.2 — Matérias-primas utilizadas para producdo de hidrogénio

Fonte: Autora.
Nota: Casca de arroz (CA), farelo de arroz (FA), bagago de cevada (BC), residuo de soja (RS) e residuo de trigo
(RT).
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3.1.1 Preparo da matéria-prima

Apols a coleta, as matérias-primas foram secas em estufa (Brasdonto, modelo 5,
Paulinia, SP, Brasil) a 60°C até atingir massa constante. Com excecéo do farelo de arroz, as
demais matérias-primas foram moidas em um moinho de sapatas (Marconi, modelo MA 880,
Piracicaba, SP, Brasil) para a diminui¢do do tamanho das particulas. Todas as matérias-primas

foram armazenadas a temperatura ambiente até 0 momento de uso.

3.1.2 Caracterizacio da matéria-prima

As matérias-primas foram caracterizadas quanto a granulometria, teor de umidade,
teor de extrativos, teor de cinzas, conteldo de carboidratos estruturais, contetdo de grupos
acetila e conteudo de furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). As metodologias utilizadas
para estas caracterizacbes foram baseadas nos protocolos padronizados do Laboratorio
Nacional de Energia Renovavel (NREL - National Renewable Energy Laboratory) (Sluiter et
al.,, 2008) e por Gouveia et al. (2009), como mostra a Tabela 3.1. A descricdo das
metodologias encontra-se nas se¢des 3.1.2.1 a 3.1.2.6. Todos o0s ensaios foram realizados em
triplicata.

Tabela 3.1 — Referéncias das metodologias utilizadas para caracterizacdo da matéria-prima

Protocolo Referéncia
Teor de extrativos NREL
Determinacgéo do teor de cinzas NREL
Conteudo de carboidratos estruturais Sluiter et al. (2008)
Conteldo de grupos acetila Gouveia et al. (2009)
Conteldo de lignina Sluiter et al. (2008)
Conteldo de furfural Gouveia et al. (2009)

Contetdo de hidroximetilfurfural Gouveia et al. (2009)
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3.1.2.1 Analise granulométrica

A analise granulométrica foi realizada utilizando uma série de peneiras Tyler
(Bronzinox, Sao Paulo-SP) acoplada a um agitador eletromagnético de peneiras (Bertel,
Caieiras-SP), onde foram submetidos, aproximadamente, 10 g de amostra durante 10 min. As
malhas utilizadas foram: 20, 28, 35, 48, 65, 100, 150 e 200 mesh. A massa de material retida
em cada peneira foi mensurada a partir de uma balanca analitica (Bel Engineering, modelo
M214A, Piracicaba-SP). O didmetro medio de Sauter (Dps) foi determinado conforme a
Equacéo 4, onde x; é a fracdo maéssica retida e di didmetro médio das particulas retidas em
cada peneira.

(]
|
9|_>.<| =

ps ™

(4)

Ng

3.1.2.2 Determinacdo do teor de umidade

A determinacdo da umidade da matéria-prima in natura e ap0s a secagem foi realizada
a partir de um analisador de umidade por infravermelho (Gehaka, modelo IV 2000, S&o
Paulo-SP). O procedimento constitui-se basicamente em ajustar o analisador a 105°C,
aguardar aproximadamente 30 min para a estabilizacdo da temperatura, inserir a amostra em
quantidade suficiente para preencher o prato do analisador (em torno de 10 g), e aguardar o
resultado (cerca de 5 min) determinado em porcentagem pelo analisador. Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

Ao contrario das outras matérias-primas, o bagaco de cevada in natura foi analisado
por gravimetria, pois apresenta elevado teor de umidade. Para esse procedimento, foram
colocados 10,00 = 0,01 g de amostra, em triplicata, na estufa (Sterilifer, SX 1.3 DTME) a
105°C, medindo-se sua massa periodicamente até obter valor constante. O teor de umidade foi
calculado conforme a Equacéo 5, onde m; é a massa inicial e ms € a massa final da amostra. A
determinacdo da umidade das matérias-primas € importante para o célculo das demais
caracterizagdes, uma vez que ndo foram utilizadas amostras em base seca nos procedimentos.
Além disso, ndo é adequado que o teor de umidade na matéria-prima esteja acima de 10% nos
procedimentos de caracterizacdo de carboidratos estruturais e lignina, pois interfere na

concentracdo de acido (Sluiter et al., 2008).
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m;(g) — m¢(g) o
m;(g)

Umidade (%) = 100 (5)

3.1.2.3 Determinacado do teor de cinzas

A determinacédo do teor de cinzas presente nas matérias-primas foi realizada a partir da
calcinagdo das amostras em forno mufla (Magnus, Belo Horizonte-MG) a 400°C por 1 h e
800°C por 2 h. Para isto, foi colocado 1,00 £ 0,01 g de cada matéria-prima (seca a 60°C) em
cadinhos de porcelana. A quantificacdo da massa de amostra inicial, dos cadinhos e da massa
final do cadinho mais as cinzas, foi realizada em uma balanca analitica (Bel Engineering,
modelo M214A, Piracicaba-SP). O teor de cinzas foi calculado conforme a Equacgéo 6, onde
mz: é a massa do cadinho + cinzas, mz a massa do cadinho vazio e mo a massa inicial de
amostra (1,0 £ 0,01 g) com determinado teor de umidade. O teor de umidade presente nas
matérias-primas foi descontado no calculo. De acordo com Sluiter et al. (2008), o teor de
cinzas acima de 10% na biomassa pode interferir nas andlises de carboidratos estruturais e
lignina, pois as amostras podem conter solo ou outros minerais que interfiram as reacdes

acidas.

my(g) — my(g) %

Cinzas (%) = (@)
0

100 (6)

3.1.2.4 Determinacdo de extrativos

Para esta analise, pesaram-se 3,00 + 0,01 g de matéria-prima (seca a 60°C) em papel
filtro qualitativo 80 g (J Prolab, Sdo José dos Pinhais-PR, 12,5 @ e 14 um) moldados em
forma de cartuchos. Os papéis filtro foram previamente secos e pesados. Os cartuchos
preparados com as matérias-primas foram colocados para extracdo em um extrator Soxhlet
(Marconi, Piracicaba-SP). Nesse equipamento, os extrativos foram removidos com 150 mL
etanol durante 24 h (8 extracGes por hora). Na sequéncia, realizou-se uma extracdo com 150
mL de agua destilada, também por 24 h (10 extra¢des por hora), para a lavagem do cartucho.
Apos as extracOes, 0s cartuchos com as amostras foram lavados com agua destilada e secos
em uma estufa de secagem (Med Clave, modelo 1) a 105°C até massa constante, determinada
em uma balanca analitica (Bel Engineering, modelo M214A, Piracicaba-SP). O contetdo de

extrativos presente nas matérias-primas foi quantificado de acordo com a Equacéo 7, onde mo
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é a massa inicial de matéria-prima (3,00 £ 0,01 g) com determinado teor de umidade, m; é a
massa dos cartuchos secos, mz € a massa do cartucho + amostra secos apos a extragao. O teor

de umidade presente nas matérias-primas foi descontado no calculo.

m,(g) — (my(g) — my(g)) %

o (8) 100 ")

Extrativos (%) =

3.1.2.5 Determina¢do de carboidratos estruturais, grupos acetila, furfural,

hidroximetilfurfural e lignina

Determinacdo de carboidratos  estruturais, grupos acetila, furfural, 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) e lignina foi realizada por uma série de procedimentos.
Inicialmente, foi realizado um processo de hidrdlise &cida concentrada (H2SO4) das matérias-
primas secas apds remocao dos extrativos. Para esse procedimento foi pesado 0,3 + 0,001 g de
cada amostra em tubos de ensaio e adicionado 3 mL de &cido sulfdrico 72%. A reacdo foi
realizada em banho maria (Solab, Piracicaba-SP) a 30°C durante 1 h, agitando-se a amostra
com bastdo de vidro a cada 10 min. A seguir, iniciou-se o procedimento de hidrdlise acida
diluida. Para isso, o material resultante da hidrolise acida concentrada foi transferido para um
frasco de 250 mL, diluido em 89 mL de &gua destilada e colocado em autoclave (Prismatec,
Itu-SP) a 121°C por 1 h. Os frascos foram pesados antes e depois da reacdo na autoclave para
a quantificacdo de perdas por vaporizacdo. Apos a reacdo de hidrdlise acida diluida, deu-se
inicio ao processo de filtragem. O hidrolisado contido nos frascos foi separado da fragdo
solida através de papéis filtro qualitativo 80 g (J Prolab, S&o José dos Pinhais-PR, 12,5 @ e 14
um) previamente secos e pesados. O hidrolisado filtrado foi transferido para bal6es
volumétricos para realizar as analises de quantificacdo de carboidratos, grupos acetila,
furfural, 5-HMF e lignina soltvel.

Para a determinacdo da lignina sollvel, o hidrolisado de cada matéria-prima foi
devidamente diluido em agua destilada e analisado em um espectrofotémetro UV-Visivel
(Shimadzu, modelo UV 2600, Barueri-SP) a 280 nm. As diluicbes foram de 1:100 para o
residuo de soja, 1:50 para o farelo de arroz e bagaco de cevada e 1:25 para a casca de arroz e
residuo de trigo. A lignina sollvel foi determinada pelas equacdes 8 e 9, onde Ciig é a
concentracéo de lignina soltivel, em g L™; At é a absorbancia da solugéo de lignina junto com
os produtos de degradacéo, em 280 nm; App = C1e1 + C2€2, OU Seja, é absorbancia, em 280 nm,

dos produtos de decomposicdo dos acucares (furfural e 5-HMF), cujas concentracdes C:1 e C2
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foram determinadas previamente por cromatografia liquida e &1 e & s8o as absortividades e
valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L g cm™; Viiirado € Volume do hidrolisado filtrado,
0,087 L; FD ¢ o fator de diluigdo para leitura da absorbancia e M ¢ a massa utilizada para

caracterizacdo (aproximadamente 0,3 g).

Ciig(gL™") = 4,187 x 107%(At — App) — 3,279 x 10 8)

©)

Cig(g L) — Vg L) x FD
Lignina solavel (%) = ( g8 L) M(f;t)rad()( ) > X 100

Os teores de celobiose, glicose, xilose e arabinose presente nos hidrolisados foram
quantificados a partir da cromatografia liquida utilizando um Cromatégrafo Liquido de Ultra
Performance (UHPLC, Shimadzu, Barueri-SP), do Laboratério Biotec Factory da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os hidrolisados foram filtrados em filtros de
seringa nylon 0,45 pum e 13 mm de didmetro (Aprolab, Santa Maria-RS). Na anéalise
cromatografica foi utilizada a coluna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) na temperatura de
30°C. A fase movel foi uma solugdo de acido sulfarico 0,005 M, devidamente filtrada e
degaseificada. As condicdes de andlise foram: volume injecdo de amostra — 15 uL, taxa de
fluxo da fase movel — 0,6 mL min™, temperatura da coluna — 30°C, temperatura do detector
de indice de refracdo — 30°C e tempo de execucdo — 30 min. A concentracdo de cada
componente foi obtida pela correlacdo entre as areas dos picos dos cromatogramas e as curvas
dos padrd@es, previamente definidas para os padrdes de D-celobiose, D-Glicose, D-xilose e D-
arabinose.

As concentracBes de acido acetico, furfural e 5-HMF, presente nos hidrolisados,
também foram quantificadas a partir da cromatografia liquida utilizando UHPLC (Shimadzu,
Barueri-SP). Antes das andlises cromatogréaficas, os hidrolisados foram filtrados em filtros de
seringa nylon 0,45 um e 13 mm de didametro (Aprolab, Santa Maria-RS). Para quantificagdo
de acido acético foi utilizada a coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm). A fase movel
utilizada foi uma solugdo de &cido sulfdrico a 0,01 mol L, devidamente filtrada e
degaseificada. As condicGes de andlise foram: volume de injecdo da amostra de 40 pL, taxa
de fluxo da fase movel de 0,8 mL min™, temperatura da coluna de 30°C, temperatura do
detector IR de 35°C e tempo de execucédo de 25 min.
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Para a quantificagéo de furfural e 5-HMF, utilizou-se a coluna Nova-Pak C18, Waters,
Milford, MA. A fase movel foi uma solucdo de acetonitrila/agua (1/8 com 1% de &cido
acetico), previamente filtrada e degaseificada. As condicdes de analise foram: volume injecéo
de 20 pL, taxa de fluxo de 0,8 mL min, temperatura da coluna de 30°C, comprimento de
onda de 280 nm, temperatura do detector UV-VIS de 30 °C e tempo de execucgédo de 10 min.
As é&reas dos picos dos cromatogramas, correspondentes ao furfural e ao 5-HMF, foram
utilizadas para calcular suas respectivas concentracdes, utilizando-se um fator de conversao
de 1,37 e 1,3, respectivamente.

