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RESUMO

A manipueira € um residuo gerado durante o processamento da mandioca (Manihot esculenta Crantz) para
produgao de farinha, fécula ou povilho. Geralmente a manipueira é descartada sem tratamento prévio,
causando grande impacto ambiental pelo seu alto potencial poluidor, devido a elevada concentracéo de
matéria organica e teor de cianeto. Porém, este residuo é bastante atrativo para ser utilizado como
substrato em processos biotecnoldgicos, incluindo a producdo de biohidrogénio. Como a produgéo de
hidrogénio ocorre no inicio da digestdo anaerdbia (acidogénese), uma etapa posterior pode ser conduzida
a fim de agregar valor ao processo. O acido capréico pode ser formado a partir do alongamento da cadeia
de carbono como etapa posterior a acidogénese. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
producao de hidrogénio e acido capréico a partir da digestdo anaerébia da manipueira. Para isso, testes
em bateladas foram conduzidos em frascos de 2,3 L. Na primeira fase (F1), a inibigdo dos microrganismos
metanogénicos no lodo foi avaliada utilizando acetileno (1% v/v no headspace) e tratamento térmico (120
°C, 1 atm por 30 minutos). Numa segunda fase (F2), trés tipos de inéculo (rumen bovino e dois lodos
anaerobios, provenientes de estacdo de tratamento de aguas residuarias industrial e municipal) foram
testados. As concentragdes iniciais de manipueira, medidas como Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
iguais a 10, 20 e 40 g O2/L, foram aplicadas para cada in6culo, com o objetivo de identificar a melhor
condigao experimental para produgao de hidrogénio e acido caproéico durante a fermentagao da manipueira.
Na terceira e Ultima fase (F3), o alongamento da cadeia de carbono durante a autofermentagédo (sem
indculo e sem inibigdo da metanogénese) da manipueira foi avaliada. Para isto, duas concentragdes iniciais
de substrato foram adotadas (10 e 20 g O2/L). Etanol foi adicionado aos reatores para permitir o
alongamento da cadeia de carbono por meio da fermentagao secundaria do etanol introduzido, utilizando
0 acido acético presente no meio. Os resultados de F1 indicaram que ambos, acetileno e tratamento
térmico, inibiram eficientemente a metanogénese, sem producdo de metano. No entanto, o potencial
maximo de produgéo de H: por aplicagcao de tratamento térmico (~563 mL) foi maior do que o obtido no
tratamento com acetileno (~257 mL); o acido butirico foi o principal subproduto gerado (~3 g/L). Em relagao
ao tipo de indculo e a concentragao inicial do substrato (F2), observou-se maior rendimento de hidrogénio
(1,66 mol Hz/mol de glicose) e produgao de acido capréico (~2 g/L) para a concentragdo inicial de
manipueira de 20 g O2/L, quando o rumen bovino foi o inéculo. O alongamento da cadeia de carbono a
partir da autofermentacédo da manipueira (F3) resultou em concentracdo maxima de acido capréico de 4,2
e 7,2 g/lL e rendimentos da produgado de hidrogénio de 1,01 e 1,98 mol Hz/mol glicose para as
concentracdes iniciais de substrato de 10 e 20 g O2/L, respectivamente. Os principais produtos de
degradacao metabdlica em todas as condigdes foram etanol, e os acidos acético, butirico, propiénico e

caproico.

Palavras-chave: Manipueira. Acetileno. Autofermentacdo. Alongamento da cadeia de carbono.

Tratamento térmico.



ABSTRACT

Manipueira is an agroindustrial waste from cassava processing (Manihot esculenta Crantz) for flour, starch
or tapioca flour production. Usually the manipueira is discarded without previous treatment, causing great
environmental impact by its high polluting potential, due to high concentration of organic matter and cyanide
content. It is an attractive substrate for biotechnological processes, including biohydrogen production, due
its high carbohydrate content (20-40 g glucose/L). Since hydrogen production occurs at the beginning of
anaerobic digestion (acidogenesis phase), a second step can be adopted in order to add value to the
process. Caproic acid can be produced from carbon chain elongation as a step after acidogenesis.
Therefore, the aim of this study was to evaluated hydrogen and caproic acid production from the anaerobic
digestion of manipueira. In the first phase (P1), methanogenesis inhibition in the sludge was evaluated using
acetylene (1% v/v of headspace) and heat treatment (120°C, 1 atm for 30 min). In the second phase (F2),
three inoculum types obtained from common anaerobic biomass (bovine rumen and sludges from municipal
and textile industrial wastewater treatment plant) were individually assayed. Three initial concentrations of
manipueira, in terms of Chemical Oxygen Demand (COD), of 10, 20 and 40 g O2/L, were applied for each
inoculum in order to determine the best hydrogen and caproic acid production performance during the
fermentation of the manipueira. In the third and last phase (F3), the carbon chain elongation during
manipueira autofermentation (without inoculum and without methanogenesis inhibition) was evaluated. Two
initial susbtrate concentrations were adopted (10 and 20 g O2/L). Ethanol was added to the reactors to
promote carbon chain elongation by secondary fermentation of the ethanol added using the acetic acid
available from manipueira acidogenesis. Results of F1 indicated that either acetylene or heat treatment
efficiently inhibited methanogenesis, with no methane production. However, the maximum Hz production
potential by applying heat treatment (~ 563 mL) was more than twice compared with that by acetylene
treatment (~ 257 mL); and butyrate was the main carboxylic acid by-product (~ 3 g/L). In relation to the
inoculum type and the initial substrate concentration (F2), the highest hydrogen yield (1.66 £ 0.07 mol Hz/mol
glucose) and caproic acid production (~ 2 g/L) were observed at 20 g O2/L of manipueira COD, when bovine
rumen was the inoculum. The carbon chain elongation during manipueira autofermentation (F3) resulted in
a maximum caproic acid concentration of 4.2 and 7.2 g/L and hydrogen yields of 1.01 and 1.98 mol Hz/mol
glucose for the initial substrate concentrations of 10 and 20 g O2/L, respectively. The primary metabo

degradation products in all experiments were ethanol and acetic, butyric, propionic and caproic acids.

Keywords: Manipueira. Acetylene. Auto-fermentation. Carbon chain elongation. Heat treatment.
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1 INTRODUGCAO

A descoberta de novas reservas de petréleo ndo tem acompanhado o crescimento
populacional. O aumento da demanda por energia tem levado a exploragdao cada vez
maior dos recursos naturais. Ao mesmo tempo, a sociedade tem gerado quantidades
crescentes de residuos organicos, como aguas residuais industriais e agricolas (Agler et
al., 2011).

Diante desse cenario, o aproveitamento de residuos industriais e agroindustriais
como matéria-prima para producao sustentavel de biocombustiveis e produtos quimicos
surge como alternativa para minimizar a dependéncia dos combustiveis fosseis e os
impactos ambientais causados pela ma gestdo desses residuos.

Muitos bioprocessos podem fornecer bioenergia ou compostos quimicos com valor
agregado associado e alcangar simultaneamente o objetivo de controle da poluigao e
recuperagao de subprodutos de degradacdo. O tratamento de efluentes com alto teor de
matéria organica facilmente degradavel (residuos da industria alimenticia, de cervejarias,
suinocultura e bovinocultura, por exemplo) pode resultar em balango positivo de energia
liquida (Angenent et al., 2004).

Os principais bioprocessos que produzem bioenergia ou compostos bioquimicos
enquanto tratam efluentes industriais e agroindustriais, s&o: a digestdo anaerdbia
metanogénica, a producéao biolégica de hidrogénio, as células a combustivel microbianas
e a fermentagdo, para a produgcdo de compostos com valor agregado associado. A
escolha do bioprocesso depende da viabilidade técnica e econbmica, simplicidade
operacional, demanda social e prioridade politica. Numa sociedade sustentavel, busca-
se o tratamento de aguas residuais objetivando o controle de poluicéo e a recuperagao
de energia e de materiais valiosos (Angenent et al., 2004).

A mandioca é um produto agricola tipicamente brasileiro que é utilizado na
alimentagcdo humana e animal, além de servir como matéria-prima para varios produtos
industrializados, tais como a farinha de mandioca, amido de mandioca e polvilho. No
processamento de um quilograma de mandioca sao produzidos cerca de 5-7 litros de
aguas residuais — a manipueira. A manipueira € um residuo rico em carboidratos

(20-40 g/L), com pH entre 4 a 6,5 e contém alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
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(~30 g/L), demanda quimica de oxigénio (DQO) (60-100 g O2/L) e sdlidos totais (ST) (45
g/L). Apesar do seu conteudo energético, a manipueira geralmente é descartada em
correntes de agua sem qualquer aproveitamento econémico, provocando grande impacto
ambiental pela elevada concentragdo de matéria organica e pela presenca de cianeto
(aproximadamente 400 mg/L, com 50% de cianeto livre) (Cereda, 2001).

O alto teor de matéria organica torna a manipueira atrativa para ser utilizada como
substrato em processos biotecnoldgicos, incluindo a produgcdo de biohidrogénio
(Cappelletti et al., 2011). A producéo de hidrogénio por fermentagao a partir de residuos
organicos ocorre na fase acidogénica da digestdo anaerdbia. Nessa fase também ocorre
conversao de residuos organicos complexos em compostos mais biodegradaveis ou em
metabdlitos de interesse comercial (acidos organicos e solventes) (Valdez-Vazquez e
Poggi-Varaldo, 2009; Wang e Wan, 2009a). Varios fatores influenciam a produgéao
fermentativa de hidrogénio, tais como: inoculo, tipo de reator, tipo de substrato, teor de
nitrogénio, teor de fosfato, temperatura e pH (Wang e Wan, 2009a). O tipo de in6culo tem
grande influéncia na evolugao das rotas fermentativas (De Gioannis et al., 2013), porém
ha poucos trabalhos sobre os efeitos de diferentes indculos na producao fermentativa de
hidrogénio a partir da manipueira (Pakarinen et al., 2008; Phowan e Danvirutai, 2014).

Para aumentar a eficiéncia da produgcédo de hidrogénio varios métodos de pré-
tratamento do in6culo podem ser adotados, tais como: tratamento térmico, acidificagao,
basificagdo, aeragédo ou congelamento (Wang e Wan, 2009b). O principal objetivo do pré-
tratamento do in6culo € a prevengdo da metanogénese e favorecimento de
microrganismos produtores de hidrogénio.

Ao inibir a metanogénese, o pré-tratamento do inéculo pode conduzir o processo
fermentativo para o alongamento da cadeia de carbono a fim de converter os acidos
carboxilicos de cadeia curta gerados na acidogénese, em acidos carboxilicos de cadeia
média (como por exemplo, o acido caproéico), que possuem grande valor agregado
(Grootscholten et al., 2013).

O alongamento da cadeia de carbono é dependente da disponibilidade de acidos
carboxilicos de cadeia curta com pequenas quantidades de etanol e uma presséao parcial
de hidrogénio elevada. A principal rota de produc&o de acido caproico utiliza o acido

acético como substrato e o etanol como doador de elétrons (Steinbusch et al., 2011).
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A producéao de acido caproico a partir do alongamento da cadeia de carbono vem
sendo relatada principalmente a partir de meio sintético (Steinbusch et al, 2011;
Grootscholten et al., 2013). Porém, Agler et al. (2012) produziram acido caproico a partir
de etanol de uma industria de cerveja, e Grootscholten et al. (2014) a partir da fragao
organica de residuos soélidos urbanos.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do tipo de inéculo
e da concentragao do substrato na produgéo de hidrogénio a partir da manipueira. Além
disso, foi avaliada também a dindmica de formagao/consumo dos metabdlitos gerados
de acordo com o tipo de pré-tratamento do inéculo e do teor de hidrogénio produzido.
Trés tipos de inéculos foram avaliados, sao eles: lodo proveniente de um reator anaerobio
de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) que trata esgotos municipais (M), rumen de
bovino (R), lodo proveniente de estagéo de tratamento de efluentes de uma industria téxtil
(T), além da autofermentacéo (A). O alongamento da cadeia de carbono foi realizado na

autofermentacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do processo de digestdo anaerdbia da manipueira baseado
na producao de hidrogénio e do alongamento da cadeia de carbono visando a produgéo

de acido caproico.

2.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar o efeito do tipo de inibigdo da metanogénese (acetileno e tratamento térmico)
sobre a produgao de hidrogénio e distribuicdo dos metabdlitos;

2 Avaliar a influéncia do uso de diferentes concentragdes iniciais de manipueira sobre
a producgao de hidrogénio e de acido capréico;

3 Avaliar a influéncia do tipo de inéculo sobre a produgao anaerobia de hidrogénio e de
acido capraico, utilizando a manipueira como substrato;

4 Promover o alongamento da cadeia de carbono como etapa posterior a produgao de

hidrogénio a partir da manipueira.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MANIPUEIRA — AGUA RESIDUARIA DO PROCESSAMENTO DA MANDIOCA

Nesse item sera descrita a importancia da cultura da mandioca no Estado de
Alagoas, como ocorre o processamento da mandioca, a produgdo da manipueira e o

desempenho desta em trabalhos anteriores visando a produg¢ao de hidrogénio.

3.1.1 A Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € um produto agricola tipicamente
brasileiro e caracteriza-se por ser tolerante as condigbes de seca e baixa fertilidade do
solo (Portella, 2015). Cereda et al. (2001) ressaltam a importancia do cultivo da mandioca
no Brasil tanto como fonte de energia na alimentagdo humana e animal quanto como na

geragao de emprego e renda.

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de mandioca, com uma produgao
estimada em 20.606.037 toneladas. O cultivo da mandioca é realizado em todas as
regides do Brasil, abrangendo uma area total cultivada de 2.126.664 hectares (IBGE,
2018).

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo da area cultivada e da producédo de mandioca
no Brasil no ano de 2017. Apesar de possuir maior area cultivada (872.216 hectares), a
regido Nordeste possui a segunda maior produgao (5.172.156 toneladas), ficando atras
da Regido Norte (7.434.781 toneladas).

No Norte e Nordeste do Brasil o cultivo da mandioca é realizado por pequenos
produtores. A maior parte da mandioca cultivada é utilizada para fabricagdo de farinha
para consumo e comercializagao, constituindo-se em uma fonte de renda complementar
(Silva, 2009; Portella, 2015), o que justifica os menores rendimentos de produgao nesses

Estados (9,4 e 5,9 ton/ha, respectivamente).
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Tabela 1 — Distribuicdo da area cultivada e produgcdo de mandioca no Brasil em 2017.

Area cultivada Produgao Rendimento
Regiao
Hectares % tonelada % ton/ha
Norte 787.800 37 7.434.781 36 9,4
Nordeste 872.216 41 5.172.156 25 5,9
Suldeste 169.216 8 2.254.348 11 13,3
Sul 224.362 11 4.556.462 22 20,3
Centro-oeste 73.070 3 1.188.290 6 16,3

Fonte: IBGE, 2018.

Ja nos Estados de Sdo Paulo e Parana, as lavrouras sdo mais tecnificadas,
resultando nos maiores rendimentos (aproximadamente 26 ton/ha). A maior parte da
producdo de mandioca nesses Estados é utilizada pela industria de farinha e fécula
(IBGE, 2017).

Um estudo da Embrapa (2013) indica que 60% da produg¢ao nacional de mandioca
€ realizada em pequenas propriedades (< 10 ha), com mao-de-obra propria, pouca
tecnologia e capital, visando a produgao de farinha para abastecimento do consumo local.
Enquanto que apenas 12% da producgao é realizada em grandes propruiedades rurais (>
50 ha), utilizando mao-de-obra terceirizada, mais tecnologia e capital, visando o

abastecimento de mercados diversos.

Diante desse cenario, observa-se que a importancia da mandioca esta na sua
utilizagdo como fonte de alimento e também como atividade econémica. A fécula, por
exemplo, tem grande importancia na economia do Brasil, ja que € utilizada como matéria
prima para inumeros produtos utilizados na industria alimenticia, téxtil, petrolifera,

plastica e siderurgica, entre outras (Cappelletti et al., 2011).
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3.1.2 A Cultura da Mandioca em Alagoas

Segundo Silva (2009), o cultivo da mandioca em Alagoas utiliza métodos
tradicionais e mao-de-obra familiar. No geral, o plantio € feito em consércio com outras

culturas, como o milho, o feijao, o fumo e, com menos frequéncia, com a batata.

O cultivo da mandioca vem ganhando relevancia no Estado e, desde 2006, essa
cultura vem ocupando a posi¢ao da segunda maior safra agricola do Estado (190.684
toneladas), perdendo apenas para cana-de-agucar (23.497.027 toneladas). Em 2017, a
producédo da mandioca foi de 303.957 toneladas, enquanto que a cana-de acucar foi de
14.968.691 toneladas (IBGE, 2018). Um crescimento de 59% da produg¢do de mandioca,
enquanto que a produgado de cana-de-agucar apresentou queda de 36% entre 2006 e
2017.

Dentre os municipios que mais contribuem com a producdo de mandioca no
Estado, estdo os municipios de Arapiraca e Taquarana, que sao responsaveis por 24 e
17%, respectivamente, da produgdo no Estado (IBGE, 2014). A participacédo dos

municipios de Alagoas na produgao de mandioca pode ser observada na Figura 1.

3.1.3 O Processamento da Mandioca

O processamento da mandioca se da em diferentes estagios, dependendo do
produto fim que se deseja obter. Nas casas de farinha, a mandioca € convertida em
farinha e, nas fecularias, em fécula e amido, ou ainda em polvilho (por fermentagédo da

fécula) (Lamaison, 2009).

Segundo Del Bianchi e Cereda (1999), a farinha € o principal produto derivado da
mandioca no Brasil, com aproximadamente 60% da produgdo de mandioca sendo
destinada a producéao de farinha e o restante ¢é utilizado na alimentagdo humana e animal,
e na produgdo de amido. Portella (2015) afirma que o rendimento médio do

aproveitamento das raizes de mandioca para produgao de farinha € de 25 a 30%.
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Figura 1 — Participacao percentual dos principais municipios na produ¢dao de mandioca em Alagoas,
2013.
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Fonte: Adaptado do IBGE, 2013.

Para Dias e Leonel (2005) o numero de casas de farinha existentes no Brasil é
dificil de ser determinado, principalmente pela grande quantidade de industrias de
pequeno porte (casas de farinha comunitarias ou privadas, que produzem entre 6 a 10
sacas de farinha por dia) que muitas vezes funcionam de forma sazonal. Segundo os
autores, estima-se que apenas no Estado do Parana existam mais de 250 farinheiras

concentradas na regiao de Paranavai.

Dados da Relagédo Anual de Informagdes Sociais (RAIS) apontam que, no ano de
2014, existiam 355 estabelecimentos de farinha de mandioca e derivados. Porém,
apenas 14 desses estabelecimentos possuiam 100 empregados ou mais e estariam
concentrados nos Estados do Rio Grande do Norte, no Parana e em Sao Paulo (Conab,
2016).

Em Alagoas, o processamento da mandioca é feito tanto de forma artesanal
quanto de forma mecanizada. No caso das casas de farinha tradicionais sao utilizados
métodos artesanais de processamento da mandioca. Geralmente, essas casas de farinha
tradicionais funcionam de modo intermitente, de acordo com a produc¢ao local. J&4 em

regides de maior produgdo, sdo encontradas casas de farinha mecanizadas, mais
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precisamente nas etapas de trituragédo, prensagem e torragao da farinha, porém € comum
o uso de fornos a lenha (SEBRAE, 2005).

3.1.4 A Manipueira

No processamento da mandioca ha produgdo de alguns residuos de elevado
impacto ambiental. A agua extraida na prensagem da massa da raiz moida, conhecida
como manipueira, é o principal residuo liquido resultante do processamento da mandioca
(Wosiacki e Cereda, 2002).

Um estudo realizado por Araujo et al. (2014) numa casa de farinha indentificou os
residuos solidos (cascas com cepa e crueiras) e liquidos (efluente do lavador dessacador
e manipueira) gerados durante o processamento da mandioca. Os autores observaram
que durante o processamento de aproximadamente 7 toneladas de mandioca (produgao
semanal da casa de farinha) houve geracdo em média de 545,30 kg de cascas com
cepas, 111,30 kg de crueira (pedagos de fibras e entrecascas das raizes de mandioca),
2,41 m3 de efluentes de lavagem das raizes e 1,95 m® de manipueira. Ou seja, a produgao
de manipueira foi de 279,1 L/ton de raizes processadas. Considerando que
aproximadamente 12 milhdes de toneladas de mandioca é utilizada anualmente no Brasil
para a producéao de farinha (60% da produgao nacional, segundo Del Bianchi e Cereda,

1999) com uma, estima-se que um volume consideravel de manipueira é produzido.

A Figura 2 apresenta as etapas do processamento da mandioca numa casa de

farinha.

A manipueira tem o mesmo conteudo liquido soluvel da raiz, contendo de 20 a 40
g/L de carboidratos. Apesar do seu conteudo energético, a manipueira, na maioria das
vezes, é descartada em correntes de agua sem qualquer aproveitamento econémico,
outras vezes ela é aproveitada para fertilizagdo do solo. Porém, o descarte da manipueira
sem prévio tratamento é considerado um fator de preocupagdo ambiental e legal por

conta de sua elevada concentragdo de carboidratos que pode resultar no esgotamento
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do oxigénio em ambientes aquaticos, prejudicando os animais que vivem nesse

ecossistema (Wosiacki e Cereda, 2002).

Figura 2 — Fluxograma do processamento da farinha de mandioca.

Fonte: Autora, 2018.
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Segundo Silva (2009), o potencial poluidor da manipueira provém da elevada
concentragao de matéria organica. O autor afirma que a concentragdo em termos de DQO

da manipueira gerada em casa de farinha esta entre 60 e 100 g O2/L.

A presenca de cianeto na manipueira também favorece seu elevado impacto
ambiental. A concentragdo de cianeto total na manipueira € de aproximadamente 400
mg/L, com 50% de cianeto livre (Cereda et al., 2001). Gijzen et al. (2000) apotaram o
potencial do tratamento anaerdbio na remogao de DQO de aguas residuarias contendo
cianeto e sugeriram a aplicagdo do tratamento anaerdbio especificamente visando a
remogcdo de cianeto em aguas residuarias. Para os autores 0s microrganismos
anaerobios podem se adapatar ao meio se tornando mais tolerantes a presenca de

cianeto.

Dessa forma, o tratamento biolégico € uma opg¢ao adequada para manipueira.
Além disso, o biogas produzido é muito semelhante ao gas natural, sendo considerado
uma boa alternativa para a tecnologia de reforma a vapor. A utilizagdo da manipueira
para produgéo do biogas reduz a liberagado de metano na atmosfera e produz fertilizantes

ricos em nutrientes como subproduto (Madeira et al., 2017).

Devido ao potencial poluidor da manipueira, estudos com o intuito de controlar o
impacto ambiental provocado pelo descarte desse residuo vém sendo cada vez mais
difundidos.

Silva (2009) investigou o uso de um reator anaerobio horizontal com chicanas
(RAHC) no tratamento da manipueira, utilizando conchas de sururu para a corregao do
pH. O autor analisou trés diluigdes da manipueira: 5%, 10% e 20%, correspondendo a
concentragcdes em termos de DQO de 2,20, 5,87 e 12,38 g O2/L e carga organica
volumétrica de 1,93, 2,93 e 6,2 kg DQO/m3d, respectivamente. Os melhores resultados
na remog¢ao da demanda quimica de oxigénio (DQO), de até 95%, quando o sistema foi
operado com 5% e 10% de manipueira. Para o autor, a diluicdo de manipueira a 20%
provocou sobrecarga no sistema, resultando em queda significativa da eficiéncia (17%

de remogao de DQO).

A necessidade de diluicdo da manipueira para obter maiores eficiéncia de remocgao

da matéria organica a partir do tratamento anaerébio pode ser um problema pelo uso de
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agua potavel. Porém, como observado no trabalho de Araujo et al. (2014), um grande
volume de agua é utilizado nas casas de farinha na etapa de descascamento e lavagem
da mandioca (344,3 L/toneladas). A agua de lavagem resultante dessa etapa é
descartada, mas poderia ser aproveitada na diluicdo da manipueira no caso de

requerimento de diminuicdo da carga organica.

Uma maneira de minimizar o impacto ambiental do descarte da manipueira é
fazendo o seu aproveitamento como biofertilizante (Cardoso, 2005), como pesticida
(Gonzaga et al., 2008) e na fermentagao anaerobia em fases separadas para produgéo
do biogas que pode ser utilizado em substituicdo parcial ou total da lenha usada na
secagem da farinha de mandioca, no caso de industrias de médio e grande porte
(Cappelletti et al., 2011).

Na culinaria, a manipueira pode ser aproveitada na confeccdo de molhos de
pimenta e de tucupi (prato tipico do Estado do Para). No Maranhdo, a manipueira é

matéria-prima para fabricagdo de uma bebida tipica do Estado, a tiquira (Silva, 2009).

A utilizagao de residuos organicos para a produgao de hidrogénio favorece o meio
ambiente e produz uma fonte de energia limpa. A manipueira vem sendo cada vez mais
objeto de pesquisas nesse sentido, por ser um substrato rico em carboidratos, de baixo

custo, renovavel e abundante no setor agricola (Cappelletti et al., 2011).

3.20 HIDROGENIO COMO FONTE DE ENERGIA

O hidrogénio é considerado um combustivel limpo, pois produz apenas energia e
vapor d’agua durante sua combustdo. Seu poder calorifico € de aproximadamente
122 kJ/g, que é aproximadamente 2,75 vezes maior do que o poder calorifico dos
combustiveis fésseis, sendo considerado uma opgao atrativa as fontes de energia

convencionais (Kapdan e Kargi, 2006).

