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RESUMO

TRINDADE, L.F. Estudos cinéticos da producao de hidrogénio a partir de licor de pentoses
gerado no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco da cana-de-agucar. 2017. 95 f. Monografia
(Trabalho de Concluséo de Curso) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Séo
Paulo, S&o Carlos, 2017.

O presente trabalho buscou avaliar, por meio de estudos cinéticos, a melhor condicao
para producdo de hidrogénio a partir de licor de pentoses gerado no pre-tratamento hidrotérmico
da cana-de-acgucar. Os estudos foram conduzidos em reatores em batelada e divididos em duas
etapas. Estas eram precedidas por uma etapa de preparacdo com geracdo de biomassa por meio
de processo de fermentacdo natural seguido de recirculacdo e operacdo de reator anaerdbio de
fluxo ascendente. A primeira etapa constituia da avaliacdo da producdo de hidrogénio, das
concentracdes de carboidratos totais inicial e final e a variacdo apresentada pelo pH em
triplicatas de reatores em batelada com concentrac@es de licor de pentoses em volume de 10%,
20%, 30%, 40% e 50% valores de pH de 4,5, 5,5 e 6,5. A segunda etapa constituiu-se da
reproducdo da melhor e pior condicéo dentro do mesmo pH obtida na primeira fase para anélise
dos fatores que influenciaram a producéo de biogas obtida como pH, carboidratos totais, acidos
e DQO.

A melhor condicdo foi determinada como sendo a de pH 5,5 com concentracdo de
carboidratos totais no licor de pentoses de 7,11 g.L! em que se obteve uma producdo de
hidrogénio acumulada de 980,48 mL H,.L™ reator. A pior condi¢do dentro deste mesmo pH,
5,5, foi a com concentracio de carboidratos totais de 11,85 g.L™ reator e producdo de
hidrogénio acumulada de 1,43 mL H,.L™? reator. Em relagdo & segunda etapa, n&o foi possivel
reproduzir os mesmos resultados encontrados na primeira etapa uma vez que a variacao natural
da qualidade do licor de pentoses apresentou diferencas. Assim, a producéo de hidrogénio para
a concentracdo de carboidratos de 8,82 g.L* reator foi de aproximadamente 100 mL Ho.L™
reator e para concentracio de carboidratos de 14,7 g.L™ reator foi de 1 mL H..L™ reator. Nesta
segunda etapa, verificou-se a influéncia dos acidos produzidos, em especial o latico nos

resultados da producgéo de hidrogénio.

Palavras-chave: 1. Etanol de segunda geracdo 2. Licor de pentoses 3. Processo anaerdbico

4. Reator em Bateladas 5. Producgéo de hidrogénio 6. Biogés.



ABSTRACT

TRINDADE, L.F. Chemical kinetics studies of hydrogen production using pentoses liquor
generated from hydrothermal pretreatment of sugarcane bagasse. 2017. 95 p. Dissertation
(Final Year Project Dissertation) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de S&o
Paulo, Sé&o Carlos, 2017.

This research aims to evaluate through chemical kinetics analysis the best condition to
produce hydrogen using pentoses liquor generated from sugarcane bagasse's hydrothermal
pretreatment. The experiment was conducted in two stages preceded by a preliminary phase in
order to produce biomass to inoculate the batch reactors. The first stage aimed to indicate the
best pH and volume concentration to produce hydrogen. It was analyzed the pH of 4,5, 5,5 e
6,5 and the volume concentration of 10%, 20%, 30%, 40% e 50% among these pHs. The second
stage aimed to reproduce the best condition reached in the first stage and the worst condition
inside the same pH and evaluate what influenced hydrogen production such as pH,
carbohydrate, acids and COD.

The optimum condition to produce hydrogen using pentoses liquor was determined as
pH 5,5, carbohydrate concentration of 7,11 g.L™* where an accumulated production of 980,48
mL Ha.L™ reactor was achieved. The unfavorable condition among this same pH and pentoses
liquor concentration was pointed out as that with carbohydrate concentration of 11,85 g.L L. In
this condition an accumulated production of 1,43 mL H..L™ reactor was achieved. In the second
stage, the reproduction of the same conditions of the first one was not able to be achieved. This
happened because of the differences such as carbohydrate concentration of pentoses liquor.
Therefore, in the second stage the carbohydrate concentration of pentoses liquor was higher
than that liquor used in the first phase. The carbohydrate concentration of 8,82 g.L! had an
accumulated production of 100 mL H..L™ reactor and the carbohydrate concentration of 14,7
g.L"t had an accumulated production of 1 mL Ha.L™ reactor. Among this second stage was
possible to notice the influence of acids in hydrogen production, specially the influence of latic

acid.

Keywords: 1. Second generation ethanol 2. Pentoses liquor 3. Anaerobic process 4. Batch
reactor, 5. Hydrogen production 6. Biogas.
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1. INTRODUCAO

O uso intensivo de combustiveis fosseis e a crescente emissdo de gases de efeito estufa
na atmosfera contribuiram para a busca de combustiveis menos poluentes e processos de
producdo que permitiam o melhor aproveitamento de residuos industriais. Além disso, a crise
do petroleo na década de 1970, contribuiu para que fosse criado no Brasil o Programa Proalcool,
que reduziu significativamente a dependéncia do pais por combustiveis fosseis a partir da
adicao de até 25% de alcool a composic¢do da gasolina (SOCCOL et al., 2010).

O uso do etanol como combustivel representa grande potencial de expansdo para a
agricultura e industria brasileiras, uma vez que apenas 0,9% das areas agriculturaveis sao
ocupadas pela cana-de-acucar (SOCCOL et al., 2010). E valido ressaltar ainda, que a expanso
das areas de plantio ndo é a Unica opcédo para 0 aumento da producdo de etanol. Segundo Cortez
et al. (2008), um terco da biomassa da cana-de-aclcar é bagaco, destinado a combustdo para a
producdo de energia, e outro terco é deixado no campo para decomposi¢ao e que, portanto, um
aumento significativo da producéo de etanol pode ser alcangado a partir do aproveitamento do

bagaco, das folhas e talos.

Dentro desse contexto, estudos para utilizacio mais eficiente de residuos
agroindustriais, incluindo o bagaco da cana, foram desenvolvidos nos ultimos 15 anos
(PANDEY et al.,, 2000; BAUDEL et al., 2005). De acordo com Macedo (2005),
aproximadamente 92% do bagaco é utilizado para geracao de calor. Se a porcentagem restante,
equivalente a 8%, for convertida a etanol, seriam gerados mais 2200 L de etanol por hectare,
alcancando uma producéo de 8200 L de etanol por hectare, o que resultaria em uma reducdo do
0 uso do solo de 29%. Do mesmo modo, se 50% do bagaco fosse utilizado para producéo de
etanol, seriam gerados entre 3700 a 4000 L.ha! adicionais, reduzindo o uso do solo entre 33%
e 38%.

Assim, foram desenvolvidos varios processos para a conversdao de material
lignocelulosico a etanol, que diferem basicamente quanto ao sistema de hidrolise e fermentacéo
utilizado (LYND et al., 1991). Para tornar o bagaco mais acessivel aos agentes hidroliticos
enzimaticos ou acidos é necessario um pre-tratamento do material lignocelulosico. Em relagéo
a sua natureza, estes podem ser classificados em trés grupos principais: fisicos, quimicos e
biologicos, além de uma possivel combinagdo entre eles (MOSIER et al., 2005, SUN E
CHENG, 2002).
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De modo geral, o pré-tratamento deve ser muito eficiente em termos de rendimento,
seletividade, funcionalidade (garantindo acessibilidade da celulose aos agentes hidroliticos),
simplicidade operacional, seguranca, higiene industrial e atributos ambientais, enquanto
consiste em reduzido consumo de insumos quimicos, energia e utilidades (BAUDEL et al.,
2006).

Durante o pré-tratamento do bagago, realizado para a producdo do etanol de segunda
geracdo, sdo originados subprodutos, dentre o0s quais esta o licor de pre-tratamento, rico em
pentoses. Um dos grandes desafios da producédo de etanol de segunda geracao € a utilizagcdo dos
residuos do processo para melhor aproveitamento energético e da biomassa. Uma op¢éo para o
aproveitamento desses residuos é por meio da producdo de biogds como hidrogénio que
posteriormente pode ser utilizado como fonte geradora de energia na prépria biorrefinaria uma
vez que o poder calorifico do hidrogénio € cerca de 2,75 vezes superior ao poder calorifico dos

hidrocarbonetos.

Assim, torna-se importante a realizacdo de estudos que busquem otimizar o
aproveitamento dos subprodutos gerados no pré-tratamento do bagaco. Entretanto, uma vez que
poucos estudos ja foram realizados a cerca do tema, tem-se como acdo primordial a
determinacéo da condi¢do mais adequada para o tratamento do licor de pentoses. Desse modo,
0 presente projeto verificou por meio de estudos cinéticos em batelada a condi¢cdo mais
favoravel para a utilizacdo do licor de pentoses, gerado no pré-tratamento hidrotérmico do

bagaco da cana-de-acucar, para producédo de hidrogénio.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o estudo cinético da producédo de hidrogénio a partir
de licor de pentoses, produzido no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco da cana-de-acucar,
por meio de ensaios em batelada sob diferentes condic6es de pH e concentracdo de substrato a

fim de se determinar a condi¢do mais favoravel a producgéo de biogas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Alindustria sucroalcooleira brasileira e a producao de etanol

A plantacdo de cana no Brasil teve seu inicio durante o periodo do Brasil-coldnia com
a finalidade de iniciar a exploracdo das terras brasileiras, que até entdo ndo tinham grande valor
econdmico para a Coroa. O aumento do interesse europeu pelo aglcar e a abundancia dos solos
brasileiros resultaram no primeiro ciclo econdémico brasileiro: o ciclo da cana de aclcar. Em
2008, a atividade canavieira correspondia a 35% do PIB brasileiro e gerava cerca de 14% dos
empregos totais do pais (BRAGATO et al, 2008)

Embora a producgdo de agucar no Brasil por meio da cana tenha estado presente desde a
época do Brasil Coldnia, a producdo de etanol a partir da cana s6 ocorreu anos mais tarde. O
grande consumo de combustiveis derivados do petr6leo e os problemas ambientais derivados
de sua combustéo contribuiram para a procura de fontes de energia menos poluentes e processos
gue poderiam aproveitar de maneira mais eficiente os residuos industriais. Na década de 70, a
crise do petréleo contribuiu ainda mais para estas pesquisas com a criacdo do Programa
Proélcool em 1975 que favoreceu a producdo do etanol utilizando a cana-de-agicar como
matéria-prima (SOCCOL et al., 2010).

O uso do etanol como combustivel é considerado como uma boa alternativa para a
agricultura e industria brasileiras, pois, apenas 0,9% das areas agriculturaveis sao ocupadas pela
cana-de-agucar (SOCCOL et al., 2010). Além disso, do ponto de vista ambiental, tem-se que a
producdo de etanol brasileira é feita de maneira sustentavel sendo considerada uma das op¢des
de producdo mais avangadas do mundo (MONTEIRO E FERREIRA, 2010).

3.2. A producéo de etanol de segunda geracao

A producdo de etanol de segunda geracao surgiu no Brasil como uma consequéncia da
busca por metodologias capazes de aumentar a producéo de etanol por area de cana-de-agucar
plantada (MORAES, ZAIAT e BONOMI, 2015).

Segundo Demirbas (2009) os biocombustiveis de segunda geragdo séo produzidos a
partir de materiais lignocelulosicos e tem como vantagem custos mais baixos de producéo em
relacdo aos apresentados pela geracdo de combustiveis de primeira gera¢do. No caso do etanol

de segunda geracdo, sua producdo ocorre a partir do pré-tratamento do material, hidrélise
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enzimaética, fermentacdo das hexoses, separacdo do material e tratamento do efluente gerado
(OJEDA E KAFARQV, 2009). A Figura 1 apresenta um esquema da producédo de etanol de
segunda geracao efetuado na Usina Bioflex 1, situada no municipio de Sdo Miguel dos Campos
— AL, que utiliza o processo de hidrolise enzimética da biomassa e realiza a fermentacéo pela

acao de leveduras geneticamente modificadas.

¥ e ' g .....'
E PRE-TRATAMENTO
A, A matéria-prima entra no
A -u:s__‘ Q BIOMASSA ‘ reator e sua estrutura é
No comeco, serdo usados bagago e — rompida, dando acesso as
. palha de cana-de-acucar. Uma - fibras de celulose e
espécie mais eficiente de cana esta hemicelulose.
em desenvolvimento. )
3 HIDROLIZE ENZIMATICA
Enzimas atuam como
catalisadores na quebra das
R - fibras de celulose em
Os agucares s30 e or— ' acucares mais simples de
transformados emn etanol [ — | = serem fermentados.
pela acdo de microrganismos
geneticamente modificados
(levedura) DISTRIBUICAO
0 etanol de sequnda geracao
DESTILACAO hd sai da industria e é levado

aos postos de combustivel

idéntico ao tradicional.

Processo de purificacdo do
etanol, tornando-o préprio
para uso. Ao final, ele estd ()

Figura 1- Esquema da producéo de etanol de segunda geracdo na Usina BioFlex1.
Fonte: Retirado de Granbio, 2016.

A producdo do etanol de segunda geracdo é feita a partir de pré-tratamento que
possibilita a conversdo da hemicelulose em pentoses, a0 mesmo tempo em que a celulose se
torna suscetivel as hidrélises enzimaticas (MARTIN et al, 2002). O pré-tratamento deve ser
realizado de maneira eficiente em termos de rendimento, seletividade, funcionalidade,
simplicidade da operag&o, seguranga, higiene industrial e atributos ambientais além de utilizar

baixos insumos quimicos e energéticos em sua operacdo (BAUDEL, 2006).

Atualmente, inimeros pré-tratamentos podem ser utilizados de maneira eficiente para
preparagdo dos materiais lignocelulosicos para a hidrélise enzimatica. A Tabela 1 apresenta
algum deles:



Tabela 1- Métodos de Pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos para hidrélise enzimatica

Métodos

Operacies (fatores) que
ocasionam mudanca na
estrutura do substrato

Tipo de mudanca

Referéncias

Fisico Moagem e trituracio (bola, Aumento da drea AZUMA et al.
energia vibratoria, rolo duplo, superficial e tamanho (1985),
pressdo, martelo); radiagdo dos poros da particula, KOULLAS et
(raios de elétrons, raios v, diminuicdo do graude  al. (1992),
micro-ondas); altas polimerizacdo. RAMOS et al.
temperaturas (pirolises, (1993b).
explosio a vapor).