A partir dos resultados das quantificagfes de celobiose, glicose, xilose, arabinose,
furfural, 5-HMF e &cido acético, os teores de celulose, hemicelulose e grupos acetila foram
determinados de acordo com as Equagdes 10, 11 e 12, respectivamente, onde: Cq4 é a
concentracdo de glicose; Cc é a concentracdo de celobiose; Cuvr € a concentracdo de 5-
hidroximetilfurfural; Cx € a concentracdo de xilose; Ca é a concentracdo de arabinose; Crurf € @
concentracdo de furfural; Caa € a concentracdo de &cido acético; FCq € fator de conversdo da
glicose (0,90); FC. é fator de conversao da celobiose (0,95); FCrwmr é fator de conversao do 5-
hidroximetilfurfural (1,2); FCx é fator de conversédo da xilose (0,88); FCa é fator de converséo
da arabinose (0,88); FCrurf é fator de conversao do furfural (1,37); FCaa é fator de converséo
do &cido acético (0,72); Vr é volume do hidrolisado filtrado (0,087 L); FD é o fator de
diluicdo (1); FE é o fator de evaporacdo durante o procedimento de hidrélise; E é a fracdo de

extrativos, e; M € a massa utilizada para caracterizacao (aproximadamente 0,3 g).

Celulose (%) = ((Cg(gL™) X FCg + Cc(gL™") X FC+Cymr(gL™h)

(10)
X FCymr) X Ve(L) X FD X FE X (1 — E)) +~ M(g)
Hemicelulose (%) = ((Cx(gL™!) X FC, + C,(g L™1) X FC,+Cpqyre(g L) X 1)
FCrurf) X Ve(L) X FD x FE X (1 — E)) + M(g)
Grupos acetila (%) = ((Caa(g L™1) X FC,,) X Vg(L) x FD X FE X 12)

(1-E)) +M(g)

Para a determinagdo da lignina insoltvel foi utilizado o material retido no papel de
filtro apds as hidrolises acidas concentrada e diluida. Os sélidos retidos e o papel filtro foram

lavados com agua destilada até se obter a neutralidade do filtrado (aprox. 6,0 < pH < 7,0). Os
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materiais (solidos retidos e papel de filtro) passaram por um processo de secagem em estufa
(Med Clave, modelo 1) a 105°C durante 48 h. Posteriormente, os materiais foram calcinados
em forno mufla (Magnus, Belo Horizonte-MG) a 400°C durante 1 h e a 800°C por mais 2 h.
A massa obtida ap0s cada processo foi mensurada a partir de uma balanca analitica (Bel
Engineering, modelo M214A, Piracicaba-SP). A fragdo de lignina insollvel presente nos
residuos foi calculada a partir da Equacédo 13, onde m2 é a massa do papel filtro mais a lignina
insoluvel apos a secagem em estufa, MPFs é a massa do papel filtro seco, mo a massa inicial
de amostra (0,30 + 0,001 g) e Cinzas Il € o percentual de cinzas obtidas na calcinacdo dos

solidos retidos + papel filtro.

m, (g) — MPFs(g)
m,(g)

Lignina insolavel (%) = < X 100) — Cinzas II (%) (13)

3.2 HIDROLISE ACIDA DA MATERIA-PRIMA

O tratamento de hidrélise 4cida foi aplicado as matérias-primas utilizadas neste
trabalho visando a obtencdo de aclcares fermentesciveis. O hidrolisado resultante deste
processo foi o material utilizado como fonte de carbono para 0s microrganismos no processo
de fermentacdo anaerdbia para producdo de Hz. Os ensaios de hidrélise &cida foram
conduzidos em autoclave utilizando &cido fosforico P.A. 85% (Synth, Diadema, SP, Brasil).
O é&cido fosforico (HsPOs) foi escolhido por resultar em hidrolisados com quantidades
relativamente pequenas de inibidores e com quantidade adequada de fdsforo necessario
durante o processo de fermentagéo (Vasconcelos et al., 2013).

O processo de hidrélise foi avaliado quanto a temperatura (104,4 a 127,0°C), tempo
(20 a 60 min), concentracao de acido (5 a 15%, m/m) e umidade (60 a 90%, m/m) conforme o
delineamento experimental fracionado Plackett-Burman, (Tabela 3.2). A faixa de temperatura
foi escolhida de acordo com o minimo e maximo possivel de ser ajustado na autoclave
utilizada, enquanto que as demais foram estabelecidas com base na literatura. A porcentagem
de &cido e de umidade adicionados foi calculada com base na quantidade de residuo utilizado
em cada ensaio, o qual foi previamente seco a 60°C. Em todos os experimentos foram
utilizados, aproximadamente, 20 g de matéria-prima em base Umida.

No final de cada hidrolise, os solidos foram separados do hidrolisado por meio de
filtracdo com papel filtro de 14 um (J Prolab, S&o José dos Pinhais-PR, 12,5 @), e lavados
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com 50 mL de &gua destilada para melhor remogéo dos agucares. A fracdo solida retida nos
filtros foi devidamente lavada para remocao do &cido residual e descartada. A fragdo liquida
(hidrolisado) foi armazenada sob refrigeracdo (-4°C) até a quantificacdo dos agUcares
redutores totais (ART). O planejamento experimental Plackett-Burman, aplicado ao processo
de hidrdlise &cida das diferentes matérias-primas lignocelulésicas, foi analisado a partir do
grafico de Pareto gerado pelo software Statistica 8, com um nivel de significancia de 10%.

Para isto, considerou-se a concentracdo de ART a varidvel dependente.

Tabela 3.2 — Planejamento experimental Plackett-Burman da hidrdlise acida dos residuos
agroindustriais

Concentracéo do

Ensaio Temperatura (°C) Tempo (min) 4cido (%, m/m) Umidade (%)

! 127,0 (1) 20 (-1) 5(-1) 90 (1)
21 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1)
3! 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1)
41 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1)
51 127,0 (1) 20 (-1) 15 (1) 90 (1)
6! 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1)
71 104,4 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1)
8! 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1)
92 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0)

1 Duplicata.

2 Triplicata.

3.2.1 Determinacio de acucares redutores totais

O teor de acucar redutor total (ART) presente nos hidrolisados foi determinado pelo
método DNS (Acido 3,5-Dinitrosalicilico) (Miller, 1959) utilizando espectrofotdmetro UV-
Visivel (Shimadzu, modelo UV 2600, Barueri-SP). Para essa analise, os hidrolisados de cada
condicdo foram diluidos em diferentes concentracbes, de modo que as leituras no
espectrofotdmetro permanecessem na faixa confiavel de 100 — 1000 mg L. O procedimento
consistiu em adicionar 1 mL de amostra e 2 mL de solu¢cdo DNS em tubos de ensaio, agitar,

colocar em banho maria a 100°C durante 5 min e resfriar em banho de gelo por 5 min. Na
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sequéncia, foram adicionados 8 mL de tartarato duplo de sddio e potéssio e realizada a leitura
em espectrofotdmetro a 540 nm. Ao mesmo tempo foi conduzido o branco, onde substituiu-se
a amostra por agua destilada. A curva-padrao foi elaborada seguindo 0 mesmo procedimento,
apenas substituindo a amostra pelas diferentes diluicbes de glicose (0,1 g L™ a 1,0 g L™Y).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.2 Caracteriza¢io quimica dos hidrolisados

Com base nos resultados do delineamento experimental Plackett-Burman aplicado a
cada matéria-prima, escolheu-se a condicdo em que se obteve maior concentracdo de ART
para a caracterizagcdo quimica do hidrolisado. Nesse sentido, foi investigado o perfil de
acucares produzidos (glicose, xilose, arabinose e celobiose), bem como as concentracdes de
inibidores (furfural e 5-HMF) e &cido acético. As analises foram realizadas em triplicata
utilizando-se o Cromatografo Liquido de Ultra Performance (Shimadzu, Barueri-SP) do
Biotec Factory/UFSM. Para a conducdo das andlises cromatogréficas, foi filtrada uma fracdo
de, aproximadamente, 1 mL de cada hidrolisado em filtros de seringa nylon 0,45 um
(Aprolab, Santa Maria-RS) para vials de cromatografia.

Para a caracterizacdo dos acucares e do &cido acético foi utilizada a coluna Aminex
HPX-87H (300 x 7.8 mm). A fase mdvel foi uma solucdo de acido sulfdrico 0,01 N,
devidamente filtrada e degaseificada. As condicdes de analise foram: volume injecdo de
amostra — 15 pL, taxa de fluxo da fase mével — 0,6 mL min™, temperatura da coluna — 30°C,
temperatura do detector de indice de refracdo — 30°C e tempo de execugdo — 30 min. A
concentracdo de cada componente foi obtida pela correlagdo entre as areas dos picos dos
cromatogramas e as curvas padrdes, previamente definidas para os padrdes de D-celobiose,
D-Glicose, D-xilose e D-arabinose.

Para a quantificacdo de furfural e 5-HMF, utilizou-se a coluna Nova-Pak C18, Waters,
Milford, MA. A fase movel foi uma solucdo de acetonitrila/agua (1/8 com 1% (v/v) de &cido
aceético), previamente filtrada e degaseificada. As condic6es de analise foram: volume injecao
de amostra — 20 pL, taxa de fluxo da fase mdvel — 0,8 mL min, temperatura da coluna —
30°C, comprimento de onda — 280 nm, temperatura do detector UV-VIS — 30°C e tempo de
execucdo — 10 min. A concentracdo de cada componente foi obtida pela correlacdo entre as

areas dos picos dos cromatogramas e as curvas padrées.



45

3.2.3 Estimativa de producio de H>

O potencial do Rio Grande do Sul (Brasil) para producdo de Hx a partir da
fermentacdo anaerdbia dos hidrolisados das diferentes matérias-primas utilizadas neste
trabalho (farelo de arroz, casca de arroz, bagaco de cevada, residuo de soja e residuo de trigo),
foi estimado de acordo com o mé&ximo tedrico estequiométrico que pode ser produzido. Para
isto, foram considerados, também, os resultados das analises cromatograficas dos hidrolisados
das matérias-primas, em termos de glicose e xilose, e a quantidade de residuos gerados no
Estado, apresentada na Tabela 3.3. Como pode-se observar na referida tabela, a quantidade de
bagaco de cevada refere-se a geracdo no pais, uma vez que ndo foram encontrados dados de

producdo deste residuo para o estado do Rio Grande do Sul.

Tabela 3.3 — Quantidade de residuos agroindustriais produzidos no Rio Grande do Sul (Brasil)

Matéria- Quantidade de gréo ] Total de residuo
_ _ Conteudo
prima produzido gerado (ton/ano)
CA 8.460.200 ton' 20-33% da massa do grio? 1,69-2,79 milhoes
FA 8.460.200 ton' 10-12% da massa do glréo3 0,85-1,02 milhoes
~14 bilhdes de L de 14-20 kg a cada 100 L de o
BC _ _ _ _ ~1,96-2,80 milhdes ®
cerveja no Brasil* cerveja produzida®
RS 17.150.300 ton' ~1% ~0,17 milhdes
RT 1.871.900 ton' ~1% ~0,02 milhGes
! Conab (2018)
2 Lim et al. (2012)
3 Kahlon (2009)
4 CervBrasil (2016)

5 Cordeiro et al. (2012)
¢ Quantidade gerada no Brasil

3.3 FERMENTACAO ANAEROBIA

3.3.1 Inéculo

A fonte de inoculo utilizada para a producgéo de hidrogénio por fermentacdo anaerobia
foi o lodo gerado nas lagoas facultativas de tratamento de efluentes do frigorifico Pampeano,
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localizado no municipio de Santa Maria (Rio Grande do Sul, Brasil). Apds a coleta, a amostra
foi fracionada em recipientes plasticos, de acordo com a quantidade a ser utilizada em cada
ensaio, e armazenada sob refrigeracdo (-4°C) até 0 momento de uso. Todos 0s ensaios foram
realizados utilizando o mesmo lote de lodo. O lodo foi caracterizado quanto ao teor de
umidade, sélidos totais, solidos volateis e cinzas. Os procedimentos adotados estdo descritos

nas secdes a seguir (3.3.1.1 a2 3.3.1.3).