A maior parte do hidrogénio produzido € utilizada nas industrias de processamento

de alimentos, metalurgica, petroquimica e eletrdnica. As principais barreias que afetam a
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viabilidade econémica da produgao de hidrogénio € a sua indisponibilidade na natureza

e seu processo de produgao caro (Hosseini et al., 2015).

Atualmente, a produgao de hidrogénio a partir de combustiveis fésseis supre
aproximadamente 95% da demanda mundial de hidrogénio. Enquanto o hidrogénio
produzido a partir da biomassa € responsavel apenas por 1% da demanda mundial (Das
et al., 2008). Porém, o biohidrogénio possui produgdo mais barata, € ambientalmente

amigavel e é renovavel (Zhi e Wang, 2014).

A producdo biolégica de hidrogénio pode ser realizada pelos processos de
biofotdlise, fermentacdo ou fotodecomposicdo. O processo fermentativo possui as
vantagens de poder utilizar varios tipos de matéria organica, apresentar um periodo de
fermentacdo mais curto e maior taxa de producdo de hidrogénio (Khan et al., 2016,
Alibardi e Cossu, 2015).

3.3PRODUCAO FERMENTATIVA DO HIDROGENIO

A producgao fermentativa de hidrogénio se da a partir da agédo de microrganismos
anaerobios, cultivados na auséncia de luz a partir de substrato rico em carboidratos
(Harper e Pohland, 1986). Para viabilizar a produgéo fermentativa de hidrogénio, além de
uma elevada concentragdo de carboidratos, o substrato utilizado deve ser biodegradavel,
disponivel em quantidade suficiente e possuir baixo custo (Kapdan e Kargi, 2006; Levin
et al., 2007).

Para Turner et al. (2008), o potencial de uso da fermentagdo encontra duas
grandes barreiras: o alto custo da matéria prima (ao considerar a glicose como substrato
ideal) e baixo rendimento de produgcdo de hidrogénio. A utilizacdo de residuos
agroindustriais e residuos de alimentos ricos em carboidratos minimizam os custos
relacionados a aquisi¢ao de matéria prima, que é responsavel por 75% do custo total da
producdo de hidrogénio (Turner et al., 2008), ao mesmo tempo em que o potencial

poluidor desses residuos é minimizado.
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Dentre as vantagens do processo fermentativo de obtenc&o de hidrogénio estéo:
a possibilidade de produgéo continua, ja que nao necessita da presenga de luz, o que
permite a operacdo continua do reator; a alta velocidade de reacéo e a facilidade da
reproducao de bactérias fermentativas para suprir o meio de produgao (Nicodemos et al.,
2008) e produgao de metabdlitos secundarios com potencial de agregacao de valor (Das
e Veziroglu, 2001).

3.3.1 Rotas fermentativas

O processo de digestdo anaerdbia pode ser descrito como um conjunto de
reagoes ocorrendo simultaneamente através da agdo microbiana e compreende cinco
etapas principais: hidrélise, acidogénese, acetogénese, sulfetogénese e metanogénese
(McCarty, 1964). E na fase acidogénica que ocorre a producdo de hidrogénio. Portanto,
o processo de digestdo anaerdbia deve ser interrompido nessa fase para que nao haja
consumo do hidrogénio produzido durante a acidogénese, nas fases de acetogénese e

metanogénese (Shida et al., 2008).

Na fase acidogénica ocorre conversao de residuos organicos complexos em
compostos biodegradaveis. O acido acético (Equagéo 1) e o acido butirico (Equagao 2)
sdo os principais metabdlitos da acidogénese, sendo considerados indicadores da
produgao de hidrogénio, ja que a produgao desses acidos leva a formagao de hidrogénio
(Reis e Silva, 2011).

Producéao do acido acético:

C.H,0,+2H,0 — 2CH,COOH +2CO,+4H,  AG=-21569kJ/mol )

Producao do acido butirico:

C.H,0,+2H,0 — CH,CH,CH,COOH +2CO,+2H, AG=-257,1kJ/mol 2)

A razao entre a produgdo de acido acético e acido buritico € considerado um

indicador da produgao de hidrogénio. Como a formagao do acido acético produz mais
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hidrogénio (até 4 mol Ha/mol glicose) do que a formacgédo do acido butirico (até 2 mol
Ho/mol glicose) pode-se concluir que quanto maior for a razdo entre as quantidades
desses dois acidos produzidas, maior sera a quantidade de hidrogénio gerada (Reis e
Silva, 2011).

A producéo de outros metabdlitos tais como o etanol e o acido propidnico, deve
ser evitada na fase acidogénica, pois estes sdo compostos cuja produgao influencia a
eficiéncia da produgao de hidrogénio. Na formagéo de acido propiénico (Equagao 3), por
exemplo, ha consumo de 2 mols de hidrogénio. Ja a formagao do etanol (Equacao 4) a
partir da glicose ndo consome hidrogénio diretamente, porém consome o substrato que

poderia ser utilizado na formagéo de hidrogénio (Reis e Silva, 2011).

Apesar da competicdo e do possivel efeito inibitério sobre a producdo de
hidrogénio causado durante a produgdo do etanol, podem ocorrer outras rotas de
producdo de hidrogénio, que dependem de alguns fatores como tipos de cultura
microbiana, substrato, reator, carga organica, entre outros fatores que influenciam no
direcionamento da produgdo dos metabdlitos (Reis e Silva, 2011). Zhu et al. (2009)
apresentaram algumas possiveis rotas de produgdo de hidrogénio e, em uma delas,
haveria produc&o simultanea de etanol e hidrogénio, isto €, sem comprometimento da

produgao de hidrogénio (Equagao 5).
Produgéao do acido propidnico:

CH.,O,+2H, — 2CH,CH,COOH +2H,0O AG =-358kJ | mol
Produgéao do etanol:

CH,O0, — 2CH,CH,0H+2CO,  AG=-235kJ/mol

C.H,0,+H,0 — C,H.OH+CH,COOH +2H,+2C0O, AG=-201kJ/mol
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3.3.2 Parametros que influenciam a produc¢ao de Hidrogénio

Na producéo biolégica de hidrogénio alguns parametros devem ser observados.

Alguns deles estéo listados a seguir.

3.3.2.1 pH

O pH tem grande importancia na produgao fermentativa de hidrogénio ja que ele
pode influenciar a agdo da hidrogenase, bem como na rota metabdlica e hidrélise do
substrato (De Gioannis et al., 2013). Além disso, variagcbes no pH poden provocar

mudanca de populagado microbiana, morfologia e estrutura celular (Lin et al., 2012).

Segundo De Gioannis et al. (2013), estudos onde o pH inicial é ajustado, sem
controle ao longo do experimento, podem sofrer influéncia de fatores, como por exemplo
a composicdo e a capacidade tampao do substrato e tipo de indculo, que podem
determinar a via metabdlica predominante e a evolugédo do pH durante o processo,

determinando diferentes taxas e rendimentos de produgéo de hidrogénio.

Lay et al. (2013) avaliaram o pH inicial (4,0-8,0) na produc¢ao de hidrogénio e etanol
a partir da agua residual do processamento de tofu. Os resultados mostraram que o pH
entre a faixa de 5,5 a 6,0 como o 6timo para a produgdo de hidrogénio, alcangando o
rendimento de 107,5 mL H2/g DQO e teor médio de hidrogénio de 41 e 44% a 35 °C,
respectivamente. O autores observaram a producéo de metano de 228 e 231 mL e teor
de metano de 36 e 38% quando aplicados os pH iniciais de 7,5 e 8,0, respectivamente.
A maior produgao de etanol foi observada quando aplicado o pH inicial de 5,5 (2181 g

DQOIL, 18% dos metabdlitos soluveis produzidos).

O efeito do pH inicial na produgdo de hidrogénio também foi observado por
Phowan e Danvirutai (2014). Os autores utilizaram polpa de mandioca hidrolisada como
substrato e aplicaram uma variagdo de pH entre 5,0 e 8,0. Em todas as condic¢des foi
observado uma reduc¢ao no pH final (variando entre 4,1-4,6), porém houve variagdo no

rendimento da produgdo de hidrogénio. O rendimento da produc¢do de hidrogénio (HY)
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maximo foi observado quando aplicado o pH inicial de 5,5 (285,6 mL H2/g DQOremovida),
enquanto que para o pH inicial de 8,0 os autores obtiveram o menor valor de HY (111,4
mL Hz/g DQOremovida). Os autores sugerem que o pH inicial ideal para produgao de
hidrogénio depende de outros fatores que também influenciam a producéo de hidrogénio,
como o tipo de inéculo e de substrato, por exemplo. Foi detectada a predominancia do
acido butirico dentre os metabdlitos produzidos, indicando que a producgéo de hidrogénio

foi favorecida pela rota fermentativa desse metabdlito.

Vasmara e Marchetti (2017) avaliaram a influéncia do pH inicial (4-10) na produc¢ao
de hidrogénio a partir de soro de queijo parcialmente desproteinizado, proveniente da
producédo de ricota. O pH final foi de aproximadamente 4,3 em todas as condigdes
aplicadas. O maior valor de HY foi observado quando aplicado pH inicial igual a 8 (HYmax
= 1,81 mol Ho/mol lactose). Os autores concluiram que a produgao de hidrogénio é
favorecida em pH acido, mas o uso de pH inicial alcalino resultou em aumento da

producéao global de hidrogénio quando utilizado substrato rico em lactose.

Sunyoto et al. (2017) utilizaram residuos de alimentos na produgao de hidrogénio
em reatores em batelada a partir de trés pH iniciais (4, 6 e 8). Os resultados indicaram
que o pH afetou tanto a produgao volumétrica de hidrogénio (HPR) quanto o HY, além do
tempo de adaptagao microbiana. O melhor desempenho na producao de hidrogénio foi
obtido quando aplicado o pH inicial igual a 6 (HPR =651+ 7 mL H2/L d e HY = 1044 + 19
mL H2/L, respectivamente). Os autores observaram que culturas submetidas ao maior pH
inicial (pH = 8) atingiram a produ¢ao maxima no primeiro dia de incubag¢ao. Enquanto que
a adogao de pH inicial mais baixo (4 e 6) resultou em aumento da fase /ag, indicando que

nessa condi¢gdo a cultura microbiana exigiu mais tempo para adaptagao.

Fuess et al. (2015) afirmaram que o pH € um fator chave para produg¢ao continua
de hidrogénio com alto rendimento. Os autores avaliaram a produg¢do de hidrogénio a
partir da vinhaga em reator acidogénico continuo e concluiram que os melhores
resultados da produgédo de hidrogénio foram observados para os valores de pH do

efluente na faixa de 5,1 a 5,2 (HY = 3,4 + 0,7 mol Ho/mol carboidrato).

No geral, a producdo de hidrogénio aparentemente € favorecida na faixa de pH

compreendida entre 5,0 e 6,0 (Phowan e Danvirutai, 2014; Fuess et al., 2015; Sunyoto et
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al.; 2017), provavelmente pela inibicdo que o ambiente acido promove aos
microrganismos metanogénicos (Lay et al., 2013). O ajuste inicial do pH pode resultar em
producdes de hidrogénio diferentes dependendo do tipo de substrato ou outros fatores
operacionais. Para Vasmara e Marchetti (2017), que utilizaram soro de queijo da
producéao de ricota parcialmente desproteinizado, o pH inicial de 8 foi o mais favoravel a
producéao de hidrogénio, enquanto que para Sunyoto et al. (2017), que utilizaram residuos

de alimentos, o pH inicial ideal foi de 6.

3.3.2.2 Concentragao e tipo de Substrato

Existem alguns critérios que devem ser obedecidos para que o substrato seja
considerado adequado para ser utilizado na produgao de hidrogénio. Séo eles: ser rico
em carboidratos, ser produzido a partir de recursos renovaveis, estar em concentragao
suficiente para que a fermentacdo e a recuperagdo da energia sejam energicamente
favoraveis e que, no caso de algum tratamento prévio ser necessario, este seja de baixo

custo (Lamaison, 2009).

Residuos e efluentes ricos em carboidratos gerados por alguns processos
industriais e agroindustriais, tais como os efluentes da industria de laticinios (Vasmara e
Marchetti, 2017), a manipueira (Lamaison, 2009; Cappelletti et al., 2011; Amorim et al.,
2014; Rosa et al., 2016), efluente do processamento de tofu (Lay et al., 2013), etc,
possuem potencial como substrato e possibilita a redugcéao de até 75% do custo total da

produgao de hidrogénio (Turner et al., 2008).

Apesar da dificuldade na utilizagdo de residuos reais, ja que suas caracteristicas
podem variar bastante dependendo do processo no qual sdo gerados, estes sdo atrativos
pelo baixo custo e vasta disponibilidade. O pré-tratamento do substrato também pode ser

adotado para viabilizar ou potencializar a utilizacdo de residuos mais complexos.

Phowan e Danvirutai (2014) adotaram pré-tratamento acido do substrato. A polpa
de mandioca foi hidrolisada em autoclave a 121°C utilizando diferentes concentragdes de
H2SO4 (0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 € 5% v/v) e tempos de reacao (15, 30, 60, 90 e 120 minutos).
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As condigbes otimas obtidas foram 0,5% de H2SO4 na proporgdo de 1:15 (peso seco:
volume) durante 30 min, resultando no rendimento maximo de concentragdo total de

acgucar de 27,4 g de glicosel/L.

Eker e Sarp (2017) também utilizaram pré-tratamento acido na hidrolise de
residuos de fabrica de papel. Inicialmente, o pH da mistura de papel foi ajustado com
acido sulfurico para 2,2, a hidrélise acida foi realizada em autoclave a 121°C por 90
minutos e, posteriormente, a mistura foi filtrada. Como resultado, os autores alcangaram
uma concentragao total de agucar de cerca de 30 g de glicose/L a partir de uma solugéo

de residuos de papel de 100 g/L.

Em relacdo a concentracdo dos substratos reais, observa-se que,
independentemente do tipo de substrato utilizado, a concentragao aplicada pode variar
de acordo com as condicbes operacionais aplicadas, tipo de indculo utilizado, pré-

tratamento do indculo, pH e etc.

Lamaison (2009) e Cappelletti et al. (2011) utilizaram a manipueira como substrato
para a producao de hidrogénio. Lamaison (2009) obteve HY de 1,82 mol H2/mol glicose
quando utilizou a manipueira sem suplemento e concentragao inicial de substrato entre
2,3 e 3,2 g DQOJ/L. Cappelletti et al. (2011) observaram que as menores concentragdes
de substrato (entre 5-10 g DQOJ/L) aplicadas em seu estudo resultaram em maiores
rendimentos, alcangando um rendimento maximo de 2,41 mol Hz/mol glicose quando a

concentragao da manipueira foi de 5 g DQO/L.

Phowan e Danvirutai (2014) utilizaram polpa de mandioca hidrolisada em varias
concentragdes (variando de 5-40 g DQOJ/L) e alcangaram o maior rendimento (342 mL
H2/g DQOremovida) € produgdo volumétrica de hidrogénio (3381 mL H2/L d) quando
aplicada a concentragao de 25 g DQO/L.

Como sao varios os fatores que influenciam a producdo de hidrogénio, é
interessante buscar condigdes que favoregcam a utilizagdo de substratos reais brutos ou
em concentragdes que exijam o minimo de diluicdo para evitar a utilizagdo de agua limpa.
A utilizagdo de co-substratos também € uma opgéo interessante, que vem sendo

estudada.
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Rosales-Colunga et al. (2012) conseguiram aumentar o HY em 240% (de 0,30 para
1,02 mol H2/mol hexose) ao utilizar a co-digestao da glicose com a galactose em relagao
a glicose sozinha. Além disso, a mistura dos dois substratos resultou na maior taxa

maxima de produgao de hidrogénio (24,45 mL/L h) dentre as condi¢des avaliadas.

Wang et al. (2013) avaliaram a influéncia de diversos co-substratos (lodo de
manipueira, estrume de porco, estrume de vaca e residuo de lodo ativado) na produgao
de hidrogénio a partir da manipueira e concluiram que a utilizagdo de co-substratos
promoveu melhor hidrélise e acidificacdo do que a manipueira sozinha. O maximo
rendimento da utilizagdo de co-substrato foi 46% superior ao da manipueira

isoladamente.

Marone et al. (2015) avaliaram varias proporgdes de lodo de bufalo, soro de queijo
e glicerol bruto na composigao do substrato para produgédo de hidrogénio. Os autores
observaram que a melhor composigao de substrato foi composta por 33% e 66% de lodo
de bufalo e soro de queijo, respectivamente, alcangando o rendimento maximo de 117

mL H2/g SV adicionado-

A utilizagcao de residuos como substrato na produgao de hidrogénio resulta em
beneficios econdbmico e ambiental. Porém, como visto anteriormente, a producéo de
hidrogénio depende de varios fatores e a viabilidade do uso desses residuos deve ser
avaliada através do desenvolvimento de condigdes operacionais que resultem em ganho

energético e ambiental.

3.3.2.3 Temperatura

A temperatura influencia o comportamento das bactérias produtoras de hidrogénio,
ja que altera a atividade de enzimas essenciais, como as hidrogenases, que sao 0s
biocatalizadores mais importantes para a formacao de hidrogénio (Kumar et al., 2015).
Grande parte das tecnologias de producado de biohidrogénio pode ser operada sob
diferentes regimes de temperaturas. A maioria dos trabalhos visando a producédo de

hidrogénio por culturas mistas foram realizados principalmente sob condigdes mesofilicas
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(20-40 °C) e termofilicas (50-60 °C), enquanto que condigdes extremamente termofilica

(65-75 °C) sao menos adotadas na produgao de hidrogénio (Lin et al., 2012).

Makinen et al. (2012) avaliaram o aumento da temperatura (de 37 para 45 °C) na
produgao de hidrogénio a partir da xylose em reator anaerdbio com agitagéo continua.
Os autores observaram um aumento de 1,7 e 4,3 vezes do HY (de 1,18 para 1,97 mol
H2/mol xilose) e da taxa de produgédo de hidrogénio (de 1,7 para 7,3 mmol Ha/h/L),
respectivamente, quando a temperatura passou de 37 °C para 45 °C. Na temperatura de
37 °C, as comunidades microbianas consistiam principalmente em espécies do género
Clostridium (6 espécies). Clostridium butyricum estava presente apenas no inicio da
operagao, enquanto Clostridium tyrobutyricum estava presente durante toda a operagao
na temperatura de 37°C. Clostridium acetobutylicum foi a Unica espécie presente em
ambas as temperaturas. Na temperatura de 45 °C, a comunidade microbiana consistia
apenas em duas cepas bacterianas afiliadas a Clostridium acetobutulyticum e Citrobacter

freundii, responsaveis pela fermentagao da xilose em hidrogénio.

Gadow et al. (2012) avaliaram trés diferentes temperaturas na producédo de
hidrogénio a partir da celulose usando cultura mista. As temperaturas foram escolhidas a
fim de abranger as faixas mesofilica, termofilica e hiper-termofilica (37 + 2; 55 £ 2 e 80%
2 °C, respectivamente). Os HY maximo observados foram 0,61; 15,2 e 19,02 mmol Hz/g
celulose para as temperaturas 37, 55 e 80 °C, respectivamente. A produgdo de metano
foi observada apenas na condigdo mesofilica (37 °C), atingindo um rendimento de 7,03
mmol CH4/g celulose e contribuindo para 26% da composi¢ao do biogas. Isso pode ter
ocorrido pelo fato do indculo utilizado nao ter sido submetido a nenhum pré-tratamento a
fim de inibir a atividade dos microrganismos metanogénicos consumidores de hidrogénio.
Os resultados indicaram que as faixas termofilica e hipertermofilica foram as mais
indicadas dentre as avaliadas, ja que resultaram em inibigdo da produgédo de metano e,

consequentemente, melhor desempenho da producgéo de hidrogénio.

Kargi et al. (2012) avaliaram as faixas mesofilicas e termofilicas (35 e 55 °C,
respectivamente) na producdo de hidrogénio a partir do soro de queijo em po. Os
melhores resultados da produgdo de hidrogénio foram observados na condigédo

termofilica, com maior HY (111 mL H/g lactose), maior taxa de produgéo de hidrogénio
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(3,46 mL H2/L h) e maior taxa de produgao especifica de hidrogénio (2,10 mL Ha/g de
células h). Porém, a fermentacao termofilica resultou numa fase de adaptagdo maior (A
= 136,4 h) em relacdo a fermentagcdo mesofilica (A = 4,29 h). Os autores justificam esse
comportamento pelo fato de a cultura original utilizada nos experimentos ser proveniente
de uma estacao de tratamento de efluentes operada em temperatura mesofilica (35 °C).
Enquanto que os resultados superiores da produgdao de hidrogénio obtidos na
fermentacdo termofilica foram provavelmente decorrentes da eliminagcdo dos
microrganismos consumidores de hidrogénio e selegdo das bactérias produtoras de

hidrogénio.

Sattar et al. (2016) avaliaram o efeito da temperatura (37 e 55 °C) na produgéao de
hidrogénio a partir de diversos residuos resultantes da colheita de arroz, tais como palha
de arroz, casca de arroz e farelo de arroz, além de restos de arroz produzidos em
cantinas. O aumento da temperatura de 37 para 55 °C resultou num aumento do
rendimento de hidrogénio de 9,34%, 31,31% e 23,51% para os experimentos que
utilizaram palha, casca e farelo de arroz, respectivamente. Embora o maior HY de 40,04
mL H2/SViemovidos tenha sido produzido a partir de palha de arroz em condigdes
termofilicas, a maior taxa maxima de produgéo de hidrogénio (Rm = 97,08 mL Ha/h) foi
observada a partir de farelo de arroz também em condi¢des termofilicas, com HY de 38,6
mL H2/SVremovidos. O aumento da temperatura nos experimentos que utilizaram restos de
arroz resultou em comportamento diferente em relacdo aos demais residuos, com
redugao do rendimento de hidrogénio, do potencial maximo de produgao de hidrogénio e
da taxa maxima de produgcdo de hidrogénio em 25,81%, 44,15% e 24,70%,
respectivamente. O autores afirmam que o aumento da temperatura tem um efeito
negativo na produgao de hidrogénio quando o substrato possui concentracdes elevadas

de carboidratos, como é o caso do restos de arroz.

Para Sivagurunathan et al. (2016), o aumento da temperatura poderia melhorar o
desempenho da fermentagcdo de hidrogénio, promovendo a hidrdlise, diminuindo a
solubilidade do hidrogénio no caldo e limitando a atividade dos microrganismos né&o-
produtores de hidrogénio, que séo sensiveis a temperatura mais elevadas. Porém, os

autores alertam que a adogao da temperatura de operagao deve levar em consideragao
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se 0 aumento da produgdo de hidrogénio compensa o investimento em energia para o

aquecimento do sistema.

Lin et al. (2012) destacam a importancia do desenvolvimento de sistemas que
sejam operados a temperatura baixa o suficiente para permitir um ganho positivo de
energia ao mesmo tempo que garanta seguranga durante a manutengdo e

monitoramento do sistema.

Apesar da maioria dos trabalhos obter melhores resultados para a producéo de
hidrogénio ao aplicar faixa de temperatura termofilica, deve-se fazer um balango entre a
energia necessaria para o aquecimento do sistema e a energia produzida. Por exemplo,
os resultados de Gadow et al. (2012) demonstram um aumento de 25% no HY ao
aumentar a temperatura de 55 para 80 °C, mas apontaram a inviabilidade de operagao
do sistema na faixa hiper-termofilica (80 °C). No geral, pode-se observar que
temperaturas maiores favorecem o aumento do rendimento da producéao de hidrogénio
(Makinen et al., 2012; Gadow et al., 2012; Kargi et al., 2012; Sattar et al., 2016), porém o
aumento da temperatura também pode resultar em desvantagens para alguns
parametros, como o aumento da fase lag (Kargi et al., 2012) e diminui¢cao da taxa maxima
de producédo de hidrogénio (Sattar et al., 2016), além de que o aumento da temperatura
pode nao ser ideal para todos os tipos de substrato, como observado por Sattar et al.
(2016), que observaram melhor HY na faixa mesofilica (37 °C) quando utilizaram restos

de arroz produzidos em cantina como substrato.

3.3.24 Tipo e pré-tratamento do Inoéculo

A producao fermentativa de hidrogénio pode ser obtida a partir de culturas puras
ou culturas mistas. A utilizacdo de culturas puras possui inumeras desvantagens. Além
de ndo ser rentavel, estda associada com muitos problemas técnicos, tais como a
exigéncia de condi¢des estéreis e rigoroso controle das condi¢des ambientais (Argun e
Kargi, 2009) e muitos microrganismos de cultura pura podem ndo metabolizar uma

variedade de substratos, tais como amido e celulose (Chaganti et al., 2012).
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Ja a adocéao de culturas mistas promove o aumento do rendimento de hidrogénio
e possibilita a utilizagcdo de uma maior diversidade de substratos, inclusive os substratos
a base de amido e celulose (Argun e Kargi, 2009). Entretanto, comunidades microbianas
anaerobias mistas podem conter microrganismos nao produtores de hidrogénio, como
bactérias produtoras de acido latico, e populagdes consumidoras de hidrogénio, como os
microrganismos homoacetogénicos, metanogénicos hidrogenotroficos e redutores de

sulfato (Valdez-Vazquez e Poggi-Varaldo, 2009).