Quimico Bases, dcidos, gases, agentes Deslignificagdo, FARID et al.
oxidantes e redutores, diminuicdo do grau de  (1983),
solventes orgénicos. polimerizagio e SZCZODRAK

cristalinidade da et al. (1986),
celulose associada com  BES et al.

o inchago da amostra, (1989).
aumento da porosidade.

Bioldgico  Bolor branco (Pleurorus, Deslignificacio e ROLZ et al.
Pycnoporus, Ischnoderma, redugdo do grau de (1986),
Phlebia, etc.). polimerizagio da MES-

celulose e HARTREE et
hemicelulose. al. (1987)

Combinado Tratamento alcalino associado  Degradagio da PURIe
com explosdo a vapor, hemicelulose, PEARCE
moagem acompanhada com deslignificacao, (1989).

tratamento alcalino ou
tratamento dcido.

aumento da drea
superficial e tamanho
dos poros.
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Fonte: Szczodrak e Fiedurek, 1996.

Entretanto, durante pré-tratamentos com agentes acidos e sob altas temperaturas alguns
compostos como o furfural podem ser liberados e prejudicar as etapas subsequentes como a de
fermentacdo (MUSSATO e ROBERTO, 2004). Assim, tem-se o pré-tratamento hidrotérmico
como uma alternativa interessante para a producdo de etanol de segunda gera¢do uma vez que

esses compostos sdo produzidos em quantidades menores.

O pré-tratamento hidrotérmico consiste na utilizacdo de agua submetida a altas
temperaturas e pressdo como solvente para preparar o material lignocelul6sico para as etapas
de hidrolise enzimatica e fermentacdo (YUAN et al, 2011). Desse modo, ndo ha utilizacéo de
reagentes quimicos, além disso, o tratamento hidrotérmico tem como aspecto positivo o fato de
hidrolisar uma grande parte da hemicelulose (GARROTE et al, 1999). Entretanto, durante o

pré-tratamento hidrotérmico alguns subprodutos ainda sdo gerados, como o licor de pentoses.
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O licor de pentoses é um subproduto do pré-tratamento hidrotérmico que tem em sua
composi¢do altas concentragbes de agucares, pentoses e hexoses, liberadas do material
lignocelulosico. Além desses elementos, ainda € possivel encontrar no licor de pentoses
compostos como o furfural, o hidroximetilfurfural e alguns acidos. Estes compostos sdo
conhecidos como inibidores do metabolismo celular, entretanto, estudos ja demonstram que em
certas quantidades estes compostos pouco interferem na atividade microbiana (CAl et al., 2013;
AKOBI, HAFEZ e NAKHLA, 2016).

Assim, uma opcao para o reaproveitamento desses subprodutos € a geracdo de biogas,
mais especificamente hidrogénio e metano, que podem ser utilizados como fonte de energia

dentro da prépria biorrefinaria.
3.3. Producéo de hidrogénio

O uso intensivo de formas ndo renovaveis de energia, como os combustiveis fdsseis,
tem contribuido para uma alta dependéncia dessas fontes de energia, de tal modo que em 2001
verificou-se que cerca de 80% da demanda energética global era suprida por meio da utilizacéo
de combustiveis fosseis (DAS e VEZIROGLU, 2001). Como resultado, tem-se a diminuicdo da
oferta dessas fontes de energia e 0 aumento da preocupacdo sobre 0s impactos ambientais
gerados pelo uso e exploracdo dessas fontes energéticas. Assim, a busca para o0
desenvolvimento de fontes de energia renovaveis e limpas tem se tornado cada vez mais
comum. Entre as alternativas existentes, a producao de hidrogénio aparece como uma das mais

promissoras.

O hidrogénio tem se mostrado como uma fonte viavel de geracéo de energia uma
vez que seu valor energético é 2,75 vezes superior ao encontrado nos hidrocarbonetos o que
justifica sua utilizacdo para geracdo de energia (CHEN, LIN e CHANG, 2001). Além disso, a
combustdo de hidrogénio tem como Unico produto gerado a agua, 0 que o caracteriza como uma

fonte de energia limpa.

O hidrogénio é um dos elementos mais abundantes no universo, podendo ser encontrado
na composicdo ou de maneira combinada com diversos compostos, principalmente com a agua
(DAS e VEZIROGLU, 2001). Entretanto, a disponibilidade de hidrogénio em sua forma livre
ainda é bem baixa (ROJAS, 2010) sendo necessario 0 emprego de processos que produzam

hidrogénio.
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A geracdo de hidrogénio pode ser feita de diversas maneiras como a partir de
combustiveis fosseis (SHOW, LEE e CHANG, 2011; MIZUNO et al, 2000; DAS e
VEZIROGLU, 2001), de biomassa, de agua ou processos biolégicos (DAS e VEZIROGLU,
2001). Atualmente um dos processos mais utilizados é o de reforma catalitica que tem por
consequéncia a alta geracdo de poluicdo atmosférica e um balango energético desfavoravel
(MADDY et al, 2003 apud NATH e DAS, 2011). Assim, entre os diversos processos de
producdo de hidrogénio, os bioldgicos se mostram como um dos mais interessantes uma vez
que podem ocorrer em condi¢Oes de pressdo atmosférica e temperatura ambiente (WANG e
WAN, 2009; MIZUNO et al, 2000).

Entre as formas bioldgicas de producdo de hidrogénio tem-se o processo fotoquimico e
o fermentativo (MIZUNO et al, 2000; FERRAZ JUNIOR, 2013). Segundo Wang e Wan (2009),
apesar de perfeita na teoria, a producdo de hidrogénio por meio da fotossintese é pouco aplicavel
na prética devido a baixa eficiéncia do processo, necessidade de luz e a dificuldade na
construcdo de reatores que possam ser utilizados na pratica. Assim, 0s processos fermentativos
se mostram mais aplicaveis principalmente devido as taxas mais altas de producdo de
hidrogénio e o manejo mais simples (WANG e WAN, 2009; HALLENBEK e GOSH, 2009).

Segundo Speece (1996), os carboidratos comumente presentes em aguas residuaria séo
quebrados por meio da hidrélise em compostos organicos mais simples que podem ser
utilizados pelas bactérias acetogénicas para a producédo de hidrogénio, acidos volateis e alcoois

como ilustrado na Figura 2.

Bioprocessos utilizados para producdo de hidrogénio, operados sob condi¢Oes
moderadas de temperatura e pressao (30 a 35°C, 1 atm), produzem compostos especificos com
satisfatorias velocidades de reacdo, ainda que menores do que as observadas nos processos
quimicos (ARGUN et al., 2008; OZTEKIN et al., 2008).

Entretanto, a producdo de hidrogénio por meio de processo fermentativo apresenta
baixos custos operacionais e, em alguns casos, tem-se que 0S microrganismos ja estdo
condicionados a producdo de hidrogénio (LIN e LAY, 2004; ALZATE-GAVIRIA, 2007,
FERNANDES, 2008; GAVALA, et al., 2008).
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Figura 2 — Pontos de geracdo e consumo de hidrogénio na producgéo fermentativa
Fonte: CHERNICHARO, 1997; SPEECE, 1996.

Ademais, diversos fatores influenciam a producéo de hidrogénio em biorreatores, como
o tempo de detencéo hidréaulica, a temperatura, as caracteristicas do substrato, pH e os indculos.
Nesse sentido, € importante que seja avaliada a agdo desses fatores para a verificacdo de suas

influéncias na producéo de hidrogénio.

3.3.1. Influéncia do pH na producéo biologica de hidrogénio

Uma vez que a eficécia de todo processo bioldgico esta sujeita a diversos fatores como
pH, temperatura, qualidade do substrato, entre outros, a estabilidade do processo depende do
controle eficaz dessas condi¢des (ESPINOZA-ESCALANTE et al, 2009).

No processo fermentativo, o pH afeta a taxa de crescimento das bactérias e pode gerar
mudancas significativas nas caracteristicas da biomassa presentes no reator uma vez que

alteracdes no pH afetam a hidrogenase e o metabolismo bacteriano (MU, WANG e YU, 2006;
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WANG e WAN, 2009). Além disso, alteracGes no pH séo capazes de influenciar a velocidade
de producéo de hidrogénio e inibir a a¢cdo de microrganismos metanogénicos e redutores de
sulfato denominados hidrogenotroficos (FERNANDES, 2008)

Wang e Wan (2009) descrevem que um aumento no pH pode provocar aumento da
producédo de hidrogénio por processos fermentativos, entretanto, grandes alteragdes em seu

valor podem gerar o efeito contrario e reduzir a produg&o.

Estudos demonstram que o pH ideal para a producéo de hidrogénio varia com o tipo de
substrato e o in6culo (KHANAL, CHEN e SUNG, 2004; LIN et al, 2006; LIN e HUNG, 2008;
WANG e WAN, 2009).

3.3.2. Influéncia da temperatura na producao bioldgica de hidrogénio

A temperatura apresenta uma importancia muito grande na producéo de hidrogénio uma
vez que esta influencia diretamente a atividade enzimética da biomassa (WANG e WAN, 2009).
Além disso, a temperatura é capaz de influenciar a solubilidade do hidrogénio ja que
temperaturas mais elevadas reduzem a solubilidade do gés e desfavorecem seu consumo pelos
microrganismos presentes (FERNANDES, 2008).

Assim como para o pH, estudos realizados demonstraram que aumentos na temperatura
podem gerar resultados positivos na producdo de hidrogénio, entretanto, aumentos muito
elevados podem na verdade resultar negativamente na producdo de hidrogénio, reduzindo-a
(LEE, LIN e CHANG, 2006; MU, ZENG e ZHU, 2006; WANG e WAN, 2009; LUO et al,
2010).

Similarmente ao pH, ndo é possivel definir uma temperatura 6tima para a producéo de
hidrogénio, pois, estes valores dependem diretamente do indculo que sera utilizado e o substrato
a ser degradado. O tipo de substrato influenciara nas enzimas a serem utilizadas pelo in6culo
para degrada-lo. Assim, é importante que se facam verifica¢fes na literatura ou estudos iniciais

sobre a temperatura 6tima para cada situacao.

Em geral, os estudos conduzidos para a producdo de hidrogénio podem ocorrer em
temperatura ambiente (15°C-30°C), temperatura mesofilica (32°C-39°C) ou sob temperatura

termofilica (50°C-64°C) (LI e FANG, 2007). Entretanto, pesquisas indicam que as temperaturas
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mais apropriadas tendem a ser aquelas proximas de 37°C (MIZUNO et al, 2000, FAN; LIU;
ZHANG, 2002).

3.4. Estudo cinético para avaliacdo da producéo de hidrogénio

O crescimento microbiano € dividido por Monod (1949) em seis fases conforme

apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Fases do crescimento microbiano
Fonte: MONOD, 1949.

A primeira fase € chamada de fase lag e corresponde a uma fase de adaptacdo
microbiana, na qual a taxa de crescimento é praticamente nula. A segunda fase, fase de
aceleracdo, apresenta o inicio do crescimento microbiano. A terceira fase, denominada fase
exponencial possui uma taxa de crescimento constante. Na fase de desaceleracdo, a taxa de
crescimento comeca a ser reduzida até que na quinta fase, fase estacionaria, a taxa de
crescimento se torna nula, e o crescimento microbiano é estabilizado. A dltima fase do
crescimento microbiano é denominada fase de declinio em que a taxa de crescimento se torna
negativa e ocorre uma queda no crescimento microbiano. Entretanto, de maneira geral,
considera-se apenas quatro fases principais no crescimento microbiano, apresentadas na Figura
4 em que (A) é a fase lag ou de adaptacao, (B) é fase exponencial, (C) é a fase estacionéria e

(D) ¢ a fase de declinio ou morte celular.

O crescimento microbiano ocorre juntamente com a producao de compostos e consumo
de substratos, dessa forma, seu acompanhamento pode ser feito de maneira direta pela
quantificacdo de microrganismos ou atraves de estudos que avaliem a variagdo de compostos
produzidos ou utilizados pelos microrganismos ao longo do tempo. O crescimento de bactérias
produtoras de hidrogénio, por exemplo, pode ser avaliado a partir do acompanhamento da

variacdo de hidrogénio no meio, ja que o crescimento microbiano e a producdo de biogas



32

ocorrem simultaneamente (WANG E WAN, 2009). Desse modo, além de verificarem o
crescimento microbiano, estes estudos permitem avaliar o comportamento dos microrganismos
sob diferentes condicOes, de forma que se torna possivel identificar pontos criticos na rota de
producdo de compostos a fim de minimiza-los e assim otimizar os processos produtivos
(ZWIETERING et al, 1990).

Log do ndmero de células

Tempo em horas

Figura 4 Curva tipica de crescimento celular

Fonte: PELCZAR et al, 1980 apud RETTORI E VOLPE, 2000.

A otimizacdo dos processos, no entanto, sé pode ser conquistada a partir do emprego
adequado de parametros capazes de transformar a grande quantidade de dados disponiveis em
informacdo relevantes. A literatura apresenta uma vasta quantidade de modelos capazes de
analisar o crescimento microbiano como Gompertz, curva logistica, Schnute, Richards,
regressao linear, entre outros. Entretanto, estes modelos sdo construidos a partir de parametros
matematicos o que dificulta a interpretacdo dos resultados (ZWIETERING et al, 1990). Assim,
Zwietering et al (1990) propde uma adaptacdo ao modelo de Gompertz de modo a se obter
pardmetros de significado bioldgico como a velocidade maxima de crescimento dos
microrganismos (Umax), tempo de fase lag (1) e o nimero maximo de microrganismos (A). O

modelo de Gompertz adaptado encontra-se apresentado na Equacao 1:

(Cexgltmixa-oul

y =Aexp 1)

Onde y corresponde a relacdo entre 0 nimero de microrganismos no tempo (t) e o

nimero de microrganismos presentes no inicio, ‘e’ refere-se ao numero de Euler.
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A equacdo de Gompertz modificada por Zwietering et al (1990) é amplamente utilizada
para estudos cinéticos da producao de gases como o hidrogénio (LAY e LEE, 1999; LEE et al,
2001; LIN e LAY, 2004; CHEN et al, 2006; PEIXOTO, 2011).