3.3.1.1 Determinacao 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 in6culo em estufa (Sterilifer, SX 1.3
DTME), medindo-se a massa da amostra, periodicamente, até obter valor constante. O teor de
umidade foi calculado conforme a Equacdo 14, onde m; € a massa inicial e ms € a massa final
da amostra. A fracdo sélida resultante do processo de secagem refere-se ao teor de sélidos
totais. Deste modo, os sélidos totais foram determinados a partir da Equacéo 15. O ensaio foi

realizado em triplicata.

mi(g) — me(g)

Umidade (%) = m(2)
i

100 (14)

Sélidos totais (%) = 100 — Umidade (%) (15)

3.3.1.2 Determinacao do teor de solidos volateis

A andlise de solidos volateis foi conduzida de acordo com o método padrdo (APHA,
1999). Para este procedimento, foram colocados, aproximadamente, 5 g de amostra seca em
cadinhos de porcelana e submetidos em forno mufla (Magnus, Belo Horizonte-MG) a 550°C.
O material permaneceu na mufla até que a alteracdo da massa das amostras fosse inferior a
4% ou 50 mg (aproximadamente 1 h). A fracdo de solidos volateis foi calculada a partir da
Equacdo 16, sendo A é a massa da amostra seca + cadinho (mg), B é a massa do cadinho
(mg), e C é a massa da amostra + cadinho apds a mufla (mg). O ensaio foi realizado em

triplicata.



47

(A—C) x 100

" (16)

Sélidos volateis (%) =

3.3.1.3 Determinacdo do teor de cinzas

O contetdo de cinzas foi determinado a partir da calcinacdo da amostra em forno
mufla (Magnus, Belo Horizonte-MG) a 400°C por 1 h e 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 a 800°C por 2 h. O teor de cinzas do inéculo foi calculado
conforme a Equacdo 17, onde m: é a massa de amostra + cadinho apos a calcinagdo, m. a

massa do cadinho e mo a massa inicial de amostra. O ensaio foi realizado em triplicata.

my (g) — my(g) %

Cinzas (%) = (@)
0

100 (17)

3.3.2 Substrato

De acordo com os resultados obtidos pelo planejamento experimental da hidrolise
acida das matérias-primas, o hidrolisado do bagaco de cevada foi o substrato escolhido para a
producdo de hidrogénio a partir do processo de fermentacdo anaerdbia, pois foi 0 que resultou
em maior concentracdo de agUcares redutores totais. Os hidrolisados utilizados nas
fermentacdes foram obtidos na condicdo de hidrélise do ensaio 1, ou seja, com 127°C, 20
min, 5% (m/m) de H3PO4 e 90% de umidade. Apds este processo, o hidrolisado foi fracionado
em recipientes plasticos, de acordo com a quantidade a ser utilizada em cada ensaio, e
armazenado sob refrigeracdo (-4°C) até o momento de uso.

3.3.3 Procedimento experimental

A unidade de producdo de hidrogénio por fermentacdo anaerobia foi composta
basicamente de um biorreator de 500 mL, um agitador magnético com aquecimento (IKA,
modelo C-MAG HS 7, Staufen, Alemanha), um termémetro e um sistema de medi¢do do
volume de H: produzido (Figura 3.3). A produgdo de H. foi avaliada sob diferentes condi¢des
de temperatura (35-45°C), pH inicial (5,5-7,5) e proporcéo de indculo no meio (10-30%, v/v),
conforme o planejamento experimental fatorial (Tabela 3.4). A temperatura foi controlada
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pelo agitador magnético com aquecimento e monitorada por um termémetro, e o pH inicial
ajustado com solugfes de NaOH 3M ou HCI 3M. O controle do pH e da temperatura na
fermentacao anaerobia € um fator crucial para a obtencdo de elevadas taxas de conversdo de
hidrogénio, minimizando a atividade dos organismos consumidores do mesmo (Ghimire et al.,
2015b).

Figura 3.3 — Unidade de producdo de hidrogénio a partir da fermentacdo anaerdbia do
hidrolisado do bagaco de cevada

Sistema de
edlicdo de H,

Fonte: Autora.
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Tabela 3.4 — Planejamento experimental fatorial da producéo de hidrogénio a partir da
fermentacao anaerobia do hidrolisado do bagaco de cevada

Ensaio Temperatura (°C) pH inicial In6culo (%, VIV)
1 35 (-1) 5,5 (-1) 10 (-1)
2 45 (1) 5,5(-1) 10 (-1)
3 35(-1) 7,5 (1) 10 (-1)
4 45 (1) 7,5 (1) 10 (-1)
5 35 (-1) 5,5 (-1) 30 (1)
6 45 (1) 5,5 (-1) 30 (1)
7 35(-1) 7,5 (1) 30 (1)
8 45 (1) 7,5 (1) 30 (1)
9! 40 (0) 6,5 (0) 20 (0)
! Triplicata.

Antes de cada ensaio, o inoculo foi tratado termicamente em estufa (Biopar, Porto
Alegre-RS) a 100°C por 1 h (Alemahdi et al., 2015) para inativar as bactérias metanogénicas
(consumidoras de H>) e ativar as acidogénicas (produtoras de Hz). Esse método foi escolhido
por apresentar boa eficiéncia no enriquecimento de bactérias produtoras de Hz (Giordano et
al., 2011), além de ser um método facil e pratico. Os nutrientes necessarios para 0
desenvolvimento dos microrganismos foram adicionados ao meio nas seguintes
concentragdes: 3 g L (NH4)2SO4 (Synth, Diadema-SP), 0,5 g L™ K.HPO4 (Neon, Sio Paulo-
SP), 0,1 g L™* CaSO4 (Synth, Diadema-SP), 1,0 g L™* FeSO4 7H.0 (Synth, Diadema-SP), 1,0 g
Lt MnSO4 H20 (Synth, Diadema-SP) e 0,5 g L™ MgSO4 7H,0 (Synth, Diadema-SP). Todos
os nutrientes foram adicionados na forma sélida no meio de fermentac&o.

Para iniciar o processo de fermentacdo, o biorreator era carregado com hidrolisado,
indculo e nutrientes, completando um volume de 500 mL. Na sequéncia, o pH inicial do meio
e a temperatura eram ajustados de acordo com o planejamento experimental fatorial, e entdo o
sistema era fechado com uma rolha de silicone, onde estava acoplado o termdmetro. Apés o
fechamento do sistema, 0 gas nitrogénio (N2) era injetado durante 10 min para a remogéo do
oxigénio do meio e garantir a condigdo anaerobia antes de iniciar o processo fermentativo. De
acordo com testes preliminares realizados, todos 0s ensaios foram conduzidos por um periodo

fixo de 20 h. Além disso, conforme Silva et al. (2018), a producéo de Ha se limita as primeiras
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24-48 h. No inicio e no final de cada ensaio foram coletadas amostras do meio para analise
quimica. Além disso, monitorou-se, também, o pH final de cada experimento.

A producdo de H» foi medida a partir de um sistema de deslocamento de coluna de
NaOH (3%) em uma proveta invertida conectada ao biorreator (Lopez-Hidalgo et al., 2017;
Sattar et al., 2016a; Asadi e Zilouei, 2017). O monitoramento foi realizado em intervalos de
30 min ap6s 6 h do inicio do processo fermentativo. Cabe ressaltar que ndo foi possivel fazer
analise cromatogréafica do gas devido a falta de alguns instrumentos e padrdes de gases. A
concentracdo de acUcares (celobiose, xilose, glicose e arabinose), inibidores (furfural e 5-
hidroximetilfurfural) e &cido acético presentes no meio, antes e apds cada ensaio, foi
quantificada a partir da cromatografia liquida utilizando Cromatografo Liquido de Ultra
Performance (UHPLC, Shimadzu, Barueri-SP) do laboratério Biotec Factory/UFSM. A

metodologia da analise cromatografica seguiu 0 mesmo procedimento descrito na se¢do 3.2.2.

3.3.4 Analise estatistica

O planejamento experimental fatorial da producdo de H; a partir da fermentacao
anaerobia do hidrolisado do bagaco de cevada foi avaliado a partir do grafico de Pareto,
utilizando o software Statistica 8, com um nivel de significancia de 10%. A producdo e a taxa
maxima de producgdo de hidrogénio em 20 h de fermentagdo foram consideradas as variaveis

dependentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

As matérias-primas utilizadas neste trabalho foram a casca e o farelo de arroz, o
bagaco de cevada e os residuos de soja e trigo. A Figura 4.1 mostra os residuos secos (a 60°C)
e moidos utilizados na etapa de hidrélise acida. O diametro medio de cada material ap6s a
moagem foi de 389 um (+0,003) para a casca de arroz, 310 um (£0,069) para o farelo de
arroz, 500 pm (+0,020) para bagaco de cevada, 533 um (+0,019) para o residuo de soja e 530
pum (£0,004) para o residuo de trigo. As matérias-primas foram caracterizadas quanto ao
conteddo de umidade (in natura e apds secagem), carboidratos estruturais (glicose, celobiose,
xilose e arabinose), lignina, grupos acetila, furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF),
extrativos e cinzas, como descrito a seguir. Os teores de glicose, celobiose e 5-HMF foram

convertidos em celulose e os teores de xilose, arabinose e furfural em hemicelulose.

Figura 4.1 — Matérias-primas apds a secagem e moagem

Nota: Casca de arroz (CA), farelo de arroz (FA), bagaco de cevada (BC), residuo de soja (RS) e residuo de trigo
(RT).
Fonte: Autora.
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O teor de umidade da casca e do farelo de arroz in natura foi de 11,3 + <0,1% e de
11,3 £ 0,2%, respectivamente, o que estd de acordo com os valores encontrados na literatura
(4,1-11,8% para a casca e 8,5-13,8% para o farelo) (Saha et al., 2005; Megawati et al., 2011,
Yang et al., 2012; Nichols et al., 2014; Cabrera et al., 2014; Jiamyangyuen et al., 2005;
Sereewatthanawut et al., 2008; Gao et al., 2008; Wang et al., 2015). Ja o contetudo de umidade
do bagaco de cevada in natura foi de 72,3 £ 0,1%, estando, também, de acordo com 0s
valores encontrados na literatura (69,5-78,5%) (Beldman et al., 1987; Tang et al., 2009;
Gencheva et al., 2012; Li et al., 2012). E o teor de umidade do residuo de soja e de trigo in
natura foi de 8,7 £ 0,3% e 11,0 + 0,3%, respectivamente. Apds a secagem, a casca e o farelo
de arroz, o bagaco de cevada, e os residuos de soja e trigo apresentaram 8,9 + <0,1%, 6,3 +
0,2%, 5,3 £ 0,2%, 4,6 + <0,1% e 7,1 = <0,1% de umidade, respectivamente.

A Tabela 4.1 apresenta a composi¢do quimica das matérias-primas utilizadas neste
trabalho, em termos de celulose, hemicelulose, lignina, grupos acetila, extrativos e cinzas. De
acordo com a literatura, a casca de arroz apresenta 34,1-36,0% de celulose, 12,0-14,6% de
hemicelulose, 15,4-27,0% de lignina, 1,2% de grupos acetila, 2,0-8,2% de extrativos e 14,0-
18,7% de cinzas (Nichols et al., 2014, Cabrera et al., 2014, Dagnino et al., 2013). Desta
forma, observa-se que a composicdo de celulose (23,3%) e hemicelulose (9,5%) da casca de
arroz esta abaixo dos trabalhos encontrados na literatura, enquanto que os valores de lignina
(29,1%) e cinzas (20,0%) esta acima. Esta diferenca na composigdo da casca de arroz entre 0s
trabalhos pode ser atribuida a fatores como: localizacdo do plantio, tipo de manejo, ano de
colheita, caracteristicas ambientais, dentre outros.