Para garantir um processo eficiente de producdo de hidrogénio a partir de
consorcios microbianos mistos, alguns métodos podem ser adotados para inibir a
atividade de bactérias que consomem ou que nao produzem hidrogénio. Esses métodos
partem do principio que as bactérias produtoras de hidrogénio possuem maior chance de
sobreviver que outros microrganismos de uma cultura mista, quando submetidas a
condi¢des severas devido a sua capacidade de esporular, se tornando ativas quando as

condi¢gbes ambientais voltam a ser adequadas (De Gioannis et al., 2013).

Os principais métodos que atuam sobre esta selegcdo microbiana sao: pré-
tratamento com choque térmico, pré-tratamento acido, aeragdo, congelamento e
descongelamento, bem como a adicdo de compostos quimicos especificos (2-
bromoetanosulfonato de sédio, acido 2-bromoetanosulfonico, etileno, etano, cloreto de

metilo, fluoreto de metilo, cloroférmio, acetileno, dentre outros) (De Gioannis et al., 2013).

Phowan e Danvirutai (2014) investigaram trés tipos de inéculo: lodo anaerdbio de
um tanque de sedimentagédo de uma destilaria (MC-1), lodo granular de um reator UASB
de uma cervejaria (MC-2) e lodo granular de um reator UASB de uma industria de amido
(MC-3), na producéo de hidrogénio a partir da polpa de mandioca hidrolisada. Os in6culos
foram pré-tratados termicamente. Os resultados indicaram que o lodo MC-2 apresentou
melhor desempenho em termos de produg¢do de hidrogénio, produgcdo volumétrica de
hidrogénio e rendimento de hidrogénio (350 mL, 3812 mL H2/L d e 334 mL H>/g

DQOremovido, respectivamente).

Favaro et al. (2013) avaliaram a influéncia do indculo na produgao de hidrogénio a
partir da fracgdo organica dos residuos so6lidos urbanos usando lodo granular de reator

UASB tratando efluente de uma cervejaria. O lodo foi submetido a pré-tratamento térmico.
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Os autores observaram pouca diferenga na produgéo de hidrogénio usando indculo e ndo
usando inéculo. A maior diferenga foi no tempo de laténcia que nao foi observado nos
experimentos com adi¢do de inoculo e apresentou atraso de 6 dias para o inicio da

producéo de hidrogénio quando o inéculo nao foi utilizado.

Penteado et al. (2013) avaliaram o desempenho da autofermentagcéo em relagao
ao lodo de reator UASB tratando residuos de abatedouro de aves e lodo anaerdbio de
reator UASB tratando residuos de suinicultura. Os indéculos foram submetidos a
tratamento térmico e adi¢cao de acido para suprimir a metanogénese. A autofermentacao
apresentou rendimento compativel com o lodo de reator UASB tratando residuos de aves
quando o lodo foi pré-tratrado (térmico e acido), indicando que a autofermentagao pode
ser uma alternativa interessante ja que ndo necessita da etapa de pré-tratamento do

in6culo.

Chaganti et al. (2012) compararam a producédo de hidrogénio a partir de uma
cultura mista submetida a diferentes pré-tratamentos (choque térmico, tratamento acido,
tratamento alcalino ou adi¢ao de acido linoleico). A adogao do pré-tratamento do indculo
resultou em um aumento entre 1,8 e 2,2 vezes do HY em relagdo ao experimento controle
(sem pré-tratamento do inoculo). O rendimento de hidrogénio foi estatisticamente igual (a
= 0,05) para todos os pré-tratamentos adotados. Houve produgdo de metano apenas
quando adotado o tratamento alcalino (0,1 mol CH4/mol glicose) e no experimento
controle (0,4 mol CHa4/mol glicose). Os autores concluiram que os métodos adotados
foram eficazes para aumentar o HY. O tratamento alcalino foi o Unico que n&o inibiu a

metanogénese completamente.

Cisneros-Perez et al. (2015) testaram o choque térmico e lavagem seletiva do lodo
em reator continuo, operado a 37°C, TDH de 8 h, agitagdo de 250 rpom e pH de 5,7, na
producdo de hidrogénio em dois reatores de leito granular expandido. Ambos os pré-
tratamentos foram eficazes na prevencgéo da atividade metanogénica. O pré-tratamento
de lavagem seletiva do lodo apresentou melhor desempenho do que o pré-tratamento
por choque térmico, atingindo HY maximo de 0,92 mol Ho/mol hexose e HPR maximo de

4,23 L Ho/L d. Os autores observaram que o pré-tratamento do indculo tem um forte efeito
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inicial durante os primeiros estagios de fermentagdo, apdés o qual as condigdes

operacionais tém maior impacto no desempenho do reator.

Os tipos de indculo sao essenciais para prover 0 meio com microrganismos que
permitam o bom desempenho da produgéo de hidrogénio. A avaliagdo do indculo para
determinado substrato ou condi¢gdo operacional é crucial, devendo ser bem analisada a
necessidade de tratamento prévio ou ndo desse indéculo. O pré-tratamento deve ser
adotado de acordo com a eficiéncia na inibicdo dos microrganismos consumidores de
hidrogénio, ao mesmo tempo que nao prejudique o desensolvimento das bactérias
produtoras de hidrogénio ndo-esporulantes (como as enterobactérias) (Lamaison et al.,

2015), assim como observando a viabilidade econémica de sua aplicagao.

3.3.3 Producao de Hidrogénio em testes em batelada

A Tabela 2 apresenta um resumo de alguns estudos anteriores que avaliaram a
producdo de hidrogénio em reatores em batelada. Os estudos abordam diversos
substratos e os resultados do rendimento de hidrogénio s&o apresentados a partir de
diferentes abordagens (mol Hx/mol glicose, mol Hz/mol lactose, mL H2/SViemovidos, ML

H2/DQOremovida, €tC). A seguir sdo apresentados maiores detalhes de cada estudo.

Han et al. (2015) desenvolveram um bioprocesso combinado visando a
fermentacéo de estado sdlido e, posteriormente, a produgao fermentativa de hidrogénio
a partir de residuos de alimentos. A fermentacdo de estado sélido foi realizada por
Aspergillus awamori e Aspergillus oryzae, misturando 15 g de residuos de alimentos com
1 mL de solucdo de esporos (4 x 106 e 1 x 10%esporos/mL, respectivamente), cultivada
em incubadora a 30°C por 4 dias. A massa solida fermentada foi transferida para um
biorreator (a 55°C e 500 rpm) para realizar a hidrolise enzimatica. O caldo fermentativo
produzido foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos e, posteriormente, filtrado por
papel de filtro Whatman n°® 1, obtendo-se o residuos de alimentos hidrolisado. Para os
autores o bioprocesso combinado poderia acelerar a taxa de hidrélise, melhorar a
utilizacdo de matéria-prima e aumentar o rendimento de hidrogénio. Para produgdo de

hidrogénio, o residuo de alimentos hidrolisado na primeira etapa foi filtrado e lodo
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anaerobio de uma estacdo de tratamento de aguas residuais municipais pré-tratado
termicamente foi utilizado como indculo. Diferentes concentragdes iniciais de glicose
derivada da hidrodlise dos residuos alimentares foram avaliadas (15,54; 22,89; 29,80 e
36,90 g/L) e resultaram nos seguintes rendimentos 1,51; 1,38; 1,28 e 1,25 mol Hz/mol
glicose, respectivamente. Os autores concluiram que o processo proposto poderia ser

potencialmente utilizado na produg¢do de hidrogénio a partir de residuos de alimentos.

Wang et al. (2015) avaliaram a utilizagdo das aguas residuais de diversas etapas
do processamento do amido de milho visando identificar a melhor relagdo C/N (6,0; 8,0;
9,1; 10,3 e 15,2) e a concentragao inicial do substrato (10, 15 e 20 g/L) para maximizar a
producéao de hidrogénio. A principal fonte de carbono foi a agua residual de glicose gerada
quando o leite de amido refinado é parcialmente transformado em glicose, enquanto
peptona, NH4Cl e uma mistura da agua residual da infusdo do milho com agua com gluten
de milho gerada a partir do processo de centrifugacéo do leite de amido de milho foram
utilizadas como principal fonte de nitrogénio. Os resultados mostraram que a relagédo C/N
inicial ideal e a concentragao total de agucar foram de 9,1 e 10,0 g/L, respectivamente,
com o rendimento maximo de hidrogénio de 1,88 mol H2/mol de glicose quando utilizada
a mistura das aguas residuais como fonte de carbono. Para os autores a produgao de
hidrogénio utilizando aguas residuais de mistura de amido de milho resultou em um HY
aproximadamente 76% e 32% maior do que com o uso de amido de milho e amido de
mandioca, respectivamente. Ja a taxa maxima de produgcdo de hidrogénio (Rm) de
165,89 mL/L/h obtida usando aguas residuais de mistura de amido de milho como fonte
de nitrogénio foi cerca de 21 vezes maior do que quando a peptona foi utilizada como
fonte de nitrogénio. Assim, os autores concluiram que a produg¢ao de hidrogénio a partir
de aguas residuais de amido de milho combinado € uma maneira econdmica e pratica de

recuperagao de energia e tratamento de aguas residuais.

Rosales-Colunga et al. (2012) utilizaram Escherichia coli WDHL na produgéo de
hidrogénio a partir da lactose, glicose e galactose. Os resultados indicaram que a
producdo cinética de hidrogénio e metabdlitos, bem como o rendimento de hidrogénio,
foram afetados pelo tipo de agucar utilizado como substrato. Ao utilizar a glicose como
substrato, o principal metabdlito formado foi o lactato, resultando em produgédo de

hidrogénio e rendimento de 1037 mL e 0,30 mol H2/mol de glicose, respectivamente. O
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maior rendimento da produgéo de hidrogénio (1,12 mol H2/mol galactose) foi observado
quando a galactose foi utilizada como substrato, com etanol como rota metabdlica
predominante, o que pode justificar a menor taxa maxima de produgao de hidrogénio
nessa condigao (13,21 mL Hz/L h). O HY ao utilizar glicose mais galactose aumentou e
foi similar ao rendimento obtido durante a fermentagdo da lactose sozinha (1,02 mol
Ho/mol hexose). Além disso, a mistura da glicose com a galactose resultou na maior taxa
maxima de produgao de hidrogénio observada dentre as condigbes analisadas (24,45 mL
Ho/L h). Os autores destacam a importéncia de buscar uma maior conformidade entre o
rendimento de hidrogénio e a taxa maxima de producdo de hidrogénio. Isso porque,
segundo os autores, a taxa de producdo de hidrogénio é um parametro critico para

determinar a aplicagao pratica em grande escala de processos de fermentacao.

Lay et al. (2013) utilizaram a agua residual do processamento de tofu na produgao
de hidrogénio e etanol. Os autores avaliaram a influéncia do inéculo (lodo anaerdbio
coletado em duas estagdes de tratamento de aguas residuais diferentes), dos valores
iniciais de pH (4,0-8,0), de duas temperaturas diferentes (35 e 55 °C) e da concentragéo
inicial do substrato (10, 15, 20, 30 e 40 g/L). O efeito do inéculo e da temperatura
indicaram que os dois lodos foram capazes de produzir hidrogénio a partir do substrato
utilizado, sem geracdo de metano. O aumento da temperatura n&o afetou
significativamente o rendimento de hidrogénio. A variagao do rendimento variou entre
54,8 e 61,2 mL H2/g DQO. Enquanto a produgéo de etanol so6 foi observada ao utilizar o
lodo 1 na temperatura de 55 °C (2842 mg DQOJ/L, 25% dos metabdlitos soluveis
produzidos). Em relagdo ao pH, o maior HY (107,5 mL Hx/g DQO) foi obtido na faixa de
pH inicial compreendida entre 5,5 e 6,0, sem produgao de metano. Ja a faixa de pH inical
compreendida entre 7,5 e 8,0 favoreceram a producédo de metano (228 e 231 mL e teor
de metano de 36 e 38%, respectivamente). Enquanto que o pH 5,0 foi o mais favoravel a
producédo de etanol (2181 g DQO/L, 18% dos metabdlitos soluveis produzidos). Ja o
aumento da concentragao inicial do substrato de 10 para 20 g DQO/L provocou aumento
no rendimento de 20 para 99,2 mL H2/ g DQO. Em seguida, o rendimento de hidrogénio
sofreu uma pequena redugao quando a concentragao inicial passou para 30 g DQO/L
(92,8 mL H2/ g DQO), porém foi observado a maior concentracao do teor de hidrogénio

no biogas nessa condig¢ao (50,9%). A concentragao inicial do substrato de 40 g DQO/L
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provocou inibicdo do rendimento que reduziu para 72,9 mL Hx/ g DQO. Em relagao a
distribuigdo dos metabdlitos, os autores observaram a predominancia da rota do acetato
na menor concentragdo do substrato (10 g DQOI/L, HAc = 51% e HBu = 23% dos
metabdlitos soluveis produzidos), e a predominancia da rota do butirato nas maiores
concentragdes de substrato (15, 20, 30 e 40 g DQOI/L, HAc = 20-25% e HBu = 50-58%

dos metabdlitos soluveis produzidos).

Phowan e Danvirutai (2014) avaliaram o efeito do pH inicial, da concentracdo da
biomassa e do substrato na produgdo de hidrogénio a partir da polpa de mandioca
hidrolisada. O efeito do tipo de inéculo foi investigado a partir da concentragao inicial do
substrato de 20 g DQOI/L e pH inicial fixo em 6,0. Trés tipos de indculo foram analisados:
lodo anaerdbio de um tanque de sedimentagcédo de uma destilaria (MC-1), lodo granular
de um reator UASB de uma cervejaria (MC-2) e lodo granular de um reator UASB de uma
industria de amido (MC-3). A melhor produgao de hidrogénio, producao volumétrica de
hidrogénio e rendimento de hidrogénio (350 mL, 3812 mL H2/L d e 334 mL H2/g
DQOremovido, respectivamente) foram obtidas quando o lodo MC-2 foi adotado como
in6culo. Para avaliar o efeito do pH inicial na produgcdo de hidrogénio, os autores
utilizaram o inéculo MC-2 (2 g/L) e concentragao inicial do substrato de 20 g DQOIL,
variando o pH entre 5,0 e 8,0. O HY maximo foi observado quando aplicado o pH inicial
de 5,5 (285,6 mL H2/g DQOremovida), €nquanto que o pH inicial de 8,0 ocorreu o menor HY
(111,4 mL H2/g DQOremovida). Ja a concentragao inicial do substrato foi avaliada (5, 10, 15,
20, 25, 30 e 40 g DQOI/L) utilizando o melhor pH inicial (5,5) e o melhor inéculo (MC-2)
obtidos nas etapas anteriores. Os autores observaram que o rendimento de hidrogénio
aumentou de 207,0 para 342,8 mL H2/g DQOremovida COM 0 aumento da concentragao
inicial de 5-25 g DQOI/L, reduzindo para 207,4 mL H2/g DQOremovidta qQuando a
concentragao inicial do substrato passou para 40 g DQO/L. Os autores observaram que
concentragdes iniciais de substrato mais elevadas causam acumulo de acidos no sistema
e, posteriormente, declinio do pH no meio que provoca aumento da pressao parcial do
sistema de fermentacdo levando a producédo de solventes e, consequentemente, a
inibicdo dos microrganismos produtores de hidrogénio. Por ultimo, o efeito da
concentragao inicial da biomassa foi avaliada (0,5-5 g/L) na concentragao inicial do

substrato de 25 g DQO/L. A produg¢ao acumulada de hidrogénio (P) e a taxa de produgao



43

maxima de hidrogénio (Rm) aumentaram quando a concentrac&o inicial de biomassa
passou de 0,5 para3 g/L (P =185,6 € 387,4 mL, Rm = 3,45 e 7,87 mL/h, respectivamente).
O aumento da concentragao inicial da biomassa para 5 g/L, promoveu redu¢éo no P e
Rm (281,3 mL e 5,94 mL/h, respectivamente). Os autores justificam esse comportamento
pelo fato de que concentragdes mais elevadas de biomassa poderiam afetar a formacgao
de hidrogénio, consumindo-o para a formacdo de acido acético pelas bactérias

acetogénicas, além da inibicao causada pelo acumulo de acidos no meio.

Sattar et al. (2016) utilizaram residuos da colheita de arroz (palha de arroz, a casca
de arroz e o farelo de arroz, além de restos de arroz produzidos em cantinas) na produgao
de hidrogénio em duas temperaturas diferentes (37 e 55 °C). O maior HY (40,04 mL
H2/SV'emovidos) fOi obtido quando utilizado a palha de arroz, enquanto a maior Rm (97,08
mL Ha/h) foi alcangada a partir do farelo de arroz, ambos em condi¢cdes termofilicas (55
°C).

Marone et al. (2015) avaliaram o efeito da co-fermentagao do lodo de bufalo com
soro de queijo e glicerol bruto usando cultura mista microbiana na producédo de
hidrogénio. Inicialmente, os autores fizeram a selegdo do inoculo a partir de trés tipos
diferentes: um consércio microbiano artificial (DC), uma cultura mista microbiana
enriquecida nos sedimentos de um lago costeiro hipertréfico (F210) e uma cultura mista
microbiana enriquecida com lodo ativado da estac&do de tratamento de aguas residuais
(GCL). O substrato utilizado foi uma mistura de 33%, 33% e 33% de lodo de bufalo, soro
de queijo e glicerol bruto, atingindo uma concentragdo final de 20 g SV/L. F210
apresentou o maior HY (50,4 + 3,0 mL Hx/g SV). Segundo os autores, este inéculo seria
o mais "versatil" e menos especializado entre todos os indculos, resultando numa
adaptacdo mais facil as condigbes aplicadas. Num segundo momento, os autores
avaliaram a influéncia da composigéo do substrato na produgéo de hidrogénio utilizando
o inoculo F210. O melhor HY (117 mL H2/g SVadicionado) fOi observado quando a
composigdo do substrato foi 33% e 66% de lodo de bufalo e soro de queijo,
respectivamente. No geral, o soro de queijo foi o substrato mais adequado para produgao
de hidrogénio, porém promoveu uma redugao brusca no pH (de 6,5 para 4,0). Ja o lodo
de bufalo apresentou alta capacidade de tamponamento mantendo o pH acima de 6,0.

Para os autores, os resultados demonstraram a possibilidade de misturar varios efluentes
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em diferentes composi¢cdes mantendo a produgdo de hidrogénio num intervalo 6timo,
entre 105 e 117 mL H2/g SVadicionado, facilitando o gerenciamento de sistemas ou

processos em que a disponibilidade de substratos pode mudar ao longo do tempo.

Eker e Sarp (2017) analisaram o efeito da concentragao inicial do substrato (3,84-
45,5 g/L) e biomassa (0,25-2,00 g/L) na produgdo de hidrogénio a partir residuos de
papel. O maior HY foi de 1,01 mol H2/mol agucar quando a plicada a concentragao inicial
de agucar de 3,84 g/L. Os autores justificam a diminuigdo do rendimento de hidrogénio
causada pelo aumento da concentragao inicial de agucar devido a inibicdo causada pelo
acumulo de acidos volateis e pela presenga de hidroximetilfurfural gerado durante a
hidrolise acida dos residuos de papel, que causam efeito inibitorio sobre microrganismos.
Para avaliar o efeito da concentracdo inicial da biomassa, a concentragdo inicial de
acucar foi mantida em 18,9 g/L, ja que foi obtida a maior taxa de produgao de hidrogénio
nessa condi¢ao (0,51 mL Hz/ g biomassa h). O maior HY foi obtido quando aplicada a
concentragao inicial de biomassa de 0,25 g/L (0,34 mol Hx/mol acgucar). Os autores
concluiram que menores concentragdes iniciais de biomassa (0,25-0,5 g/L) e de agucar

(< 20 g/L) sdo mais favoraveis a producao de hidrogénio a partir de residuos de papel.

Vasmara e Marchetti (2017) utilizaram soro de queijo da produgao de ricota
parcialmente desproteinizado na produgao de hidrogénio a partir de diferentes pH iniciais
(4-10). O pH inicial de 8, resultou no maior HY (HYmax = 1,81 mol Hz/mol lactose) para

este tipo de substrato.

Os resultados demonstram que a producido de hidrogénio depende de varios
fatores e que a avaliacao de diferentes condicdes operacionais € necessaria para otimizar

a producgao de hidrogénio.
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Referéncia Temperatura Substrato Inéculo H HY
P Concentragao P HPR*
Acucares (lactose,
Rosales-Colunga et al. 37 oG glicose e Escherichia coli 6.0 0,3-1,12 mol Hz/mol hexose
(2012) galactose) WDHL ’ 13,21-24,45 mL Ha/L h
15 g/L
Efluente do Lodo anaerdbio de
processamento de estagdo de 29,2-107,5 mL H2/g DQO
o] -
Lay et al. (2013) 35e55°C tofu tratamento de 4,0-8,0 0.1-6.6 L Holl d
10-40 g COD/L aguas residuais
Lodo anaerdbio de
um tanque de
sedimentacgao de
Polpa d di uma destilaria; Lodo
Phowan e Danvirutai 35 9C © pﬁidglrir;ggaloca de um reator UASB 55 342 mL Hz/g DQOremovida
(2014) 20 g DQOIL de uma cervejaria; ’ 3381 mL H2/L.d
g lodo granular de um
reator UASB de
uma industria de
amido
Residuos de Lodo anaerébio de
liment uma estagao de 1,25-1,51 mol Hz/mol glicose
Han et al. (2015) 37°C alimentos tratamento de 4,0-4,6 z g
15,52-36,9 g aguas residuais 35,4-92,56 mL Hz/h
gllicose/L municipais
Lodo de bufalo Cultura mista
o icrobiana
soro de queijo _micro )
.. daa partlr 2,8-1 12 mL H2/g SVadicionado
I (2015 37 °C desproteinizado e~ €NMAuec 6,5
Marrone et al. ( ) gIFi)ceroI bruto dos sedimentos de 1,17-26,8 mL Hz/h
um lago costeiro
20 g SVIL hipertrofico
Agua residuéria de :
. . 1,88 mol Hz/mol gl
Wang et al. (2016) 35°C amido de milho Lodo anaerdbio 6,5 mol Rzlmol glicose

10,15e 20 g/L

165,89 mL H2/L h
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Tabela 2 — Resumo de estudos anteriores que avaliaram a producao de hidrogénio em testes em batelada (Continuagao).

Referéncia Temperatura Substrato Inéculo H HY
P Concentragao P HPR*
Residuos de
. Lodo de um canal 23,05-40,04 mL H2/SVrem
-550 Iheita d R
Sattar et al. (2016) 37-55°C colheita de arroz de sedimentacao 7,0-7,5 24.26.67,08 mL Hoh

Residuos de papel | odo acidogénico de

————— (papeldo e papel estagdo de 1,01 mol Hz/mol agucar
Eker e Sarp (2017) de escritério) tratamento 6,8 0.44-9.85 mL Hoh
3,84-45,5 g/L anaerdébio

Soro de queijo

. parcialmente i
Vasmara e Marchetti 35 0C desproteinizado da Lodo de suino 4-10 0,22-1,81 mol Hz/mol lactose

(2017) producao de ricota 0,078-,0459 mol Hz/mol lactose h
51 g/L lactose

*HPR: Produg¢ado Volumétrica de Hidrogénio.
Fonte: Autora, 2018.
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A Tabela 3 apresenta um resumo dos resultados obtidos por alguns trabalhos que

utilizaram a manipueira como substrato para produgao de hidrogénio.

Tabela 3 — Resumo de resultados obtidos por estudos que avaliaram o uso da manipueira como substrato
para producgdo de hidrogénio

Referéncia Reator Concentragao TDH HY
Temperatura Inéculo pH HPR*
2352-3202 mg/L
o O naeroblo Lododereator . 0,007-1,82 mol Ha/mol
Lamaison (2009)  gooiencial anaerobio de glicose
q fluxo ascendente 5,3 90-224 mL/d
35°C tratando efluente
de suinos
Reator Anaerébio
0,60-2,41 mol Hz/mol
Cappelletti et al. de Batelada 530gL gicose e
2011 Sequencial
( ) :1 Cultura pura 7,0 13.4-55,0 mL/h.L
36°C
4 g/lL
Reator anaerdbio Lodo de lagoa ) .
Amorim et al. (2014) de leito fluidificado anaerébiag ! : g ;gl DEI/FZ/md glicose
26-30 °C tratando dejetos ' '
de suinos
10-30g/L d
Intanoo et al. (2016) 379G tanque de 55 removida
tratamento de ’ 0,39 L H2/L.d
manipueira
- 2-15g/L
Reator anaerdbio 12e
Rosaetal (2016)  de leito fluidificado  Lodo dereator — qgp 20 mmolig DQO
30 °C UASB tratando 50 21LH/Ld

dejetos de suinos

*HPR: Produgao Volumétrica de Hidrogénio.

Fonte: Autora, 2018.

A partir da Tabela 3, se observa que Cappelletti et al. (2011) avaliaram varias

concentragdes de manipueira (5; 7,5; 10; 15 e 30 g/L) e os autores alcangaram maior

rendimento da producgao de hidrogénio ao aplicar uma concentragao inicial de 5 gDQO/L

(HY = 2,41 mol H2/mol glicose). Ao analisar concentragdes menores que esta (entre
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2352-3202 mg/L), Lamaison (2009) obteve rendimento maximo um pouco inferior (1,82
mol Haz/mol glicose). Vale ressaltar que Cappelletti et al. (2011) trabalhou com cultura
pura, enquanto que Lamaison (2009) utilizou lodo de reator anaerdbio de fluxo
ascendente tratando efluente de suinos como in6culo em seu experimento. Apesar da
literatura indicar que culturas mistas possuem maior diversidade microbiana resultando
no aumento do HY pela facilidade de adapatagdo dos microrganismos a uma maior
variedade de substratos (Argun e Kargi, 2009), essas comunidades podem conter
microorganismos nao produtores de hidrogénio (bactérias produtoras de acido latico) ou
consumidoras de hidrogénio (microrganismos homoacetogénicos, metanogénicos
hidrogenotréficos e redutores de sulfato) (Valdez-Vazquez e Poggi-Varaldo, 2009),
resultando na dimuigdo do HY. Isso pode justificar o menor HY obtido no estudo de
Lamaison (2009).