Entretanto, Monod (1966) notou que microrganismos expostos a meios com mais de
uma fonte de substrato poderiam apresentar fases de crescimento exponencial distintas,
separadas por uma fase de adaptacdo (lag). Este fenbmeno ocorre, pois, 0s microrganismos ndo
sdo capazes de assimilar diferentes compostos simultaneamente. Assim, eles consomem
primeiramente o substrato de mais fécil degradacéo e entdo necessitam de uma pequena fase de
adaptacdo para que seu sistema enzimatico seja capaz de assimilar a outra fonte, retomando
assim seu crescimento (THATTAI E SHRAIMAN, 2003).

A Figura 5 apresenta exemplos de curva de crescimento microbiano de microrganismos
presentes em meios com substratos consumidos em momentos diferentes.

b
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Figura 5 — Exemplos de crescimento diduxico

Fonte: Adaptado de MONOD, 1966

Em casos em que se verifica diferentes fases de crescimento exponencial, o ajuste
cinético da curva para determinacdo dos parametros € feito para cada segmento da curva, de
modo que um mesmo experimento pode apresentar mais de um valor para cada parametro sob

analise.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Fase de preparacéo — Producdo de biomassa

Anteriormente a primeira e segunda fase desta pesquisa, houve uma fase preparatoria
para geracdo da biomassa para a inoculacdo dos reatores em bateladas utilizados nas fases

posteriores.

4.1.1. Reator Anaerdbio de leito ordenado com fluxo ascendente

A biomassa utilizada para inoculacdo dos reatores em batelada foi gerada por meio da
operacdo de um reator anaerdbio de leito ordenado com fluxo ascendente por cerca de 22 dias.
O reator anaerdbio foi construido em tubo acrilico com didmetro interno de 80 mm, didmetro
externo de 88 mm e comprimento total de 750 mm com volume total de 3,5 L, dividido em trés
compartimentos: entrada da alimentacdo, leito, e saida de gases e efluente.

Adotou-se leito estruturado e ordenado com cilindros de polietileno de alta densidade
com aproximadamente 30 mm de comprimento e 20 mm de didametro. A escolha desse tipo de
leito ocorreu em virtude da necessidade da aderéncia da biomassa ao suporte durante a operacéo
do reator, para que ndo houvesse perda do indculo, mas também a facilidade que este permitia

em remover a biomassa apos finalizacdo da operacédo do reator.

Os cilindros de polietileno foram dispostos de maneira alternada dentro do reator a fim
de evitar caminhos preferenciais ou curto circuitos. Estes foram fixados por meio de hastes
passadas por dentro do meio do suporte e presas as telas de aco inoxidavel colocadas entre 0s
compartimentos do reator. Uma vez que a colocagéo do leito ordenado ocupou certo volume,
ocorreu uma reducdo do volume atil total do reator. Assim, apds colocacdo do leito e

pressurizacdo do reator, este apresentou volume Util total de aproximadamente 3 L.

A saida de gases do reator foi vedada a fim de evitar as trocas gasosas por meio da

insercdo de um selo hidrico. Um esquema ilustrativo do sistema é apresentado na Figura 6.
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Saida de gas para o selo hidrico

Afluente

Figura 6 — Esquema do reator anaerébico
Fonte: Adaptado de Ferraz Junior, 2013.

4.1.2. Meio de alimentagédo

O meio de alimentacdo para inoculacdo e alimentacdo do reator anaerdbio era
constituido por uma solucdo sintética a base de sacarose produzida com agua de abastecimento.
A preparacio deste meio era feita com adicio de sacarose com concentragio de 2 g.L™.
Entretanto, a fim de complementar a quantidade em massa de nitrogénio de modo a se obter
uma relacdo carbono/nitrogénio (C/N) de 140 (ROJAS, 2014), adicionava-se ureia com
concentracdo de 12,9 mg.L?. A variacdo do pH do meio efluente em relagdo ao afluente foi
controlada com a adicdo de bicarbonato de sodio na concentragdo de 500 mg.L? (Fernandes,
2008) ao meio. Por fim, verificou-se a necessidade da adi¢do de uma solugédo de nutrientes para
geracdo e crescimento da biomassa. Assim, adicionou-se micronutrientes para cada 1
g DQO.L* da solug&o. A solucéo de micronutrientes foi feita por meio de metodologia adaptada
de Del Nery (1987) conforme Tabela 2.

Portanto, o meio sintético produzido para inoculacdo do reator e geracdo de biomassa
era constituido por agua de abastecimento, sacarose a uma concentragéo de 2 g.L?, ureia a
concentragéo de 12,9 mg.L, bicarbonato de sddio com concentragdo de 500 mg.L™ e solucéo
de micronutrientes (Del Nery, 1987).
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Tabela 2 — Concentracdo dos micronutrientes adicionados ao meio sintético de sacarose

Solucéo Componente Concentracgéo (mg.L™?)
Sulfato de niquel NiSO4.H20 0,81
Sulfato ferroso FeS04.7H20 4,09
A Cloreto férrico FeCls.6H20 0,41
Cloreto de cobalto CoCl2.2H20 0,06
Cloreto de célcio CaCl2.2H20 3,37
C Dioxido de selénio SeO; 0,06
Fosfato de ,pqtéssio KH,PO4 8.76

monobasico

D Fosfato de potéssio dibasico K2HPO4 2,12
Fosfato de sodio dibasico NaHPO4.2H,0 4,41

Fonte: Del Nery, 1987.
4.1.3. Inoculagdo do reator anaerobio de leito ordenado

Os microrganismos anaerobios para inoculacdo dos reatores (anaerobio de leito fixo e
batelada) foram gerados por meio do processo de fermentacao natural do meio de alimentacéo.
A fermentacdo natural constituia-se em deixar 0 meio em repouso, exposto para a atmosfera
por trés dias dentro da camara de reatores com temperatura controlada a 30°C (Figura 7).
Segundo Leite et al (2008) este procedimento de geracdo de biomassa por fermentacao natural
ou auto fermentacdo é favorecido pelos micro-organismos presentes na propria agua de

abastecimento e na atmosfera.



37

Figura 7 — Meio de alimentacéo sendo inoculado por meio do processo de fermentacdo natural dentro da cdmara
de reatores.

Fonte: Propria

Ap0ds este periodo, a solucéo era recirculada no reator anaerobio por sete dias conforme
metodologia descrita por Leite et al (2008).

4.1.4. Caracterizacao do licor de pentoses

As amostras de licor de pentoses proveniente de pré-tratamento hidrotérmico utilizadas
na primeira e segunda fase da pesquisa foram fornecidas pelo Laborat6rio Nacional de Ciéncia
e Tecnologia do Bioetanol (CTBE). A composi¢ao média do licores de pentoses produzidos na
Planta Piloto para Desenvolvimento de Processos (PPDP) do CTBE foi determinada segundo

metodologia desenvolvida por Sluiter et al (2008) e encontra-se apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢do média do licor de pentoses proveniente de tratamento hidrotérmico produzido na PPDP
— CTBE/CNPEM

Arabinose Glicose Xilose Celobiose Acido  Acido HMF Furfura

Fracédo formico acético

oen ey @y @y gy Cgn @D e
! 0,70 0,06 3,01 0,00 0,22 1,89 0,06 0,43
2 1,04 3,89 15,59 0,00 0,77 3,21 0,04 1,05

1 Mondmeros 2 Mon6meros+Oligossacarideos
Fonte: CTBE.
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Devido as limitagGes de produgdo, transporte e armazenamento de licor, ndo foi possivel
utilizar licor de pentoses proveniente da mesma safra na primeira e na segunda parte da
pesquisa. Assim, por se tratar de um efluente real, verificou-se que a concentracdo de algumas
substancias variou em relacdo ao licor utilizado na primeira fase. Além disso, foi possivel
observar durante 0 manejo do licor de pentoses que ocorria variagdo em suas caracteristicas
entre os galGes em que estavam armazenados ou ainda no préprio galdo, ou seja, verificava-se
que os volumes retirados no inicio do galdo tendiam a apresentar uma concentracao de acidos
e carboidratos inferior aos volumes retirados no final dos gal6es uma vez que muitos compostos
sedimentavam e se prendiam a base do vasilhame. Ainda que se buscasse efetuar a
homogeneizacdo do licor nos galfes para sua retirada, era possivel notar que uma grande parte
de so6lidos permanecia aderida as paredes ou no seu fundo provocando assim uma variacao nas
caracteristicas do licor. No entanto, entende-se que estas variagdes nas caracteristicas do licor
entre os galdes ou entre as safras sejam uma limitacdo intrinseca aos trabalhos desenvolvidos

utilizando efluentes reais.
4.1.5. Operacdo do reator anaerobio — alimentacdo e acompanhamento

Apbs os sete dias de recirculacdo do meio de alimentacdo, iniciava-se a operagdo

propriamente dita do reator anaerdbio dentro da camara com temperatura controlada a 30°C.

O reator era alimentado por 7 dias com o meio sintético de sacarose e nutrientes com
vazdo de 750 mL.h! resultando em um tempo de detencéo hidraulica (TDH) de 4 horas. Apds
estes 7 dias, era adicionado ao meio de alimentagéo o licor de pentoses a uma concentracao de
10% em volume, a fim de promover a adaptacdo dos microrganismos ao composto sob estudo.
Entretanto, uma vez que o pH natural do licor de pentoses é muito baixo, em torno de 3,8,
efetuava-se a correcdo do seu pH até 7,0 adicionando-se hidroxido de s6dio (NaOH) 50%
(massa/volume). O reator entdo era alimentado por mais 15 dias com a solucdo formada por
90% em volume de solucdo sintética composta de sacarose, ureia, bicarbonato de sodio e

solucdo de micronutrientes, e 10% em volume por licor de pentoses (Figura 8).
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Figura 8 — Reator anaerobio alimentado com solucdo de sacarose a 10% de licor de pentoses.

Fonte: Propria

4.1.6. Acompanhamento de desempenho dos micro-organismos

Ao fim de 20 dias de operacédo do reator efetuava-se uma analise da composic¢éo gasosa
do biogés presente no headspace do reator para verificagdo da producdo de hidrogénio. A
composigdo dos gases gerados no reator era verificada analisando-se 500 pL de amostra do
headspace do reator em cromatégrafo GC-2010 (Shimadzu Scientific Instruments ®) com
coluna capilar Carboxen 1010 PLOT ® (30 m x 0,53 mm x 0,30 um) equipado com detector de
condutividade (TCD) utilizando argdnio como gas de arraste. As temperaturas apresentadas
pelo injetor e detector eram de 220°C e 230°C, respectivamente. A rampa de aquecimento da
coluna foi de 130°C a 135°C ficando 5,5 minutos em 135°C a 45°C/min.

Além da analise cromatografica, foi feita uma andlise liquida segundo método fenol-
sulfarico (DUBOIS et al, 1956) para verificacdo do consumo de carboidratos por meio da
concentracdo de carboidratos totais no inicio e fim do processo. Esta analise tinha como
objetivo avaliar a degradacdo do licor de pentoses pelos micro-organismos, sendo considerada
satisfatoria quando a degradacédo desse fosse igual ou superior a 60% dos carboidratos presentes
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no meio de alimentacdo. No entanto, € importante salientar que as amostragens para analise de
carboidratos eram feitas ap6s um intervalo de 4 a 6 horas da troca da alimentacdo, a fim de se

garantir que as comparag6es eram feitas em relacdo ao mesmo meio de alimentacéo.
4.1.7. Desmontagem do reator

Apls o tempo de operacdo estabelecido, efetuou-se a parada da alimentacdo e
desmontagem do reator com retirada da biomassa. A biomassa foi drenada de dentro do reator
e o suporte levemente lavado com &gua destilada a fim de se retirar a biomassa aderida. Toda a
biomassa removida foi colocada em frasco de vidro do tipo Duran® de 5 L onde repousou por
cerca de 24 h em camara com temperatura de 30°C. Apds este periodo, retirou-se parte do
volume liquido sobrenadante e efetuou-se analise de solidos conforme metodologia
desenvolvida por (APHA, 2005).

4.2. Primeira etapa — Reatores em batelada

4.2.1. Montagem dos reatores em batelada

A primeira etapa do projeto foi desenvolvida utilizando-se reatores em batelada
montados em frascos de vidro do tipo Duran® com capacidade nominal de 500 mL. Os reatores
foram preparados com base na capacidade nominal dos frascos, sendo que 40% do volume
nominal foi ocupado pelo substrato, 10% pela biomassa e 50% deixados como headspace.

A montagem dos reatores ocorreu com a preparacdo de 700 mL de solugéo de licor de
pentoses em diferentes concentracdes 10%, 20%, 30%, 40% e 50%. a serem mantidos em
camara com temperatura controlada a 37°C, conforme dados da literatura (3.3.2 Influéncia da
temperatura na producdo bioldgica de hidrogénio). Desse volume foram retirados 25 mL para
futuras analises. Ao meio de alimentacdo restante, ou seja, 675 mL, adicionou-se 75 mL de
indculo com concentracdo de sélidos volateis (SV) controlada (APHA, 2005). As solugdes
formadas pelo meio de alimentacdo juntamente com o indculo tiveram seu pH corrigido por
meio da adi¢do de solucdo de hidroxido de soédio (NaOH) com relacdo massa/volume de 50%
para os valores sob estudo (4,5; 5,5 e 6,5). Ao final, dividiu-se os 750 mL de solucdo em trés
fracos Duran ®, ficando cada um com 250 mL de solucdo dos quais 225 mL correspondia ao
meio reacional e os demais 25 mL ao inoculo. O volume excedente representava o headspace.
A Tabela 4 apresenta um resumo desse procedimento de montagem da triplicata dos reatores

em batelada.
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Tabela 4 — Resumo da montagem dos reatores em batelada

Concentracdo de  Volume final  Volume final de pH inicial
licor de pentoses no de substrato biomassa
substrato adicionado adicionada 45 55 6.5
10% 4,5; 10 55,10 6,5;10
20% 4,5; 20 55;20 6,5;20
30% 225mL 25mL 4,5; 30 55;30 6,5;30
40% 4,5; 40 55;40 6,5;40
50% 4,5; 50 55;50 6,5;50

Com os frascos corretamente identificados, fluxionou-se gas nitrogénio puro (N2) por
aproximadamente 10 minutos em cada um dos frascos para expulsar o gas oxigénio (Oz)
dissolvido no meio liquido e garantir assim ambiente anaerobio. Por fim, fechou-se os frascos
com septo de borracha a fim de garantir completa vedacédo do reator, e guardou-0s em camara

aquecida com temperatura controlada (Figura 9 e Figura 10).