Poucos sdo os trabalhos que quantificam o teor de celulose, hemicelulose e lignina no
farelo de arroz. Michel Junior et al. (2016) caracterizaram o farelo de arroz em 9,2% de
celulose, 22,9% de hemicelulose e 5,4% de lignina. Enquanto Jiamyangyuen et al. (2005) e
Gao et al. (2008) identificaram teores de 43,1% e 46,1% de carboidratos no farelo de arroz.
Resultados bem distintos do presente estudo. De modo geral, a composi¢do quimica do farelo
de arroz encontrada na literatura corresponde a 8,4-21,1% de lipideos, 30,8-36,5% de amido,
9,3-15,2% de proteina, 6,5-8,9% de cinzas e 5,6-8,4% de fibras (Jiamyangyuen et al., 2005;
Gao et al., 2008; Sereewatthanawut et al., 2008; Wang et al., 2015; Michel Junior et al.,
2016).

Conforme os trabalhos de Mussatto e Roberto (2005), Russ et al. (2005) e Beldman et
al. (1987), a composicdo do bagaco de cevada é de 15,1-25,0% de celulose, 24,8-35,0% de
hemicelulose, 7,0-27,8% de lignina, 1,4% de grupos acetila, 5,8% de extrativos e 3,5-5,5% de

cinzas. Assim, pode-se observar que a composic¢ao de carboidratos deste estudo ficou abaixo
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do encontrado na literatura, enquanto que o teor de extrativos foi muito superior. A diferenga
na composicdo do bagaco de cevada entre os estudos pode ser atribuida a variedade da
cevada, ao tempo de colheita, a tecnologia utilizada na inddstria e as caracteristicas do ltpulo
e de outros produtos adicionados na producdo cervejeira (Santos et al., 2003).

De acordo com a literatura, a casca de soja é composta por 35,8-39,7% de celulose,
10,2-25,5% de hemicelulose, 2,8-9,2% de lignina, 0,6% de grupos acetila, 3,2-5,0% de
extrativos e 0,6-5,8% de cinzas (Mielenz et al., 2009, Cassales et al., 2011, Rojas et al., 2014).
E a palha de trigo composta por 37,4-41,0% de celulose, 19,0-33,8% de hemicelulose, 16,9-
26,8% de lignina, 7,6% de extrativos e 1,6-7,2% de cinzas (Rajan e Carrier, 2014, Ferreira-
Leitdo et al., 2010, Ruiz et al., 2011). Conforme os resultados da caracterizacdo quimica do
residuo de soja e do residuo de trigo, o teor de celulose e hemicelulose estdo abaixo dos
valores encontrados na literatura, enquanto que o teor de extrativos foi bastante superior. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que neste trabalho foi utilizado o residuo bruto da
limpeza da soja e da limpeza do trigo (contendo cascas dos graos, graos quebrados, palha de
trigo, caule e cascas da vagem da soja, além de impurezas da colheita). Salienta-se, também,
gue a composicao destes residuos depende da variedade da cultura e das condi¢Ges climaticas

e agrondmicas (Ruiz et al., 2011; Montane et al., 1998).

Tabela 4.1 — Composicdo quimica das matérias-primas utilizadas

Matéria-prima

Composto? Casca de Farelo de Bagacode  Residuode Residuo de
arroz arroz cevada soja trigo
Celulose (%) 23,3+0,8 18,1+1,4 11,0+£0,2 22,1 +3,5 30,1 £1,6
Hemicelulose (%) 9,5+0,3 6,0+0,2 13,3+0,2 89+1,8 14,0+ 0,8
Lignina (%) 201+1,3 9,6+0,3 11,1+0,6 13,7+1,1  159+13
Grupos acetila (%) 0,0£0,0 1,7 +<0,1 33+0,1 0,9+0,3 0,7+0,1
Extrativos (%) 5,8+0,7 41,2+0,5 40,0 £<0,1 348+1,2 20004
Cinzas (%) 20,0£0,1 10,4 £ 0,1 3,6 £0,1 6,2+0,5 5,8+0,2

1Base seca.
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4.2 HIDROLISE ACIDA DA MATERIA-PRIMA

As matérias-primas utilizadas neste trabalho (casca e farelo de arroz, bagaco de cevada
e residuos de soja e trigo) foram submetidas ao processo de hidrolise acida para a conversao
dos carboidratos (celulose e hemicelulose) em acglcares fermentesciveis. O item 4.2.1
apresenta os resultados da concentragdo de acucares redutores totais (ART) dos hidrolisados
obtidos nas diferentes condi¢bes experimentais de hidrélise acida. J& o item 4.2.2, mostra a
composicdo quimica (celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido acético, furfural e 5-HMF)

dos hidrolisados obtidos na melhor condigdo experimental de hidrdlise de cada biomassa.

4.2.1 Acucares redutores totais presentes nos hidrolisados

O planejamento experimental Plackett-Burmann foi conduzido para identificar a
condicdo de hidrdlise de maior recuperacdo de ART. Além disso, identificou-se, também, a
matéria-prima que resultou em um hidrolisado com elevada quantidade de ART, o qual foi
posteriormente utilizado como substrato no processo de fermentacao anaerdbia para producao
de H2. As concentragdes de ART presente nos hidrolisados resultantes dos ensaios de
hidrélise &cida estdo apresentadas nas Tabelas 4.2 a 4.6. As variaveis analisadas foram:
temperatura (104,4-127,0°C), tempo de reacdo (20-60 min), concentracdo de acido (5-15%,
m/m) e umidade (60-90%), sendo os dois ultimos em relacdo a massa de matéria-prima.

Apds cada tabela com os resultados do planejamento experimental Plackett-Burmann,
encontram-se 0s respectivos graficos de Pareto (Figuras 4.2 a 4.6) gerados pelo software
Statistica 8, os quais apresentam a significancia das variaveis independentes na concentracao
de ART dos hidrolisados de cada matéria-prima, considerando 90% de confianca. De acordo
com os graficos, a temperatura foi a Unica variavel em comum que influenciou positivamente
a producdo de ART a partir das diferentes matérias-primas.

Como pode ser observado nas Tabelas 4.2 e 4.3, a condi¢do de maior concentracdo de
ART nos hidrolisados de casca e farelo de arroz foi 0 ensaio 3 (127°C, 60 min, 15% (m/m) de
H3PO4 e 60% de umidade), onde a concentracdo de &cido no meio foi de 5,3% (v/v). Nessa
condicdo, a concentracio de ART foi em média de 118,16 g kg ca™ e de 170,38 g kg ra™. De
acordo com as Figuras 4.2 e 4.3, a temperatura e o tempo de reacdo influenciaram
positivamente o processo de hidrolise &cida da casca de arroz, enquanto que a umidade
influenciou negativamente. Por outro lado, na hidrélise do farelo de arroz apenas as variaveis

temperatura e concentracao de acido apresentaram significancia, favorecendo o processo.
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Saha et al. (2005) avaliaram o pré-tratamento acido da casca de arroz para a producao
de etanol. Foram avaliadas as concentra¢des de acido sulfurico (0,25-1,00%, v/v) e o tempo
de pré-tratamento (15-60 min) em temperatura de 121°C. Na melhor condicdo de pré-
tratamento, 1,0% de acido e 60 min de reacgdo, o hidrolisado resultou em concentracdo de 189
+ 8 g acicar Kg cal, 0 que foi superior ao encontrado no presente estudo. Quanto ao hidrolisado
de farelo de arroz, ndo foram encontrados registros a respeito do teor de ART. Todhanakasem
et al. (2012), Todhanakasem et al. (2014), Todhanakasem et al. (2015) quantificaram apenas a
concentracdo de glicose nos hidrolisados de farelo de arroz apds tratamento alcalino (KOH) e

acido (H2S0s), os quais obtiveram 20, 32,9 e 18 g L, respectivamente.

Tabela 4.2 — Concentracdo de acucares redutores totais dos hidrolisados da casca de arroz

Ensai Temperatura Tempo Concentracao de Umidade  Concentragéo de
nsaio

(°C) (min)  &cido (%, m/m) (%) ART (g kg?)
1.1 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 4743 + 1,91
1.2 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 45,98 + 2,90
2.1 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 66,66 + 1,67
22 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 66,08 = 0,66
3.1 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 120,18 = 1,20
3.2 127,0(1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 116,14 +2,23
4.1 1044 (-1)  60(1) 15 (1) 90 (1) 13,30 + 0,83
4.2 1044 (-1)  60(1) 15 (1) 90 (1) 12,98 + 0,25
5.1 127,0(1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 29,15+ 0,47
5.2 127,0(1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 33,76 + 2,90
6.1 1044 (-1)  60(1) 5(-1) 90 (1) 12,95 + 0,24
6.2 1044 (-1)  60(1) 5(-1) 90 (1) 12,93 + 0,68
7.1 104,4 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1) 5,66+ 0,10
7.2 104,4 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1) 5,67 +0,05
8.1 1044 (-1)  20(-1) 5(-1) 60 (-1) 6,84 + 0,32
8.2 1044 (-1)  20(-1) 5(-1) 60 (-1) 6,48 + 0,28
9.1 116,4 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 14,96 + 0,18
9.2 116,4 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 17,63 + 0,28

9.3 116,4(0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 18,66+ 0,31
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Figura 4.2 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de acucares redutores a partir da
hidrélise acida da casca de arroz

(1T CC) 6,91
(2)t (min) 3,70
(4)Umid. (%) 2,85
(3)Ac. (%) 1,10
0.1

Efeito padrio estimado (Valor absoluto)

Tabela 4.3 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados de farelo de arroz

(Continua)
Ensaio Temperatura Tempo Concentracédo de Umidade Concentracdo de

(°C) (min) acido (%, m/m) (%) ART (g kg?)
1.1 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 157,93 + 4,35
12 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 81,28 +2,02
2.1 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 93,95+ 1,31
22 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 93,74 + 1,61
3.1 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 155,91 + 1,52
3.2 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 184,86 + 1,61
4.1 104,4(-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 57,68 0,12
4.2 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 61,80 + 0,34
5.1 127,0 (1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 107,29 + 3,23
52 127,0(1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 156,02 + 1,38
6.1 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 19,58 + 0,32
6.2 1044 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 27,58 £ 0,36
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Tabela 4.3 — Concentracao de agucares redutores totais dos hidrolisados de farelo de arroz
(Concluséo)

Temperatura Tempo Concentracédo de Umidade Concentracdo de

Ensaio

(°C) (min) acido (%, m/m) (%) ART (g kg?)
7.1 1044 (-1)  20(-1) 15 (1) 60 (-1) 37,11+ 0,19
7.2 1044 (-1)  20(-1) 15 (1) 60 (-1) 57,70 + 0,26
8.1 1044 (-1)  20(-1) 5(-1) 60 (-1) 15,04 + 0,10
8.2 1044 (-1)  20(-1) 5(-1) 60 (-1) 19,09 + 0,18
9.1 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 45,19 +0,97
9.2 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 79,42 + 1,84
9.3 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 81,12+ 1,97

Figura 4.3 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de agucares redutores a partir da
hidrélise acida do farelo de arroz

(MT(°C) 7,52
(3)Ac. (%) 3,17
(2)t (min) 0,65

(4)Umid. (%) 0,12

p=0,10
Efeito padrao estimado (Valor absoluto)

Diferente dos residuos de arroz, os hidrolisados do bagago de cevada, do residuo de
soja e do residuo de trigo, a condigdo de maior concentracdo de ART foi 0 ensaio 1 (127°C,
20 min, 5% (m/m) de acido fosférico e 90% de umidade) (Tabelas 4.4 a 4.6). Nessa condigao,
a concentracdo de &cido no meio foi de 0,30% (v/v). A concentracdo de ART foi em média de
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600,97 g kg sc’!, 80,37 g kg rs! € 228,04 g kg rr’'. Quanto a andlise estatistica, de acordo
com as Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, as varidveis temperatura e umidade favoreceram a hidrdlise
acida destas 3 matérias-primas. No entanto, o tempo de reacdo e a concentracdo de acido
influenciaram negativamente a hidrolise do bagaco de cevada e a hidrolise do residuo de trigo,
respectivamente.