A taxa de carregamento organico também influencia a producé&o de hidrogénio.
Segundo Amorim et al. (2014) HY de 1,91 mol H2/mol glicose foi alcangado ao utilizar a
manipueira na concentracéo de 4 gDQO/L em reator anaerobio de leito fluidificado. Os
autores avaliaram a influéncida da redugéo do TDH (8, 6, 4, 2 e 1 h) e consequente
aumento da TCO (de 28 para 161 kg DQO/m?3.d) sobre a produgao de hidrogénio, e
observaram aumento do rendimento de hidrogénio de 0,31 para 1,91 mol Ho/mol glicose
em funcdo da reducdo do TDH de 8 para 2 h e aumento da TCO de 28 para 126
kgDQO/m3.d. Enquanto que a maior produg¢ao volumétrica de hidrogénio ocorreu no TDH
de 1 he TCO de 161 kg DQO/m3.d (2,04 L/h/L).

Intanoo et al. (2016) avaliaram a produgao de hidrogénio em reator UASB a partir
da manipueira utilizando diferentes taxas de carregamento organico (10, 20, 25 e 30
kgDQO/m3.d). Os autores obtiveram taxa de produgéo especifica de hidrogénio de 0,39
L Ho/L.d e rendimendo de hidrogénio maximo de 39,83 L Hx/kg DQO removida,
respectivamente, ao aplicar a TCO de 25 kg DQO/m3.d.

Rosa et al. (2016) obtiveram produgao volumétrica superior (2,1 L Ho/L.d ao aplicar
a TCO de 14 kg DQO/m?3.d) ao utilizar reator anaerdbio de leito fluidificado em relagc&o
ao trabalho de Intanoo et al. (2016) que utilizou reator UASB (0,39 L H2/L.d). De qualquer

forma, os trabalhos indicam que TCO mais altas do que as comumente aplicadas ao
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tratamento de efluentes domésticos ou até industriais, favorecem a producdo de

hidrogénio.

3.4PLATAFORMA DOS ACIDOS CARBOXILICOS

A plataforma do carboxilato tem como base a conversdo de matérias-primas
organicas, que sao muitas vezes derivados de residuos industriais e agroindustriais, em
carboxilatos de cadeia curta a partir de uma comunidade mista de microrganismos
anaerdbios. Carboxilatos sao acidos organicos dissociados que sao caracterizados pela

presenca de pelo menos um grupo carboxila (COOH) (Agler et al., 2011).

Os carboxilatos de cadeia curta (por exemplo, acetato, propionato e n-butirato)
possuem de 2 a 5 atomos de carbono e sdo considerados produtos primarios da
plataforma, ja4 que sdo formados durante a primeira fermentagcdo juntamente com
hidrogénio e didxido de carbono (Figura 3, fermentagao primaria). Os acidos carboxilicos
de cadeia curta sdo considerados bastante valiosos, porém sao dificeis de serem
extraidos por sua elevada proporgao oxigénio-carbono (Steinbusch et al., 2011). No
entanto, esses produtos podem ser convertidos biologicamente ou quimicamente em

combustiveis ou compostos com maior valor agregado associado (Marshall et al., 2013).

Uma aplicacdo bastante comum dos carboxilatos de cadeia curta € como
substrato para producdo de metano (metanogénese acetoclastica) (Figura 3f). A
producdo de metano pode ocorrer num mesmo sistema de digestdo anaerdbia, dentro
de um mesmo microbioma. No entanto, o metano é considerado um produto de baixo
valor quando comparado a outros produtos de fermentagcdo. De maneira semelhante, no
mesmo reator e microbioma, a cadeia de carbono dos carboxilatos pode ser alongada
formando acidos carboxilicos de cadeia media (de 6 a 8 atomos de carbono) (Figura 3g)
(Spirito et al., 2014).

Por ter uma cadeia de carbono mais longa, hidrofobica, proporgdo oxigénio-
carbono menor (de 0,33 a 0,25), facilitando a separacédo do caldo de fermentagao, os

caboxilatos de cadeia média sdo considerados mais interessantes como intermediarios
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para producado de produtos quimicos e combustiveis do que os caboxilatos de cadeia
curta (Steinbusch et al., 2011).

3.4.1 Alongamento da cadeia de carbono

O alongamento da cadeia de carbono tem se tornado uma opgao interessante por
seus produtos (acidos carboxilicos de cadeia média, como os acidos caproico e caprilico)
possuirem aplicacdes diretas, como antimicrobianos, na alimentagao animal e inibidores
de corrosao (Agler et al., 2011; Grootscholten et al, 2013), e indiretas, como precursores
da produgédo de biodiesel (Steinbusch et al., 2008), de bioplasticos (Li and Fang, 2007)

e de produtos quimicos (Logan et al., 2008).

Além disso, a utilizagdo de residuos industriais e agroindustriais como matéria-
prima sustentavel para a producéo de biocombustiveis e produtos quimicos, proporciona
aumento da oferta desses produtos no mercado e dificilmente iria competir com a

producdo de alimentos (Tilman et al., 2009).

O alongamento da cadeia pode ser realizado em meio nao esterilizado com uma
cultura microbiana mista (Grootscholten et al., 2014). Apesar da composi¢do do
microbioma carboxilato ainda n&o ser definida, andlises de estudos anteriores
determinaram a presenca de cerca de 50% de espécies do género Clostridium spp., 4%
dos quais pertenciam a Clostridium kluyveri durante a producdo maxima de &acido

caproico (Steinbusch et al., 2011).

Os microrganismos envolvidos na plataforma de carboxilato, como as
comunidades microbianas presente no rumen, operam sinergicamente, com diferentes
porcbes de cada comunidade realizando processos metabodlicos que resultam na
degradacao cooperativa de materiais, que de outra forma seria dificil para espécies

individuais digerir (Hess et al., 2011).

Altas concentracdes de acidos carboxilicos de cadeia curta com pequenas

quantidades de etanol e uma pressédo parcial de hidrogénio elevada sao condi¢des
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necessarias para induzir a produgao de um acido carboxilico com uma cadeia mais

longa, tais como o caproato (Steinbusch et al., 2011).

Figura 3 — Esquema das reagdes envolvidas na plataforma dos acidos carboxilicos.

Compostos organicos complexos

(carboidratos, lipideos e proteinas)
Hidrdlise !
Compostos organicos simples
Fermentacgio (agucares, peptideos e aminoacidos) H,
Primaria l " o @
Produtos intermediarios ~ © 2
(acidos e alcoois)
H: (©) Butirato Acetato (9
— Acetato <
CO:
Etanol
Acetato
Caproato <—Z Butirato
Ha (d)
—_— CH4 (h)
Fermentacao CO: Acetato
Secundaria Lactato
Butirato
Hz ou Etanol ©
Acetato - E:?):ZLoI Butirato Acetato
Propionato Butanol CO: \
Butirato Hexanol H - Lactato
Caproato 2 (|
Propionato (0)
® CH. CO: Lactato
Acetato —
CO: Acetato

Fonte: Adaptado de Agler et al. (2011).

A utilizagao de etanol e hidrogénio, que sao combustiveis, para alongar a cadeia
de carbono é justificada pelo aumento da quantidade total de energia a ser recuperada

a partir da biomassa. O poder calorifico de 1 mol de acido caprdéico (3452 kJ) € mais
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elevado do que o poder calorifico dos 2 mols de etanol (2638 kJ) requeridos para produzir
acido caproico. O poder calorifico do acido capréico combinado com a extragdo mais
simples torna o alongamento da cadeia de carbono uma opg¢ao atrativa (Steinbusch et
al., 2011).

Para que o alongamento da cadeia de carbono ocorra € necessario realizar a
inibicdo da metanogénese por este ser um processo competitivo. O pré-tratamento do
inoculo, o controle do pH ou a adigdo de inibidores metanogénicos (por exemplo, acido
2-bromoetanosulfonico, acetileno) sdo necessarios para que o processo do alongamento

ocorra de forma mais satisfatéria (Agler et al., 2011).

Agler et al. (2012) observaram ao realizar a extracdo em linha do acido caproico
e o controle do pH a 5,5 que a metanogénese hidrogenotréfica ndo € um processo
competitivo do alongamento da cadeia de carbono. Para os autores, apenas a
metanogénese acetotrofica € considerada um processo competitivo, por utilizar o mesmo

substrato necessario a produgéo de acido caproico, o acido acético.

Além da metanogénese, a oxidacao excessiva de etanol em acetato € considerada
um processo competitivo, assim como a oxidagdo dos acidos carboxilicos de cadeia
média em acetato. A metanogénese hidrogenotrofica pode ter um efeito indireto sobre o
alongamento da cadeia, ja que reduz a pressao parcial de hidrogénio permitindo a

oxidagao excessiva do etanol (Grootscholten et al., 2014).

Spirito et al. (2014) observaram que, em geral, a producédo de acido caproico é
feita a partir do acido acético e de etanol como substratos em biorreatores com pH de 7,
sem extracao do produto em linha (Steinbusch et al., 2011; Grootscholten et al., 2013).
Quando é utilizado substrato real, os reatores sao operados a um pH de 5,5 para prevenir
a metanogénese acetoclastica e gerar um gradiente de pH que permita a extragcéo de

acido caproico em linha liquido/liquido (Agler et al., 2012; Vasudevan et al., 2014).

A extracao do acido caproico se torna necessaria devido a sua natureza téxica a
um valor de pH mais baixo de 5,5 (Kim e Rhee, 2013; Butkus et al., 2011). A solubilidade
maxima relativamente baixa do acido caproico (~10 g/L) facilita a extragdo em linha,
especialmente quando comparado com a natureza miscivel completa do etanol (Agler et
al., 2012; Vasudevan et al., 2014).
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A extracdo do acido capréico pode ser realizada por varios métodos (extragcao
bifasica, por membrana e eletrolise da membrana). A extragdo bifasica utiliza um
solvente (alamine 336 ou fosfato de tri-n-butil) dissolvido em alcool oléilico, evitando a
mistura com o meio. A transferéncia do acido capréico ndo dissociado do caldo de
fermentacdo para o meio de extragdo ocorre por meio de uma reagado deste com o
solvente (Choi et al., 2013; Jeon et al., 2013).

A extracdo por membrana evita o contato entre o extrator, que possui natureza
toxica, com a biomassa. A baixa solubilidade do acido capréico permite a sua
transferéncia do meio fermentativo para a camada de 6leo formada na superficie externa
da membrana. Em seguida, o acido caproico € novamente extraido através de uma

segunda membrana para uma solugéo alcalina como um sal (Cavalcante et al., 2017).

O método de eletrolise da membrana consiste na aplicagdo de uma corrente aos
eletrodos que resulta na separagado dos ions OH- e do H2 na camera do biorreator
(dnodo), enquanto os acidos graxos volateis ficam concentrados na solugdo aquosa da

camera de extragao (catodo) (Andersen et al., 2015).

Apesar da extracdo por membrana ser pormissora, ainda nao foi confirmada a
viabilidade econémica desse método, ja que alguns parametros importantes ainda nao
foram determidados, como a taxa de extragéo superficial maxima e a concentragao ideal

do extrator (Cavalcante et al., 2017).

3.4.2 Rotas metabodlicas

As rotas microbianas mais relevantes que sao conhecidas para alongar cadeias
de carbono em reator biolégico sdo: homoacetogénese (alongamento do CO2 em acetato
em condigdes anaerodbias utilizando o H> como doador de elétrons) (Figura 3c); formagao
de succinato (alongamento do CO2 e glicerol em succinato); e a B-oxidagao reversa

(Figura 39).

E na rota B-oxidagdo reversa que o acido caproico é produzido. Atualmente, o

acido caproico é produzido comercialmente a partir de varios métodos petroquimicos,
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porém a utilizagcdo do acido caproico desenvolvido de forma sustentavel vem sendo
bastante pesquisada com o objetivo de obter condi¢gbes de produgdo em nivel comercial
(Spirito et al., 2014).

A rota B-oxidacao € uma via metabdlica reversivel, ou seja, pode executar tanto a
oxidagao quanto a reacgao de redugédo, de acordo com as condi¢gées do meio (Gonzalez-
Cabaleiro et al., 2013). Normalmente a (3-oxidagéo ocorre em abundéancia em reatores
anaerobios e pode operar em sentido inverso quanto ha presenca de compostos
reduzidos ricos em energia, como o etanol e o lactato, e elevada presséo parcial de
hidrogénio para evitar a oxidagcdo e, consequentemente, a remog¢ao dos acidos

caboxilicos de cadeia curta e média (Agler et al., 2014).

O metabolismo inicia com a oxidagdo do etanol a acetato, que € alongado a
butirato e este, posteriormente em caproato. Neste metabolismo, o etanol & utilizado
como doador de elétrons. Porém, no processo fermentativo, além do etanol, o hidrogénio
pode ser utilizado como doador de elétrons, ja que o hidrogénio juntamente com o
acetato pode ser convertido em etanol. As reagdes de produgdo do acido capréico podem

ser resumidas segundo as equacodes 6 e 7 (Grootscholten et al., 2014).

C,H,0; +2C,H,0 —> C,H,0; +2H,0 AG =-19kJ/mol ®)

3C,H,0; +2H" +4H, — C,H, 0, +4H,0 AG=-177kJ/mol @)

A equacao 6 apresenta a formagao do acido caproico a partir do acetato e etanol,
enquanto que na equacgao 7, que é termodinamicamente mais favoravel, o acetato e o

hidrogénio sao os responsaveis pela producao do acido caproico.

3.4.3 Producao de compostos intermediarios com valor associado

Em relagdo a producéo de produtos intermediarios com valor associado, observa-

se que o acido caproico € o principal produto gerado a partir do alongamento da cadeia
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carbdnica. Porém, alguns trabalhos também relatam a produgéo de acido caprilico e de

heptanoato. Neste item alguns destes trabalhos sao apresentados.

Steinbusch et al. (2011) avaliaram a produgao de acido caproéico e acido caprilico
a partir de acetato observando a influéncia do etanol e/ou do hidrogénio como doadores
de elétrons, e do pH. Os autores observaram a presencga de acido capréico em todas
condi¢des (utilizando etanol, hidrogénio ou os dois). Ja o acido caprilico foi observado
apenas nas configuragdes onde foi utilizado o hidrogénio ou hidrogénio e etanol ao
mesmo tempo. Num segundo momento, os autores avaliaram a influéncia do pH. Para
isso eles adotaram a melhor configuragédo na etapa anterior (acetato, hidrogénio e etanol)
no pH 5,5 e 7. O acido caproico foi observado nas duas situagdes, porém o acido caprilico
apenas no pH 7. A producéo do acido caproico maxima foi de 8,17 g/L, enquanto o acido
caprilico foi obtida a concentragdo maxima de 0,32 g/L. A taxa de producgédo do acido
caproico foi de 0,485 g/L.d.

Agler et al. (2012) alcangaram uma taxa de produgdo de acido caproéico de
2,1 g/L.d a partir de etanol de uma industria de cerveja. Os autores alcangaram este valor
sem a necessidade de utilizar agentes quimicos para inibicdo da metanogénse. Foi

realizada a extragao em linha do acido caproico formado e o pH foi controlado em 5,5.

Weimer e Stevenson (2012) isolaram uma cepa de Clostridium kluyveri do riumen
bovino em um meio contendo etanol, acetato e succinato (produtos comuns de
fermentacédo do rumen). Os autores obtiveram uma produgédo maxima de acido caproico
de 12,8 g/L. Os autores sugerem que essa cepa pode ter potencial para produgao

industrial de acido capraico.

Jeon et al. (2013) produziram &cido capréico a partir do galacticol, utilizando
Clostridium sp. BS-1. Os autores obtiveram uma produgdo maxima de acido capoico de
6,96 g/L. Posteriormente, foi adotado um sistema extativo bifasico in situ a fim de
recuperar o acido caproéico formado. O sistema de extragao resultou numa fase /ag mais
longa, porém a produtividade e a concentragdo do produto aumentaram, atingindo 0,34

g/L h e 32 g/L, respectivamente.

Grootscholten (2013) realizou uma série de trabalhos visando o alongamento da

cadeia de carbono que vai da utilizagcdo de reator continuo com substrato sintético
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(Grootscholten et al., 2013), a utilizagdo de um residuo real (Grootscholten et al., 2013a).
A seguir serdo apresentados alguns trabalhos do autor com sua configuragdo e

resultados principais.

Grootscholten et al. (2013b) avaliaram a producédo de acidos carboxilicos de
cadeia média em um filtro anaerdbio de fluxo ascendente a partir de acetato e etanol. Os
autores utilizaram um tempo de detencao hidraulica de 17 horas e alcangaram uma taxa
de produgao volumétrica de carboxilatos de cadeia média de 16,6 g/L.d. Os autores
afirmam que esta taxa é comparavel a outros processos fermentativos, como a produgao
de metano, butanol e etanol. A concentragdo maxima de acido caproico foi de 11 g/L e

do acido caprilico foi de 0,6 g/L.

Em seguida, os autores conseguiram aumentar a produgéo de acidos carboxilicos
de cadeia média ao reduzir o tempo de detencéo hidraulica do filtro anaerébio de fluxo
ascendente de 17 para 4 horas (de 16,6 para 57,4 g/L.d). Porém a concentragao do acido
capréico reduziu para 9,3 g/L e do acido caprilico para 0,3 g/L no TDH de 4 horas
(Grootscholten et al., 2013a).

Grootscholten et al. (2013c) avaliaram a produgao de heptanoato a partir de acido
propidnico e etanol utilizando o alongamento da cadeia de carbono. A taxa de produgéo
do heptanoato foi de 4,4 g/L.d e a concentragdo foi de 3,2 g/L. para os autores, 0s
resultados apontam o potencial da produgao do heptanoato a partir do alongamento da
cadeia de carbono em substituigdo a produgcdo a partir de 6leo de mamona. Porém
futuras pesquisas devem ser realizadas a fim de tornar o processo mais viavel

economicamente.

Grootscholten et al. (2013) avaliaram o desempenho da fragdo organica dos
residuos sélidos urbanos (FORSU) na produgao de acidos carboxilicos de cadeia média
a partir da adicao de etanol. Os autores observaram que a adicdo de etanol promoveu
aumento das concentragbes dos acidos carboxilicos de cadeia média em comparagao
ao experimento sem adicdo de etanol. O caproato passou de 1,7 para 2,8 g/L, o
heptanoato passou de 0,4 para 1,6 g/L, e o caprilato so6 foi observado nos experimentos

no qual o etanol foi adicionado (0,6 g/L).
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Para melhorar a producao dos acidos carboxilicos de cadeia média, Grootscholten
et al. (2014) avaliaram o desempenho do alongamento da cadeia de carbono em fases
separadas a partir da FORSU. O objetivo foi promover a hidrélise e acidogénese da
FORSU num primeiro estagio (reator em batelada), seguido do alongamento da cadeia
em uma segunda etapa (reator continuo com TDH de 11 h) a partir de uma mistura do
lixiviado do primeiro reator com etanol. Os melhores resultados foram: caproato, 12 g/L;
heptanoato, 0,5 g/L; e caprilato, 0,4 g/L. Os autores ressaltam a importancia do controle

do pH para conseguir maior estabilidade do processo.

Para os autores, ao separar a acidificagdo e o alongamento da cadeia, os efeitos
de toxicidade dos acidos e do etanol na hidrélise podem ser evitados. Outra vantagem
de um sistema de duas fases seria a possibilidade de otimizar a acidificagdo e o
alongamento da cadeia separadamente (Grootscholten et al., 2013a). Desta forma, seria
permitido o aproveitamento da produgdo de hidrogénio e de acidos carboxilicos de
cadeia média. Como desvantagens, um sistema de duas fases possui maior
complexidade e custos de capital mais elevado devido a necessidade de dois reatores

em vez de um (Grootscholten et al., 2014).

Weimer et al. (2015) alcangaram concentragdo maxima de acido caproico de 6,1
g/L a partir de biomassa celuldsica (hastes de alfafa ou forragens de mudas) e etanol.
Os autores avaliaram o desempenho do rumen e uma mistura de raimen com uma cepa
derivada de rumen de Clostridium kluyveri no alongamento da cadeia de carbono. A
adicdo de C. kluyveri resultou na oxidacdo mais rapida do etanol (48-72 h), sem

diminuicdo da produtividade.

Ge et al. (2015) desenvolveram melhorias nas condigdes operacionais de um
biorreator anaerdbio para produgédo de acido caproico com extragao liquido/liquido a
partir de efluente de cervejaria. A produgdo média de acido caprdico foi de 3,38 + 0,42
g/L d (7,52 £ 0,94 g DQO/ L d) com um rendimento de 70,3 * 8,81% e uma relagéo
DQOHca/DQOEtoH de 1,19 £ 0,15 por um periodo de cerca de 55 dias. A taxa de producao
maxima foi alcangada aumentando as taxas de carga organica em conjunto com o

aumento da capacidade do sistema de extracdo e uma mudanga no substrato.
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Liang e Wan (2015) avaliaram a produgdo de acido carboxilico a partir do gréo
gasto de cerveja utilizando cultura mista. Os autores concluiram que o controle do pH e
a adi¢ao de doadores de elétrons sdo essenciais para a produgao de acidos carboxilicos
nas condi¢gdes analisadas. O pH neutro e a adigado de etanol como doador de elétrons,
aumentou a producdo de acido valérico e acido caproico em em 44% e 167%,

respectivamente.

Zhu et al. (2015) conseguiram aumentar a concentragcao de acido caproico em
82,89% ao metabolizar o lactato (como uma unica fonte de carbono e energia) em
substituicdo ao etanol por um microbioma obtido a partir de um pogo de fermentacao
utilizado na producéo de licor chinés. A concentragcédo de acido capréico maxima obtida
foi de 23,41 g/L, a uma taxa maxima de 2,97 g/L.d. Os autores afirmam que os resultados
indicam um novo mecanismo de sintese de acido caproéico e que o processo analisado
proporcionara uma oportunidade promissora para a inovagdo da recuperagao de

residuos, bem como para a biossintese de acido capraoico.

3.5CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo de literatura teve como objetivo buscar estudos anteriores que
fornecessem base tedrica para melhorar o entendimento do processo de produgao de
acido caproico associado a produgao de hidrogénio a partir da manipueira, por meio do

alongamento da cadeia carbénica.

A produgao de produtos quimicos de alto valor agregado a partir de matéria
organica pode ser mais viavel do que a produgao de bioenergia (Bungay, 2004). O que
determina a viabilidade da utilizacdo de um determinado residuo para produg¢do de um

produto é o custo do processo de bioconversao e de extragao (Laufenberg et al., 2003).

O baixo rendimento de conversao € a maior barreira, porém muito esforco tem
sido dedicado para melhorar a quantidade de produto formado. A bioconverséo pode ser
melhorada por modificagdo do processo, tal como uso de cultura de imobilizagdo ou

acoplamento de dois biorreatores separados (Karumanchi et al., 2000).
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A producgdo de hidrogénio por meio de dark fermentation tem o maior potencial
como etapa de pré-tratamento que pode ser seguido por uma etapa do processo
secundario, como a bioconverséo de acidos caboxilicos em outros produtos (Angenent
et al., 2004).

A utilizagcdo de aguas residuarias proveniente de processos industriais e
agroindustriais para produzir hidrogénio e produtos quimicos € interessante pelo baixo
custo e grande disponibilidade, além de reduzir o potencial poluidor desses residuos.
Porém residuos reais possuem caracteristicas individuais que dificultam a obtencéo das
condi¢gdes operacionais ideais. Além disso, muitos trabalhos utilizam substratos reais
diluidos, sendo interessante buscar condigbes que possibilitem a utilizagdo do residuo
em sua forma bruta ou com o minimo de diluigdo para evitar a utilizacdo de agua limpa.
Dessa forma, € interessante avaliar alternativas que promovam aumento da eficiéncia da

producéo de hidrogénio.

Este trabalho buscou avaliar alguns parametros que influenciam a produgéo de
hidrogénio visando maximizar a produgao de hidrogénio, sédo eles: método de inibigdo da
metanogénese, concentragdo do substrato e tipo de indculo. O alongamento da cadeia
de carbono foi adotado com etapa posterior a produgéo de hidrogénio com o objetivo de
agregar valor ao processo, por meio da partir da injecdo de etanol, como doador de

elétrons, utilizando o acido acético produzido na fase acidogénica como substrato.

Os experimentos foram conduzidos a partir de testes em batelada e os resultados
sdo apresentados em forma de artigo. No artigo 1, duas técnicas de inibicdo da
metanogénese foram avaliadas para producao de hidrogénio, sao elas: acetileno (1% v/v
no headspace) e tratamento térmico (120°C, 1 atm por 30 minutos). Em seguida, trés
concentragdes iniciais de substrato (10, 20 e 40 g O2/L) e trés tipos de indculos (rumen
bovino e lodo anaerdbio, de estagao de tratamento de aguas residuarias industriais e
municipais) foram analisados. No artigo 2, a produgdo de hidrogénio seguida do
alongamento da cadeia de carbono foi promovida a partir da autofermentagdo da
manipueira. Duas concentracdes iniciais do substrato foram adotadas (10 e 20 g O2/L).