Figura 9 — Sistema em batelada armazenado em cdmara aquecida

Fonte: Propria
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Figura 10 — Sistema em batelada disposto em camara aquecida para armazenamento

Fonte: Propria

4.2.2. Coletas e analise da fase gasosa

A andlise cromatografica para quantificacdo do biogas, em especial o hidrogénio (H.),
foi realizada por meio da retirada de 700 pL de amostra do headspace dos reatores em batelada
para analise no cromatografo GC-2010 (Shimadzu Scientific Instruments®). Previamente a cada
analise cromatogréafica, verificou-se a pressdo interna dos reatores em batelada. Além de
sinalizar indiretamente a produgdo de biogés nos reatores, a verificagdo da pressdo também
permitia 0 monitoramento da pressao interna dos frascos para seguranga do experimento, uma
vez que frascos com pressdes internas muito altas podem estourar. Assim, nos casos em que a
pressdo interna se encontrava muito elevada foi feita a analise da composic¢do de biogés no
headspace do reator, a despressurizacdo dos frascos e o retorno desses a camara aquecida.
Quando nédo havia necessidade em aliviar a pressao interna dos reatores, 0s reatores eram

simplesmente guardados novamente na camara apds a coleta da amostra gasosa.

Incialmente as coletas foram feitas a cada 3 horas nos dois primeiros dias de operacao
das bateladas, entretanto ao longo do experimento este periodo foi ajustado devido as diferentes
cinéticas apresentadas por cada condi¢do. Apos este periodo inicial, os tempos de coleta se

tornaram mais espacados. Em média, as bateladas apresentaram uma durac¢do de 180 horas,
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sendo que o periodo de coletas se estendeu até que se obtivesse certa estabilidade entre as
amostragens, ou seja, os valores referentes ao volume de biogéas presente no headspace se
mantivessem constantes, ou comecassem a declinar sucessivamente sinalizando o fim do

experimento.

4.2.3. Finalizacdo das bateladas

Ap0s finalizacdo do periodo pré-estipulado como limite para o experimento, encerrou-
se as bateladas abrindo os reatores e aferindo o pH final (APHA, 2005) assim como retirando
amostras do meio e congelando-as para analise de carboidratos totais.

4.2.4. Anélise de carboidratos

As amostras do meio referentes ao fim da operacdo dos reatores em batelada foram
descongeladas, diluidas e filtradas em filtros de porosidade de 0,2 um. As amostras foram entéo
submetidas a analise liquida segundo método fenol-sulfarico desenvolvido por Dubois et al
(1956).

4.3. Primeira etapa — Analise dos resultados obtidos

4.3.1. Estudos cinéticos da producéo de biogas

A medicdo da pressdo interna dos reatores por meio de um mandmetro digital permitiu
o0 célculo do nimero de mols totais presentes no headspace do reator através da lei geral dos
gases perfeitos. Calculou-se a fracdo molar de hidrogénio e por meio da Equacao 2 determinou-
se 0 volume de hidrogénio produzido, expresso nas CNTP:

Vente = (P 'VTOlH .%). XH2 (2)

Na Equacdo 2, Vcnte € 0 volume total de gas hidrogénio produzido nas
condicBGes da CNTP (L); P é a pressdo absoluta do headspace (mBar); Voln é 0 volume do
headspace do reator (L); T é a temperatura em que o sistema foi operado (K); Tente € a
temperatura na CNTP (K); Pcne € a pressdo na CNTP (mBar) e x+2 € a fracdo molar de
hidrogénio.

Os valores de hidrogénio gerado foram convertidos para volume de H2 na CNTP para

comparagao com outros trabalhos apresentados na literatura.
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Por meio do Microsoft Excel® efetuou-se analise estatistica a fim de se identificar os
outliers e construiu-se as curvas de volume de hidrogénio produzido pelo tempo de operacao
do reator a fim de se determinar as fases lag e de crescimento exponencial, uma vez que o licor
de pentoses possui em sua composic¢édo diferentes substancias que podem ou nao necessitar de

uma maior adaptacdo da populacdo de microrganismos para sua degradacéo.

As curvas foram ajustadas de acordo com o modelo de Gompertz modificado, adaptado

para a analise da producdo de hidrogénio conforme Equacéo 3:

{—exp [Rrgle(’l_t)“]}

P(t) =P exp 3

Na qual P(t) corresponde a producdo cumulativa de hidrogénio (mL); A € o tempo de
fase lag (h); P: é o potencial de producdo de hidrogénio (mL); Rm é a velocidade de producéo
de hidrogénio (mL ht); t é o tempo de incubagéo (h) e e é o nimero de Euler definido como
sendo 2,71828.

A velocidade especifica da producdo de hidrogénio, chamada por Peixoto (2011) de Rs
(mL Hz h't gt SSV) foi determinada por meio da divisdo de Rm pelo valor de sdlidos suspensos

volateis (SSV) adicionados ao reator.

O ajuste das curvas e obtencdo dos parametros cinéticos de producdo de hidrogénio
foram elaborados por meio do software de analise de dados cientificos OriginLab Pro® por meio
do algoritmo de interacdes de Levenberg-Marquadt (ZWITERING et al, 1990). Uma vez que a
fase de declinio ndo é contemplada no modelo de Gompertz modificado, os valores de
hidrogénio correspondentes a fase de declinio ndo foram utilizados no ajuste das curvas.

4.3.2. Andlise da variacao de pH

Os dados referentes a variacdo de pH de cada reator em batelada foram dispostos em
tabelas do Microsoft Excel® para melhor visualizagdo dos dados. Os valores de pH inicial e
final foram comparados por meio de tabelas pelas quais pode-se verificar a variagéo dos valores

de p.
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4.3.3. Analise da conversao de carboidratos

Os dados relativos a quantidade de carboidrato inicial e final em cada reator foram
dispostos em tabelas do Microsoft Excel® e passaram por analise estatistica para determinagéo
do outliers, as quantidades de carboidrato consumido foram determinadas e entdo

transformadas em porcentagens para melhor compreenséo da eficiéncia de conversao.

4.3.4. ldentificacdo da melhor condic¢éo para producéo de hidrogénio

A partir das andlises feitas, definiu-se a melhor condicédo para a producéo de hidrogénio

por meio da avaliacdo das condicdes segundo 0s seguintes critérios:

1. Maior producéo de hidrogénio em mols ou volume: Dado que o principal objetivo desta
pesquisa € o estudo cinético da producdo de hidrogénio, definiu-se como principal
critério para definicdo da melhor condicdo aquela capaz de produzir maior volume
liquido de hidrogénio possivel.

2. Reducdo da carga organica do licor de pentoses: Além da producdo de hidrogénio,
deseja-se reduzir os passivos ambientais, assim, busca-se condi¢fes em que ocorra
também conversao dos compostos presentes sejam eles carboidratos ou acidos de modo
gue os riscos ambientais sejam reduzidos.

3. Estabilidade na producéo de hidrogénio.

4.4. Segunda etapa — Reatores em batelada

4.4.1. Montagem dos reatores em batelada

A segunda etapa foi elaborada a partir da reproducdo da condicdo, em termos de pH e
concentracdo em volume de licor de pentoses que apresentou melhor desempenho, e da
condicéo de pior desempenho dentro do mesmo pH, para efeito de comparacéo, identificadas
na primeira etapa do projeto. Deste modo, apo6s analise dos resultados da primeira fase foram
identificadas a melhor e a pior condicdo a fim de reproduzi-las. Uma vez que nessa fase seriam
retiradas amostragens liquidas ao longo do experimento, fez-se necessario a utilizacdo de

reatores com maior capacidade volumétrica a fim de se evitar que a retirada de amostragem
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liquida total superasse 10% do volume liquido do reator. Assim, foram utilizados frascos de

vidro do tipo Duran® com capacidade nominal de 2 L.

Preparou-se 6 L de licor de pentoses, sendo 3 L da concentragcdo em volume da melhor
condicdo observada na primeira fase e 0s demais 3 L em concentragdo relativa a pior condicao
dentro do mesmo pH. Adicionou-se aos frascos Duran® 900 mL de soluc&o de licor de pentoses
e 100 mL de biomassa e corrigiu-se o pH do conjunto para o pH de melhor desempenho
conforme obtido na primeira fase da pesquisa. ldentificou-se os frascos corretamente e
fluxionou-se gas nitrogénio puro (N2) por aproximadamente 15 minutos em cada um dos frascos
(Figura 11).

Figura 11 — Reatores em batelada recebendo gés nitrogénio (N2)

Fonte: Propria

A Tabela 5 apresenta um resumo do procedimento de montagem da triplicata dos

reatores em batelada da segunda etapa.
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Tabela 5 — Resumo da montagem dos reatores em batelada da segunda etapa

Concentracéo de VO'UT“e final Volume final de L
: de licor de . pH inicial
licor de pentoses no biomassa
pentoses .. 55
substrato gy adicionada
adicionado
10% i1
0% 225 mL smL 2210
50% 5,5; 50

Por fim, os frascos foram fechados com tampa de butila para garantir a vedacdo do
reator. Os frascos foram guardados em cadmara aquecida com temperatura controlada a 37°C.

4.4.2. Coleta e analise da fase gasosa

A coleta de gases foi feita de maneira semelhante a da primeira fase com retiradas de
700 pL de amostra de gas do headspace dos reatores em batelada para analise no cromatdgrafo
GC-2010 (Shimadzu Scientific Instruments ®). Analogamente a primeira fase, foi também
efetuada a leitura da pressdo interna dos frascos a fim de se realizar a verificagdo indireta da
producdo e consumo de gases assim como garantir a seguranca do experimento. Entretanto,
nesta etapa, diferentemente da primeira fase, foi efetuada a leitura da pressao interna também

apos a retirada da amostragem gasosa.

Uma vez que ja se possuia informacdes sobre a cinética nessas condicdes, foi possivel
efetuar as amostragens gasosas a cada 6 horas, e ndo mais a cada 3 horas como na primeira fase
do experimento. Assim, como na primeira fase, o periodo de coletas se estendeu até que se
obtivesse certa estabilidade entre as amostragens, ou seja, 0s valores referentes ao volume de
biogas presente no headspace se mantivessem constantes, ou comecassem a declinar

sinalizando o fim do experimento.

4.4.3. Coleta da fase liquida

As amostragens das fases liquidas foram feitas de modo a acompanhar o
desenvolvimento da curva de gas, mas sem prejudicar o sistema. Assim, buscou-se ndo exceder
a retirada de liquidos em 10% do volume liquido total. A coleta da fase liquida era feita apds
retirada das amostras gasosas em ambiente estéril. O volume retirado era colocado em frascos

de antibidtico devidamente identificados, e as amostras congeladas para analises posteriores.
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4.4.4. Finalizacdo das bateladas

Assim como na primeira fase, apos finalizacdo do experimento, encerrou-se as bateladas
abrindo os reatores e aferindo o pH final (APHA, 2005). Foram também retiradas amostras

liquidas para anélise de DQO e cromatografia liquida as quais foram congeladas.
4.4.5. Andlise de carboidratos totais

As amostras de licor de pentoses utilizado na montagem dos reatores e parte das
amostragens liquidas do final da operacdo das bateladas foram descongeladas, diluidas e
filtradas em filtros com porosidade de 0,2um. Submeteu-se, entdo, estas amostras a analise
liquida segundo método fenol-sulfirico desenvolvido por Dubois et al (1956) para determinagéo
dos carboidratos totais antes e ap0s operacdo das bateladas.

4.4.6. Andlise das amostragens liquidas

4.4.6.1. Analise de DQO

As amostras de licor de pentoses utilizado na montagem dos reatores e parte das
amostragens liquidas retirada das bateladas durante a operacdo do reator foram descongeladas.
Submeteu-se, entdo, estas amostras a andlise liquida segundo método fenol-sulfarico
desenvolvido por Dubois et al (1956) para determinacdo dos carboidratos totais antes e apos

operacdo das bateladas.
4.4.6.2. Analise de acidos

As analises das amostras liquidas foram feitas por meio de cromatografia liquida
(HPLC) no Sistema Shimadzu® para cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de
UV/DAD e indice de refracdo. Utilizou-se coluna Aminex HPX-87H, de 300mm x 7,8 mm. O
efluente empregado no método era acido sulfdrico 0,005 molar com fluxo de 0,5 mL/min e
temperatura de forno de 43°C. Injetou-se volumes de 100 pL.

As amostras foram descongeladas e sofreram um pré-tratamento para evitar a obstrucao
da coluna do HPLC segundo metodologia descrita por Sydney (2013). O pré-tratamento
constituiu-se da retirada de 2 mL de amostra ao qual foram adicionados 0,25 mL de solucéo de

hidréxido de béario 0,3 molar e 0,25 mL de solugéo de sulfato de zinco 5%. A solugédo formada
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foi centrifugada por cerca de 10 minutos em rotacdo de 4000 rpm, sendo possivel perceber de
maneira nitida a diferenca das amostras antes e depois do pré-tratamento (Figura 12).

Figura 12 — Amostragens liquidas antes e depois do pré-tratamento para evitar a obstrucéo da coluna do HPLC.

Fonte: Propria

Apos o pré-tratamento, a fase liquida foi removida e filtrada em filtros de 0,2
pum. A amostra foi diluida na proporcao de 1:2 e foi adicionado 0,4 pL de acido sulfurico 2
molares. As amostras foram entdo analisadas para a determina¢do da composicéo de &cidos.

4.5. Segunda etapa — Anélise dos resultados

4.5.1. Estudos cinéticos da producdo de biogas

Os estudos cinéticos da segunda etapa foram executados assim como os célculos
descritos no item 4.3.1.