A elevada concentracdo de ART no hidrolisado do bagago de cevada pode ser
explicada pelo fato desta matéria-prima ja apresentar aclcares fermentesciveis em sua
composicao, uma vez que ja passou por processo fermentativo na indudstria. Além disso, este
processo anterior contribui para o rompimento da estrutura lignocelulésica da cevada,
deixando esta matriz mais suscetivel ao ataque quimico na hidrolise. Gencheva et al. (2012)
avaliaram o efeito dos pré-tratamentos acido, alcalino e com agua quente do bagaco de cevada
na composicao de acucares redutores para a producdo de etanol. Os resultados mostraram que
0 pré-tratamento &cido (H>SOs 0,05M, 115°C por 20 min) levou a uma concentracdo de
acucares 5 vezes maior quando comparado aos outros dois tratamentos, correspondendo a
9,85% (m/m), ou seja, 98,5 g kg!. J4 para Beldman et al. (1987) a concentracdo de aglicares
soluveis presente nos hidrolisados de bagaco de cevada, apds o tratamento acido (H2SO4 2N,
90°C por 4 h), foi de 366 g kg™

Tabela 4.4 — Concentracdo de acucares redutores totais dos hidrolisados de bagaco de cevada

(Continua)
~ Temperatura Tempo Concentracdo de ) Concentracao de
Ensaio _ ) Umidade (%o)

(°C) (min)  &cido (%, m/m) ART (g kg™?)
1.1 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 617,27 + 10,58
12 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 584,68 + 20,51
2.1 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 138,93 + 1,81
22 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 166,12 + 1,62
3.1 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 220,34 + 3,87
3.2 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 235,72 + 3,09
4.1 1044 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 152,99 + 1,87
4.2 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 197,21 +2,58
5.1 127,0 (1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 282,45+ 0,12
52 127,0(1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 273,03 + 15,56
6.1 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 154,24 + 0,24

6.2 1044 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 192,93 £ 1,29
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Tabela 4.4 — Concentracao de agUcares redutores totais dos hidrolisados de bagaco de cevada
(Concluséo)

~ Temperatura Tempo Concentragéo de ] Concentracdo de
Ensaio _ ] Umidade (%)

(°C) (min)  &cido (%, m/m) ART (g kg?)
7.1 1044 (-1)  20(-1) 15 (1) 60 (-1) 101,11 + 1,89
7.2 1044 (-1)  20(-1) 15 (1) 60 (-1) 120,39 + 3,13
8.1 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1) 98,89 + 1,06
8.2 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1) 114,41 + 0,26
9.1 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 156,05 + 2,30
9.2 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 167,81 + 6,91
9.3 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 209,53 + 2,59

Figura 4.4 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de acucares redutores a partir da
hidrélise acida do bagaco de cevada

(1T (°C) 397
(4)Umid. (%) 361
(2)t (min) 210

(3)Ac. (%) -1,39

p=0,10
Efeito padrio estimado (Valor absoluto)

Como ja mencionado, ndo foram encontrados relatos na literatura quanto aos residuos
de soja e trigo utilizados nesse trabalho. Os estudos relacionados utilizam especificamente a
casca de soja ou a palha de trigo. Neste trabalho a casca e a palha estdo misturados com outras

partes da planta e impurezas da colheita. Desse modo, citam-se os estudos de Schirmer-
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Michel et al. (2008), Guerra-Rodriguez et al. (2012) e Lopez-Hidalgo et al. (2017). Schirmer-
Michel et al. (2008) estudaram a utilizagdo do hidrolisado da casca de soja como substrato
para producdo de etanol. O hidrolisado foi obtido em diferentes condi¢des de temperatura
(100, 120 e 125°C) e concentracdo de H2SO4 (0,2, 0,8, e 1,4% v/v) durante 1 h de reagdo. A
condicdo de 125°C e 1,4% foi a que resultou em uma maior concentracdo de aglcares (14,91
gL?).

Guerra-Rodriguez et al. (2012) estudaram o efeito das condicdes de hidrolise &cida da
palha de trigo na composicéo de agucares. A concentracdo de H2SO4 foi avaliada de 1 a 5% a
130°C durante um intervalo de 0-180 min. A maior concentracdo de acucares foi de 25,5 g L~
I, obtida com 2% de 4cido e 29,3 min de reacdo. Lopez-Hidalgo et al. (2017) utilizaram o
hidrolisado da palha de trigo para producdo de hidrogénio e etanol a partir da fermentacao
anaerdbia. A hidrolise acida da palha de trigo foi conduzida utilizando H2SO4 (0,75% (v/V)),
sob temperatura de 121°C por 1 h. Utilizando o método DNS os autores obtiveram um
hidrolisado com 21 g L* de ART, o que se aproxima dos resultados encontrados por Guerra-
Rodriguez et al. (2012).

Tabela 4.5 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados de residuo de soja

(Continua)
~ Temperatura Tempo Concentracgéo de ) Concentracdo de
Ensaio _ ) Umidade (%)

(°C) (min)  acido (%, m/m) ART (g kg?)
1.1 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 82,06 + 3,25
1.2 127,0(1)  20(-1) 5(-1) 90 (1) 78,69 + 2,83
2.1 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 23,64 + 0,33
2.2 127,0 (1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 33,85+0,78
3.1 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 44,50 + 0,29
32 127,0 (1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 48,77 + 0,92
4.1 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 65,93 + 0,01
4.2 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 67,49 + 0,27
5.1 127,0(1)  20(-1) 15 (1) 90 (1) 56,81 + 0,80
5.2 127,0 (1) 20 (-1) 15 (1) 90 (1) 57,57+1,17
6.1 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 19,59 + 0,23
6.2 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 18,47 + 0,28
7.1 104,4 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1) 11,69 + 0,10

72 1044 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1) 15,07 0,18
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Tabela 4.5 — Concentracdo de agucares redutores totais dos hidrolisados de residuo de soja

(Concluséo)

~ Temperatura Tempo Concentragéo de ] Concentracdo de
Ensaio _ . Umidade (%)

(°C) (min)  &cido (%, m/m) ART (g kg?)
8.1 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1) 7,30 £ 0,05
8.2 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1) 11,24 0,14
9.1 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 16,70 = 0,22
9.2 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 20,01 £ 0,15
93 115,7 (0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 19,61 £0,27

Figura 4.5 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de &cido (Ac.), umidade

(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de agucares redutores a partir da
hidrolise acida do residuo de soja

(4)Umid. (%) 378
MTC) 3,16
(3)Ac. (%) 1,40
(2)t (min) 0,03
| p:[;,m |

Efeito padrido estimado (Valor absoluto)
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Tabela 4.6 — Concentracao de acucares redutores totais dos hidrolisados de residuo de trigo

Temperatura Tempo Concentracao de Umidade Concentracdo de

Ensaio

(°C) (min)  &cido (%, m/m) (%) ART (g kg?)
1.1 127,0 (1) 20 (-1) 5(-1) 90 (1) 225,24 £ 10,08
1.2 127,0 (1) 20 (-1) 5(-1) 90 (1) 230,85 + 8,42
2.1 127,0(1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 69,84 + 0,93
2.2 127,0(1) 60 (1) 5(-1) 60 (-1) 8545+ 121
3.1 127,0(1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 116,95 + 2,00
3.2 127,0(1) 60 (1) 15 (1) 60 (-1) 88,54 + 1,91
4.1 1044 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 33,75+ 0,47
4.2 104,4 (-1) 60 (1) 15 (1) 90 (1) 22,30 + 0,30
5.1 127,0 (1) 20 (-1) 15 (1) 90 (1) 72,12 6,30
5.2 127,0(1) 20 (-1) 15 (1) 90 (1) 107,80 = 1,32
6.1 1044 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 88,44 + 1,19
6.2 104,4 (-1) 60 (1) 5(-1) 90 (1) 53,86 + 1,52
7.1 104,4 (-1) 20 (-1) 15 (1) 60 (-1) 4121 £0,15
7.2 1044 (-1)  20(-1) 15 (1) 60 (-1) 42,21 +023
8.1 104,4 (-1) 20 (-1) 5(-1) 60 (-1) 13,66 + 0,39
8.2 104,4 (-1)  20(-1) 5(-1) 60 (-1) 46,05 + 1,24
9.1 115,7(0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 45,94 + 0,83
9.2 115,7(0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 45,41 + 0,87

9.3 115,7(0) 40 (0) 10 (0) 75 (0) 50,34 + 1,52
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Figura 4.6 — Efeito das variaveis temperatura (T), concentracdo de acido (Ac.), umidade
(Umid.) e tempo de reacdo (t), na producdo de acucares redutores a partir da
hidrélise acida do residuo de trigo

(T C) 411
(4)Umid. (%) 2,07
(3)AC. (%) 1,81
(2)t (min) -1,38
p:l’.l:,1 0

Efeito padrio estimado (Valor absoluto)

4.2.2 Caracterizacio quimica dos hidrolisados

A caracterizacdo quimica dos hidrolisados foi realizada a partir da cromatografia
liquida de ultra performance, em termos de concentracdo de agucares (celobiose, glicose,
xilose e arabinose), &cido acético e inibidores (furfural e 5-HMF). Esta andlise foi aplicada
aos hidrolisados da casca e do farelo de arroz do ensaio 3 (127°C; 60 min;15% (m/m) de
H3PO4; 60% de umidade) do delineamento experimental Plackett-Burman e aos hidrolisados
do bagaco de cevada, do residuo de soja e do residuo de trigo do ensaio 1 (127°C; 20 min; 5%
(m/m) de H3PO4; 90% de umidade), os quais apresentaram maior concentracdo de ART pelo
método DNS. A Tabela 4.7 apresenta os resultados da caracterizacdo dos hidrolisados da
casca e do farelo de arroz, do bagaco de cevada e dos residuos de soja e trigo, 0s quais
apresentaram teores de aglcares de 37,69, 28,66, 8,02, 4,72 ¢ 8,67 g L%, o que corresponde a
56,54, 42,99, 72,18, 42,48 e 78,03 g kg!, respectivamente. Cabe salientar que o volume de
hidrolisado obtido da casca e do farelo de arroz era de 30 mL e do bagaco de cevada e dos

residuos de soja e trigo de 180 mL, considerando as condi¢des experimentais. Desta forma, os
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valores das concentragdes apresentadas na Tabela 4.7 expressos em g LT ndo sdo

proporcionais aos valores expressos em g kg

Tabela 4.7 — Composi¢do quimica dos hidrolisados da casca (CA) e do farelo de arroz (FA),
do bagaco de cevada (BC) e dos residuos de soja (RS) e trigo (RT)

Composto Unidade CA FA BC RS RT
Celobiose gLt 1,86 0,08 0,000,000 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
gkg!  2,79+0,12 0,00£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Glicose gLt 237+0,56 13,78+0,08 237+0,09 2,01+£0,06 2,32+0,06
g kgt 3,56 0,84 20,67+0,12 21,33+0,81 18,09+0,54 20,88+ 0,54
) gLt 30,10£1,66 926+0,26 1,26+0,02 1,99+0,03 4,52+0,06
Xilose gkg! 4515+249 13,890+0,39 11,34+0,18 17,91+027 40,68+0,54
Arabinose gLt 336+0,13 5,62+0,22 4,39+0,15 0,72+0,02 1,83+0,22
g kgt 5,04 +£0,20 8,43+0,33 39,51+1,35 6,48+0,18 16,47+ 1,98
Acido gLt 3,48+0,11 0,82+0,03 0,19+0,02 0,34+0,01 0,18=+<0,01
acético g kgt 522+0,17 1,23+0,05 1,71+0,18 3,06+0,09 1,62 +<0,01
Furfural gLt 0,51 +0,01 0,69+<0,01 0,02+0,01 0,00+0,00 0,01 +<0,01
g kg 0,77+0,02 1,04+<0,01 0,18+0,09 0,00+0,00 0,09+<0,01
S HMF gLt 0,13+0,01 0,89+<0,01 0,11+<0,01 0,02+<0,01 0,16+<0,01
g kgt 0,20+ 0,02 1,34+<0,01 0,99+<0,01 0,18+<0,01 1,44+<0,01

A xilose foi o principal produto da hidrdlise acida da casca de arroz e do residuo de
trigo, a glicose foi o principal produto da hidrdlise do farelo de arroz e do residuo de soja e a
arabinose da hidrolise do bagaco de cevada. A xilose e a arabinose resultam da degradacdo da
fracdo hemicelul6sica, enquanto que a glicose e a celobiose precedem da fracdo celuldsica.
Devido as altas temperaturas e as condicdes &cidas do pré-tratamento, os agucares produzidos
sdo degradados em compostos inibidores, como o furfural (degradacéo de pentoses) e o 5-
HMF (degradagéo de hexoses) (Dagnino et al., 2013). Conforme a Tabela 4.7, a concentragéo
de furfural e 5-HFM nos hidrolisados foi pequena, variando de 0,00-0,69 g L (0,00-1,04 g
kgt) e de 0,02-0,89 g L (0,18-1,44 g kg™), respectivamente. De acordo com Cassales et al.
(2011), 0,6 g L™ de furfural ainda esta abaixo dos niveis de toxicidade aos microrganismos.