Inicialmente, o crescimento de microrganismos metanogénicos foi realizado a partir do
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ajuste do pH para 5,5. O alongamento da cadeia de carbono foi realizado por adigao

estequiométrica de etanol e ajuste de pH para 7,0.
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4 RESULTADOS

4.1ARTIGO 1: EFEITO DA TECNICA DE INIBICAO DA METANOGENESE, TIPO DE
INOCULO E CONCENTRACAO DO SUBSTRATO NA PRODUCAO DE
HIDROGENIO E ACIDOS CARBOXILICOS A PARTIR DA MANIPUEIRA

Resumo

Manipueira € um residuo agroindustrial rico em carboidratos gerado durante o
processamento da mandioca (Manihot esculenta Crantz). E, teoricamente, adequado
para utilizagdo em processos biotecnoldgicos, como a produgao de hidrogénio e acidos
carboxilicos devido ao alto teor de matéria organica facilmente degradavel. No entanto,
a aplicacédo do método apropriado de inibicdo da metanogénese, o tipo inéculo e as
cargas organicas sao variaveis importantes do processo e foram avaliadas neste
trabalho. Os experimentos foram conduzidos em batelada em frascos de 2,3 L durante
duas fases operacionais. Na primeira fase (F1), a inibicdo dos microrganismos
metanogénicos no lodo foi avaliada utilizando acetileno (1% v/v no headspace) e
tratamento térmico (120 °C, 1 atm por 30 minutos). Na segunda fase (F2), trés tipos de
in6culo foram avaliados (rumen bovino e lodo anaerébio, de estacdo de tratamento de
aguas residuarias industriais e municipais). F2 visou identificar o melhor in6culo para
esta aplicagdo, com base na capacidade de produgdo de hidrogénio. Foram testadas
trés concentragdes iniciais de substrato em termos de demanda quimica de oxigénio
(DQO) (10, 20 e 40 g O2/L) a partir da diluicdo da manipueira (91,30 g O2/L). Os
resultados de F1 indicaram que tanto o acetileno quanto o tratamento térmico inibiram
eficientemente a metanogénese, sem produgdo de metano. No entanto, o potencial
maximo de produgao de H por aplicacéo de tratamento térmico (~563 mL) foi mais de
duas vezes maior quando comparado com o tratamento com acetileno (~257 mL); o acido
butirico foi o principal subproduto gerado (~3 g/L). Em F2, observou-se que o maior
rendimento de hidrogénio (1,66 + 0.07 mol H2/mol de glicose) e de produgao de acido
caproéico (~2 g/L) ocorreram para a concentragao inicial de manipueira de 20 g O2/L,

quando o rumen bovino foi o in6culo. Os principais produtos de degradagéo metabdlica
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foram o etanol, e os acidos acético, butirico, propiénico e caproico. A detec¢ao de acido
capréico em todos os experimentos sugeriu que as condi¢des aplicadas favoreceram o

alongamento da cadeia de carbono em relagdo a metanogénese.

Introdugao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € um produto agricola tipicamente
brasileiro que é utilizado como alimento ou como matéria-prima para varios produtos
industrializados, tais como a farinha de mandioca, amido de mandioca e tapioca.
Aproximadamente 6 litros de aguas residuais, denominada manipueira, que € um residuo
rico em carboidratos (20-40 g/L), sdo produzidos pelo processamento de um quilograma
de mandioca (Cappelletti et al., 2011). A manipueira pode ser aproveitada como
biofertilizante, pesticida, na de fabricagao tiquira (bebida tipica do Estado do Maranh&o)
e na confecgdo de molhos de pimenta e de tucupi (prato tipico do Estado do Para)
(Cardoso, 2005; Gongaza et al., 2008; Silva, 2009). Porém, a manipueira, na maioria das

vezes, é descartada em correntes de agua sem tratamento prévio.

O tratamento bioldgico de residuos industriais e agricolas pode fornecer
bioenergia ou produtos quimicos valiosos, ao mesmo tempo em que promove o controle
da poluigdo (Angenent et al., 2004). Dessa forma, devido ao alto teor de matéria organica,
a manipueira pode ser atrativa para ser utilizada como substrato em processos
biotecnoldgicos, produzindo biohidrogénio e outros produtos de valor agregado

associado.

A producao de hidrogénio por fermentagao a partir de residuos organicos ocorre
na fase acidogénica da digestdo anaerdbia. Varios fatores influenciam na produgéao
fermentativa de hidrogénio, tais como tipo de indculo, de reator, de substrato, teor de
nitrogénio e de fosfato, temperatura, pH, etc. (Wang e Wan, 2009). O tipo de in6culo tem
grande influéncia na evolugao das rotas fermentativas (De Gioannis et al., 2013). Porém

ha poucos trabalhos sobre os efeitos de diferentes tipos de inéculo na producéo
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fermentativa de hidrogénio utilizando substratos reais (Luo et al., 2010; Pakarinen et al.,
2008; Phowan e Danvirutai, 2014).

Luo et al. (2010) usaram cinco tipos diferentes de inéculo (lodo mesofilico coletado
em reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) que tratava
manipueira, lodo termofilico de reator anaerébio em batelada sequencial tratando
manipueira, lodo mesofilico de reator de tanque de agitagao continua tratando esterco
de vaca, lodo mesofilico de reator anaerdbio em batelada sequencial tratando esterco de
frango, lodo ativado coletado em estacao de tratamento de aguas residuais municipais),
sem qualquer pré-tratamento para producdo de hidrogénio fermentativo a partir de
manipueira. Lodo mesofilico coletado em reator anaerébio de manta de lodo e lodo
termofilico de reator anaerdbio em batelada sequencial, ambos tratando manipueira,
resultaram em melhor desempenho (HY = 85,2 e 83,5 mL H2/gSV, respectivamente)

devido a afinidade dos microrganismos com a agua residuaria testada.

Pakarinen et al. (2008) avaliaram o potencial da silagem de capim como substrato
para produgao de hidrogénio usando dois tipos de inéculo diferentes (lodo mesofilico de
um digestor tratando esterco de vaca e lodo mesofilico de uma estagédo de tratamento
de aguas residuarias municipais) com e sem tratamento térmico prévio. Somente o
in6culo do digestor de fazenda tratando esterco de vaca produziu hidrogénio de silagem
de capim sem pré-tratamento térmico (HYmax = 3,6 mL H2/gSV). Quando o pré-tratamento
térmico foi adotado, a produgao de hidrogénio com lodo de digestor tratando esterco de
vaca foi 3 vezes (HYmax = 11,5 mL H2/gSV) maior do que sem pré-tratamento térmico e
também foi maior do que quando o lodo de estacéo de tratamento de aguas residuarias
municipais foi adotado (HYmax = 0,2 mL H2/gSV). Estes resultados relatam a dependéncia
do tipo de inéculo na producéo de hidrogénio, o papel do pré-tratamento do inéculo na
selegao de microrganismos que produzem hidrogénio e na inibigcdo dos consumidores de

hidrogénio.

Por outro lado, ha mais estudos que tratam da influéncia da concentragao inicial
do substrato na producédo de hidrogénio, mesmo para manipueira. Cappelletti et al.
(2011) avaliaram o efeito da concentracdo inicial da manipueira (30; 15; 10; 7,5e 5 g

O2/L) sobre a produgao celular e produgcado de hidrogénio, por uma cultura pura de
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Clostridium acetobutylicum ATCC 824 em ensaios em batelada. Os autores alcangaram
maior rendimento da produg¢ao de hidrogénio (HY) na concentragdo de 5 g O2/L (2,41

mol Hz/mol glicose).

Ja Ottaviano et al. (2017) avaliaram as concentragdes iniciais de soro de leite em
po (2,8; 4,9; 6,8; 9,8 e 14,6 g de lactose/L) na produgéo de hidrogénio usando um reator
anaerobio de leito fluidificado. Os autores observaram que a aplicagcao de maiores taxas
de carga organica impactou negativamente na produgdo de hidrogénio, devido a
sobrecarga do sistema. O aumento da concentracédo de substrato de 2,8 para 9,8 g de
lactose/L resultou em pequena variacdo de HY, que foi relativamente estavel em torno
de 2,5 mL Hao/mol lactose. No entanto, quando a concentracao foi aumentada para 14,6
g de lactose/L, observou-se uma queda acentuada do HY para 0,67 + 0,09 mol Ho/mol

de lactose.

Além disso, Eker e Sarp (2017) relataram acumulo de acidos graxos volateis
(AGV) durante a producao anaerdbia de hidrogénio a partir de residuos de papel com
concentragao total de agucar variando entre 3,84 e 45,5 g/L. O maior rendimento de
hidrogénio (140 mL H2/g de agucar total) também foi relatado para a menor concentragéo
de acucar aplicada (3,84 g/L). O acumulo de AGV foi observado para a maior
concentragao, o que resultou na inibicdo da producao de hidrogénio. Considerando que
varios fatores influenciam a produgdo de hidrogénio, € importante melhorar o

conhecimento para agregacao de valor ao uso de aguas residuarias reais.

Quando a produgéao de hidrogénio é o alvo do sistema de tratamento, o efluente
liquido gerado apds o tratamento é, em geral, ainda rico em carboxilatos de cadeia curta
e alcoois (Nissila et al., 2011). Os carboxilatos de cadeia curta (por exemplo, acetato,
propionato e n-butirato) possuem de 2 a 5 dtomos de carbono e sdo considerados
produtos primarios da plataforma do acido carboxilico, ja que sdo formados durante a
primeira fermentagdo juntamente com hidrogénio e didxido de carbono. Apesar de
valorosos, estes acidos sao dificeis de serem extraidos por sua elevada proporgcao
oxigénio-carbono (Steinbusch et al., 2011). No entanto, esses produtos podem ser
convertidos biologicamente ou quimicamente em combustiveis ou compostos com maior

valor agregado associado (Marshall et al., 2013).
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O acido caprdico € um acido carboxilico de cadeia média que pode ser obtido a
partir do alongamento da cadeia de carbono do acido acético e etanol ou hidrogénio
gerados na primeira fermentagdo. A cadeia de carbono mais longa, com proporgao
oxigénio-carbono menor (0,33), facilita a separacdo do acido capréico do caldo de
fermentacgéo (Steinbusch et al., 2011). Além da vantagem de possuir aplicagdes diretas,
como antimicrobianos, alimentacdo animal e inibidores de corrosédo (Agler et al., 2011;
Grootscholten et al, 2013), o acido capréico também pode ser utilizado indiretamente
como precursor da produgado de biodiesel (Steinbusch et al., 2008), de bioplasticos (Li

and Fang, 2007) e de produtos quimicos (Logan et al., 2008).

Por ser um processo que consome hidrogénio e competitivo do alongamento da
cadeia de carbono, a metanogénese deve ser evitada. Varios métodos de pré-tratamento
do inéculo podem ser adotados, tais como: tratamento térmico, acidificagao, basificagao,
aeracgao ou congelamento (Wang e Wan, 2009a). A producéao de acido caproico também
€ dependente da inibicdo da metanogénese, pois 0s microrganismos metanogénicos
acetoclasticos usam acetato e os hidrogenotroficos utilizam hidrogénio, reduzindo assim
a disponibilidade de acetato e a pressédo parcial de hidrogénio necessaria para o

alongamento da cadeia de carbono (Grootscholten et al., 2014).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da inibi¢ao da
metanogénese, do tipo de indculo e da concentragdo do substrato na producédo de
hidrogénio e de acido caproico a partir da manipueira gerada como residuo agroindustrial

durante o processamento da mandioca.

Material e métodos

Manipueira

A manipueira foi coletada numa fabrica de farinha de mandioca em Taquarana,

Alagoas, Brasil. As principais caracteristicas da manipueira foram as seguintes: pH 5,5,
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sélidos totais 103,28 g ST/L, solidos volateis de 75,82 g SV/L, carboidratos totais
87,08 g glicose/L e demanda quimica de oxigénio (DQO) 91,30 g O2/L.

Reator

Foram utilizados frascos de vidro Duran® (Wertheim, Main, Alemanha) como
reatores nas duas fases operacionais avaliadas. Os reatores possuiam volume total de
2,3 L e volume reacional de 1,7 L, vedados com rolhas de borracha com butila e tampa
plastica. Os reatores foram mantidos em uma caixa térmica de polipropileno, que
funcionava como banho térmico para controlar a temperatura (Figura 4). Em um
recipiente com agua, uma bomba submersa Resun S-1000 (Guangdong, China) foi
responsavel pela circulagdo da agua dentro da caixa térmica. A temperatura foi
controlada a partir de um aquecedor elétrico Granlux acoplado a um controlador de
temperatura digital FullGalse (modelo MT-512RI plus — Canoas, Rio grande do Sul,

Brasil). A caixa térmica foi mantida fechada para evitar a entrada de luz.

Figura 4 — Esquema do banho térmico: 1 — bomba submersa; 2 — caixa térmica de polipropileno; 3 —
frascos reatores; 4 — sensor de temperatura; 5 — controlador de temperatura digital; 6 — aquecedor
elétrico.

AYA
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Procedimento Experimental

Os ensaios foram conduzidos em batelada, em duplicata, usando volume de
inoculo suficiente para garantir uma concentracdo inicial de cerca de 2 g STV/L no licor
misto de cada reator. A manipueira foi utilizada em proporgdes de diluicdo com agua que
resultaram em teores iniciais de matéria organica especificos para cada fase
experimental (descritas nos itens 3.2.4 e 3.2.5). O pH inicial foi ajustado até atingir 5,5
com NaOH 2M ou HCI 2M. O meio de cultura foi preparado como descrito por Fernandes
et al. (2010) e a suplementagao nutricional utilizada foi (concentragdo no licor misto, em
mg/L): CH4N20 (6,000); NiSO4.6H20 (0,150); FeS04.7H20 (0,750); FeCls.6H20 (0,075);
CoCl2.2H20 (0,012); CaCl2.6H20 (0,618); SeO. (0,0108); KH2PO4 (1,608); KHPO4
(0,390); Na2HPO4.2H20 (0,828).

Fase 1 — Inibigdo da metanogénese

Inicialmente, dois métodos de inibigdo da metanogénese foram testados no
inéculo: tratamento térmico do inéculo por autoclave (120°C e 1 atm por 30 minutos) (Kim
et al., 2013) e injegdo de acetileno no headspace (1% v/v) (Sparling et al., 1997). A
concentragao inicial da manipueira adotada foi de 10 g O2/L. O inéculo foi lodo anaerdbio
proveniente de um reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) que
trata esgotos domésticos. O inéculo tem boa diversidade microbiana (Lucena et al., 2011)
e foi selecionado com base na aplicagcdo bem sucedida deste tipo de in6culo para a
producdo de hidrogénio (Chen et al., 2002; Wu et al., 2007). A temperatura foi mantida

em 30 + 1 °C por meio de banho térmico (Figura 4).
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Fase 2 — Influéncia do in6culo e da concentragéo do substrato na produgéo de hidrogénio

O efeito combinado de diferentes tipos de inéculo e concentragbes de substrato
na produgao de hidrogénio e distribuicdo de metabdlitos de degradacao foram avaliados
na segunda fase (F2), a fim de determinar o melhor desempenho na producdo de
hidrogénio. Trés tipos de inéculo foram utilizados (Tabela 4). O inéculo 1 foi 0 mesmo
lodo anaerdbio municipal (M) utilizado na fase 1. O in6culo 2 foi rumen bovino (R)
coletado em um matadouro localizado na cidade de Vigosa-AL, e o indculo 3 foi lodo
anaerdébio téxtil (T) proveniente de um reator UASB que trata efluente téxtil de uma
industria localizada na cidade de Caruaru-PE. O inéculo 2 (rumen bovino) é reportado
como boa fonte de bactérias produtoras de hidrogénio (Nandi e Sengupta, 1998);
enquanto que o indculo 3 era altamente especializado, caracterizado por Kochling et al.
(2016) como sendo dominado (94%) por Clostridium sp., género microbiano conhecido
pela habilidade na produgao de hidrogénio (Nandi e Sengupta, 1998). Todos os in6culos

foram armazenados na geladeira por cerca de 20 dias.

Tabela 4 — Resumo das condigbes experimentais utilizadas na fase 2.

Inéculo Temperatura Manipueira Codigo do

P (DQO em g O/L) tratamento
. 10 M10
'RA"L]C;'C‘;F)L;I (E,\;)E 30°C 20 M20
40 M40
Indculo 2 - rimen 10 R10
bovino (R) 40°C 20 R20
40 R40
. o 10 T10
Inéculo 3(—TI)ETE Téxtil 30°C 20 T20
40 T40

A manipueira foi utilizada em proporgdes de diluicdo com agua que resultaram em
teores iniciais de matéria organica iguais a 10, 20 e 40 g O2/L, medidos como DQO. Estas
concentragdes sao consideradas relativamente elevadas para a produgao de hidrogénio
em reatores em batelada (Phowan e Danvirutai, 2014; Wang et al., 2016; Gokfiliz e

Karapinar, 2016). O objetivo foi produzir hidrogénio reduzindo o uso de agua para



69

diluicdo, o que nao é desejavel no caso de aplicagdes em escala real. Para os inéculos
1 e 3 foi adotada a temperatura de 30 + 1 °C, enquanto que para o in6culo 2 a
temperatura do banho térmico foi mantida em 40 £ 1 °C, temperatura aproximada a do
estdbmago bovino. Todos os indculos foram pré-tratados termicamente por autoclave

(120°C, 1 atm por 30 minutos), como método de inibicdo da metanogénese.

Monitoramento e operagdo

Os reatores foram operados entre 40 e 60 dias, dependendo da condigao
experimental aplicada. Foram coletadas entre cinco e seis amostras liquidas durante o
experimento para monitoramento da DQO, pH, carboidratos, acidos organicos volateis e
alcoois. A coleta de amostras liquidas (10 mL de amostra) foi realizada utilizando uma
seringa descartavel. A medigao qualitativa e quantitativa do biogas foi realizado 3 vezes

por semana.

DQO e pH foram analisados de acordo do metodologia descrita no Standard
Methods for Water and Wastewater Examination (APHA, 2012). A concentracdo de
carboidratos foi medida a partir da metodologia desenvolvida por Dubois et al. (1956). Ja
a concentragao dos acidos organicos e alcoois foram determinadas por cromatografia
gasosa (modelo Shimadzu GC-2010-Plus), utilizando detector de ionizagdo de chama e
coluna HP-INNOWAX (30 m de comprimento, 0,25 nm de diametro interno e 0,25 nm de
espessura do filme), e método descrito por Moraes et al. (2000). A composi¢céo do
hidrogénio no biogas foi medida usando o mesmo cromatografo a gas (Shimadzu GC-
2010-Plus), com detector de condutividade térmica e argdnio como gas de arraste. As
temperaturas do injetor, detector e coluna foram mantidas a 30 °C, 200 °C e 230 °C,
respectivamente. A coluna utilizada foi a Supelco Carboxen 1010 (30 m de comprimento

e didametro interno de 0,53 mm).

Parametros cinéticos
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Os parametros cinéticos foram avaliados nas duplicatas dos reatores através do
software OriginPro® 8. O potencial maximo de producao de hidrogénio (P), a taxa
maxima de producao de hidrogénio (Rm) e a duragdo da fase de adaptacéo (A) foram
determinados a partir do modelo de regressao de Gompertz (Chen et al, 2006), indicado

na Equacéo 8:

H (1) - Pexp{—epx{R;e(l—t)+l}}

Onde:

H(t) € a producdo acumulada de hidrogénio (mL);

P é o potencial maximo de produc¢édo de hidrogénio (mL);
Rm € a taxa maxima de produgao de hidrogénio (mL/h);

A é o intervalo de tempo (fase /ag) necessario para o inicio da produgédo exponencial de

hidrogénio (h);
t € otempo (h); e
e constante adimensional de Euler, 2,718.

O modelo foi aplicado aos dados experimentais de producdo de hidrogénio
provenientes de todas as fases experimentais. O rendimento da produg¢ao de hidrogénio
(HY) foi obtido relacionando a quantidade de hidrogénio produzida com a quantidade de

glicose consumida (Equacéo 9).

Quantidade ( mol ) de H, produzido

- Quantidade ( mol ) de gli cos e consumida

(9)

A eficiéncia de conversao teorica de hidrogénio foi obtida com relagao a produgéao
de hidrogénio maxima de 4 mol Hz/mol glicose obtida pela rota metabdlica de formacgao

do acido acético, Equacgao 1.

C,H,0,+2H,0 — 2CH,COOH+2CO,+4H,  AG=-21569kJ/mol (1)
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Resultados e discussao

Fase 1 — Selegéo do pré-tratamento do indculo

A aplicacao de acetileno e o tratamento térmico por autoclave do indculo 1 foram
eficientes como supressores da metanogénese, ja que ndo houve detecgdo de metano
ao longo do experimento na Fase 1. O acetileno é considerado um inibidor quimico
especifico, que age em moléculas especificas das células de microrganismos
metanogénicos (Conrad e Chidthaisong, 2000). A estutura do acetileno é analoga a da
enzima hidroximetilglutaril-SCoA (HMG-SCoA) (Liu et al., 2011), e o acetileno diminui a
atividade das fungdes celulares que requerem fluxo de H*, incluindo a sintese de ATP,

captagdo de Ni?* e metanogénese (Sprott et al. 1982).

Por outro lado, o tratamento térmico é classificado como inibidor fisico n&do
especifico, pois afeta as fungbes gerais dos microrganismos (Conrad e Chidthaisong,
2000). O principio deste método de inibicdo parte do conhecimento de que bactérias
produtoras de hidrogénio, como as do género Clostridium, sao capazes de esporular,
quando submetidas a condi¢bes adversas como, por exemplo, altas temperaturas,
eliminando assim os microrganismos consumidores de hidrogénio ndo formadores de
esporos, como € o caso das arqueas metanogénicas (Ren et al, 2008; Valdez-Vazquez
e Poggi-Varaldo, 2009).

O modelo de Gompertz ajustou bem os dados experimentais de produgéo
acumulada de hidrogénio (Figura 5). O potencial maximo de producédo de Hz (P) de
562,64 + 49,39 mL quando utilizado o tratamento térmico, foi aproximadamente duas
vezes maior do que o valor observado quando o acetileno foi adotado (256,96 + 63.56
mL) (Tabela 5).
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Figura 5 — Producéo acumulada de hidrogénio para os dois tipos de inibicdo da metanogénese: (m)
acetileno; (e) tratamento térmico; (—— ) ajuste do modelo Gompertz.
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Tabela 5 — Parametros gerados a partir do modelo Gompertz, consumo de carboidratos, rendimento da
producao de hidrogénio e pH.

Parametros cinéticos do modelo

Gompetz Consumo de HY

Método de inibigdo —5 = < carboidratos (mol pH
m R? (%) H_zlmol
(mL)  (mL/h) (h) glicose)

256,96 0,44 + 6,05

Acetileno + 6356 0,09 2,07

0,99 92,08 +0,12 045+0,08 55+0,3

562,64 0,47+ 186,91+

Tratamento térmico + 49,39 0.02 61,62

0,98 93,31+ 0,48 049+0,09 5107

P — potencial maximo de producdo de hidrogénio; Rm — taxa maxima de producédo de hidrogénio; A —
intervalo de tempo (fase lag) necessario para o inicio da produgdo exponencial de hidrogénio; HY —
rendimento de hidrogénio.

A anadlise da duragdo da fase lag (A) (Tabela 5) mostra que o acetileno
efetivamente inibiu a metanogénese com pequena influéncia sobre a atividade dos
microrganismos produtores de hidrogénio, ja que a produgao de hidrogénio comegou
apos 6 h. O acetileno atuou como um inibidor especifico da metanogénese. A curta
duragao da fase /ag utilizando acetileno também foi observada por Sparling et al. (1997),

que relataram produgcdo imediata de hidrogénio com inibicdo completa da
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metanogénese. No caso do tratamento térmico, devido a sua nao seletividade, os efeitos
inibitérios também prejudicam os microrganismos que produzem hidrogénio, com fase
lag que durou quase oito dias (187 h, Tabela 5). A duragéo da fase lag mais longa pode

ser explicada pela esporulagéao de bactérias produtoras de hidrogénio.

Os resultados de HY (Tabela 5) foram semelhantes para ambos os métodos de
inibicdo aplicada; em comparagcdo com a eficiéncia de conversao tedrica, os valores
foram 11 e 12% para acetileno e tratamento térmico, respectivamente. Este resultado
indicou que o desempenho da produgao de hidrogénio, apds a fase /ag, foi semelhante
entre as condigbes aplicadas. A conversao de carboidratos foi de 92%, HY foi de 0,45 +
0,08 mol Ha/mol glicose, o HY especifico foi 27,63 + 6,38 mL H2/g SVremovido € O teor de
hidrogénio do biogas atingiu valor maximo de 21% com inibicdo por acetileno. Estes
valores foram de 93%, 0,49 £ 0,09 mol Hz2/mol glicose, 56,66 + 2,04 mL H2/g SVremovido €
22%, respectivamente, quando o in6culo foi submetido ao tratamento térmico. O pH
(Tabela 5) variou num intervalo favoravel a produgédo de hidrogénio e desfavoravel a
produgdo de metano, isto é, de 5,5 a 6,0 (Van Ginkel et al., 2001), o que pode ter

contribuido para a auséncia de metano no biogas.