4.5.2. Anélise de pH

Os dados referentes a variacdo de pH dos reatores foram organizados em tabelas do

Microsoft Excel®, efetuaram-se calculos para determinacdo da varia¢do do pH.

Os resultados obtidos foram comparados com aqueles encontrados para a mesma
condig&o na primeira etapa.
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4.5.3. Analise da conversao de carboidratos

Os dados relativos a quantidade de carboidrato inicial e final em cada reator foram
organizados por meio do programa Microsoft Excel® e analisados estatisticamente a fim de
eliminar os outliers das triplicatas. Os dados foram usados para avaliagdo da quantidade de

carboidrato consumido.

4.5.4. Andlise das amostragens liquidas

45.4.1. Acidos

Os dados referentes as concentracdes de acidos foram dispostos em tabelas por meio do
Microsoft Excel® onde os dados foram analisados e os outliers removidos por meio de analises
estatisticas, os valores foram corrigidos de acordo com o0s respectivos fatores de diluicdo e

gréficos relativos a variacdo de acidos ao longo do experimento foram montados e avaliados.
4542. DQO

Os valores de DQO lidos através espectrofotdmetro foram corrigidos a partir do fator
de diluicdo e organizados em tabelas do Microsoft Excel®. Estas foram utilizadas para geracédo

de graficos do tipo colunas para melhor anélise das variacdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados nesta monografia se referem as duas etapas propostas no
projeto a fim de se obter a identificacdo da melhor condicdo para producao de hidrogénio a
partir de efluente real produzido no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco da cana-de-agucar
assim como realizar os estudos cinéticos. Esta se¢do contém os resultados obtidos ao longo do
projeto assim como discussdes relativas a comparacdo destes com a literatura disponivel e

estudada.

5.1. Primeira etapa (E1)

5.1.1. Estudos cinéticos da producéo de hidrogénio

Os estudos cinéticos da producgdo de hidrogénio foram feitos por meio do ajuste das
curvas de producédo de hidrogénio ao modelo de Gompertz modificado (ZWIETERING et al,
1990). Os parametros cinéticos foram obtidos considerando-se que o comportamento da curva
de producéo de biogas é semelhante ao apresentado pelo crescimento microbiano (PEIXOTO,
2011).

51.11. PpHB65

A Figura 13 apresenta o perfil de producdo de hidrogénio encontrado para a condi¢do
de pH 6,5, a temperatura de 37°C.
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Figura 13 — Volume de biogas produzido na CNTP para pH inicial de 6,5 e temperatura de 37°C para diferentes

concentragdes de licor de pentoses no substrato — Primeira Etapa

A anélise da Figura 13 permite verificar que a producao de hidrogénio para as condicoes
de concentracdo de licor de pentoses de 10%, 20% e 30% ndo ocorreram de forma continua, de
modo que houve algumas oscilagdes nos valores encontrados ao longo do tempo. As analises
das primeiras horas de operacdo dos reatores demonstraram que 0s reatores com concentracao
em volume de 10% foram, ainda que sutilmente, um dos primeiros a apresentar producédo de
hidrogénio. Entretanto, a condi¢do ndo foi mantida, sendo a producéo de 10% superada pelo
volume de hidrogénio produzido nos frascos de 20% apds cerca de 20 horas de operacdo. A
condicdo de 20% foi a que apresentou melhor desempenho, com a maior producdo em volume
e a maior estabilidade na produc¢do, uma vez que o volume de hidrogénio produzido s6 passou
a apresentar queda apds 150 horas. A producdo de hidrogénio nos reatores de 10% e 30%
sofreram algumas quedas ao longo do tempo avaliado, ainda que com recuperacdes, o volume
produzido por estas condi¢cdes se mostrou inferior ao encontrado nos frascos de 20%. Os
reatores com concentracao liquida de substrato de 40% apresentaram producdo de hidrogénio
extremamente baixa, ja nos frascos de 50% ndo se verificou nenhuma presenca de hidrogénio

durante todo o processo, assim, considerou-se nula a producdo nesta condicao.

Para melhor analise das produgdes obtidas foram feitos ajustes para as curvas de volume

de hidrogénio produzido nas condigdes da CNTP para as concentragdes de licor de pentoses em
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volume de 10%, 20%, 30% e 40% conforme modelo modificado de Gompertz. Os ajustes

encontram-se apresentados na Figura 14, Figura 15,Figura 16 e Figura 17.
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Figura 14 — Modelo matematico ajustado a producédo de hidrogénio para pH inicial de 6,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 10%.
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Figura 15 — Modelo matematico ajustado a producédo de hidrogénio para pH inicial de 6,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 20%.
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Modelo matemaético ajustado a producdo de hidrogénio para pH inicial de 6,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 30%.
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Figura 17 — Modelo matematico ajustado a producédo de hidrogénio para pH inicial de 6,5 e substrato com

concentracgdo de licor de pentoses em volume de 40%
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Os parédmetros cinéticos da equacdo de Gompertz modificada identificados para as
curvas da Figura 14, Figura 15, Figura 16 e Figura 17 estdo apresentados na Tabela 6:

Tabela 6 — Pardmetros cinéticos obtidos para a producdo de hidrogénio em reatores em batelada para a condigdo

operacional de pH 6,5 e temperatura de 37°C utilizando diferentes concentracfes de Licor de Pentoses como

substrato.
Concentracdo de licor de
pentoses em volume no A RS P R2
R | -1
substrato (%) (h) (mLH2.L*h".g=SSV)  (mLH2.L™)
10 11,75 27,79 153,41 0,99
20 13,04 4,30 553,36 0,98
30 7,41 0,26 99,37 0,97
40 0,49 0,17 5,77 0,94

Inicialmente, verifica-se que os ajustes feitos foram satisfatérios uma vez que o valor
do coeficiente de determinacdo (R2) esta proximo de 1. Como identificado pela analise da
Figura 13, entre aquelas com a producdo de hidrogénio mais consideravel, a condicdo de
concentracdo de licor de pentoses de 10% foi a que apresentou o menor periodo de fase lag (A)
de 11,75 horas, enquanto que a maior fase de adaptacdo foi apresentada pelos reatores com
concentracdo de 30% com aproximadamente 47 horas de adaptacdo. A condi¢do de 20% teve
uma fase lag proxima de 13 horas. Este resultado era esperado uma vez que em concentracdes
mais altas de licor também se aumenta as concentrages de compostos de dificil degradagéo os
quais podem interferir no metabolismo da biomassa, necessitando assim de um maior tempo
para adaptacdo a nova condicdo. Entretanto, é possivel verificar que mesmo para concentracoes
de substrato em que a biomassa ja estava adaptada (10%) houve fase lag. Este resultado era
esperado uma vez que para a montagem dos reatores a biomassa foi submetida a condi¢6es
diversas como exposicdo a oxigénio, além de supressdo de alimentacdo a base de sacarose,

solucdo de micronutrientes e amonia.

O maior potencial de producdo de hidrogénio (P) foi apresentado pela condi¢do de 20%
com aproximadamente 550 mL Ha.L™ reator de hidrogénio para as condicdes da CNTP. Ja as
condicGes de 10% e 20% apresentaram um potencial de producdo de hidrogénio de 153,41 mL

Ha.L ™t reator e 99,37 mL Ha.L 'reator, respectivamente. Interessantemente, a maior velocidade
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de producdo (Rs) foi apresentada pela condigdo de 10% e néo pela condicdo com maior
producgéo observada.

51.1.2. pH5,5

A Figura 18 apresenta o perfil de producdo de hidrogénio observado nos reatores em
batelada com pH inicial de 5,5.
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Figura 18 — Volume de biogés produzido na CNTP para pH inicial de 5,5 e temperatura de 37°C para diferentes
concentragdes de licor de pentoses no substrato — E1

Na Figura 18 observa-se que para a condi¢do de pH inicial de 5,5 houve producéo de
hidrogénio para as mesmas condic¢des de concentracao de licor de pentoses em volume que as
de pH inicial 4,5. As concentracdes de licor de pentoses de 10% e 20% foram as primeiras a
apresentar producao de hidrogénio, antes de aproximadamente 25 horas de operacdo. Algumas
horas depois, a condicdo de concentracao de 30% apresentou também valores de hidrogénio em
sua composicdo gasosa. A condicdo de 40% foi a Ultima a apresentar producao de hidrogénio.
Ja nos frascos de 50%, a producdo de hidrogénio foi extremamente infima, principalmente
guando se analisa visualmente o grafico apresentado na Figura 18, desse modo, considerou-se
a producado nula.

Nos momentos iniciais de operacdo dos reatores foi possivel notar que o volume

produzido pelos reatores com condig¢des de 10%, 20% e 30% se mantiveram praticamente
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iguais, até que a producdo no reator de 10% comecou a apresentar declinio apos cerca de 20
horas do inicio das bateladas. Entre 30 e 40 horas de experimento verificou-se 0o aumento
substancial da producdo de hidrogénio nos frascos de 30% em relacdo aos demais. Apos este
periodo € possivel observar que a curva de producéo apresentada pelos reatores de 20% e 30%
tem comportamento semelhante. Com 50 horas de experimento, ocorreu diminuicdo da
producdo observada nos frascos de 40%, a partir desse momento, as producdes observadas
nestes reatores tenderam a zero. Apos cerca de 160 horas de experimento as producdes de
hidrogénio dos frascos com concentracdo de licor em volume de 10%, 20% e 40% passaram a
ddecair. Os frascos com 30% de licor continuaram a ter sua produgdo em crescimento com
estabilizacdo préxima das 250h, enquanto que os frascos de 50% ndo sofreram alteracbes

significativas ao longo do processo.

Entretanto, comparando-se os perfis obtidos para pH 5,5 (Figura 18) com aqueles
apresentados para o pH de 4,5 (Figura 13), verifica-se que para a condi¢do de pH 5,5, dentro
do intervalo de tempo estudado, houve variacdo na producdo de biogas hidrogénio com
decréscimos da producdo e recuperacGes posteriormente. Assim, para melhor analise do
comportamento da producdo de hidrogénio nesta condi¢do de pH e definicdo dos parametros
cinéticos, foi feito o ajuste das curvas de produ¢do com o modelo modificado de Gompertz.

O ajuste foi feito para as concentracdes de licor de pentoses no substrato em volume de
10%, 20%, 30% e 40%. Para a condicdo de 50% néo foi possivel efetuar o ajuste de maneira
satisfatoria ja que a producao foi praticamente nula. A Figura 19, Figura 20, Figura 21 e Figura
22 ilustram o ajuste obtido, no entanto, é valido ressaltar que devido as varia¢cdes na producéo

0S ajustes em muitos casos ocorreram com mais de uma curva.
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Figura 19 — Modelo matemaético ajustado a producéo de hidrogénio para pH inicial de 5,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 10%.
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Figura 20 — Modelo matematico ajustado a producédo de hidrogénio para pH inicial de 5,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 20%.
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Figura 21 — Modelo matematico ajustado a produgdo de hidrogénio para pH inicial de 5,5 e substrato com
concentragdo de licor de pentoses em volume de 30%.
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Figura 22 — Modelo matematico ajustado a produgdo de hidrogénio para pH inicial de 5,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 40%.

Os parametros cinéticos dos ajustes efetuados na Figura 19, Figura 20, Figura 21 e
Figura 22 encontram-se dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Parametros cinéticos obtidos para a producédo de hidrogénio em reatores em batelada para a condicéo

operacional de pH 5,5 e temperatura de 37°C utilizando diferentes concentracfes de Licor de Pentoses como

substrato.
Concentracdo de licor
de pentoses em volume ES 1.1 P 1 R?
no substrato (%) (h) (mLH2.L*.h".g"SSV)  (mLH..L™)

10 - Curval 10,22 4,77 146,23 1,00
10 — Curva 2 Nd! 1,48 248,33 0,96
20—Curval 17,62 21,64 263,74 1,00
20 — Curva 2 Nd* 1,22 925,07 0,89
30—Curval 25,29 8,99 1.019,22 0,99
30—Curva 2 Nd* 2,93 1.008,50 0,99

40 43,16 0,90 233,92 0,99

1 Nd: Nao foi detectado

Assim como observado na Tabela 6, verifica-se que os ajustes das curvas foram eficazes
dado que o coeficiente de determinagdo apresentou valores proximos de 1 para a maioria dos
casos. A partir dos valores encontrados para o tempo de fase lag (A) do ajuste das primeiras
curvas é possivel verificar que um aumento na concentracdo em volume de licor de pentoses
no substrato também gerou um maior tempo de fase lag, ou seja, a biomassa necessitou de mais

tempo para se adaptar a ele.

Em termos de velocidade especifica de producéo (Rs), verificou-se que a condi¢cdo com
concentracdo volumétrica de 20% de licor de pentoses na primeira curva de ajuste foi a que
apresentou o maior valor, 21,64 mL Hz..L1.hl.g?! SSV, mesmo que a maior producio de
hidrogénio ndo tenha sido obtida para esta condi¢do. Quando a comparacdo de velocidade
especifica de producdo foi feita entre as segundas curvas de ajuste, foi possivel verificar que a
condicdo de 30% teve o maior valor, entretanto, este valor, 2,93 mL Hz.L1.ht.g?!SSV, se
mostrou proximo aqueles apresentados pelas curvas de 10% e 20% cujos valores foram 1,48 e
1,22 mL Ha.L1.ht.gt SSV, respectivamente.