Como pode ser visto na Tabela 4.7, o hidrolisado da casca de arroz apresentou a maior
concentragéo de xilose (30,10 + 1,66 g L™ ou 45,15 + 2,49 g kg) e a maior concentragio de
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acido acético (3,48 + 0,11 g Lt ou 5,22 + 0,17 g kg™1). De acordo com Felipe et al. (1995), o
teor de é&cido acético acima de 3 g L™ pode inibir a atividade do microrganismo Candida
guilliermondii, o qual tem sido utilizado para a producéo de xilitol e etanol, por exemplo.
Dagnino et al. (2013) caracterizaram o hidrolisado da casca de arroz para producdo de etanol
em diferentes condicdes de pré-tratamento &cido (0,3-2,4% de &cido sulfarico e 10-50 min de
reagdo), os quais apresentaram composi¢do de 10,3-22,4% de glicose, 7,33-15,6% de xilose,
1,35-1,94% de arabinose, 0,04-0,36% de 5-HMF e 0,11-2,47% de furfural.

A maior concentracdo dos inibidores furfural (0,69 g L™ ou 1,04 g kg') e 5-HMF
(0,89 g L ou 1,34 g kg) foi encontrada no hidrolisado do farelo de arroz. Durante esta
pesquisa, ndo foram encontrados relatos na literatura quanto a composicdo de celobiose,
arabinose e xilose no hidrolisado do farelo de arroz obtido por tratamento 4cido.
Todhanakasem et al. (2014) e Todhanakasem et al. (2015) utilizaram hidrolisado de farelo de
arroz para a producéo de etanol. No entanto, caracterizaram apenas quanto ao teor de glicose
(18,0-32,9 g LY, furfural (198,68 mg L), 5-HMF (0,095 mg L) e 4cido acético (0,168%).

Conforme os resultados da Tabela 4.7, o hidrolisado do residuo de soja foi o que
apresentou menor concentracdo de acucares. Além disto, os resultados destoaram dos dados
da literatura para hidrolisado de casca de soja, 0 que se deve a composicao heterogénea do
residuo utilizado. Schirmer-Michel et al. (2008), por exemplo, caracterizaram o hidrolisado da
casca de soja obtido em diferentes condi¢des de temperatura (100-125°C) e concentragédo de
acido (0,2-1,4% v/v). A composicio dos hidrolisados variou de 0,0-7,78 g L de xilose, 0,0-
6,64 g L' de arabinose, 0,0-3,88 g L' de manose, 0,0-0,38 g L! de glicose, 0,02-0,28 g L™! de
furfural e 0,29-1,10 g L"* de &4cido acético.

O hidrolisado do residuo de trigo utilizado neste trabalho apresentou concentracao de
ART abaixo dos hidrolisados da palha de trigo caracterizados por Canilha et al. (2004) e
Guerra-Rodriguez et al. (2012), o que pode ser atribuido a composicédo do residuo utilizado.
Nos trabalhos de Canilha et al. (2004) e Guerra-Rodriguez et al. (2012) os hidrolisados da
palha de trigo, obtido apos hidrdlise acida (H2SOs), apresentaram a seguinte composicao: 3,5-
7,26 g L' de glicose, 18,11-18,9 g L! de xilose, 2,23-3,1 g L' de arabinose, 1,95-2,3 g L' de
acido acético, 0,26-0,6 g L de furfural e 0,18-0,3 g L de 5-HMF. Por outro lado, Lopez-
Hidalgo et al. (2017) obtiveram concentragcbes menores de aglcares no hidrolisado da palha
de trigo, chegando a 1,54 g L™ de glicose, 13,96 g L™ de xilose e 1,93 g L de arabinose.
Neste mesmo material foram identificados 3,59 g L™ de 4cido acético e 0,12 g L* de furfural.

Embora a caracterizacdo dos hidrolisados da casca e do farelo de arroz, do bagaco de

cevada e dos residuos de soja e trigo obtidos neste trabalho tenham apresentado, em alguns



66

casos, concentragdes inferiores aos trabalhos da literatura, os mesmos apresentaram
concentragfes consideravelmente menores de acido acético, furfural e 5-HMF. A baixa
concentracdo identificada destes inibidores pode ser considerada um beneficio para a
utilizacdo deste material como fonte de substrato em processos bioldgicos subsequentes,
como € o caso da préxima etapa deste trabalho, onde o hidrolisado do bagago de cevada foi
utilizado para producéo de hidrogénio via fermentacdo anaerdbia.

4.2.3 Estimativa de producao de H>

O potencial do Rio Grande do Sul para producdo de H> a partir das diferentes
matérias-primas utilizadas neste trabalho foi calculado a partir do maximo teorico
estequiométrico, como mostra a Tabela 4.8. De acordo com Chen et al. (2013), 0 maximo
tedrico que pode ser produzido é de 4 mol Hz mol giicose* € de 3,33 mol Hz mol xiiose™, S€ 0
subproduto da fermentagdo for o acido acético. Deste modo, aproximadamente, 24,20 x 108,
7,21 x 10%, 1,36 x 10% e 0,27 x 10® mols de H> podem ser produzidos por ano no Rio Grande
do Sul a partir da casca de arroz, do farelo de arroz, do residuo de soja e do residuo de trigo,
respectivamente, enquanto que 17,26 x 10® mols de H. por ano podem ser produzidos no
Brasil a partir do bagaco de cevada. Considerando esses resultados, nota-se que a casca de
arroz tem o melhor potencial para a producdo de H> no Rio Grande do Sul. O bagaco de
cevada também apresentou bom resultado, embora se refira @ matéria-prima produzida no
Brasil e ndo no Estado. No entanto, cabe salientar que os dados de producdo de cerveja
referem-se as empresas associadas a CervBrasil (96% do mercado), ndo incluindo todas as

cervejarias do pais.

Tabela 4.8 — Potencial de producdo de H> a partir dos hidrolisados da casca (CA) e farelo de
arroz (FA), do bagaco de cevada (BC) e dos residuos de soja (RS) e trigo (RT)

(continua)
Materia- Producao de Rendimento tedrico Mateéria-prima Potencial de
prima agucares (mol Hz2 kg mp) disponivel (ton anot) H2 (mol)

3,56 g glicose kg™ 0,08 (da glicose

CA  gleose 58 (da glicose) ~2,24 milhdes ~24,20 x 108
45,15 g xilose kg’ 1,00 (da xilose)
20,67 g glicose kg™! 0,46 (da glicose

FA  elcose X8 (da glicose) ~0,94 milhdes ~7,21 x 10°

13,89 g xilose kg™ 0,31 (da xilose)
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Tabela 4.8 — Potencial de producéo de H> a partir dos hidrolisados da casca (CA) e farelo de
arroz (FA), do bagaco de cevada (BC) e dos residuos de soja (RS) e trigo (RT)
(concluséo)

Matéria-  Produgéo de Rendimento teorico Matéria-prima Potencial de
prima acucares (mol H2 kg mp) disponivel (ton ano) Hz (mol)

21,33 g glicose kg™! 0,47 (da glicose

BC  sleose X8 (dag ' ) ~2,38 milhdes ~17,26 x 108
11,34 g xilose kg'! 0,25 (da xilose)
18,09 g glicose kg™! 0,40 (da glicose

RS  sleose 55 (da glicose) ~0,17 milhdes ~1,36 x 10°
17,91 g xitose kg™ 0,40 (da xilose)
20,88 & glicose kg™! 0,46 (da glicose

RT  gleose X8 (dag ‘ ) ~0,02 milhdes ~0,27 x 108
40,68 g xilose kg! 0,90 (da xilose)

4.3 FERMENTACAO ANAEROBIA

O processo de fermentacdo anaerdbia para producgdo de hidrogénio foi conduzido em
um biorreator de 500 mL por um periodo de 20 h, utilizando hidrolisado do bagaco de cevada
como substrato e lodo de frigorifico como indculo. O bagaco de cevada foi a matéria-prima
escolhida para o processo de producdo de H> por resultar na maior concentracdo de ART
(600,97 g arT kg 8ct). Além disso, o BC encontra-se disponivel em grande quantidade e em
qualquer época do ano. Quanto a caracterizacdo do lodo empregado como inéculo, 0 mesmo
apresentou 79,62% (z 1,65) de umidade e 20,38% (+ 1,65) de sélidos totais. Da fracdo sélida,
68,15% (£ 1,98) corresponderam ao teor de solidos volateis e 30,17% (+ 1,84) de cinzas.

A producéo (PH2) e a taxa maxima de producdo (TH2) de H2 via fermentacdo anaerdbia
foram analisadas a partir do planejamento experimental fatorial em diferentes condicbes de
temperatura (35-45°C), pH inicial (5,5-7,5) e propor¢do de in6culo no meio (10-30%, v/v),
como mostra a Tabela 4.9. A producdo de H variou de 379 a 2080 mL (ou 760 a 4160 mL L-
") e a taxa maxima de producido de H, de 260 a 760 mL L' h™!. Como pode-se observar na
Tabela 4.9, 0 ensaio 7 resultou na maior Px, (2080 mL ou 4160 mL L™). Neste ensaio, a
temperatura foi a mais baixa (35°C) e o pH inicial (7,5) e a propor¢éao de inéculo (30%) foram
0s mais elevados do planejamento. De acordo com a literatura, microrganismos do género
Clostridium e Escherichia coli ttm mostrado bom desempenho na produgdo de Hz em
temperaturas préximas a 35°C. Por outro lado, os menores valores de temperatura (35°C), pH
inicial (5,5) e proporgdo de indculo (10%) levaram a menor Pz (379 mL ou 760 mL L) no

ensaio 1.
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Em termos de taxa maxima de producdo de Ho, 0 ensaio 8 apresentou melhor resultado
(760 mL L h'l), onde a temperatura, o pH inicial e a proporgéo de indculo eram de 45°C, 7,5
e 30%, respectivamente. Desta forma, pode-se verificar que os valores maximos analisados do
planejamento para as trés variaveis favoreceram a taxa de producdo de Hz, enquanto que 0s
menores valores adotados para pH inicial (5,5) e indculo (10%) levaram a menor Th2 (260 mL
L h'}) no ensaio 2. De acordo com estes resultados, nota-se que o valor do pH inicial mais
elevado (7,5) favoreceu tanto a Py2 quanto a Trz. Além de beneficiar o processo fermentativo,
0 pH levemente alcalino também contribui para a precipitacdo dos inibidores furfural e 5-
HMF (Gonzales et al., 2017).

A Tabela 4.9 também apresenta os resultados do rendimento de H» de alguns ensaios.
Devido a falta de alguns dados referente a cromatografia da caracterizacdo do meio de
fermentacao nao foi possivel determinar o rendimento de todos os ensaios. De acordo com 0s
resultados prévios, o rendimento variou de 544,07 a 2333,77 mL H2 g glicose cons. . Azman et al.
(2016a), Azman et al. (2016b) e Rorke e Kana (2016) obtiveram méximo de 138,07 mL H2 g
glicose cons. +, 264,94 ML H2 g glicose cons. > € 213,14 mL H2 g acicar L, @ partir do hidrolisado de
farelo de arroz, do hidrolisado de bagaco de semente de palma e de folha de sorgo pré-tratada,
respectivamente, o que mostra 0 bom desempenho do processo desenvolvido no presente

estudo.