Os principais metabdlitos observados foram o etanol (EtOH) e os acidos acético
(HAc), butirico (HBu), propibénico (HPr) e capréico (HCa) (Figura 6). A produgédo dos
acidos aceético e butirico estdo vinculadas a produc&o de hidrogénio, ja que 4 e 2 mols
de hidrogénio sao produzidos durante a formag¢ao de um mol de acido acético e um mol
de acido butirico, respectivamente (Equacgdes 1 e 2, respectivamente). Na formacao do
acido propibnico € necessario o consumo de 2 mols de hidrogénio (Equagao 3), sendo
considerada uma rota indesejada quando se pretende maximizar a producédo de
hidrogénio. A rota metabdlica do etanol ndo esta vinculada a produgédo nem ao consumo
de hidrogénio, porém pode ser considerada uma rota competitiva a produgdo de
hidrogénio, ja que utiliza o mesmo substrato (Equacgéo 4). O acido caproéico € um acido
carboxilico de cadeia média (6 atomos de carbono) produzido a partir do consumo de
acido acético e etanol gerados na primeira fermentacao pela rota de 3-oxidagao reversa
(Equacao 6). Esse acido é considerado um produto de maior valor agregado do que os

acidos de cadeia curta e do que o metano (Grootscholten et al, 2013).
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C,H,0,+2H,0 — CH,CH,CH,COOH +2CO,+2H, AG =-257,1kJ/mol (4.4)
C,H,O,+2H, — 2CH,CH,COOH +2H,0 AG =-358kJ/mol (4.5)
C,H,O, — 2CH,CH,0H+2CO, AG =-235kJ/mol (4.6)
C,H,0;, +2C,HO — C,H,0; +2H,0 AG.=-79kJ/mol (4.7)

Conforme mostrado na Figura 6, a analise da distribuicao de metabdlitos indicou
a predominancia de acido butirico, independentemente do método de inibigdo da
metanogénese aplicado. A produgdo de acido butirico esta ligada a producéo de
hidrogénio (Equacao 2) e é favorecida em pH entre 4,5 e 6,0 (Kim et al., 2004). Ao longo
dos experimentos da Fase 1, o pH variou de 4,4 a 5,8 (Tabela 5), favorecendo assim a

via metabdlica da formagao de acido butirico.

O uso do acetileno gerou um aumento da produgédo de hidrogénio até o oitavo dia de
operagao (Figura 6), mas a partir de entdo, o volume diminuiu, tendo o hidrogénio sido
consumido provavelmente para formacgao de acido propidnico (Equagéao 3, Figura 6A). O
aumento da producgao de acido acético (dia 28, Figura 6A) resultou do consumo de
hidrogénio e dioxido de carbono pelas bactérias homoacetogénicas. Tais bactérias
podem ser dos géneros Acetobacterium, Acetoanaerobium, Acetogenium,
Butribacterium, Clostridium e Pelobacter (Archer e Kirsop, 1990). O etanol foi produzido
bem no inicio do experimento, atingindo aproximadamente 900 mg/L no dia 8 (Figura
6A), embora posteriormente tenha sido consumido (~800 mg/L) para formagao de cerca
de 540 mg/L de acido capréico no dia 60.

Ambos os métodos de inibicdo da metanogénese aplicados no presente estudo
provavelmente favoreceram o alongamento da cadeia de carbono ja que a formacéao de

metano compete com a producao de acido capraico.
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Figura 6 — Distribuicdo dos metabdlitos (e) EtOH; (m) HAc; (A) HBu; (o) HPr; (o) HCa; (A) Hzao longo do
experimento para inibigdo da metanogénese utilizando (a) acetileno e (b) tratamento térmico.
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A adocao do tratamento térmico resultou na dominancia mais evidente da rota
metabdlica de formacao de acido butirico a partir da manipueira (Figura 6B). Ren et al.
(2008) ja indicavam que a producédo de acido butirico é favorecida pelos tratamentos por
choque térmico e alcalino. No presente trabalho, a maior produ¢do de acido butirico e
menor producao de acido propidnico ao utilizar o tratamento térmico pode ser a causa
do maior P relagdo ao tratamento utilizando o acetileno (Tabela 5). O etanol, nesse caso,
s6 foi consumido a partir do dia 28, resultando na formagéo de acido caproéico. Nesse
experimento 450 mg/L de acido caproéico foram gerados a partir do consumo de 850 mg/L

de etanol (Figura 6B), ou seja, um rendimento tedrico de 87% (Equacao 6).

Como a inibigdo da metanogénese do indculo 1 por tratamento térmico gerou um
maior valor de P em relacdo ao uso do acetileno, esse método foi utilizado em

experimentos da Fase 2.

Fase 2 — Influéncia do in6culo e da concentragéo do substrato na produgéo de hidrogénio

Producgéo de Hidrogénio

A Tabela 6 e a Figura 7 apresentam os resultados obtidos nos experimentos da
Fase 2 quanto ao efeito dos tipos de inéculo e das concentragbes de substrato na
producdo de hidrogénio. Comparando as condi¢gdes experimentais com os trés indculos
tratados termicamente, os maiores valores de P (1183,91 £ 61,49 mL) e HY (1,66 + 0,07
mol Hz/mol glicose) foram obtidos utilizando o rumen bovino, o inéculo 2 (R), na
concentragao inicial em termos de DQO de manipueira de 20 g O2/L (condigdo R20). Os
melhores resultados de P e do HY especifico foram obtidos na ordem sequencial: R20 >
R40 > R10 (Figura 7A, Tabela 6), indicando que a concentragao inicial em termos de

DQO de manipueira de 40 g de O2/L inibiu a produgao de hidrogénio.

Resultados semelhantes foram observados utilizando o lodo municipal anaerdbio,
o inéculo 1 (M), com o maior valor de P (854,56 + 44,38 mL) obtido para M20 (Tabela 6,
Figura 7B); no entanto, o maior valor de HY (0,84 £ 0,12 mol Hz/mol glicose) foi obtido

no experimento M10. Ambos os valores sao inferiores aos observados para o indculo 2
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(R) nas mesmas condic¢des de concentragdes de DQO (R20 e R10, respectivamente). A
inibicdo da producdo de hidrogénio para DQO inicial de 40 g de O2/L também foi
observada (P - M40 < P - M20) (Figura 7B). Isso pode ser explicado pelo gas hidrogénio
acumulado na fase liquida, que causa inibicado de hidrogenase e baixo HY (0,26 £ 0,09
mol Ha/mol glicose em M40) e HY especifico (18,31 £ 1,72 mL H2/g SVremovido) (Van Ginkel
e Logan, 2005).

Dificuldades no estabelecimento de uma concentragao inicial ideal do substrato
foram relatadas anteriormente, mesmo para substratos sintéticos (Zheng et al. 2008; Lee
et al., 2008). Cappelletti et al. (2011) usaram cinco concentragdes iniciais de DQO de
manipueira (5, 7,5, 10,7, 15 e 30 g O2/L) e observaram maior HY em concentragdes mais
baixas (HYmax = 2,41 mol H2/mol de glicose com 5 g O2/L). Além disso, de acordo com
Van Ginkel et al. (2001), a redugdo das eficiéncias de conversao de hidrogénio
resultantes do excesso de substrato pode promover a producédo de alcoois, em vez de
acidos e hidrogénio. Esta hipotese pode ser aplicada no presente estudo ja que foram
observados maiores niveis de produgédo de etanol para DQO inicial de 40 g O2/L em
comparacgao aos experimentos com menores concentragdes iniciais de DQO (Figuras 8,
9e 10).



Tabela 6 — Parametros gerados a partir do modelo Gompertz, consumo de carboidratos, rendimento da producao de hidrogénio e pH em funcao

do tipo do in6culo e da concentragao inicial do substrato.

Parametros cinéticos do modelo Gompetz

Consumo de HY
Condigao carboidratos H
operacional P Rm A (mol Hz/mol P
R? (%) glicose)
(mL) (mL/h) (h)
M10 395,05 £ 47,13 0,70 £ 0,11 0 0,99 96,23 + 0,00 0,84 £ 0,12 6,2+0,8
M20 854,56 + 44,38 2,98 + 0,60 183,05 + 26,14 0,99 95,12 + 0,00 0,55 +0,17 6,4+0,7
M40 617,00 + 51,83 2,21+ 0,63 165,39 + 14,06 0,99 94,89 + 0,00 0,26 £ 0,09 6,4 +0,6
R10 417,00 + 40,73 0,97 £ 0,17 117,81 + 16,42 0,99 94,60 £ 0,00 1,07 £ 0,+10 6,3+0,9
R20 1183,91 + 61,49 1,15+ 0,33 225,83 + 42,50 0,99 74,09 + 0,00 1,66 £ 0,07 6,7+0,9
R40 988,09 £ 87,42 1,20 £ 0,10 609,98 + 51,74 0,98 73,92 + 0,02 0,61 +£0,03 6,0+0,7
T10 899,84 + 113,86 2,17 £ 0,09 0 0,99 98,93 + 0,00 1,30 £ 0,29 6,4+04
T20 643,22 + 105,33 2,26 +0,12 15,37+ 5,89 0,97 98,88 £ 0,00 0,51 +£0,10 6,5+0,5
T40 1105,26 + 193,46 1,65 + 0,68 44,21+ 4,18 0,96 98,82 + 0,00 0,29 £ 0,05 6,6 £0,7

R — Rumen bovino; M — Lodo de ETE municipal; T — Lodo téxtil

P — potencial maximo de produgéo de hidrogénio; Rm — taxa maxima de produg¢ao de hidrogénio; A — intervalo de tempo (fase /ag) necessario para

o inicio da produgao exponencial de hidrogénio; HY — rendimento de hidrogénio.



Figura 7 — Produg&o acumulada de hidrogénio ajustada ao modelo Gompertz em fungao do tipo de
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indculo e da concentragéo inicial do substrato (m, @ € A, para 10, 20 e 40 gO2/L, respectivamente), para

os inéculos: (A) Rumen bovino, (B) Municipal ; (C) Lodo téxtil.
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No caso do in6culo 3, lodo téxtil (T), parece que o experimento com maior
concentragao de DQO de manipueira aplicada (T40) estimulou ligeiramente a produgao
de hidrogénio (Figura 7C). Os valores de P, HY e HY especifico observados na condigao
experimental T40 foram 1105,26 + 193,46 mL, 0,29 + 0,05 mol H2/mol glicose e 86,10 +
3,98 mL Hao/g SViemovido, respectivamente (Tabela 6). O valor de P € muito préximo do
encontrado para R20 (1183,91 £ 61,49 mL) e o HY especifico foi 21% superior ao
observado em R20 (71,05 + 0,97 mL H2/g SVremovido). Embora o experimento T10 tenha
atingido um valor de P aproximadamente 19% menor do que o valor do experimento T40
(1105,26 + 193,46 mL), os melhores HY e HY especificos foram observados nessa
condigao (1,30 + 0,29 mol Hz/mol de glicose e 109,43 + 7,75 mL H2/g SVremovido,
respectivamente). Ou seja, o experimento T10 apresentou o melhor HY especifico e o

segundo melhor HY comparando todas as condigbes experimentais.

No entanto, considerando que o uso de lodo téxtil resultou em menor duragéo da
fase lag entre todos os experimentos da Fase 2, torna-se evidente a excelente
capacidade de producado de hidrogénio dos microrganismos pretencentes ao género
Clostridium, presentes no inoculo 3, conforme Kochling et al. (2017). Este inéculo
mostrou uma vantagem significativa sobre os outros dois indculos para concentragao de
DQO de 40 g O2/L, com uma duragdo da fase /lag de 44 h, que é 14 e 4 vezes inferior a
R40 e M40, respectivamente. No entanto, a inibicdo também esteve presente em T40;
se comparando sua fase lag com as obtidas em T10 e T20, 0 h e 15 h, respectivamente.
Fica evidente que os microrganismos do género Clostridium, mesmo mais adaptados,

também sentiram o efeito da alta carga aplicada a 40 g de O2/L.

O melhor desempenho do rimen na producgao de hidrogénio pode ser justificado
pela sua composicdo microbiana, que € principalmente relacionada a natureza do
alimento de animais ruminantes, rico em material lignocelulésico. Os consorcios
bacterianos do rumen tem, em geral, afinidade com compostos lignocelulosicos e sao
produtores de biocombustiveis (Nocek e Russel, 1988). Os microrganismos presentes
no rumen foram descritos por Wang et al. (2010), que isolou trés cepas microbianas
durante a degradagao anaerdbia da celulose com a produgéo de hidrogénio. Os referidos

autores indicaram que o0s microrganismos do género Ruminococcus sp. seriam
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responsaveis pela degradagdo da matéria organica, enquanto os dos géneros
Butyrivibrio sp. ou Succinivibrio sp. (ou ambos) eram os produtores de hidrogénio. Chang
et al. (2010) também avaliaram o desempenho do rumen na produgao de hidrogénio a
partir de fontes celulésicas, relatando espécies do género Clostridium sp. como
populacdo dominante e responsavel pela produgdo de hidrogénio. Isso indica a
capacidade dos microrganismos presentes no rumen para produgao de hidrogénio. No
entanto, a diferenga na nutricdo da vaca em comparagdo com a composi¢cao de
manipueira pode justificar a duragcédo da fase /ag mais longa encontrada no rimen. Uma
vez que 0s microrganismos se adaptaram ao novo substrato, altas taxas de produgao de

hidrogénio foram alcangadas.

Razao semelhante explica a menor fase lag observada para a lodo téxtil, que é
composto por aproximadamente 94% dos microrganismos como pertencentes ao género
Clostridium sp. (Koéchling et al., 2017). Além disso, os experimentos com maior
concentragao inicial de substrato inibiram a produgao de hidrogénio (T20 e T40, Tabela
6) devido ao excesso de substrato, que causou acumulo de alcoois em vez de acidos e
hidrogénio. A inibicdo da hidrogenase pelo acumulo de hidrogénio nos reatores ja foi

observada em trabalhos anteriores (Van Ginkel et al., 2001, Van Ginkel e Logan, 2005).

Producgéo de acidos carboxilicos

As Figuras 8, 9 e 10 mostram os resultados obtidos com os experimentos da Fase
2 quanto ao efeito dos tipos de inéculo e concentragdes de substrato na producao de
acidos carboxilicos e outros metabdlitos. A Figura 8 mostra as concentragcbes e a
distribuicdo dos metabdlitos e o desempenho da produgédo de hidrogénio ao longo dos
experimentos R10, R20 e R40, usando o inéculo 2. A formagao de acido butirico ocorreu
no inicio dos experimentos R10 e R20, mas o inverso foi observado apods
aproximadamente 20 dias de operacdo; o acido butirico comegou a ser consumido ao
mesmo tempo que houve aumento da produgdo de acido acético, que se tornou o
metabdlito predominante (Figuras 8A e 8B). No periodo entre os dias 20 a 35, houve
consumo de hidrogénio (aproximadamente 47 e 61 mL para R10 e R20,

respectivamente), reduzindo sua pressao parcial, tornando a conversao de acido butirico
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em acido acético termodinamicamente favoravel (Equacao 10). Esta mudanga de sentido
de reacdo era esperada devido a diminuicdo da pressdo parcial de hidrogénio
observadas. Valores inferiores a 103 atm sdo considerados favoraveis (Harper e
Pohland, 1986). Por sua vez, o consumo de hidrogénio pode ter ocorrido pela
homoacetogénese, que é concomitante ao aumento da concentragao de acido acético
(Equacao 11), porque novamente, a baixa pressao parcial de hidrogénio favorece a sua
formacéao (Agler et al., 2011).

CHsCH,CH,CO0™ + 2H,0 — 2CH;CO0~ + H* + 2H, AG = +48,1k]/mol (10)
4H, +2C0, — CH;COOH +2H,0 AG = —55,1k]/mol (11)

Na condicdo experimental R40 (Figura 8C), a rota metabdlica de produgao de
acido aceético foi predominante até aproximadamente 30 dias de operacé&o. A partir deste
momento, o acido acético comegou a ser consumido e o butirico acumulou no meio. Este
comportamento foi acompanhado pelo aumento da concentragéo de hidrogénio (entre os
dias 30 e 50), indicando que a rota preferencial para producao de hidrogénio deve ter
sido a do acido butirico. A producéo de etanol foi maior em R40 em comparagcdo com
R10 e R20 (Figuras 8A e 8B). Esse resultado pode explicar o menor valor de HY (Tabela
6) observado em R40, uma vez que a producdo de etanol a partir de carboidratos
(Equacao 4) é competitiva a produgéo de hidrogénio (Equagbes 1 e 2), pois utiliza o
mesmo substrato.

O &cido caprdico foi gerado a partir de etanol e acido acético (Equagao 6) em
todas as condi¢des experimentais quando rumen foi o inéculo, com acumulo de 2,1; 1,9
e 1,4 g/L nas condigbes R10, R20 e R40, respectivamente. A menor concentragao de
acido capréico, obtida na condigdo R40, ocorreu aparentemente pelo consumo de etanol
para produgdo de acido butirico (Equagdo 12). A produgdo de acido butirico é
considerada uma etapa intermediaria do alongamento da cadeia de carbono para

producao de acido capraico.

C,Hs0 + CH,C00™ + H* — CH;CH,CH,CO0™ + H* + H,0 AG = —40,7kj/mol  (12)
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Figura 8 — Distribuicdo dos principais metabdlitos e produgéo de hidrogénio ao longo do experimento
quando utilizado o rimen como in6culo (A — R10; B — R20; C — R40): (e) EtOH; (m) HAC; (A) HBuU; (o)
HPr; (o) HCa; (A) Ha.
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O rumen tem sido considerado um bom inéculo quando se pretende atingir ambos
0s objetivos, de producgao de hidrogénio (Wang et al., 2010) e de acido caprdico (Kenealy
et al., 1995). Espécies conhecidas pela capacidade de produgao de hidrogénio do género
Clostridium sp. também sao encontradas no rumen (Ho et al., 2010). A produgao de acido
capréico também pode ser justificada pela presenga desses microrganismos no rumen,;
Steinbusch et al. (2011) indicaram a presenca de cerca de 50% de espécies do género
Clostridium sp. durante a produgdo maxima de acido capraico.

As Figuras 9 e 10 apresentam as concentragdes e a distribuicdo dos metabdlitos
e 0 desempenho da produgao de hidrogénio ao longo dos experimentos utilizando os
inéculos 1 (M) e 3 (T), respectivamente. Desempenho semelhante em relagcdo a
acumulagéao de acido acético apds o consumo de hidrogénio ou acumulagéo simultanea
de hidrogénio e acido butirico foi observado nas concentragdes iniciais de DQO de 20 g
O2/L (M20, T20) e 40 g O2/L (M40, T40).

Quando o in6culo 1 (lodo de ETE Municipal) foi utilizado, o valor de P (Tabela 6)
e 0 HY especifico aumentou de M10 (395,05 + 47,13 mL e 35,03 £ 4,11 mL H2/g
SViemovido, respectivamente) para M20 (854,56 + 44,38 mL e 49,89 + 6,33 mL H2/g
SViemovido, respectivamente), mas diminuiu em M40 (617,00 + 51,83 mL e 18,31 + 1,72
mL H2/g SViemovido, respectivamente), semelhante aos valores de P e HY especifico

obtidos nos experimentos com rumen (inoculo 2).

A duracéo da fase lag foi mais curta (Tabela 6), sem fase lag para M10, ao se
comparar com os experimentos em que rumen foi o indculo. O rendimento da produgao
de hidrogénio para M10 (HY = 0.84 + 0,12 mol Hz/mol glicose, Tabela 6) foi 1.5 e 3.2
vezes superior ao observado para M20 e M40, respectivamente. A média de consumo
de carboidratos foi de 95% em todos os experimentos em que lodo de ETE Municipal foi
utilizado. A Figura 9 mostra o acumulo de acido propiénico em maior propor¢ao nesse
experimento em comparagédo aos experimentos que utilizaram os inéculos 2 e 3. Esse

fato justifica o menor HY em relagdo ao rumen (Tabela 6).
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Figura 9 — Distribuicdo dos principais metabdlitos e produgéo de hidrogénio ao longo do experimento
quando utilizado lodo de ETE municipal como inéculo (A — M10; B — M20; C — M40): (e) EtOH; (m) HAC;
(A) HBu; (o) HPr; (o) HCa; (A) Ho.
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Acido capréico também foi detectado em menores concentracdes (319,10;
1097,35 e 1025,56 mg/L para M10, M20 e M40, respectivamente). Isso pode ter ocorrido
devido a caracteristica metanogénica desse indculo que tratava agua residuaria
municipal. Um estudo da diversidade microbiana deste lodo mostrou predominancia de
microrganismos metanogénicos hidrogenotroficos nesse lodo, pertencentes a ordem

Methanomicrobiales para o Dominio Archaea (Lucena et al., 2011).

A utilizagdo do lodo téxtil, indculo 3, resultou nas menores duragdes de fase lag
entre os inoculos testados (Tabela 6). O maior HY e HY especifico foi na condi¢gao T10
(1,30 = 0,29 mol H2/mol glicose e 109,43 + 7,75 mL H2/g SViemovido, respectivamente),
acompanhado pelo acumulo predominante dos acidos butirico e acético em relacao aos

outros metabdlitos e ao etanol (Figura 10).

Os reatores que apresentaram produgao mais expressiva de acido propiénico e
etanol (T20 e T40, Figuras 10B e 10C, respectivamente) apresentaram também os
menores rendimentos de hidrogénio (0,51 + 0,10 e 0,29 £ 0,05 mol H2/mol glicose,
respectivamente) e HY especifico (38,55 + 5,27 e 86,10 £ 3,89 mL H2/g SVremovido,
respectivamente), ou seja, rotas metabdlicas que consomem hidrogénio (acumulo de
acido propibnico), ou que consomem o substrato que poderia ser utilizado para produgao
de hidrogénio (acumulo de etanol), podem justificar os menores rendimentos. O consumo
de carboidratos foi maior quando utilizado o lodo téxtil, atingindo 99% nas trés condi¢des
aplicadas (T10, T20 e T40, Tabela 6).

O inéculo 3 era composto por 94% de microrganismos do género Clostridium ss.
(Koéchling et al., 2016) o que pode explicar o desempenho dos expermentos,
especialmente sob condigdes mesofilicas prevalecentes no presente estudo. Além disso,
o pré-tratamento térmico do indculo favorece a selegao de microrganismos formadores
de esporos, como os do género Clostridium (O-Thong et al., 2008). O menor valor de P
observado para o lodo téxtil na condicéo T20, diverge do comportamento das condi¢des
R20 e M20, nas quais foram obtidos os maiores valores de P para cada inéculo
individualmente (Tabela 6). Comparando as trés condigdes, observou-se que a produgao
de hidrogénio na condi¢do T20 (Figura 10B) cessou mais rapidamente do que nas
condigbes R20 (Figura 8B) e M20 (Figura 9B).
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Figura 10 — Distribuicao dos principais metabdlitos e producéo de hidrogénio ao longo do experimento
quando utilizado lodo téxtil (A — T10; B — T20; C — T40): (e) EtOH; (m) HAC; (A) HBuU; (o) HPr; (o) HCa;
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Isso pode ter ocorrido pelo consumo de hidrogénio para produgdo do acido
propiénico (Equagdo 3) em T20. Além disso, o aumento da concentragdo de acido
acético coincide com consumo de hidrogénio (dia 10, Figura 10B), indicando a

possibilidade da producgao deste acido pelas bactérias homoacetogénicas (Equagao 11).

No geral, os resultados dos experimentos da Fase 2 mostraram que,
primeiramente, o tratamento térmico inibiu eficientemente a metanogénese. Em termos
de producao de hidrogénio, o lodo téxtil apresentou adaptagdo mais rapida, enquanto
gue o rumen bovino demorou mais para adaptar-se. No entanto, ap6s adaptado, foi com
ramen que os melhores rendimentos de produgcdo de hidrogénio foram obtidos. O
aumento da concentragéo do substrato aparentemente causou inibi¢ao do redimento de
producdo de hydrogénio - HY. A unica condigdo em que HY n&o diminuiu (com o aumento
da concentragao inicial de substrato) foi quando se aumentou de 10 g O2/L para 20 g

O2/L o teor de DQO, quando o rumen foi adotado como inéculo.

Conclusoes

Os experimentos com acetileno e tratamento térmico mostraram que ambos foram
muito efetivos na inibicdo da metanogénese, resultando em nenhuma producédo de
metano. Os rendimentos de hidrogénio por ambos os métodos foram semelhantes, 0,45
+ 0,08 e 0,49 = 0,09 mol Ho/mol glicose para o acetileno e tratamento térmico,
respectivamente. No entanto, a inibicdo da metanogénese por tratamento térmico
resultou em maior potencial de producao de hidrogénio (562,64 + 49,39 mL) do que o
acetileno (256,96 + 63,56 mL). O acido butirico foi o metabdlito predominante,
independentemente do método de inibicdo da metanogénese aplicada. Em geral, o
aumento da concentragao inicial da manipueira (10, 20 e 40 g O2/L) promoveu diminui¢ao
da produgao de hidrogénio. A unica excegao ocorreu quando o rumen bovino foi adotado
como inéculo e a concentragao inicial da manipueira aumentou de 10 para 20 g O2/L. O
melhor HY foi observado para o rimen e concentragao inicial de 20 g de O2/L (HY = 1,66
1 0,07 mol H2/mol de glicose), atingindo 42% da eficiéncia de converséao tedrica maxima.