A maior potencial producdo de hidrogénio (P) foi apresentada pelos reatores com
concentracdo volumétrica de 30% de licor de pentoses, tanto no ajuste realizado pela primeira
quanto pela segunda curva. A somatoria desses valores indica uma potencial producéo total de
2.027,72 mL Ha.L™! reator enquanto que a produgdo acumulada para a condigdo de 20% foi de
1.188,81 mL Ho.L%, a de 10% foi de 394,56 mL H,.L™ reator e a condigdo com 10% de licor
apresentou uma producéo de 233,92 mL Ha.L™,
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51.13. pH45

O perfil de producéo observado nos reatores em batelada operados a 37°C e pH 4,5 estdo
apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Volume de biogas produzido na CNTP para pH inicial de 4,5 e temperatura de 37°C para diferentes

concentragBes de licor de pentoses no substrato — E1

A partir da Figura 12 é possivel observar que a condi¢do de 10% em concentracao de
licor de pentoses foi a que mais se destacou em termos de producao de hidrogénio. Ainda que
seja possivel verificar uma pequena reducdo no volume de hidrogénio presente proximo de 45
horas de operacdo, observa-se que a producédo foi logo retomada e o volume total continuou a
aumentar até atingir seu pico préximo das 120 horas de operacdo. Apds este periodo a producéo
apresenta queda, entrando assim na fase de declinio. A partir das analises feitas ndo é possivel
concluir se as quedas observadas apds um certo periodo de tempo correspondem de fato a uma
fase de declinio da producéo de biogas, ou a uma fase de estabilizacdo do processo de geracédo

de biohidrogénio perturbado pelos procedimentos de amostragem de gas.

Embora imperceptivel na Figura 23, verificou-se também producdo de hidrogénio na
condicdo com concentracdo volumétrica de licor de 20%. Assim, 0s ajustes cinéticos para esta

producéo e para a producéo de 10% estdo apresentados na Figura 24 e Figura 25.
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Figura 24 — Modelo matemaético ajustado a producéo de hidrogénio para pH inicial de 4,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 10%.
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Figura 25 — Modelo matematico ajustado a producéo de hidrogénio para pH inicial de 4,5 e substrato com

concentragdo de licor de pentoses em volume de 20%.

Os parametros cinéticos dos ajustes efetuados na Figura 24 e Figura 25 estdo dispostos
na Tabela 8.
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Tabela 8 — Parametros cinéticos obtidos para a producédo de hidrogénio em reatores em batelada para a condicdo

operacional de pH 4,5 e temperatura de 37°C utilizando diferentes concentracfes de Licor de Pentoses como

substrato.
Concentracdo de licor
de pentoses em volume RS P R?
1l p1ln1 -1
no substrato (%) (h) (mLH2.L*.h".g"SSV)  (mLH..L™)
10 33,01 1,05 199,24 0,99
20 5,32 0,26 3,49 0,97

A Tabela 8 demonstra uma diferenca consideravel entre a fase lag (1) obtida para a curva
ajustada para a concentracao de 10% e 20%, resultado diferente do obtido nos outros casos em
gue a menor concentracdo de licor de pentoses em volume foi a que apresentou menor tempo

de adaptacdo da biomassa ao substrato em termos de producéo de biohidrogénio.

Em termos de velocidade especifica (Rs), a concentragdo de 10% apresentou maior
velocidade com 1,05 mL Hz.L1.h™.gt SSV enquanto a concentracéo de 20% foi 0,26 mL Ha.L
Lhilglssv.

A potencial producéo de hidrogénio foi de 199,24 mL H,.L reator para a concentragéo

de 10% e pouco menor que 3,5 mL Ha.L™? reator quando analisado os frascos de 20%.
5.1.2. Andlise da variacdo de pH

O pH possui influéncia direta na operacdo do reator sendo relevante o0 monitoramento
do pH inicial dado que influencia as reacBes quimicas e a taxa de crescimento de micro-
organismos assim como o pH final que influi diretamente na disposi¢éo do efluente, seu uso e
interacdo com o0 meio (SANTQOS, 2008).

A Tabela 9 apresenta os valores de pH final apresentado pelos reatores de pH inicial
6,5.
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Tabela 9 — Resultado das andlises de pH final para pH inicial de 6,5

Concentracéo de licor de pentoses

em volume no substrato (%) pH final ~ ApH
10 4,25 2,25
20 4,15 2,35
30 3,79 2,71
40 3,77 2,73
50 3,89 2,61

A anélise da Tabela 9 permite observar uma tendéncia de pH final préximo de 4,0. Além
disso, verificou-se que as maiores variagdes ocorreram nos reatores com concentragdes de 30%,
40% e 50%, ou seja, nos reatores com maior volume de licor. Em relacdo a producédo de
hidrogénio, obteve-se maior volume de hidrogénio nos frascos de 20%, os quais ndo foram

aqueles que apresentaram os extremos de valor de pH final.

Os dados referentes a variacdo do pH para a condicdo de pH inicial de 5,5 estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultado das andlises de pH final para pH inicial de 5,5

Concentracéo de licor de pentoses

em volume no substrato (%) pH final - ApH
10 4,11 1,39
20 3,93 1,57
30 3,84 1,66
40 3,78 1,72
50 3,92 1,58

Os dados presentes na Tabela 10 permitem observar que a maior varia¢do em relacdo ao
pH inicial ocorreu para uma concentracdo em volume de 40% de licor, enquanto que as menores
variacdes ocorreram nos frascos com 10%, assim como para pH inicial 6,5. Ademais, como na
condicdo de pH inicial de 6,5, verificou-se que para esta condi¢do o pH final também tendeu a
valores préximos de 4,0. Assim como para o pH inicial de 6,5, ndo se notou relacao entre a
producdo de hidrogénio e o valor de pH final uma vez que a maior e menor variagcdo ndo

ocorreram para a condicdo com maior producgéo de biohidrogénio.

Por fim, a Tabela 11 apresenta os dados relativos a variacdo de pH para a condicao de

pH inicial de 4,5 e temperatura de 37°C.
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Tabela 11 — Resultado das analises de pH final para pH inicial de 4,5

Concentracéo de licor de pentoses

em volume no substrato (%) pH final ~ ApH
10 3,62 0,88
20 3,51 0,99
30 3,63 0,87
40 3,97 0,53
50 4,12 0,38

A Tabela 11 permite verificar uma variagdo pequena de pH em relacdo ao pH inicial de
4,5, sendo a condigdo de 20% a que mais apresentou variagdo em relagcdo ao pH inicial.
Novamente verificou-se uma tendéncia do pH final a se estabilizar em valores proximos de 4,0
ao mesmo tempo em que ndo se observou relacdo entre a producdo de hidrogénio e o valor de

pH final.

A analise e comparacdo de todos os resultados permitiu observar que as maiores
variacGes ocorreram para os maiores valores de pH inicial uma vez que foi verificada uma
tendéncia do pH final em se estabilizar proximo de 4,0. Além disso, é interessante observar
ainda que mesmo com as variagdes nos tempos de operacao dos reatores, ao final do processo,
o pH final ainda se mantinha a valores proximos de 4 o que provavelmente se deve ao efeito
tampdo dos &cidos organicos produzidos. Por fim, pode-se verificar que ndo houve uma

correlagéo direta entre as condigdes com maior varia¢do de pH e maior producéo de hidrogénio.
5.1.3. Andlise da conversao de carboidratos

A Tabela 12 apresenta os dados referentes a conversao de carboidratos da primeira etapa
em reatores em batelada para pH inicial de 6,5.

Observou-se que para este pH inicial a maior conversdo de carboidratos ocorreu para
concentracdes de licor de pentoses de 10% e 20%, sendo estas também as condi¢cGes com maior
producdo de hidrogénio. A pior conversdo ocorreu para concentracdo de 50%. Entretanto, é
interessante observar que mesmo nos frascos em que ndo foram observadas producdo de
hidrogénio, obteve-se conversdo de carboidratos demonstrando que houve reacdes de
transformacéo ainda que nao aquelas cujo resultado era o biogas. Além disso, observou-se que

a maior conversao ocorreu nos frascos cuja producgédo de hidrogénio foi maior.
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Tabela 12 — Conversao de carboidratos para pH inicial de 6,5 e temperatura de 37°C, utilizando como substrato

licor de pentoses em diferentes concentragdes.

Concentracdo de Licor de Concentracdo de Concentracédo de

Pentoses em volume no carboidratos carboidratos Eficiéncia de
substrato (%) totais no licor totais no licor conversdo de
inicialmente final carboidratos (%)
(@.L™h (g.L™h

10 2,38 0,60 75%

20 4,76 0,86 82%

30 7,14 4,14 42%

40 9,52 7,43 22%

50 11,9 10,12 15%

A conversdo de carboidratos relativa ao pH inicial de 5,5 é apresentada na Tabela 13:

Tabela 13 — Converséo de carboidratos para pH inicial de 5,5 e temperatura de 37°C,
utilizando como substrato licor de pentoses em diferentes concentragdes.

Concentracdo de Licor de Concentracdo de Concentracdo de

Pentoses em volume no carboidratos carboidratos i n N
) . ) . Eficiéncia de conversao de
substrato (%) totais no licor totais no licor .
o : carboidratos (%)
inicialmente final
(g.L™h) (g.L™h)
10 2,37 0,19 92%
20 474 0,24 95%
30 7,11 2,42 66%
40 9,48 5,02 47%
50 11,85 7,23 39%

Observou-se que para o pH de 5,5 a conversdo de carboidratos ndo ocorreu de maneira
similar a producéo de hidrogénio, ou seja, os frascos que apresentaram o melhor resultado em
termos de conversdo de carboidratos ndo foram necessariamente os frascos que obtiveram maior
produgdo de hidrogénio. Em relacdo a concentragdo de licor de 50% verificou-se que a
conversao de carboidratos foi maior neste pH do que no pH de 6,5. De modo geral, as condic¢des
com pH inicial de 5,5 apresentaram conversfes maiores do que aquelas apresentadas para o pH
de 6,5.

Por fim, a Tabela 14 apresenta os valores referentes a converséao de carboidratos para
pH 4,5.
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Tabela 14 — Converséo de carboidratos para pH inicial de 4,5 e temperatura de 37°C,
utilizando como substrato licor de pentoses em diferentes concentragdes.

Concentracdo de Licor de Concentracdo de Concentracdo de

Pentoses em volume no carboidratos carboidratos . n N
. . ) . Eficiéncia de conversao de
substrato (%) totais no licor totais no licor .
o . carboidratos (%)
inicialmente final
(g.L™h) (g.L™h)
10 2,93 1,32 55%
20 5,86 3,57 39%
30 8,79 5,98 32%
40 11,72 9,26 21%
50 4,65 4,14 11%

A primeira diferenca que se nota na anélise de carboidratos dos frascos com pH inicial
de 4,5 em relacdo aos demais reatores € o valor da concentracéo de carboidratos presente neste
licor. Em relacdo ao licor puro, a concentracdo de carboidratos no licor de pentoses era de 23,8
g.L7% 23,79.L.1e 29,3 g.L ! para os pHs de 6,5, 5,5 e 4,5, respectivamente. Esta diferenca deve-
se ao fato de que para a batelada de 4,5, utilizou-se o licor remanescente do gal&o, corroborando
com as informagdes de que muitos compostos tendiam a sedimentar e ficar no fundo do galdo
ainda que se buscasse efetuar a homogeneizacdo do substrato antes da coleta. Para este pH a
maior porcentagem de conversdo foi apresentada nos frascos de 10% os quais também foram
os frascos em que se observou maior producdo de hidrogénio, assim como observado para a

condig&o de pH inicial 6,5.

Em resumo, verificou-se que de modo geral houve decréscimo da porcentagem de
conversdo de carboidratos a medida que se aumentava a concentracdo em volume do licor no
substrato. Este fato pode ser decorrente do aumento da concentracdo de compostos de dificil
degradacdo como o furfural e 0 HMF os quais podem inibir ou reduzir a atividade microbiana
(MUSSATO E ROBERTO, 2004), afetando assim a atividade metabolica da biomassa em

termos de consumo e conversao de carboidratos.

Além disso, é importante observar que a concentra¢do de carboidratos totais no licor
variou entre as condi¢des analisadas. Pois, como dito anteriormente, esta € uma limitacdo que
se possui ao se trabalhar com agua residuaria real cujas caracteristicas ndo podem ser fixadas.
Ademais, como mencionado, verificou-se que as caracteristicas do licor variavam entre 0s
galdes de armazenamento e muitas vezes dentro do préprio galdo, o que pode influenciar nos
resultados obtidos. Assim, o ideal é que se busque controlar o maximo de variaveis possiveis,

entretanto, sabe-se que nem sempre isso € possivel quando se utiliza substratos reais.



68

5.1.4. Consideracdes sobre a primeira etapa

A partir da Tabela 15 é possivel se ter uma melhor comparacédo dos resultados obtidos

para a etapa 1.

Tabela 15 - Resumo dos dados da primeira etapa

Producéo Concentracéo
maxima Velocidade de Eficiéncia de
pH  Concentracdo  obtida  especificamédia pH carboidratos conversdo de
inicial  de substrato (mL (mL Hz.L'thtg! final totais no licor carboidratos
Ho.Lt SSV) final (%)
reator) (g.L Y
10 158,73 27,79 4,25 0,60 75%
20 618,60 4,30 4,15 0,86 82%
6,5 30 82,23 0,26 3,79 4,14 42%
40 6,57 0,17 3,77 7,43 22%
50 0,00 Ndt 3,89 10,12 15%
10 247,91 3,12 4,11 0,19 92%
20 927,79 11,43 3,93 0,24 95%
55 30 980,48 5,96 3,84 2,42 66%
40 21,59 0,90 3,78 5,02 47%
50 1,43 Nd* 3,92 7,23 39%
10 198,41 1,05 3,62 1,32 55%
20 3,66 0,26 3,51 3,57 39%
4,5 30 1,12 Nd* 3,63 5,98 32%
40 0,00 Ndt 3,97 9,26 21%
50 0,00 Ndt 4,12 4,14 11%

Nd!: Nao detectado.

A condicdo de pH inicial de 6,5 apresentou producdo satisfatoria de biogas para as
concentracdes volumétricas de substrato de 20% enquanto que com pH inicial de 5,5 a melhor
condicéo de producéo foi aquela de 30% e de pH inicial 4,5 a melhor condigéo foi aquela com
concentracdo de 10%. Observou-se que para condi¢do de 10% de licor de pentoses a producéo
com pH inicial de 4,5 foi maior do que aquela apresentada nesta mesma concentracdo com pH
inicial 6,5. Entretanto, ainda assim, essas producdes ndo superaram a apresentada pelo pH
inicial de 5,5 que foi a condi¢do com o melhor resultado para todas as concentragdes. Neste pH

foi possivel detectar hidrogénio em todas as concentraces volumétricas de licor estudadas.