Tabela 4.9 — Producdo (Ph2), taxa maxima de producdo (THz2) e rendimento (Ru2) de
hidrogénio a partir da fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do bagaco de
cevadaem 20 h

Condicdes do ensaio Resultados
Ensaio Temp. pH Indculo PH2 TH2 RH2
(°C) inicial (%) (mL) (mL L'l) (mL L1 hl) (mL g glicose cons.-l)
1 35 5,5 10 379 760 356 544,07
2 45 5,5 10 474 948 260 552,25
3 35 7,5 10 2070 4140 640 *
4 45 7,5 10 1415 2830 680 1648,61
5 35 5,5 30 1535 3070 360 233377
6 45 5,5 30 745 1490 690 1189,50
7 35 7,5 30 2080 4160 480 *
8 45 7,5 30 1765 3530 760 *
1645+ 3290+ .
9 40 6,5 20 79 157 567 £42

*Resultado ainda nédo obtido.
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De acordo com a literatura, diferentes resultados de producdo, taxa e rendimento de Hy
tém sido obtidos, dependendo, principalmente, da fonte de matéria-prima, da fonte de indculo
e das condicdes operacionais. Poucos trabalhos que utilizam bagaco de cevada como substrato
foram encontrados. Mais precisamente, foram encontrados os trabalhos de Poladyan et al.
(2018) e de Zhang e Zang (2016). Poladyan et al. (2018) estudaram a producdo de H> a partir
do hidrolisado do bagaco de cevada utilizando E. coli BW25113, sob condicGes de
temperatura de 37°C e pH 7,5. Utilizando este microrganismo, os autores obtiveram 100 + 3
ML H2 g cultura bacteriana * €M UM meio de 500 mL. Em termos de producéo, os autores chegaram
a26+3mLe46 £ 2 mL a partir da estirpe parental do tipo selvagem da E. coli e da estirpe
duplo mutante DhyaB DhybC, respectivamente, ap6s 11 h de fermentacdo. Possivelmente, a
fonte de indculo, diferente da utilizada neste trabalho, interferiu na baixa producdo de H:
encontrada pelos referidos autores.

Diferente de Poladyan et al. (2018), Zhang e Zang (2016) investigaram a utilizagéo de
lama vermelha calcinada no pré-tratamento do bagaco de cevada para aumentar a producdo de
H>. ApOs o tratamento, o bagacgo foi utilizado como substrato na fermentagcdo anaerdbia. O
processo foi conduzido em um biorreator com volume de trabalho de 800 mL, por 100 h, sob
temperatura de 55°C, pH inicial de 6,8-8,5 e proporcao de indculo de 20%. Foi empregada
uma cultura mista como fonte de in6culo. A méaxima producgdo e 0 maximo rendimento obtido
pelos autores foi de 936 mL e 198,62 mL g sv!, respectivamente, o que foi 67,74% maior do
gue a amostra controle, ou seja, sem pré-tratamento. Considerando estes resultados, pode-se
perceber o bom desempenho do processo desenvolvido no presente estudo, onde obteve-se
uma producdo maxima de 4160 mL Hz L, enquanto que Poladyan et al. (2018) e Zhang e
Zang (2016), obtiveram 92 mL H, L™ e 1170 mL H, L, respectivamente. Esta diferenca
entre os trés trabalhos pode ser atribuida as diferentes fontes de indculo utilizadas e as
condicdes operacionais. Além disso, enquanto este trabalho e o de Poladyan et al. (2018)
utilizaram o hidrolisado do bagaco de cevada (via hidrolise acida), Zhang e Zang (2016)
utilizaram a propria biomassa pré-tratada no processo fermentativo.

Embora poucos trabalhos tenham utilizado o bagaco de cevada para a producdo de Ho,
diversos estudos tém sido desenvolvidos utilizando outras fontes de matéria-prima
lignocelulosica, como os residuos do processamento do arroz, a palha de trigo, o bagago de
cana, entre outros. Neste contexto, observa-se que os resultados obtidos foram promissores
guando comparado a outros trabalhos encontrados na literatura. Tandon et al. (2018), Silva et
al. (2018) e Moodley e Kana (2018), por exemplo, obtiveram producgio de 545 mL H, L
utilizando farelo de arroz (37°C e pH inicial 6,0), 302,4 mL H L™ utilizando hidrolisado de
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bagaco de caju (38°C e pH inicial 5,5) e 127,69 mL H. L utilizando hidrolisado de folha de
cana (37°C e pH inicial 6,5), respectivamente, o que foi mais baixo do que a menor producéo
encontrada neste trabalho (760 mL H, L™). Por outro lado, Shanmugam et al. (2018)
obtiveram produco de 4020,1 mL H. L a partir da palha de sorgo sacarino, com pH inicial
7,0 e temperatura de 37°C, resultado semelhante ao encontrado na melhor condigdo
experimental deste trabalho (4160 mL Hz L),

Lopez-Hidalgo et al. (2017) utilizaram hidrolisado da palha de trigo para a producao
de H> em um meio de 110 mL monitorado por 650 h. A E. coli WDHL foi utilizada como
fonte de in6culo. Os autores avaliaram a temperatura (21,9-52,1°C), o pH (4,8-8,2) e a
concentragdo de hidrolisado (6,6-23,4 g art L) na produco, taxa de produgéo e rendimento
de Hz. A maior producéo de Hz (509,2 mL ou 4629,1 mL L) foi com 37°C, pH 6,5¢€ 23,4 ¢
ArT L, a maior taxa de producdo (25,27 mL L™ h) com 37°C, pH 82 e 15 g art L, € 0
maior rendimento (269,2 mL g art) com 37°C, pH 6,5 e 15 g art L. As trés variaveis
dependentes mostraram melhores resultados em temperatura semelhante a encontrada neste
trabalho (35°C). Saratele et al. (2018) avaliaram o efeito do pH inicial (5,5-7,5), da
temperatura (28-40°C) e da concentragio do hidrolisado (10 g art L™?) na producéo, na taxa
de producdo e no rendimento de H. a partir do hidrolisado de bagaco de cana utilizando
Clostridium beijerinckii KCTC 1785. Os melhores resultados (1485 mL L?, 61,87 mL Lt h'
e 1,24 mmol H, mol arr?) foram obtidos com pH inicial 7,0, temperatura de 35°C e
concentragio do hidrolisado de 10 g art L.

Tien et al. (2016) estudaram o efeito da temperatura (34-45°C), do pH inicial (6-8) e
da proporcao de indculo (5-10%) na producdo de H. a partir da fermentacdo anaerdbia do
amido de mandioca, utilizando cultura mista. O melhor resultado foi obtido com 40°C, pH 6,5
e 10% de indculo, chegando a 76,22 mL H, (1385,82 mL H, L™). Nesta pesquisa, observou-se
um aumento gradual na producdo de H> com o aumento da quantidade de indculo no meio. De
acordo com os autores, se a quantidade de indculo for muito pequena, a grande quantidade de
substrato pode inibir a atividade microbiana. Por outro lado, se a proporgéo de indculo for
muito elevada a quantidade de substrato se torna insuficiente para 0s microrganismos,
reduzindo a eficiéncia do processo fermentativo.

Qi et al. (2018) avaliaram o efeito do pH inicial (5,5-8,0) e da propor¢do de indculo
(2-10%) na producéo de H: a partir da casca de amendoim misturada com glicose, utilizando
Clostridium guangxiense ZGM211". O aumento do pH inicial de 55 a 6,5 aumentou a
producdo de Hz, no entanto, a partir do pH 6,5 ao 8,0 foi observado um decréscimo

significativo. Quanto a proporc¢édo de inoculo, diferente de Tien et al. (2016), Qi et al. (2018)
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verificaram um decréscimo (6,5%) da producdo de H> com o aumento desta propor¢do. Tanto
no trabalho de Tien et al. (2016) como no de Qi et al. (2018) os melhores resultados foram
obtidos com pH inicial mais baixo do que o encontrado no presente estudo. Além disso, Qi et
al. (2018) observaram um efeito negativo da quantidade de in6culo no meio. Estas diferencas
devem-se, principalmente, a diferente fonte de indculo utilizada.

Semelhante ao presente trabalho, Azman et al. (2016a) estudaram o efeito da
temperatura (30-38°C), do pH inicial (5,5-6,5) e da proporcdo de inoculo (5-20%) na
producdo e no rendimento de H. a partir da fermentacdo anaerdbia do farelo de arroz
utilizando Clostridium acetobutylicum YMZ1. A maior producio (2873 mL Hz L™ ou 574,6
mL H.) foi obtida com temperatura de 34°C, pH inicial 6,5 e 12,5% de in6culo, enquanto que
o maior rendimento (117,24 mL Ha g acicar cons. ) foi alcancado com temperatura de 34°C, pH
inicial 5,5 e 12,5% de indculo. Desta forma, os autores observaram que a combinacdo dos
parametros estudados apresentou efeito diferente no consumo de aglcares e na producdo de
H> pelo microrganismo do género Clostridium. Estes efeitos variados dos parametros
operacionais nos ensaios de produgéo de H, também foram identificados no trabalho j& citado
de Lopez-Hidalgo et al. (2017) e no presente estudo, onde os melhores resultados de producéo
e taxa méaxima de producédo foram alcangados em condic¢des experimentais diferentes.

A Figura 4.7 apresenta as curvas cinéticas dos ensaios da producdo de H a partir da
fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do bagaco de cevada. A partir da figura, pode-se
identificar que os ensaios 3 (35°C, pH 7,5, indculo 10%) e 7 (35°C, pH 7,5, indculo 30%)
resultaram nas maiores produgdes acumuladas de Ho, ndo tendo cessado nas 20 h. Por outro
lado, os ensaios 1 (35°C, pH 5,5, in6culo 10%) e 2 (45°C, pH 5,5, indculo 10%) apresentaram
producdo mais baixa se comparado aos demais, cessando em 15 e 15,5 h de fermentacao,
respectivamente. Com isto, pode-se dizer que o baixo pH inicial ndo favoreceu a producédo de
H>. Pode-se verificar, também, que o inicio da producéo de Hz foi mais acelerado no ensaio 8
(45°C, pH 7,5, in6culo 30%) e mais lento nos ensaios 1 (35°C, pH 5,5, in6culo 10%), 4
(45°C, pH 7,5, inéculo 10%) e 2 (45°C, pH 5,5, in6culo 10%), onde o percentual de indculo

era menor. Nestes quatro ensaios a producdo cessou antes das 20 h.
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Figura 4.7 — Producdo acumulada de H> a partir da fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do
bagaco de cevada em 20 h
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A Figura 4.8 mostra as curvas da taxa de producdo de H. nas diferentes condiges
experimentais de fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do bagaco de cevada. De acordo com
a figura, pode-se observar que as taxas maximas de producéo de Hz ocorreram dentro das 20 h
de monitoramento do processo fermentativo, entre 6,5 e 14,5 h. Este baixo tempo de obtencéo
do H2 é um fator promissor, principalmente quando comparado a outros processos de
producdo de biogas (Silva et al., 2018). Além disso, a taxa maxima de producdo de H:
encontrada nos ensaios (260-760 mL L™ h') foi superior ao encontrado em outros trabalhos,
como os de Phowan e Danvirutai (2014) (140,88 mL L h), Gonzales et al. (2016) (139,17
mL L h'1), Lopez-Hidalgo et al. (2017) (25,27 mL L ht), Gonzales et al. (2017) (76 mL L™
h) e Saratele et al. (2018) (61,87 mL Lt h™Y).

De acordo com a Figura 4.8, a maior taxa de producdo de Hz (760 mL L h) foi
alcancada no ensaio 8, seguido pelos ensaios 6 (690 mL L™ h™') e 4 (680 mL L* h'). Nos
ensaios 6, 8 e 9, a taxa maxima de producdo de H. foi obtida no inicio do processo
fermentativo, entre 6,5 e 7,5 h, enquanto que nos ensaios 3, 5 e 7 a taxa maxima foi observada
em um periodo intermediéario, entre 9,5 e 10,5 h. Ja nos ensaios 1, 2 e 4 0 aumento da taxa foi
mais tardio, entre 12,5 e 15 h). Embora a producdo de H, nos ensaios 3 e 7 tenha sido
relativamente igual, verifica-se que o ensaio 3 apresentou uma taxa maxima de produgdo mais

elevada, indicando que o aumento da proporcao de indculo no meio ndo favoreceu o processo.
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Observa-se, também, que além de resultar na segunda menor producdo de H., o0 ensaio 2
(45°C, pH 5,5, inoculo 10%) apresentou a menor taxa de producgdo de H, (260 mL L h'l),

demonstrando que estas condi¢des nao beneficiam o processo.