No entanto, HY especifico (71,05 £ 0,97 mL H2/g SVremovido) foi menor do que no
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experimento T10 (109,43 £ 7,75 mL H2/g SVremovido), que apresentava predominancia de
microrganismos produtores de hidrogénio. Os principais metabdlitos observados foram o
etanol e acidos acético, butirico, propiénico e caproico. Em todas as condigdes testadas,
a formagao de acido caproico sugeriu que o alongamento da cadeia de carbono foi
favorecido em relagdo a metanogénese. O aumento da concentragao inicial em termos
de DQO da manipueira, de 10 a 40 g de O2/L, resultou em maior duragao da fase de
adaptacédo dos microrganismos. No entanto, o tipo de inéculo teve um efeito mais forte
na duragao da fase lag do que a concentragao do substrato. O lodo téxtil anaerdbio, rico
em Clostridium sp., resultou em uma adaptacdo mais rapida, enquanto que quando

rumen bovino foi utilizado, tempo mais longo de adaptagéao foi requerido.
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4.2 ARTIGO 2: PRODUGAO DE ACIDO CAPROICO POR ALONGAMENTO DA CADEIA
DE CARBONO DURANTE A PRODUGAO FERMENTATIVA DE HIDROGENIO A
PARTIR DA MANIPUEIRA

Resumo

A producao de biohidrogénio a partir de residuos é acompanhada por acumulagao de
acidos organicos e alcoois. O alongamento da cadeia de carbono € uma alternativa para
a producao de acidos graxos de cadeia média a partir da fermentagdo secundaria de
etanol e acido acético. A associagao da produgao de hidrogénio com o alongamento da
cadeia de carbono possibilita o tratamento de residuos, geracdo de bioenergia e
producéao de produtos quimicos de valor agregado associado. A manipueira € um residuo
liquido gerado durante o processamento da mandioca (Manihot esculenta Crantz) para
producdo de farinha, fécula ou povilho. E um residuo com elevado potencial poluidor e
seu descarte sem tratamento prévio resulta em grande impacto ambiental devido a
elevada concentragdo de matéria organica e teor de cianeto. Neste trabalho, a
manipueira foi avaliada quanto a produgao de hidrogénio e posterior produgao de acido
caproico a partir do alongamento da cadeia de carbono de acetato, com adigdo externa
de etanol como doador de elétrons. Os reatores em batelada foram alimentados com
manipueira diluida até atingir as concentragdes, em termos de Demanda Quimica
Oxigénio (DQO), de 10 e 20 g de O2/L (experimentos A10 e A20). O pH inicial foi de 5,5
para inibir o crescimento de microrganismos metanogénicos que poderiam vir a consumir
o hidrogénio. Os reatores auto-fermentativos foram operados a 40 £+ 1 °C. Os
rendimentos da produg¢ao de hidrogénio foram 1,01 e 1,98 mol Hz/mol glicose para A10
e A20, respectivamente. Os principais metabdlitos observados foram o etanol e os acidos
acético, butirico, propiénico e caproico. O alongamento da cadeia de carbono foi
realizado por adi¢cao estequiométrica de etanol e ajuste de pH para 7,0. A concentragao
maxima de acido caproico foi de 4,2 e 7,2 g/L para A10 e A20, respectivamente. Onde
84% e 90%, respectivamente, dessa concentragdo foi proveniente do processo de

alongamento da cadeia de carbono.
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Introdugao

A produgao de hidrogénio por fermentagao ocorre durante a fase acidogénica da
digestdo anaerobia. Nessa fase também ocorre a conversdo de residuos organicos
complexos em acidos orgéanicos e alcoois (Valdez-Vazquez e Poggi-Varaldo, 2009;
Wang e Wan, 2009). Para evitar o consumo de hidrogénio pelos processos de
acetogénese e metanogénese hidrogenotrofica, em geral, sdo adotados métodos e
condigbes operacionais (tratamento do in6culo e pH) que favoregam a produgédo de
hidrogénio (Van Ginkel et al., 2001; Wang e Wan, W. 2009a).

Com a adogao de medidas de inibicdo da metanogénese e o acumulo de acidos
organicos e alcoois, a formacgao de acidos organicos de cadeia média, como caproato,
valerato e heptanoato, comegou a ser observada nos estudos que tinham como objetivo

a producgao de hidrogénio (Ding et al., 2010).

O alongamento da cadeia de carbono tem se tornado uma opgéo interessante por
seus produtos, acidos carboxilicos de cadeia média, possuirem aplicagcdes diretas como
antimicrobianos, alimentagdo animal e inibidores de corrosdo (Agler et al., 2011; Kim e
Rhee, 2013), e aplicagdes indiretas, como precursores da producado de biodiesel, de

bioplasticos e de produtos quimicos (Marshal et al., 2013).

Além disso, os acidos carboxilicos de cadeia média, por terem uma cadeia de
carbono mais longa, hidrofébica, com proporcao oxigénio-carbono menor (de 0,33 a
0,25) do que os caboxilatos de cadeia curta, sdo mais faceis de serem extraidos do caldo
de fermentacao (por meio de extragéo liquido-liquido, cristalizagdo, permuta idénica ou
eletrodialise), sendo intermediarios de interesse da industria quimica (Steinbusch et al.,

2011; Huang e Ramaswamy, 2013).

Dentre os produtos intermediarios com valor agregado associado, observa-se que
o acido caproico é o principal produto gerado a partir do alongamento da cadeia
carbénica. A formagao do acido caproéico ocorre principalmente através da rota de -
oxidacao reversa do acido acético com etanol (Equacédo 6), sendo esta a rota mais

relatada em estudos que visam o alongamento da cadeia de carbono. Neste caso, o
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acido acético funciona como substrato e o etanol atua como doador de elétrons
(Steinbusch et al., 2008).
CH,O, +2CC HO — CH,0;+2H,0 AG==19k]]mol (6)
A utilizacdo de etanol, que € um combustivel, para converter o acido acético
gerado na primeira fermentagdo em acido caprdéico € justificada pelo aumento da
quantidade total de energia a ser recuperada a partir da biomassa. O poder calorifico de
1 mol de acido caproico (3452 kJ) é mais elevado do que o poder calorifico dos 2 mols
de etanol (2638 kJ), requeridos para produzir acido caproico. Dessa forma, o poder
calorifico do acido caprdico combinado com a extragdo mais simples torna o

alongamento da cadeia de carbono uma opg¢éo atrativa (Steinbusch et al., 2011).

Porém, viabilidade econdmica da producdo sustentavel de produtos quimicos
depede do desenvolvimento de rotas de separagao mais seletivas, eficientes e curtas, ja
que a maior parte do custo de fabricagdo de produtos quimicos valorosos a partir da
bioconversao de residuos agricolas e alimentares estdo concentrados nas etapas de

separacgao e purificagao dos produtos gerados (Karumanchi et al., 2000).

Para Spirito et al. (2014) quando a producao de acidos carboxilicos de cadeia
média a partir de uma comunidade microbiana se tornar viavel economicamente, um
novo mercado se abrira e a comercializagdo de acido caproico produzido de forma

sustentavel substituira a producao realizada por métodos petroquimicos.

A manipueira € um residuo liquido gerado no processamento da mandioca
(Manihot esculenta Crantz), que é um produto agricola tipicamente brasileiro. Sua
producédo é de aproximadamente 6 litros de manipueira por quilograma de mandioca
processada. Por ser um residuo rico em carboidratos (20-40 g/L), a manipueira é
considerada atrativa para producao fermentativa de hidrogénio (Cappelletti et al., 2011).
Varios trabalhos utilizaram a manipueira na produgao de hidrogénio (Cappelletti et al.,
2011; Intanoo et al., 2016; Rosa et al., 2016), porém ainda nao foi realizado o
alongamento da cadeia de carbono como etapa posterior a producédo de hidrogénio

utilizando esse residuo.
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A produgéao de acido caproico como etapa posterior a produgao de hidrogénio ao
invés da produgao de metano pode ser justificada pelo aplicagdo mais restita do biogas
(principalmente como biocombustivel gasoso) em comparagao as aplicagdes do acido
capréico (que tem uma vasta aplicacéo direta e inditera na industria). Além disso, ha a
necessidade de utilizagdo do biogas diretamente no local produzido para tornar o
processo economicamente viavel. Dessa forma, o valor agregado associado ao atomo

de carbono do metano é menor que o do acido caprdico (Grootscholten et al, 2013).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a produg¢ao de acido capréico
durante a autofermentagdo da manipueira para produgédo de hidrogénio, e promover o
alongamento da cadeia de carbono como etapa posterior a producéo de hidrogénio

através da adigao de etanol no meio.

Material e métodos

Meio fermentativo

O meio fermentativo foi constituido por manipueira, proveniente de uma fabrica de
farinha de mandioca (Taquarana, Alagoas, Brasil). A manipueira bruta possuia as
seguintes caracteristicas: pH 5,5, sélidos totais 103,28 g ST/L, sélidos volateis de 75,82
g STVIL, carboidratos totais 87,08 g glicose/L, demanda quimica de oxigénio (DQO)
91,30 g O2/L. Os seguintes nutrientes foram adicionados ao meio fermentativo (mg/L):
CH4N20 (6,00); NiSO4.6H20 (0,15); FeS04.7H.O (0,75); FeCls.6H20 (0,075);
CoCl2.2H20 (0,012); CaCl2.6H20 (0,618); SeO2 (0,0108); KH2PO4 (1,608); KHPO4 (0,39);
NaxHPO4.2H20 (0,828) (Fernandes et al., 2010).
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Procedimento Experimental

A Figura 11 apresenta o esquema ilustrativo do aparato experimental. Uma caixa
térmica de isopor de 180 L, impermeabilizada com manta liquida branca quartzolit
(impermeabilizante elastomérico) (Weber Saint-Gobain do Brasil Produtos Industriais e
para construgdes LTDA, Jandira, Sdo Paulo — Brasil), funcionou como banho térmico
para manter a temperatura de operacéo dos reatores. Agua de torneira era aquecida
(aquecedor elétrico Granlux) em um reservatério de 50 L e recirculada (bomba submersa
do tipo Resun S-1000 — Guangdong, China) para manter a temperatura do banho térmico
em 40 + 1°C (controlador de temperatura digital FullGalse modelo MT-512RI plus —

Canoas, Rio Grande do Sul, Brazil).

Figura 11 — Esquema do banho térmico: 1 — bomba submersa; 2 — caixa térmica de isopor; 3 — frascos
reatores; 4 — sensor de temperatura; 5 — controlador de temperatura digital; 6 — aquecedor elétrico.
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Monitoramento e operagdo

Foram utilizados frascos de vidro Duran® Schott (Wertheim, Main, Alemanha)
como reatores, que foram vedados com rolhas de butila e tampa plastica para garantir
ambiente anaerobio. O volume total de cada reator foi de 2,3 L e o volume reacional foi
de 1,725 L. O ensaio foi realizado em batelada unica, em duplicata. A producédo de
hidrogénio, distribuicdo dos metabdlitos e o alongamento da cadeia de carbono foram
avaliados a partir do processo de autofermentagcdo da manipueira. Duas concentragdes
iniciais de substrato (em termos de DQO) foram aplicadas 10 g O2/L (experimento A10)
e 20 g O2/L (experimento A20), a partir da diluigdo da manipueira com agua de torneira.
O pH inicial foi 5,5, porém quando a fase acidogénica foi finalizada, o pH foi ajustado
para 7,0 para promover o adequado inicio do alongamento da cadeia de carbono para
produgao de acido caproico. Os ajustes do pH foram realizados com solugdes de NaOH

2M ou HCI 2M utilizando seringa descartavel.

Para realizar o alongamento da cadeia de carbono, etanol foi injetado nos reatores
utilizando uma seringa descartavel. O volume de etanol injetado foi determinado pela
diferenca estequiométrica obtida a partir da Equacéo 6, em funcdo da concentracao de

acido acético e etanol medida no meio.

Os reatores foram operados por aproximadamente 190 dias e o0 monitoramento foi
realizado a partir das seguintes analises: DQO, pH, carboidratos, acidos organicos
volateis e alcoois, e conteudo do biogas. As amostras liquidas foram coletadas através

uma seringa descartavel, com flambagem da rolha de butila.

DQO e pH foram analisados de acordo do metodologia descrita no Standard
Methods for Water and Wastewater Examination (2012). A concentragao de carboidratos
foi medida a partir da metodologia desenvolvida por Dubois et al. (1956). Ja a
concentragdo dos acidos organicos e alcoois foram determinadas por cromatografia
gasosa (modelo Shimadzu GC-2010-Plus), utilizando detector de ionizagdo de chama, e
método descrito por Moraes et al. (2000). A coluna utilizada foi a HP-INNOWAX (30 m

de comprimento, didmetro interno de 0,25 nm e 0,25 mm de espessura de filme).
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Hidrogénio no biogas foi medido usando o mesmo cromatégrafo a gas (Shimadzu GC-
2010-Plus), com detector de condutividade térmica térmica e argbnio como gas de
arraste. As temperaturas do injetor, detector e coluna foram mantidas a 30 °C, 200 °C e
230 °C, respectivamente. A coluna utilizada foi a Supelco Carboxen 1010 (30 m de

comprimento e didmetro interno de 0,53 mm).

Parametros cinéticos

O modelo de regressao de Gompertz (Equacéao 8) foi utilizado para determinar o
potencial de producédo de hidrogénio, a taxa maxima de produgdo de hidrogénio e a

duracao da fase de adaptacao (fase /ag) (Chen et al., 2006).

H (1) - Pexp{—epx{R;e(l—t)+l}}

Onde:

H(t) € a produg&o acumulada de hidrogénio (mL);

P é o potencial maximo de produgao de hidrogénio (mL Hz/Lreacional);
Rm € a taxa maxima de produgao de hidrogénio (mL/h);

A é o intervalo de tempo necessario para o inicio da produgéo exponencial de hidrogénio

(h);
t é o tempo (h);
e é constante adimensional de Euler (2,718).

O rendimento da produgcdo de hidrogénio (HY) foi determinado através da
Equacgao 9, que relaciona a quantidade de hidrogénio produzida com a quantidade de

glicose consumida.
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Quantidade ( mol ) de H, produzido

- Quantidade(mol ) de gli cos e consumida

(9)

A eficiéncia de conversao tedrica de hidrogénio foi determinada considerando a
producdo maxima de hidrogénio de 4 mol H2/mol glicose obtida pela rota metabdlica do

acido acético (Equacédo 1 — Amorim et al., 2012).

C,H,0,+2H,0 — 2CH,COOH +2CO,+4H,  AG =-21569kJ/mol (1)

Resultados e discusséao

Producgéo de hidrogénio a partir da manipueira

A Tabela 7 apresenta os parametros gerados a partir do modelo Gompertz, o
consumo de carboidratos, o rendimento da produgado de hidrogénio e o pH, obtidos ao

longo do periodo experimental.

Tabela 7 — Parametros gerados a partir do modelo Gompertz, consumo de carboidratos, rendimento da
producao de hidrogénio e pH

Parametros cinéticos do modelo Gompetz

Consumo de HY
Condigao carboidratos H
experimental P Rm A (mol Hz/mol P
R? (%) glicose)
(mL Ha/Lreacional)  (mL/h) (h)
A10 497 1,69 22 0,99 98 1,01 6,7 £0,6
A20 2471 2,01 187 0,99 97 1,98 6,6 £0,8

P — potencial maximo de producdo de hidrogénio; Rm — taxa maxima de producédo de hidrogénio; A —
intervalo de tempo (fase /ag) necessario para o inicio da produgdo exponencial de hidrogénio; HY —
rendimento de hidrogénio.

Os maiores valores do potencial de producédo de hidrogénio (P) foram obtidos

quando a concentragao inicial do substrato foi igual a 20 g O2/L (2.471 mL H2/Lreacional OU
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4.262 mL H). A taxa de produgédo de hidrogénio (Rm) passou de 1,69 para 2,01 mL/h
quando a concentragao inicial da manipueira aumentou de 10 para 20 g O2/L. Enquanto
que o conteudo maximo de hidrogénio no biogas aumentou de 16% para 27%, para A10

e A20, respectivamente.

O valor de P obtido neste trabalho para A10 foi 830% superior ao valor encontrado
por Cappelletti et al. (2011), igual a 92,20 mL, quando os autores utilizaram concentragéo
inicial de manipueira de 10,7 g/L e operaram reator em batelada a 36 °C. No entanto, a
taxa de producado de hidrogénio obtida pelos autores foi igual a 25,9 mL Hx/h, que foi
93% superior a obtida na condigdo A10 do presente trabalho, e é creditada ao uso de

cultura pura de Clostridium acetobutylicum.

Por outro lado, Lucas et al. (2015) obtiveram valor de P igual a 97,85 mL, valor
préximo ao obtido por Cappelletti et al. (2011) e 776% inferior ao obtido na condigao A10
do presente trabalho. Os autores (Lucas et al., 2015) utilizaram concentragao inicial de
manipueira de 3 g/L em reator em batelada operado a 37 °C, inoculado com cultura mista
anaerobia proveniente de reator UASB que tratava residuos de matadouro de aves.
Apesar de terem obtido potencial (P) proximo aquele observado por Capelletti et al.
(2011), a taxa de producgao de hidrogénio foi inferior (Rm = 0,32 mL/h) (Lucas et al., 2015)
e parece indicar que o uso de inéculo especializado, como Clostridium, tem mais
influéncia na taxa de producéo de hidrogénio do que no proprio potencial de produgéo,
como também indicam os resultados do presente trabalho em que nenhum inéculo foi

utilizado.

E importante destacar que o alto potencial de producdo de hidrogénio observado
no presente trabalho deve ter sido favorecido pela temperatura mais elevada (40 + 1 °C)
do que a utilizada pelos citados autores (36 °C — Capelletti et al., 2011; 37 °C — Lucas et
al., 2015), ja que o aumento da temperatura facilita a separagao do biogas da fase liquida
(Metcalf e Eddy, 1979). A caracteristica da manipueira também pode ter influenciado a

producao de hidrogénio, ja que esse residuo apresenta caracteristica variavel.

O processo de autofermentagdo resultou em rendimentos de produgdao de
hidrogénio de 1,01 e 1,98 mol Hx/mol glicose, para concentragéo inicial de DQO da

manipueira de 10 e 20 g O2/L, respectivamente. Destaca-se que para a condigao A20, a
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producéo de hidrogénio atingiu 50% do valor tedrico (considerando o rendimento maximo
de 4 mol Hz/mol glicose obtido a partir da rota metabdlica do acido acético, equacao 1),

0 que é extremamente satisfatério para um reator que nao foi inoculado.

Penteado et al. (2013) compararam o desempenho da autofermentacdo de agua
residudria sintética a base de sacarose (DQO incial de 2 g/L) em relagdo ao uso de
inbculos anaerdbios provenientes de reatores UASB que tratavam residuos de
abatedouro de aves e residuos da suinicultura. Choque térmico e acido foram utilizados
pelos autores como forma de inibicdo do desenvolvimento de microrganismos
consumidores de hidrogénio. Segundo os autores, o rendimento da producdo de
hidrogénio para autofermentacao (HY = 2,1 mol H2/mol sacarose) foi compativel com o
obtido quando lodo de reator anaerdébio pré-tratrado termicamente foi utilizado (HY = 2,0
mol Hz/mol sacarose). Os resultados do presente trabalho (HY = 1,98 mol H2/mol glicose)
também indicam que a autofermentagdo € uma alternativa interessante, uma vez que

dispensa a etapa de pré-tratamento do inéculo.

As Figuras 12 e 13 apresentam os principais metabdlitos produzidos durante a
fermentacdo nas condi¢cdes experimentais A10 e A20, respectivamente. A fase
acidogéncia na condigdo A10 durou aproximadamente 55 dias e os principais metabdlitos

observados foram os acidos acéticos, butirico, propiénico e caproico, além do etanol.

Os resultados obtidos no experimento A10 indicam que o hidrogénio acumulou no
meio nos primeiros 14 dias (com produgado maxima de 117 mL de H2 no dia 7 — Figura
12). A concentragdo dos acidos acético e butirico aumentou significativamente entre o
dia 1 e o dia 21, quando passou de 151 para 1330 mg/L, para o acético, e de 223 para
1496 mg/L, para o butirico. Esses resultados indicam que a produgdo de hidrogénio

ocorreu por meio das rotas apresentadas nas equacgodes 1 e 2, respectivamente.

CeH;,04 + 2H,0 - CH5CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, AG = —257,10k]/mol ()
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Figura 12 — Hidrogénio e metabdlitos de degradagéo produzidos durante o periodo experimental do
reator alimentado com manipueira na concentragao inicial de 10 g O2/L: (o) EtOH; (m) HAc; (A) HBuU; (o)
HPr; (o) HCa; (A) H2
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Figura 13 — Hidrogénio e metabdlitos de degradacgéo produzidos durante o periodo experimental do
reator alimentado com manipueira na concentragao inicial de 20 g O2/L: (o) EtOH; (m) HAc; (A) HBuU; (o)
HPr; (o) HCa; (A) H2
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Entre os dias 15 e 20 se observa consumo de hidrogénio com acumulo de acido
propidénico, considerado um metabdlito indesejado, pois sua produgao esta vinculada ao
consumo de hidrogénio (Equagédo 3). A concentracdo de acido propibnico aumentou
gradativamente, desde o dia 1 até o dia 35 (passando de 58 para 884 mg/L). Em seguida,
618 mg/L de acido propiénico foram consumidos entre os dias 35 e 55, por meio do
deslocamento da rota metabdlica apresentada na equacgao 13, para formacgao de acido
acético, que foi favorecida pela diminuigdo na pressao parcial de hidrogénio no meio. A
concentragao de acido acético aumentou de 1167 mg/L (dia 35) para 2275 mg/L (dia 55),
indicando que 45% do acético formado foi proveniente do consumo de propidnico.
Apesar de termodinamicamente desfavoravel, a oxidagao de acido propidnico a acético
torna-se favoravel quando a pressado parcial de hidrogénio se torna inferior a 10 atm
(Harper e Pohland, 1986). A partir do dia 50, o volume de hidrogénio no headspace do
reator se manteve abaixo de 6 mL. O consumo de etanol e acido caprdéico (83 e 342
mg/L, respectivamente) contribuiram para a formagéo de 26% do acido acético pelas

rotas descritas nas equacodes 14 e 6, respectivamente.

CoHy,06 + 2H, » 2CH,CH,COOH + 2H,0 AG = —358kJ /mol 3)
CH;CH,C00~ + 3H,0 - CH;C00™ + H* + HCO; +H, AG = +76,1k]/mol (13)
CH,CH,0H + H,0 - CH,C00™ + H* + 2H, AG = 49,6 k]/mol (14)

As concentragdes de etanol e de acido caproico sofreram pequenas variagdes ao
longo do experimento, com valores médios de 181 + 36 mg/L e 570 + 153 mg/L,
respectivamente. Como a formacgéo do acido caprdico esta vinculada a disponibilidade
de etanol e de acido acético no meio (Equacéao 6), pode-se afirmar que a produgao deste
acido foi limitada pelo baixo teor de etanol formado.

Na condicao A20 (Figura 13), a fase acidogénica foi mais longa, com
aproximadamente 102 dias de duragéo. A producéo de acido butirico foi predominante
sobre o0 acido acético. A produgao de hidrogénio foi maior do que em A10 (210 mL no
dia 16 e 174 mL no dia 35) e esteve vinculada a maior produgéo de acido butirico (2315
mg/L no dia 20, e 3276 mg/L no dia 35 — rota metabdlica apresentada na Equagéo 2). O
maior teor de acido acético foi detectado no dia 56 (2677 mg/L), quando a produgéao de

hidrogénio havia estabilizado em torno de 100 mL. Desta forma, a maxima producgéao de
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acido acético ocorreu pelo consumo de etanol e acido capréico entre os dias 35 e 56
(470 e 720 mg/L, respectivamente — Equacdes 14 e 6) e ndo pela rota que produz acido
acético e hidrogénio simultaneamente (Equacéo 1). Ou seja, 51% do acido acético foi
gerado a partir do consumo de etanol, enquanto que o consumo de acido caproico foi

responsavel pela produgao de 31%.

O acido propidnico acumulou no meio, com aumento na concentragao de 44 mg/L,
no inicio do experimento, para 2103 mg/L, no final do experimento, o que deve estar
associado ao acumulo de hidrogénio no meio (cerca de 100 mL), com pressao parcial
em nivel que nao favoreceu o deslocamento da rota (equagao 3). A concentragédo de
etanol foi maior do que na condi¢gao A10 (maximo de 221 mg/L), e atingiu 1061 mg/L no
dia 78. A maior disponibilidade de etanol no meio resultou em maior concentragdo de
acido caprodico (1488 mg/L), também detectada no dia 78. Comparando os dois
experimentos, foi observada produgao de acido capréico 87% maior na condigcdo A20 em

relacdo a A10.

Alguns trabalhos (O-Thong et al., 2008a; Luo et al, 2010a; Wang et al., 2013)
indicam microrganismos do género Thermoanaerobacterium sp. como dominantes na
producgao fermentativa de hidrogénio em condi¢des termofilicas com acido butirico como
produto final predominante, fato que pode estar associado a predomindncia deste

metabdlito no presente trabalho.