Comparando-se os valores de produgdo méaxima obtida a partir do licor de pentoses
como substrato com valores apresentados por Peixoto (2011) para diferentes substratos como

arroz, vinhacga e sacarose € possivel verificar que o licor de pentoses teve uma boa performance
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uma vez que os casos estudados por Peixoto ndo atingiram valores superiores a 9,5 mL Hp.L?
reator para a producdo de hidrogénio conforme pardmetros da equacdo modificada de
Gompertz. Em estudos em batelada com agua residuaria agroindustrial, verificou-se que a
producdo de hidrogénio a partir do licor de pentoses mostrou-se mais eficiente (melhor
producdo acumulada de 980 mL H..L™ reator) do que aquela apresentada na melhor condicio
desse estudo (600 mL Ha.L* reator) (DARIEOTI, VAVOURAKI, e KORNAROS, 2014).

Em termos de valores de pH final verificou-se que os valores tenderam a 4,0 sendo que
quanto maior a diferenga entre o pH inicial de 4,0 maior foi a variagdo de pH apresentada pelo
experimento. A tendéncia de todos os pH finais ficarem proximos de 4,0 indica que o licor de

pentoses tende a funcionar como uma solucdo tampao.

Em relacdo a variacdo do carboidrato, observou-se que em todas condi¢Ges houve
conversdo de carboidratos, mesmo naquelas em que a producéao de hidrogénio ndo foi passivel
de identificacdo via cromatografia gasosa. Estes resultados indicam que o substrato sofreu
transformacéo dentro do tempo de operacdo do reator, ainda que o resultado obtido nao tenha

sido a producao de hidrogénio.

A andlise conjunta do pH com as concentracGes em volume do licor de pentoses em
cada batelada e a producdo de hidrogénio méxima obtida apresenta um resultado interessante o
conforme representacdo na Figura 26. O grafico permite verificar que considerando a
concentragdo de carboidratos totais no licor préxima de 23,7 ou 23,8 g.L™, independentemente
do pH, a melhor producédo de hidrogénio podera ser adquirida com concentragdes em volume
de licor de pentoses entre 20% e 30%. Agora, avaliando-se também o pH, verifica-se que para
pH de 5,5 é possivel obter maiores producdes de hidrogénio do que quando se tem uma operacdo
sob pH 6,5 ou ainda pH 4,5.
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Figura 26 — Resumo dos resultados referentes a producdo méaxima de hidrogénio e as concentraces em

volume de licor de pentoses.

Ademais, ndo foi observada nenhuma relacdo direta entre a porcentagem de conversao
de carboidratos e a variacao sofrida pelo pH por meio das analises efetuadas nessa primeira fase
ja que valores de pH finais mais baixos ndo foram observadas nos mesmos frascos que as
maiores conversdes de carboidrato, mas sim, nas menores. Entretanto, verificou-se que as
condigdes de maior concentracdo de licor de pentoses em volume foram as condi¢Ges em que
se observou a menor conversdo de carboidratos assim como menor producdo de hidrogénio.
Analisando o conjunto dos resultados, notou-se que geralmente a porcentagem de conversdo
apresentava declinio a medida que a concentracdo de licor aumentava. Este resultado era
esperado uma vez que maiores concentragdes de substrato implicam em concentragfes mais
altas de compostos de dificil degradacdo os quais podem interferir nas reac6es de tal modo que

as atividades microbianas sdo inibidas.
Assim, de maneira geral, analisando os resultados obtidos é possivel concluir que:

e O pH possui grande influéncia sobre a producéo de hidrogénio como descrito
por Fernandes (2008) além de que o pH ideal para a produgéo de hidrogénio
varia conforme o substrato e o inéculo (KHANAL, CHEN e SUNG, 2004;

LIN e CHENG, 2006; LIN e HUNG, 2008; WANG e WAN, 2009).
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¢ Independentemente do pH inicial e suas variagdes ao longo do experimento,
o pH final tendia a valores proximos de 4,0, provavelmente devido ao efeito
tampdo dos acidos organicos produzidos. Assim, a fim de verificar esse
comportamento o perfil dos acidos sera incluido nas amostragens da segunda
etapa.

e Por meio das anélises feitas nessa primeira etapa, ndo foi possivel verificar
uma relagdo direta entre a producdo de hidrogénio e a variacdo de pH
apresentada nas bateladas;

e Por meio dos estudos de conversdo de carboidratos, verificou-se que
ocorreram reagfes com consumo do substrato ainda que o resultado ndo
tenha sido a producéo de hidrogénio;

e Observou-se que a condicdo com mais carboidrato disponiveis, ou seja,
maiores concentracdes de licor, ndo foi necessariamente a condi¢cdo em que
se obteve a maior producao de hidrogénio ou converséo de carboidratos dado
que as reacgdes ndo sdo apenas resultado da disponibilidade de substrato para

consumao.

Assim, a fim de selecionar a melhor condicdo conforme os critérios pré-estabelecidos
no item 4.3.4, definiu-se inicialmente as melhores condices em termos de concentracao
volumeétrica de licor de pentoses dentro de cada pH estudado nesta etapa também conforme
esses critérios e comparou-se os resultados obtidos.

Para melhor visualizacdo o grafico da Figura 27 apresenta os volumes de hidrogénio
que foram produzidos nas melhores condicGes dentro de cada pH estudado desta etapa.
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de concentracdo volumétrica de licor para

A Tabela 16 apresenta um resumo dos dados analisados assim como de alguns

parametros da curva ajustada ao modelo modificado de Gompertz para as condi¢des de

concentracdo em volume de licor de pentoses que apresentaram a melhor performance dentro

de cada pH estudado.

Tabela 16 - Resumo dos dados das condi¢des de concentracdo volumétrica de licor com melhor resultado dentro

de cada pH da primeira etapa

Producéo . «
- Velocidade Concentracéo A
x maxima e - . Eficiéncia de
pH  Concentracdo . especificamedia pH de carboidratos ~
g obtida Ard e & : . conversdo de
inicial  de substrato (mL H2.L"h*.g final totais no licor ;
(mL 155V) (g.LY) carboidratos (%)
Ha.L ) g
6,5 20 618,60 4,30 4,15 23,8 82%
55 30 980,48 5,96 3,84 23,7 66%
4,5 10 198,41 2,05 3,62 29,3 55%

Por fim, analisando estes resultados foi possivel

concluir que a maior producgéo de

hidrogénio foi obtida para pH de 5,5 com 30% de concentragdo de licor de pentoses em volume

no substrato em reatores em batelada uma vez que esta foi a condi¢do em que se obteve a maior

producéo de hidrogénio assim como conversdo de carboidratos em relagéo ao inicial ainda que

a concentracdo de carboidratos inicial ndo tenha sido a maior dentre as estudadas nem a menor.
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5.2. Segunda etapa (E2)

A partir dos estudos elaborados na primeira etapa e dos dados obtidos, concluiu-se por
meio dos critérios descritos no item 4.3.4 que o pH mais favoravel a producao de hidrogénio a
partir do licor de pentoses foi 0 5,5, e a melhor concentracdo de licor a de 30%. Assim, dentro
deste pH tem-se que a condicdo menos favoravel é aquela cuja concentragdo em volume de
licor de pentoses é de 50%. Portanto, decidiu-se que as analises da segunda etapa seriam feitas

utilizando pH 5,5 e concentracédo de licor de pentoses de 30% e 50%.

Por limitacdes técnicas, o licor de pentoses utilizado na segunda etapa do projeto foi
proveniente de uma safra diferente de cana-de-agUcar do que aquele utilizado na primeira etapa.
Assim, foi possivel notar algumas diferencas em relacdo as caracteristicas apresentadas pelo
licor nessa segunda etapa como a concentracdo de carboidratos totais superior ao encontrado
em grande parte do licor da primeira etapa. Embora, esta situacdo provocasse alteracdo nas
condi¢Bes da pesquisa assim como possivelmente nos resultados encontrados, decidiu-se
elaborar o experimento seguindo a mesma metodologia adotada para a primeira etapa, ou seja,
considerando a concentracdo volumétrica e ndo a concentracdo de carboidratos totais ou outro
possivel parametro. Esta decisdo foi tomada considerando-se que por se tratar de efluente real,
é importante que se obtenha resultados sobre o comportamento das tecnologias em

desenvolvimento frente as variacdes intrinsecas ao processo.

5.2.1. Estudos cinéticos da producéo de hidrogénio

Assim como na primeira fase do projeto, efetuou-se o estudo cinético para ajuste das
curvas de producdo de hidrogénio. A Figura 28 apresenta a curva de producdo de hidrogénio

obtida para as condi¢6es sob estudo da segunda etapa.
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Figura 28 — Volume de hidrogénio produzido para a melhor e pior condi¢éo de produgdo de hidrogénio
identificadas na E1: pH de 5,5 sob temperatura de 37°C e concentracdo de licor de pentoses no substrato de 30%

e 50% em volume de substrato — E2.

A analise da Figura 28 demonstra que houve dois momentos com fase de crescimento
exponencial para a condicao de 30%, separados por um pequeno periodo de estabilizacdo da
producdo. Verifica-se que o auge da producéo foi obtido proximo das 100 horas de operacao,
ocorrendo um leve declinio nos valores de hidrogénio produzido apds este momento. Em
relacdo a condicdo de 50%, observa-se que esta ndo foi capaz de produzir uma quantidade
significativa de hidrogénio para este pH, sendo a produgdo maxima proxima de 1 mL Ha.L*
reator CNTP

A comparacdo dos resultados apresentados na Figura 28 com os apresentados na Figura
18 permite verificar uma grande diferenca entre as produc6es observadas nestes dois momentos
do experimento. Em termos de tempo de operacdo, tem-se que a duracdo do experimento foi
significantemente maior na segunda etapa do experimento em relacdo aquilo observado na
primeira etapa. Os resultados apresentados na primeira fase demonstram valores maximos de
producéo de hidrogénio préximos de 1.000 mL H,. L' CNTP, enquanto que para a situagéo da
segunda etapa, os valores maximos foram de aproximadamente 100 mL H,. Lt CNTP, ou seja,
praticamente 10 vezes inferior. Além disso, no caso da producao de hidrogénio para a condi¢ao
de concentracdo de 30% da primeira etapa, € possivel observar que esta teve inicio apos 20-30
horas de experimento, enquanto que para a segunda etapa, este inicio ocorreu apds cerca de 10

horas de experimento, caracterizando uma fase lag mais curta. Estes resultados séo provenientes
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das diferengas de caracteristica do licor utilizado nesta etapa em relagdo aquele utilizado na
etapa 1.

A Figura 29 apresenta o ajuste das curvas para a producdo de biogas para a condicgdo de
concentracdo volumétrica de 30%.

120,00

100,00
80,00
60,00 f °
40,00

200 1 ®

0,00 -"{.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Duracéo (h)

Produgdo H2 (mL H,.L? reator CNTP)

® 30% Ajustecurval = Ajuste curva 2

Figura 29 — Modelo matematico ajustado a producdo de hidrogénio obtida na segunda etapa para pH 5,5,

temperatura de 37°C e concentracdo de licor de pentoses no substrato em volume de 30%.

Assim como na primeira etapa, fez-se necessaria a utilizacdo de duas curvas para ajuste
cinético da producéo de hidrogénio para esta segunda etapa do projeto para a condicéo de 30%
de licor de pentoses. Além disso, ainda que tenha sido observada producéo de hidrogénio para
a condigdo de 50%, as concentracOes foram extremamente baixas de modo que ndo foi possivel

efetuar ajuste matematico a curva apresentada para esta condicao.

A fim de melhor comparar os resultados obtidos na segunda etapa com os da primeira,
a Tabela 17 exibe os parametros cinéticos encontrados para a curva de concentracao de 30% de
licor de pentoses da primeira e da segunda etapa do projeto.
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Tabela 17 — Parametros cinéticos para a producdo de hidrogénio em reatores em batelada utilizando substrato

com concentracdo de licor de pentoses de 30% e pH 5,5 da primeira e da segunda etapas do projeto

Concentracdo de licor

de pentoses em volume _Ffs a1 P 1 R2
o substrato (%) () (mLH2.L*.h".g"SSV)  (mLH..L™)
E2: 30 - Curval 11,30 0,21 28,29 0,91
E2: 30 — Curva 2 33,18 0,95 104,60 0,98
E1l: 30 -Curval 25,29 8,99 1.019,22 0,99
E1l: 30— Curva 2 Nd! 2,93 1.008,50 0,99

Nd!: Nao detectado.

A andlise da Tabela 17 permite verificar que de fato os valores apresentados para a
primeira etapa do projeto ndo foram reproduzidos na segunda fase. Inicialmente, é possivel
perceber que para o primeiro ajuste de curvas a segunda parte do projeto apresentou uma fase
lag inferior a fase lag da primeira etapa. Mas, no caso da fase lag da Curva 2, o valor apresentado
pela segunda etapa foi superior aquele apresentado para a primeira etapa. A velocidade
especifica da producgdo de hidrogénio sofreu uma alteracéo substancial aquela apresentada na

primeira fase do projeto.

A comparagdo dos pardmetros cinéticos obtidos para a primeira e segunda fase de
projeto demonstram que de fato, a producdo de hidrogénio foi afetada pelas diferencas
apresentadas entre o licor de pentoses utilizado na primeira e na segunda fase do projeto.
Entretanto, ainda assim é possivel verificar que a producdo apresentada foi de certa maneira
satisfatoria quando comparada a estudos elaborados no proprio Laboratério de Processos
Bioldgicos da USP (LPB). Peixoto (2011), por exemplo, encontrou em seu trabalho de
avaliacdo de producdo de hidrogénio utilizando combinacdo de esgoto sanitario e aguas
residudrias industriais um potencial de producdo de 6,82 mL para arroz, 6,25 mL para vinhaca
e 9,34 mL para Sacarose. Ainda que estes valores tenham sido observados ap6s 24 horas, 16
horas e 36 horas de experimento, comparando-se esses volumes e tempos com o obtido pelo
presente trabalho é possivel concluir que a producdo obtida com licor de pentoses, nesses

periodos era superior a apresentada por Peixoto (2011).