Figura 4.8 — Taxa de producdo de H. a partir da fermentagdo anaerdbia do hidrolisado do
bagaco de cevada em 20 h
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As Figuras 4.9 e 4.10 apresentam, respectivamente, os graficos de Pareto referentes a
analise do efeito das variaveis temperatura, pH inicial e propor¢do de indculo, e suas
interacbes, sob a producdo e a taxa maxima de producdo de H.. Considerando 90% de
confianca, observa-se que a producdo de H> foi influenciada estatisticamente apenas pelo pH
inicial, evidenciando o efeito negativo do baixo pH no processo de fermentacdo. Por outro
lado, todas as variaveis estudadas favoreceram estatisticamente a taxa maxima de producéo de
H>, ou seja, quanto maior o pH inicial, a temperatura e a proporcao de inoculo, dentro da faixa
analisada, maior é a taxa. Deste modo, observa-se que a variavel que teve maior influéncia

estatistica, tanto na produ¢do quanto na taxa, foi o pH inicial do meio de fermentacao.
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Figura 4.9 — Efeito das variaveis temperatura, indculo e pH inicial, na producéo de H> a partir
da fermentacédo anaerdbia do hidrolisado do bagaco de cevada
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Figura 4.10 — Efeito das varidveis temperatura, in6culo e pH inicial, na taxa maxima de

producdo de H> a partir da fermentacéo anaerdbia do hidrolisado do bagaco de
cevada
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As concentracBes de acucares (glicose, xilose, arabinose e celobiose), &cido acético,
furfural e 5-HMF antes e apds cada ensaio de fermentacdo anaerdbia do hidrolisado do
bagaco de cevada estdo apresentadas na Tabela 4.10. Devido a alguns problemas laboratoriais,
ndo foi possivel concluir a analise cromatografica de todos os ensaios. Cabe salientar,
também, que foi necessario mais de um processo de hidrolise &cida do bagaco de cevada para
a obtencdo do hidrolisado utilizado nas fermentacOes. Portanto as concentragcfes iniciais do
meio ndo sao iguais em todos ensaios.

A concentracéo inicial de glicose e xilose no meio variou de 1,3155-1,7656 e 0,4123-
0,9930 g L', respectivamente, decaindo para 0-0,3687 g glicose L™ € 0,0348-0,1105 g xilose L.
No processo de fermentacdo anaerdbia para producdo de Ha, a glicose é mais facilmente
consumida pelos microrganismos do que a xilose, a qual s6 comeca a ser metabolizada
guando a concentracdo de glicose se aproxima de 0% (Mufioz-Paez et al. 2018; Moodley e
Kana, 2018). Este fato pode ser evidenciado na Tabela 4.10, onde pode-se observar que em
muitos ensaios a concentragdo final de glicose chegou a 0 g L, e em nenhum a xilose foi
totalmente consumida. O consumo da glicose chegou até 100% nos ensaios 2, 4 e 5, enquanto
gue o consumo maximo da xilose foi de 91,56% no ensaio 6.

De acordo com a Tabela 4.10 as concentragdes iniciais do 5-HMF, do furfural e do
acido acético variaram de 0,0002-0,0220, 0,0000-0,0041 e 0,1392-0,3001 g L%,
respectivamente. A presenca de 5-HMF deve-se a degradacdo da glicose durante o processo
de hidrélise &cida da biomassa, enquanto que o furfural deriva da degradacéo da xilose e o
acido acético da hemicelulose. O acido acético também é um subproduto do metabolismo
microbiano no processo de fermentacdo anaerébia. De acordo com a Tabela 4.10, as
concentrages finais de é&cido acético foram de 1,1490 a 5,8392 g L, observando-se um
aumento significativo quando comparado com as concentracdes iniciais, 0 que esta de acordo
com a literatura. Conforme os trabalhos de Kumar et al. (2017), Silva et al. (2018), Rabelo et
al. (2018) e Tosuner et al. (2018), a concentracdo de &cido acético ao final do processo de
producdo de H, variou de 0,220 a 3,243 g L™X. A presenca deste composto acidifica 0 meio,
reduzindo o crescimento e a atividade microbiana e, consequentemente, a eficiéncia do
processo de fermentacao.

Mufioz-Péez et al. (2018) avaliaram a influéncia do furfural (0,10, 0,50, e 1,00 g L),
do 5-HMF (0,02, 0,09, 0,19 g L) e de uma mistura dos dois inibidores na producio de H:
utilizando cultura mista como indculo e xilose (10 g L) como substrato. Os referidos autores
observaram que o furfural ndo inibiu a producgdo de H2, o mesmo foi totalmente consumido

pelo indculo. Para baixas e médias concentracbes de 5-HMF também nédo foi observado
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influéncia negativa na producdo de Hz, sendo o inibidor parcialmente removido pelo in6culo.
No entanto, altas concentragdes de 5-HMF mostraram forte inibicdo da producéo de Ho. Neste
caso o inoculo foi incapaz de remové-lo. Quanto as misturas de furfural e 5-HMF, todas as
proporcOes apresentaram efeito inibitorio.

De acordo com o estudo de Mufioz-Péez et al. (2018), o ensaio controle, ou seja, sem
inibidores, resultou em uma producdo de 2295 mL H; L, enquanto que nos ensaios com a
presenca de furfural, de 5-HMF e com uma mistura dos dois variou de 2158-2379 mL Hy L?,
1145-2735 mL Ha L' e 1582-2059 mL Ha L'}, respectivamente. Dessa forma, observa-se que,
mesmo com a presenca de inibidores, alguns ensaios mostraram um aumento da producdo de
H> quando comparado ao controle. O mesmo foi verificado no trabalho de Akobi et al. (2017),
onde foi observado um aumento de 48% na producdo de H>, com o0 aumento da concentragdo
de furfural de 0 para 1 g L. Nasr et al. (2014), também ndo identificaram efeito negativo do
furfural, em concentragfes de 0,21-1,09 g L%, e do 5-HMF, em concentracdes de 0,05-0,14 g
L1, na producéo e na taxa de producdo de H,. Os trés trabalhos citados realizaram o processo
de fermentacdo anaerdbia em temperatura mesofilica (37°C) e utilizaram cultura mista como
fonte de indculo, semelhante ao presente estudo.

Conforme os resultados obtidos por Nasr et al. (2014), Akobi et al. (2017) e Mufioz-
Paez et al. (2018), pode-se dizer que as concentracdes de furfural e 5-HMF presentes no
hidrolisado do bagago de cevada utilizado no presente estudo ndo sdo capazes de inibir a
producdo de H., uma vez que foram detectados em concentragbes mais baixas que as
estudadas pelos referidos autores. Isto evidencia-se ao comparar 0s ensaios 5 e 6, onde as
concentracdes de 5-HMF e furfural foram semelhantes nos dois ensaios, mas a producdo de
H> no ensaio 5 foi, aproximadamente, duas vezes maior que o ensaio 6. Além disso, de acordo
com a Tabela 4.10, o ensaio 2, por exemplo, mostrou uma reducdo da concentracdo de
furfural e 5-HMF no final da fermentacdo. Segundo Mufioz-Paez et al. (2018), alguns
microrganismos, como Lactobacillus e espécies de Clostridium, podem atuar na
desintoxicacdo do meio de fermentacdo, consumindo os inibidores (furfural e 5-HMF) e

resultando em produtos metabdlitos, que sdo, entdo, convertidos em Ha.



Tabela 4.10 — Concentracdo de acucares (glicose, xilose, arabinose e celobiose), &cido acético, 5-HMF e furfural antes e apds o processo de
fermentacao anaerdbia do hidrolisado do bagaco de cevada em 20 h
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A Tabela 4.11 apresenta a alteracdo do pH inicial ao final de cada ensaio de
fermentacdo, ou seja, ap6s 20 h. Como pode-se observar, o pH teve uma reducdo
consideravel, ficando entre 4,5 e 5,2 no final dos ensaios. Esta acidificacdo do meio deve-se a
presenca de acidos organicos gerados como subprodutos dos microrganismos durante a
producdo de Hz, o que foi evidenciado pelo expressivo aumento da concentracdo de acido
acético no final dos ensaios. Tal efeito também é identificado nos demais estudos de producao
de H. a partir do processo de fermentacdo anaerobia. Poladyan et al. (2018), por exemplo,
identificaram uma diminuicao do pH de 7,5 para 5,5 depois de 6 h do crescimento microbiano
utilizando hidrolisado do bagago de cevada para producéo de Ho. Enquanto Lopez-Hidalgo et
al. (2017) observaram reducéo ainda maior no pH, de 8,2 para 4,3 no final da fermentagéo do
hidrolisado de palha de trigo.

No estudo de Qi et al. (2018), foi observada uma relacdo positiva entre o pH inicial
(5,5-8,0) e o pH final (3,9-6,7) do processo de fermentagdo para producdo de Hz, ou seja,
quanto maior era o pH inicial maior era o pH final. Da mesma forma, observa-se pela Tabela
4.11 que o pH final mais baixo (4,5) foi obtido para o pH inicial mais baixo (5,5) ¢ o pH final

mais alto (5,2) para o pH inicial também mais alto (7,5).

Tabela 4.11 — pH final do processo de producdo de hidrogénio a partir da fermentacao
anaerodbia do hidrolisado do bagaco de cevada em 20 h

Ensaio pH inicial pH final
1 5,5 5,0
2 5,5 4,9
3 7,5 5,2
4 7,5 4,9
5 5,5 45
6 5,5 4,9
7 7,5 5,0
8 7,5 5,0

9.1 6,5 4,7
9.2 6,5 5,1

93 6,5 5,1
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5 CONCLUSOES

= As matérias-primas utilizadas nesse trabalho (casca de arroz, farelo de arroz, bagaco de
cevada e de residuos da limpeza da soja e do trigo), apresentam-se em elevada abundancia
e com baixo custo no estado do Rio Grande do Sul. De acordo com a caracterizagao
quimica, essas matérias-primas apresentam uma composicdo significativa de carboidratos
(24,1-44,1%), o que os torna fonte atrativa para a producao de hidrogénio via fermentagédo
anaerobia.

= De acordo com o0s ensaios de hidrdlise acida, a maior concentragdo de ART nos
hidrolisados da casca (118,16 g kg) e do farelo de arroz (170,38 g kg*) foram obtidas na
condicdo de maior temperatura (127°C), maior tempo de reacdo (60 min), maior
concentracdo de acido (15%, m/m) e menor concentracdo de umidade (60%). Por outro
lado, a maior concentragdo de ART nos hidrolisados do bagaco de cevada (600,97 g kg™?),
do residuo de soja (80,37 g kgt) e do residuo de trigo (228,04 g kg!) foram obtidas na
condicdo de maior temperatura (127°C), menor tempo de reacdo (20 min), menor
concentracdo de acido (5%, m/m) e maior concentracdo de umidade (90%).

= A andlise cromatogréafica mostrou que a composicdo de agUcares (arabinose, glicose,
xilose e celobiose) dos hidrolisados da casca de arroz, do farelo de arroz, do bagaco de
cevada, do residuo de soja e do residuo de trigo, resultaram em um total de 56,54, 44,22,
72,18, 42,48 ¢ 78,03 g kg'!, respectivamente. Além disso, a concentragdo de inibidores
(furfural e 5-HMF) nos hidrolisadas foi consideravelmente baixa.

»= Tendo em vista os resultados obtidos na hidrolise &cida das matérias-primas, optou-se por
utilizar o hidrolisado do bagaco de cevada para os ensaios de producdo de H. via
fermentacdo anaerdbia, uma vez que apresentou elevada concentracdo de ART. Além
disso, 0 bagaco de cevada esta disponivel durante todo ano e em grande quantidade.

= A partir dos ensaios de fermentacédo identificou-se que a maior producao de H> (4160 mL
L1) foi obtida em condic@es de temperatura mais baixa (35°C) e pH inicial e proporgéo de
indculo mais elevadas (7,5 e 30%, respectivamente). Por outro lado, a taxa maxima de
producdo de H. apresentou melhor resultado (760 mL L* h?) na condicdo de maior
temperatura (45°C), pH inicial (7,5) e proporcdo de inoculo (30%). De acordo com a
analise estatistica, o pH inicial foi o parametro que mais influenciou a producéo de Ho,

apresentando efeito positivo no processo fermentativo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

= Auvaliar a producédo de H> a partir dos hidrolisados nédo estudados, ou seja, dos hidrolisados
da casca e do farelo de arroz e dos residuos da soja e do trigo.

» Realizar anélise cromatografica do gas gerado na fermentacdo, identificando o percentual
de cada gés produzido, principalmente do Hz e COa.

= Caracterizar o subproduto da fermentacdo também quanto ao teor de acido butirico, acido
propibnico e etanol.

» Estudar o desempenho de outras fontes de in6culo no processo de fermentacdo dos
hidrolisados, como, por exemplo, o lodo gerado na Estacdo de Tratamento de Efluentes do
municipio.

= Avaliar o tratamento dos indculos sob diferentes condi¢Ges de temperatura e tempo.
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