A presenga de microrganismos desse género, inclusive, ja foi relatada por O-
Thong et al (2008a) quando a manipueira foi utilizada como substrato. Luo et al. (2010)
utilizaram 5 tipos de inéculo para produgdo de hidrogénio a partir da manipueira e
observaram que microrganismos do género Thermoanaerobacterium sp. se
estabeleceram como comunidades dominantes em condi¢des termofilicas, independente
do in6culo utilizado. Isso pode indicar que esses microrganismos estejam presentes na
prépria manipueira e ndo apenas no inéculo. Essa hipotese ganha forga ao observar o
trabalho de Wang et al. (2013) que avaliaram o desempenho da produgao
autofermentativa de hidrogénio a partir da manipueira, utilizando 4 tipos de co-substratos
em condi¢cdes termofilicas e também observaram a presenga de microrganismos do

género Thermoanaerobacterium sp. em todas as condi¢gdes experimentais. Em relagcao



103

a rota metabdlica predominante, Luo et al. (2010) observaram a predominancia do acido
butirico em todos experimentos, enquanto que Wang et al. (2013) indicaram os acidos

butirico e latico como metabdlitos predominantes.

Onyenwoke e Wiegel (2009) afirmam que microrganismos do género
Thermoanaerobacterium podem crescer em faixa de temperatura que varia de 35 a
75 °C, enquanto que a faixa 6tima do pH para o crescimento celular esta entre 5,2 e 8,0.
Os autores afirmam ainda que as espécies Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum geram produtos de fermentacéo que incluem acido acético, acido
butirico, acido latico, acido succinico, etanol e hidrogénio. Dessa forma, a
autofermentacéao, a temperatura de 40 °C e pH em torno de 5,5, aplicados no presente
trabalho, devem ter favorecido o desenvolvimento de microrganismos produtores de
hidrogénio, o desprendimento do biogas da fase liquida e a predominéncia da rota

fermentativa de produgéo de acido butirico.

O alongamento da cadeia de carbono durante a fermentagdo da manipueira foi
testado nas duas condigdes operacionais aplicadas, uma vez que a produgéo de acido
caproico foi limitada pela disponibilidade de etanol no meio. A utilizagao de etanol, que é
um combustivel, para alongar a cadeia de carbono do acido acético gerado na primeira
fermentacéo é, segundo Steinbusch et al. (2011) justificada pelo aumento da quantidade

total de energia que se pode recuperar com a produg¢ao de acido caprdico.

Produgéo de acido caproico a partir do alongamento da cadeia de carbono

A Figura 14 apresenta o comportamento dos acidos acético e caproico, do etanol,
do hidrogénio e metano no experimento com concentragao inicial de manipueira de 10 g
O2/L. Ao todo, foram realizadas 4 injecoes de etanol (dias 56, 123, 148 e 169 — setas
indicativas, Figura 14). A primeira delas foi logo apés a acidogénese (dia 56), onde a
concentragao de etanol no meio passou de 138 para 4623 mg/L apds a injegéo. Apos 16
dias da injecao de etanol (dia 71), ja foi possivel notar um aumento da produgao do acido

capréico, cuja concentragcdo passou de 670 para 2376 mg/L, que ocorreu como
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consequéncia da conversdao de 968 mg/L de etanol e 1106 mg/L de acido acético

(Equacgao 6).

Apés a segunda injecdo de etanol, que ocorreu no dia 123, foi atingida a maior
producdo do acido caprdico no experimento A10 (4142 mg/L, detectada no dia 130). E
importante destacar que o acido capréico ndo acumulou no meio, tendo sua
concentragao diminuida para 2856 mg/L no dia 144, ao mesmo tempo em que o acido
acético passou de 1004 (dia 130) para 2090 mg/L (dia 144). Ou seja, o consumo do acido
carpdéico foi responsavel por 61% do acido acético produzido pela reagéo inversa descrita

pela Equagao 6.

A terceira injegdo foi realizada no dia 148, quando a concentragdo de acido
caproico estava em 2637 mg/L, porém nao houve grandes alteragbes, permanecendo
nessa faixa mesmo apds mais uma injecao de etanol, no dia 169. A ineficiéncia da
produgao de acido caproico apos a terceira e quarta injecbes de etanol pode ser
justificada: (i) pelo aumento da producdo de metano, ja que a metanogénese é
considerada um processo competitivo do alogamento da cadeia de carbono (Agler et al.,
2011); (ii) pela reducéo da pressédo parcial de hidrogénio promovendo a oxidacao
excessiva de etanol em acetato (Grootscholten et al., 2014). Essa hipotese ganha forga
quando observamos o consumo de 1919 mg/L de etanol e a producéo de 2270 mg/L de
acido acético entre os dias 148 e 158. No periodo compreendido entre os dias 171 e 193,
observou-se que aproximadamente 60% do etanol consumido (596 mg/L) foram

convertidos em acido acético (um aumento de 776 mg/L).

A metanogénese se estabeleceu apos 70 dias de operagdo. No momento da
terceira (dia 148) e quarta (dia 169) injegdes, a produ¢cdo de metano havia atingindo os
valores maximos (248 e 218 mL, respectivamente). A menor eficiéncia da terceira injegao
e a ineficiéncia da quarta injecdo pode ser justificada pelo carater competitivo que a
producdo de metano representa ao alongamento da cadeia de carbono. Isso porque a
metanogénese acetoclastica utiliza o mesmo substrato usado no alongamento da cadeia
de carbono, o acetato. Ja a metanogénese hidrogenotréfica pode ter um efeito indireto
sobre 0 alongamento da cadeia, ja que reduz a pressao parcial de hidrogénio permitindo

a oxidacgao do etanol em acetato (Grootscholten et al., 2014).
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Figura 14 — Concentragao dos acidos acético e caproico, etanol, hidrogénio e metano durante o
alongamento da cadeia de carbono no experimento de concentragao inicial de substrato de 10 g O2/L: ()
EtOH; (m) HAc; (o) HCa; (A) Hz; (o) CH4
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A Tabela 8 apresenta o balangco em termos de DQO dos pontos de injegao de
etanol e de maxima produgao de acido caproéico apos a injegao. Observa-se que na
terceira e quarta injecbes (dias 148 e 169, respectivamente), a contribuicdo dos
metabdlitos detectados (DQO intermediarios) para a DQO medida (DQOinty/DQOmedq)) foi
inferior (47% e 65%, nos dias 165 e 169, respectivamente) quando comparada com o0s
dados provenientes das duas primeiras inje¢cdes de etanol (85% e 71%, nos dias 71 e
130, respectivamente). Ou seja, a contribuigcdo da produgao de outros metabdlitos n&o

quantificados, como os acidos lactico e férmico, que podem interferir na estabilidade do
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Tabela 8 — DQO tedrica dos metabdlitos e DQO medida durante a fase de alongamento da cadeia na condi¢cdo A10, antes e apds as adi¢cdes de

etanol
rempo (di) " EtOH HAc HPr HBu HCa  DQOgn) DQO(mesqy Outros DQOny IOE)QO("‘“)

(g/L) (L) (glb) (gb)  (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

56 (Adigéo de Etanol) 6,7 9,7 2,5 0,5 3,7 1,5 17,7 22,7 5,0 78

71 6,2 7,6 1,3 0,2 4,1 5,2 18,5 21,6 3,1 85

Consumo ou produgéo 2.1 1,2 0,3 0,4 3,7 0,8 1,1 1,9

123 (Adigdo de Etanol) 6,3 2,8 1,5 0,1 2,3 4,8 11,5 20,8 9,4 55

130 6,6 2,0 1,1 0,4 2,8 9,1 15,4 21,8 6,4 71

Consumo ou produgéo 0,8 0,4 0,3 0,5 4,3 3,9 1,0 3,0

148 (Adigao de Etanol) 7,1 5,9 1,4 0,2 1,9 5,8 15,1 26,7 11,6 57

165 6,1 0,4 2,5 0,1 2,9 5,6 11,5 24,6 13,1 47

Consumo ou produgéo 5,5 1,1 0,1 1,0 0,2 3,6 2,1 1,5

169 (Adigdo de Etanol) 6,0 5,3 4,1 0,2 3,3 6,4 19,2 29,5 10,3 65

193 5,0 3,4 3,2 0,1 1,7 3,2 11,5 18,6 7,1 62

Consumo ou produgéao 1,9 0,9 0,1 1,6 3,2 7,7 10,9 3,2
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sistema foi maior nas duas ultimas injecdes (dias 165 e 169) em relagdo as duas

primeiras (dias 71 e 130).

Outro fator que pode ter interferido na produgao de acido caproico foi o pH. Spirito
et al. (2014) recomendam a manuteng¢ao do pH em torno de 7 quando nao se pretende
extrair o produto do alongamento do caldo de fermentagdo. Nesse experimento, ndo
houve controle automatico do pH, porém foi observado que a formagao do acido capréico

promoveu diminuigdo no pH do meio (Figura 15 — Equacgao 6).

Figura 15 — Concentragao do acido caproico (o) e comportamento do pH (A) durante o alongamento da
cadeia de carbono no experimento de concentragao inicial de substrato de 10 gO2/L
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Como o pH préximo a neutralidade fornece condicbes de maior estabilidade da
producéo de acido caprdico, houve necessidade de ajustar manualmente o pH para 7,0
por duas vezes: uma antes da primeira injecaéo de etanol (dia 56), e outra apds a terceira
injecao de etanol (dia 148) (setas, Figura 15). Nota-se que o ajuste do pH para 7,0 no

dia 148 proporcionou condi¢gdes favoraveis a manutengcdo da concentragdo do acido
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caproico em torno de 2600 mg/L e, quando o pH voltou a diminuir (pH = 5,9, a partir do
dia 186), a concentracdo deste acido também diminuiu (2404 mg/L), atingindo o minimo
de 1454 mg/L quando o pH chegou a 5,0 (dia 193).

A Figura 16 apresenta os resultados do alongamento da cadeia de carbono na
condigao A20. Nesse experimento foram realizadas trés injegdes de etanol (dias 116,
148 e 179 — setas, Figura 6), sendo a primeira inje¢ao efetuada antes que a produgao de
hidrogénio estivesse finalizada com o objetivo de manter a pressao parcial de hidrogénio
mais elevada durante o alongamento da cadeia de carbono e evitar a competicdo com a
metanogénese durante o alongamento da cadeia de carbono. Como resultado, nesse

experimento nao foi detectada produc¢ao de metano.

Figura 16 — Concentragao dos acidos acético e caproico, etanol, hidrogénio e metano durante o
alongamento da cadeia de carbono no experimento de concentragéo inicial de substrato de 20 g O2/L: (e)
EtOH; (m) HAc; (o) HCa; (A) He
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No periodo em que nao houve adigdo externa de etanol (até o dia 102), a
concentragao de etanol maxima detectada foi de 1061 mg/L (dia 78). A primeira injegao
de etanol, realizada no dia 116, promoveu aumento da concentragdo de etanol de 577
mg/L para 1548 mg/L (dia 102 e 116, respectivamente). Sete dias apos a injecdo de
etanol (dia 130), o sistema ja apresentou resposta e a produgao de acido caproéico atingiu
2270 mg/L. A producdo maxima de acido caproico ocorreu 21 dias apds a primeira
injecdo de etanol, atingindo 7169 mg/L (dia 137). Observa-se que esse pico na
concentragao de acido caproico coincide com uma reducéo de aproximadamente 96 mL
do volume de hidrogénio, assim como da concentragéo do acido acético que sofreu uma
redugao de 2091 mg/L. Este comportamento pode ser explicado pela ocorréncia da rota

de producgao do acido capréico a partir do acido acético e hidrogénio (Equagao 7).
3C,H;05 + +2H* + 4H, — C4H1,0; + 4H,0 AG = —177kJ/mol (7)

Apds a maxima produgéo de acido caprdico ter sido atingida (7169 mg/L no dia
137 — Figura 16), o volume de hidrogénio voltou a aumentar e a concentragdo de acido
caproico diminui drasticamente (de 7169 para 1384 mg/L). A produgao de caprdico so
voltou a aumentar apds a segunda injecao de etanol (dia 148), quando 4880 mg/L de
acido caproico foram detectados. Apos 171 dias de operagao, a concentragao de acido
capréico se estabilizou e nao apresentou grandes alteragbes, mesmo apds a terceira

injecao de etanol (dia 179) ficando em torno de 2000 mg/L.

A Tabela 9 apresenta o balango em termos de DQO dos pontos de injegao de
etanol e de maxima produgdo de acido caproéico apds a injegdo na condicao A20. A
primeira injecdo de etanol (dia 116) foi a mais eficiente na produgéo de acido capraico,
resultando na conversdo de 26% do etanol adicionado em &cido capréico pela rota

descrita na equacéo 6 (dia 137).

Apos a segunda injecao no dia 148, 79% do etanol foi consumido (até o dia 165).
No entanto, apenas 21% do etanol consumido (1623 mg/L) foi utilizado para produgéo
de acido caproico (dia 165). O consumo do etanol pode ter iniciado uma sequéncia de
rotas que levam a producdo de outros produtos intermediarios ndo medidos, tais como

acidos latico, succinico, valérico, dentre outros. Essa hipétese ganha forga pela baixa
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contribuicdo dos metabdlitos medidos (49%) para a DQO efluente no dia 165, que indica
a presencga de outros metabdlitos ndo determinados. O consumo de etanol pela rota
competitiva ocorrida entre os dias 148 e 165 de operacéao fica clara pelo aumento na
producédo de 0,003 mols de hidrogénio (75 mL - Figura 16), que resulta do consumo

estequiométrico de 37 mg/L de etanol (Equacéao 14).

Apos a terceira injegdo no dia 179, a relagdo DQO(intermediarios)/ DQO(medida)
aumentou, indicando acumulo dos intermediarios medidos no meio, porém pouco etanol
foi consumido (22% - 1616 mg/L), sendo apenas 808 mg/L utilizada para produgao de

acido capraico.

Figura 17 — Concentracao do acido caproico (o) e comportamento do pH (A) durante o alongamento da
cadeia de carbono no experimento de concentragao inicial de substrato de 20 gO2/L
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Tabela 9 — DQO tedrica dos metabdlitos e DQO medida durante a fase de alongamento da cadeia na condicdo A20, antes e apds as adigdes de

etanol
Tempo (dia) " EtOH HAc HPr HBu HCa DQOny DQO(meq) Outros DQO(int()i/?)DQ(med)

(g/L) (gL) (glb) (dlb) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

116 (Adigao de Etanol) 6,9 5,1 2,3 41 5,9 1,9 19,2 32,1 12,9 60

137 6,2 2,4 1,3 3,0 5,1 15,8 27,6 29,3 1,7 94

Consumo ou produgéo 2,7 1,0 0,9 0,8 13,9 8,4 2,8 11,2

148 (Adigao de Etanol) 6,8 10,2 1,5 1,8 4,5 4,6 22,7 28,3 5,6 80

165 7,3 21 1,6 1,3 4,8 6,9 16,7 34,2 17,5 49

Consumo ou produgéo 8,1 0,1 0,5 0,3 2,3 6,0 5,9 11,9

179 (Adigao de Etanol) 7,2 15,5 2,8 1,4 3,7 3,1 26,5 30,4 3,9 87

193 7.4 12,1 2,5 1,6 4.8 41 25,2 31,7 6,5 79

Consumo ou produgao 3,4 0,3 0,2 1,1 1,0 1,3 1,3 2,6
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Uma possivel razdo para o alongamento da cadeia de carbono ter cessado pode
ser a toxicidade gerada pelas altas concentragbes de acidos carboxilicos nao
dissociados. O proprio acido caproico apresenta toxicidade em concentragcao entre 800
e 870 mg/L em pH &acido (= 5,5) (Weimer et al., 2015). Para minimizar os riscos de
toxicidade pelo excesso de acido caproico, pode-se adotar um sistema de extracdo em
linha associado ao reator anaerobio (Agler et al., 2012) ou adotar um sistema de duas

fases separando a acidificagao do alongamento da cadeia (Grootscholten et al., 2013).

Para Grootscholten et al. (2014) o sistema de duas fases também otimiza a
producdo dos acidos carboxilicos de cadeia média. Os autores obtiveram producéao
maxima de acido caproéico de 12 g/L a partir fragdo organica dos residuos solidos
urbanos, aproximadamente 4 vezes maior do que a produg¢éo obtida quando operaram
o sistema em uma unica fase. Os autores ressaltam a importancia do controle do pH

para assegurar estabilidade ao processo.

No presente trabalho, ndo houve extragdo do acido caproico produzido, o que
pode explicar a falta de recuperagéo da produgao de acido capréico a partir da segunda
injecao de etanol. O pico da produgéo de acido capréico no dia 137 fez com que o pH
baixasse de 7,1 para 6,2 (Figura 17). Nesse momento o pH foi corrigido para 7 com o
objetivo de evitar inibicdo da atividade microbiana pelo pH. Depois da corregao do pH,
este se manteve praticamente estavel e a concentracédo de acido caproico sofreu menor

variagao.

Os resultados apontam que a resposta do sistema em acumular acido caproéico no
meio levou 15 e 7 dias, respectivamente apos a injegdo de etanol, respectivamente para
as condicoes A10 e A20. No entanto, os resultados reportados por Smith e McCarty
(1989) e Grootscholten et al. (2013a) indicam uma fase de laténcia mais curta, de 2,3 e
2,0 dias, respectivamente, entre a injegdo de etanol e o inicio da produg¢do de acido

caproico.

No geral, foi observada concentragao de acido caproico 5 e 6 vezes maior na fase
de alongamento, em relacdo a fase acidogénica nas condigbes A10 e A20,

respectivamente.
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Em relagdo a energia envolvida no processo, as Tabelas 10 e 11 apresentam o
balanco de energia a partir do consumo de etanol e formagéo do acido caproico durante

o processo de alongamento da cadeia de carbono.

Tabela 10 — Balango de energia a partir do consumo de etanol e produgao de acido caproéico durante o
alongamento da cadeia de carbono na condi¢géo A10

= Energia consumida e
Consumo ou produgao .
produzida
Etapas (mgl/L) (kJ) DQOuca/DQOEtoH
EtOH HCa EtOH HCa
12 Injecéo 968 1706 48 87 1,76
22 Injecéo 372 1954 18 100 5,53
3?2 Injecao 2598 NP 128 NP -
42 Injecéo 915 NP 45 NP -
Total 4852 3660 240 188

NP — néo produzido

Tabela 11 — Balango de energia a partir do consumo de etanol e produgao de acido caproéico durante o
alongamento da cadeia de carbono na condigdo A20

= Energia consumida e
Consumo ou produgao .
produzida
Etapas (mg/L) (kJ) DQOHca/DQOEtoH
EtOH HCa EtOH HCa
12 Injecéo 1292 6310 64 323 5,14
22 Injegao 3871 1023 191 52 0,28
3?2 Injecao 1616 476 80 24 0,31
Total 6778 7808 335 400 -

Na condicado A10 (Tabela 10) a relagdo entre o etanol consumido e o acido
caproico formado ¢é satisfatéria até a segunda injecéo de etanol, ja que houve consumo
de 66 kJ de energia proveniente do etanol (Equagao 15) para a produgéo de 187 kJ de
energia a partir do acido caproico (Equacao 16) nas duas primeiras injegdes, resultando

num aumento energético de 2,8 vezes.
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Na condigao A20, a primeira injecao foi a mais eficiente, com um ganho 5,1 vezes
de energia com a produgao de acido caproico a partir do etanol (64 kJ consumidos e 323
kdJ produzidos a partir da conversao de etanol em acido caproico). As outras injegdes néao
foram compensatérias em termos de energia, porém o balango geral foi levemente
positivo com aumento energético de 20%. No entanto, € interessante desenvolver
alternativas para melhorar a estabilidade do processo e aumentar a produgao de acido

caproico.

A relagéo entre o acido caprdico produzido e o etanol consumido em termos de
DQO também pode ser observada nas Tabelas 10 e 11. Quando essa relacéo € maior
que 1, indica que houve consumo do etanol, e contribui¢ao da hidrdlise e da acidogénese
para a formacgao do produto (acido caprdico) (Ge et al., 2015). Na condigdo A10, essa
relacdo esteve acima de 1 na primeira e segunda inje¢des (Tabela 10), sendo a maior
relagcdo DQOHca/DQOEtoH de 5,53, ocorrida na segunda injegao de etanol, quando houve
maior producao de acido caproéico. Na condicdo A20, a maior relacdo DQOnca/DQOEtoH
(5,14) também coincidiu com o momento em que houve maior produgdo de acido
caproico (apds a primeira injegao de etanol). Porém, essa relagdo caiu drasticamente
durante a segunda e terceira inje¢des (0,28 e 0,31, respectivamente), ficando abaixo de
1 (Tabela 11).

Energiaconsumiaa = mols de EtOH consumidos X Poder calorifico do EtOH (15)
Energiap,roquziaa = mols de HCa produzidos X Poder calorifico do HCa (16)
Concluséo

Nesse trabalho, foi avaliada a co-producdo de hidrogénio e acido capréico
utilizando a manipueira como substrato. O rendimento da produgéo de hidrogénio foi
extremamente satisfatério, considerando que os reatores ndo foram inoculados. O
rendimento da produgao de hidrogénio aumentou de 1,01 para 1,98 mol Hz/mol glicose
para as concentragdes iniciais de manipueira de 10 e 20 g O2/L, respectivamente, valores

que correspondem a 25% e 50% da produgdo maxima tedrica. Os principais metabdlitos
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observados foram o etanol e os acidos acético, butirico, propiénico e caproico. Ainda
durante a acidogénese, houve consumo de etanol para produgao de acido caproico. A
producdo de acido caprodico a partir do alongamento da cadeia de carbono, com adicao
externa de etanol, foi mais eficiente para a concentragao inicial em termos de DQO da
manipueira igual a 20 g O2/L. A injecao de etanol foi feita antes do final da acidogénese
e resultou em valor maximo de acido capréico de 7,2 g/L. Quando a injecao de etanol foi
feita no final da acidogénese, a produ¢gédo maxima de acido caproico foi de 4,2 g/L (DQO
inicial de manipueria de 10 g O2/L). O balango de energia resultou em um ganho
energético de 2,8 e 5,1 vezes com a produgado de acido caprodico a partir do etanol nas

condi¢des A10 e A20, respectivamente.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos apresentados no artigo 1 demonstraram a eficiéncia dos
dois métodos de inibicdo da metanogénese adotados (acetileno e tratamento térmico),
com nenhum metano sendo detectado. Os métodos de inibicdo adotados néao
promoveram diferengcas em relagédo ao rendimento da produgao de hidrogénio, a taxa
maxima de produgao de hidrogénio e na distribuicdo dos metabdlitos, sendo o acido
butirico predominante nos dois casos. Porém, foi observada grande diferengca em relagéo
ao potencial maximo de producdo de hidrogénio e a duragdo da fase lag, que
apresentaram valores superiores quando adotado o tratamento térmico do indculo.
Apesar da adaptagdo mais longa, o tratamento térmico foi adotado na etapa posterior,
levando em consideragdo o maior potencial maximo de produg¢ao de hidrogénio obtido

com este método de inibi¢ao.

Ainda no artigo 1, os resultados da avaliagédo da influéncia do tipo de inéculo e da
concentragao inicial da manipueira, indicaram que o aumento da concentragao inicial do
substrato tende a inibir a produgao de hidrogénio. Porém, o uso de diferentes tipos de
inéculo resultou em comportamentos distintos de conversdo da matéria organica e
producao de hidrogénio, como foi o caso do rumen em que se observou aumento do HY
quando a concentragao inicial da manipueira passou de 10 para 20 g O2/L. O aumento
da concentragéo inicial do substrato resultou no aumento da fase /ag idependente do tipo
de inéculo utilizado, porém a composi¢ao dos microrganimos do inéculo é determinante
na duragcado da fase lag. A producao de acido caproico foi observada em todas as
condicbes experimentais, indicando a possibilidade do alongamento da cadeia de

carbono durante a fermentagdo da manipueira.

Ja os resultados apresentados no artigo 2 indicam que a autofermentacéo da
manipueira foi eficiente na produ¢éo de hidrogénio, com percentual maximo de 50% de
eficiéncia de conversao tedrica da produgao de hidrogénio tendo sido alcangado para a
DQO inicial da manipueira igual a 20g O2/L. Este valor é, inclusive, maior do que a
eficiéncia maxima observada nos experimentos que foram inoculados (42%, na condigao

R20 — Artigo 1). Em relagdo ao alongamento da cadeia de carbono, houve um aumento
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da concentracio do acido caproéico de aproximadamente 5 e 6 vezes em relagao a fase
acidogénica, nas condigdes de concentragao inicial do susbtrado de 10 e 20 g O2/L,
respectivamente. Enquanto que o balango de energia resultou em um ganho energético
de 2,8 e 5,1 vezes com a produgao de acido caproico a partir do etanol nas condi¢des

de concentragéo inicial do susbtrado de 10 e 20 g O2/L, respectivamente.

Os resultados deste trabalho indicam que o tratamento térmico do inéculo e a
adicao de acetileno foram eficientes na inibicdo da metanogénese. No entanto, a
aplicagdo do tratamento térmico do indculo resultou em maior potencial maximo de

producéo de hidrogénio em relagao ao uso do acetileno.

O aumento da concentracgéo inicial da manipueira resultou na inibicao da produgao
de hidrogénio. Entre os indculos avaliados, o rumen bovino apresentou melhor
desempenho na producao de hidrogénio e acido capréico, apesar do longo tempo de
adaptacdo. A autofermentagdo da manipueira foi eficiente na producéo de hidrogénio,

podendo ser uma alternativa ao uso de inéculo.

A produgéo de acido caproico durante a produgao fermentativa de hidrogénio a
partir da digestao anaerdbia da manipueira ocorreu em todas as condigdes experimentais
avaliadas. A adogdo da etapa de alongamento da cadeia de carbono posterior a
producdo de hidrogénio a partir da manipueira apresentou resultados promissores e
novas pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de otimizar a produgao acido

caproico.
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