Assim, é possivel concluir, que apesar das variagdes nos resultados da segunda etapa
em relagdo aos da primeira, a producao de hidrogénio obtida foi boa, mesmo em condigdes mais
extremas de concentragdo do substrato. Em termos de tempo de operagdo, tem-se que a

producéo de hidrogénio foi mantida por um intervalo de tempo superior ao obtido na primeira
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etapa. Entretanto, a fim de se entender melhor a degradagdo do composto, avaliou-se também
o consumo de carboidratos especificos, a variacdo do pH e os perfis de variacdo dos &cidos
organicos e de compostos como 5-hidroximetilfurfural e furfural, outras analises foram

efetuadas e encontram-se relatadas nos itens a seguir.
5.2.2. Analise da variagao de pH

A Tabela 18 apresenta os dados relativos a variagdo do pH obtido na segunda etapa do

projeto.

Tabela 18 Valores de pH final e suas varia¢@es para pH inicial de 5,5 e concentrac6es de licor de 30% e 50% da

etapale?2

Etapa Concentracédo de licor de pentoses

em volume no substrato (%) pH final A pH

1 30 3,78 1,66
50 3,92 1,58

5 30 3,59 1,92
50 3,61 1,90

A partir da analise da Tabela 18 é possivel observar que as bateladas de 30% sofreram
maior variacdo de pH em relacdo ao pH inicial do que os reatores em triplicata de 50% na
primeira etapa. J& na segunda etapa, esta variacdo € praticamente insignificante de modo que

os valores de pH finais para as concentragdes de 30% e 50% foram praticamente 0S mesmos.

No entanto, é valido observar que esta desigualdade era esperada uma vez que o licor
de pentoses utilizado na segunda etapa do projeto possuia um pH natural mais baixo (3,60) do
que aquele utilizado na primeira fase do projeto (4,0) e conforme constatado anteriormente, as
bateladas tendem a apresentar valor de pH final proximo ao valor do pH natural do licor. Assim,
é interessante verificar que os pH finais tanto da primeira quanto da segunda etapa tenderam a

valores proximos do pH natural do licor de pentoses sem a correcao.

Francisco (2013) em seu estudo utilizando licor de pentoses sintético verificou-se que o
pH final tendia a valores proximos de 5,0, entretanto, para acerto do pH inicial para valores
préximos de 6,0 utilizou-se bicarbonato de sédio o qual possui efeito tamponante de modo que

a variagdo do pH assim como o pH final tiveram seus valores controlados.
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5.2.3. Carboidratos

A Tabela 19 apresenta os dados sobre a conversao de carboidratos referentes a segunda

fase do projeto para pH 5,5 com concentracéo de licor de pentoses de 30% e 50%.

Tabela 19 — Conversao de carboidratos totai para pH 5,5 e concentracdes de licor de pentoses
no substrato de 30% e 50%

Concentracdo de Licor de Concentracdo  Concentragdo

Etapa  Pentoses em volume no  de carboidratos de carboidratos _.. .. . «
Eficiéncia de converséao de

substrato (%) tptgi_s no licor totais_no licor carboidratos (%)
inicialmente final
(@L™h (@.L™h
1 30 7,11 2,42 66%
50 11,85 7,23 39%
5 30 8,82 3,62 59%
50 14,70 8,23 44%

Assim como esperado, a conversao de carboidratos foi menor para a concentracdo de
licor de pentoses em volume de 50%. Entretanto, comparando-se etapa 2 com a etapa 1,
verifica-se que a conversao de carboidratos para a concentragéo de licor de 30% foi menor na
segunda etapa enquanto que para a concentracdo de 50% foram obtidos resultados mais
satisfatorios nesta etapa. Além disso, verifica-se que a concentracdo total de carboidratos do
licor nessa segunda fase era significantemente mais alta (29,4 g.L ) do que a concentracio total

de carboidratos do licor utilizado na primeira fase (23,7 g.L™%).

A diferenca para estes resultados, assim como no caso do pH é decorrente das
caracteristicas do licor utilizado na segunda fase. Como dito anteriormente, por se tratar de um
efluente real as caracteristicas apresentam grandes variagdes, principalmente em termos de
concentracdo. No caso da segunda etapa, verificou-se que o licor de pentoses utilizado
apresentava uma concentracdo de carboidrato totais mais alta do que a concentracdo de
carboidratos totais do licor utilizado na primeira etapa, bem como de compostos considerados
inibidores do crescimento biol6gico. Assim, sua degradacdo se tornava mais complicada, de
modo que ja se esperava que os resultados desta segunda etapa fossem inferiores aqueles

obtidos na primeira fase.
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5.2.4. Analise das amostragens liquidas

5.2.4.1. Acidos

A andlise acida das amostras liquidas retiradas ao longo do experimento permitiu
caracterizar os acidos presentes assim como a evolucdo das suas propor¢fes nos reatores. A
Figura 30 e a Figura 31 apresentam para as concentragcdes volumétricas de licor de pentoses de
30% e 50%, respectivamente, as concentracfes dos acidos latico, propiénico e acético para a

segunda etapa ao longo da operacao do reator
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Figura 30 - Perfil da concentracéo de &cido Iatico, propidnico e acético nos reatores com pH inicial de 5,5

concentragdo de 30% de licor de pentoses da etapa 2 — E;
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Figura 31 - Perfil da concentracéo de &cido latico, férmico e acético nos reatores com pH inicial de 5,5

concentracdo de 50% de licor de pentoses da etapa 2 — E;

A andlise da Figura 30 e Figura 31 permite verificar que houve aumento do &cido latico
durante o experimento, sendo estes um dos acidos em maior quantidade dentre os acidos
analisados nessas figuras. Além disso, sabe-se que o &cido latico interfere negativamente na
producéo de hidrogénio (FERNANDES, 2008). Para as condic¢des analisadas pode se verificar
que a medida que a concentracao de acido latico aumentava a quantidade de hidrogénio presente
no headspace tendia a diminuir, ou seja, as reducBes nas concentracdes de acido latico

coincidiam com aumento da concentracdo de biogas nos reatores e vice-versa.

Assim como o acido latico, o acido propiénico também interfere na quantidade de
hidrogénio produzido (WANG et al, 2006), entretanto, o acido propidnico pouco sofreu
alteracdo em sua concentracdo nos reatores ao longo do experimento para a concentragdo de
licor de pentoses de 30%. J& para a concentracdo de 50% verificou-se reducGes sutis na

concentracdo desse acido ao longo do tempo.

O &cido acético sofreu aumento gradativo durante o tempo de operacao dos reatores com
concentracédo de substrato de 30% e 50%. Uma analise conjunta do acido acético com o acido
propidénico demonstra que redugdes no acido propidnico ocorrem em paralelo com aumentos
de concentracdo de acido acético o que pode ser um indicio de que a atividade microbiana

existente é do tipo acetogénica (TAVARES, 2008). Portanto, tem-se que se os carboidratos
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existentes forem quebrados em compostos organicos mais simples, o resultado sera uma maior
producdo de hidrogénio, entretanto, os carboidratos podem também ser convertidos em outros

compostos que podem afetar negativamente a producéo de hidrogénio (SPEECE, 1996).

A Figura 32 e a Figura 33 apresentam para as concentragdes volumétricas de licor de
pentoses de 30% e 50%, respectivamente, as concentragdes de hidroximetilfurfural (HMF) e

furfural para a segunda etapa ao longo da operacgéo do reator

50 120,0
45 E
100,0

x 40 5
S 5
. 35 o
— 800 J

& 30 -
€ o
o 25 600 T
28 -
© 20 £
€ 400 T
g 15 o
5 g
O 10 =)
20,0 ‘<§

5 o

0 | EEETCG.ettt 0,0
24,00 68,25 141,00 282,75 452,25
Duracéo (h)
I HMF - 30% Furfural - 30%  eececeeee H2 30%

Figura 32 - Perfil da concentracdo de HMF e furfural nos reatores com pH inicial de 5,5 concentragdo de 30%

de licor de pentoses da etapa 2 — E2
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Figura 33 - Perfil da concentracdo de HMF e furfural nos reatores com pH inicial de 5,5 concentragéo de 50%

de licor de pentoses da etapa 2 — E2

A partir da Figura 32 e da Figura 33 é possivel verificar o comportamento do HMF e
furfural, compostos de dificil degradacdo ao longo do experimento. Para a condi¢cdo com
concentracdo de substrato de 30% é possivel verificar que a concentracdo de HMF sofreu
oscilagdes ao longo da operacdo do reator, entretanto, estas variacOes estdo dentro do erro
proposto pelo método. Verifica-se uma tendéncia a concentracdes mais altas de HMF para
valores mais baixos de hidrogénio. Ja para a concentracdo de 50%, verificou-se um aumento do
HMF ao longo do experimento o qual pode ser explicado por eventuais solubilizacdes de
compostos presentes no licor. Para a concentragdo de 30% observou-se que a concentracdo de
furfural reduziu ao longo do experimento, entretanto, 0 mesmo padrédo ndo foi observado para
a condicdo de 50% onde a concentracdo de furfural se mostrou praticamente constante ao longo
do tempo.

Segundo Datar et al (2009) processos relativos a degradacdo de carboidratos podem
resultar na formagdo de compostos como 0 HMF e o furfural. A variagdo desses compostos ao
longo da operagdo do reator indica que estes podem estar sendo consumidos, entretanto, a
velocidade de formacdo em alguns casos tende a ser superior a de consumo de modo que a
concentracdo desses compostos tende a aumentar. No entanto, de modo geral, a reducdo da

porcentagem de furfural ao longo do experimento sugere que a biomassa seja capaz de
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promover sua degradagdo. Assim, embora estudos relatem a presenca de furfural como um
inibidor (ALLEN et al, 2010), € possivel que 0s microrganismos desenvolvam aparatos
enzimaticos capazes de transformar o furfural em compostos de menor toxicidade os quais
podem ser aproveitados pelos microrganismos (LIU et al, 2004). Akobi et al (2016), por
exemplo, demonstram que em certas concentrac@es de furfural é possivel promover a producao

de hidrogénio.

As grandes proporcdes de acido acético e &cido latico, principalmente no final do
experimento, justificam as limitagcdes encontradas na producédo de hidrogénio uma vez que estes
acidos podem ser considerados inibidores a producdo deste biogas (AKOBI et al, 2016;
SIQUEIRA E REGINATTO, 2015). Além disso, 0 ¢ aumento desses acidos justifica a reducao

do pH ao longo das bateladas assim como o efeito tampé&o observado.
52.4.2. DQO

A Figura 34 apresenta a média dos dados relativos a anélise de DQO filtrada efetuadas
tanto para o licor de pentoses (amostra no tempo zero) quanto para as amostragens liquida

retiradas durante a operacao do reator.
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Figura 34 — Resultados das andlises de DQO da segunda etapa
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A andlise da DQO para a operacéao dos reatores desta segunda etapa demonstra
que os valores se mantiveram praticamente constante durante a operacdo do reator, entretanto,
apos 150h de operacéo é possivel verificar um subito aumento no valor da DQO de 30% sendo
este valor praticamente mantido até o final da batelada. Uma vez que nédo se pode constatar o
motivo dessa variacdo em andlise conjunta com os demais dados obtidos, entende-se que este
stbito aumento pode ter sido consequéncia de algum composto presente no licor uma vez que

0 substrato nao é filtrado para a montagem dos reatores em batelada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Ao fim da primeira etapa, verificou-se que os valores finais de pH nas bateladas tendiam
a valores proximos do pH apresentado pelo licor de pentoses utilizado na sua montagem sem
as devidas correcdes. Em termos de conversao de carboidratos, observou-se conversao destes,
mesmo nos frascos em que a producdo de hidrogénio ndo foi detectada pela metodologia
utilizada, além disso, verificou-se que a concentracdo de carboidratos influi diretamente nos
resultados finais obtidos. Concluiu-se que a melhor condicdo obtida para producdo de
hidrogénio foi a de pH 5,5 com concentragdo de carboidratos de 23,7 mg.L™ e concentracio
volumeétrica de licor de pentoses em relacdo ao volume total, de 30%, com uma producédo de
hidrogénio acumulada de 980 mL Ha.L™ reator CNTP.

Em relacdo a segunda etapa, constatou-se que a variacdo da qualidade do licor influiu
diretamente nos resultados. Verificou-se que em relacdo ao pH de 5,5 da primeira etapa, o licor
da segunda etapa possuia uma concentracdo de carboidratos superior, 29,4 g.L, aquela
encontrada na primeira fase, 23,7 g.L™%. Assim, devido a acdo desses compostos, obteve-se uma
produc&o de hidrogénio, considerando as condi¢des da CNTP, proxima de 100 mL Hz.L™ reator

CNTP, ou seja, cerca de dez vezes inferior a producdo obtida na primeira etapa.

Assim, de modo geral pode-se concluir que, a partir dos estudos cinéticos realizados
neste trabalho, a melhor condicdo para producdo de hidrogénio a partir do licor de pentoses,
com base nos critérios de escolha pré-definidos, é a de pH 5,5 e com concentragdo em volume
de 30% e concentragdo de carboidratos totais iniciais de 7,11 g.L™t. Em relagdo aos acidos,
pode-se verificar que conforme disposto na literatura a concentracdo de alguns compostos como
0 acido aceético e latico podem influenciar negativamente na producdo de hidrogénio. Por fim,
tem-se que o comportamento dos acidos propidnico e acético ao longo do experimento indicam

a atividade de bactérias acetogénicas.
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7. SUGESTOES

A partir do presente trabalho assim como das conclus@es obtidas tem-se as seguintes

sugestodes:

e Realizar estudos em batelada a fim de indicar a melhor condigéo para produgéo
de hidrogénio tendo a concentragéo de carboidratos como condicéo fixa.

e Realizar estudos em bateladas com frascos maiores de modo que seja possivel
retirar mais amostras liquidas e assim obter melhor perfil de parametros como
carboidratos parciais e suas variagoes.

e Realizar analises microbioldgicas a fim de se verificar as populac@es existentes
e assim buscar a identificacdo das rotas de consumo dos carboidratos e &cidos
assim como o0s possiveis produtos gerados.

e Avaliar a possivel acdo inibidora de compostos ja presentes no licor de pentoses
assim como daqueles formados ao longo do processo;

e Realizar estudos que utilizem tanto o licor de pentoses quanto a vinhaca como
substrato de modo a se verificar a capacidade de degradacdo desses compostos

de forma conjunta (hexoses e pentoses).
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