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Resumo

Este trabalho estudou parametros envolvidos na produgdo fermentativa do H, a partir do bagaco de cana-
de-agucar. Primeiramente estudaram-se os fatores: massa de substrato (10, 20, e 30 g/L) e porcentagem de
indculo (10, 20 e 30%). Fixando o melhor resultado desses fatores, estudaram-se os fatores: tempo de aque-
cimento na pré-hidrélise (0, 30 e 60 min) e pH inicial (5,6 e 7). Os resultados mostraram que as melhores con-
di¢des avaliadas foram: massa de substrato de 10g/L, 10% de indculo, pH inicial de 6 e tempo de aquecimen-
to na pré-hidrélise de 30 min, representado pelo ensaio 567 com uma produgao especifica de hidrogénio de
2,59 mmolH_/gSSVdia. Os principais metabdlitos soluveis produzidos foram: dcido acético (478—1374,2 mg/L),
predominante em todos os reatores, acido propidnico (56,92-59,45 mg/L), etanol (26,46-79,13 mg/L) e meta-
nol (33,71-79,88 mg/L), o que indica que a rota fermentativa utilizada pelos microrganismos para a producdo
de hidrogénio foi a do acido acético.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar. Indculo. Pré-Hidrélise. pH. Fermentacao. Producao Especifica de Hidro-
génio. Metabdlitos.

Abstract

This work studied the parameters involved in H, fermentation production from sugarcane bagasse. First, the following
factors were studied: substrate mass (10, 20, and 30 g/L) and percentage of inoculum (10, 20 and 30%), determining
the best result of these factors, in the prehydrolysis (0, 30 and 60 min) and initial pH (5, 6 and 7). The results showed
that the best conditions evaluated were: substrate mass of 10 g/L, 10% inoculum, initial pH of 6 and heating time
in the prehydrolysis of 30 min, represented by the assay 567 with a specific hydrogen production of 2.59 mmolH,/
gSSVday. The major soluble metabolites produced were: acetic acid (478-1374.2 mg/L), predominant in all reactors,
propionic acid (56.92-59.45 mg/L), ethanol (26.46-79.13 mg/L) and methanol (33.71-79.88 mg/L). This indicates
that the fermentative route used by the microorganisms for the production of hydrogen was that of acetic acid.
Keywords: Sugarcane Bagasse. Inoculum. Prehydrolysis. pH. Fermentation. Specific Hydrogen Production. Metabolites.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da procura por fontes de ener-
gia conduz a adogédo de prdticas para o desen-
volvimento e a exploragdo de novos recursos
energéticos, e assegurar a geracdo de energia,
com as devidas precaug¢des em relacdo ao meio
ambiente, tem sido um dos mais relevantes de-
safios atuais (Ghosh e Hallenbeck, 2009; S& et
al., 2014).

Dentro desse contexto, o hidrogénio (H,) tem
despertado grande interesse, visto que a sua
combustdo direta produz uma quantidade sig-
nificativa de energia e libera apenas agua. O hi-
drogénio é considerado um combustivel limpo;
gera dgua como unico produto nas células com-
bustiveis; apresenta alta conversdo de energia
por unidade de massa (calor de combustao de
122 kJ.g™), sendo 2,75 vezes mais energético do
que os hidrocarbonetos, além de ser renovavel
(Chen, Lin Cy,2001).

A producdo biolégica de hidrogénio pode ser
realizada por meio de processos como a fotélise
direta da dgua por algas verdes, fotdlise indireta
da &gua por cianobactérias, fotofermentacao de
acidos organicos por bactérias fotossintéticas, e
fermentacdo escura de substratos organicos por
bactérias fermentativas anaerébias. Sob con-
digdes anaerdbias, as bactérias fermentadoras
podem converter substratos (por exemplo, car-
boidratos ou agucares) a gas hidrogénio e acidos
organicos (Akutsu et al. 2009; Nasr et al. 2015;
Pattra et al. 2008).

Fontes renovaveis de bioenergia, como a biomas-
sa, foram relatadas como promissores substratos
para producdo de hidrogénio fermentativo. Al-
guns desses residuos sdo subprodutos/residuos de
processamento de alimentos, plantas e processos
agricolas (Lay, 2000; Pattra et al. 2008). Diversos
estudos utilizaram o bagac¢o da cana-de-aglcar
como substrato, como indicado por Soares et al.
(2014), Siqueira et al. (2014) e Ratti et al. (2014),
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que obtiveram uma produgao de H, 0,03 mmol,

10,87 ml/g e 7,7 mmol respectivamente

O bagaco da cana-de-agucar é constituido por
trés fragdes principais: celulose, hemicelulose e
lignina, e é considerado como uma biomassa lig-
nocelulésica. A presenca de hemicelulose e ligni-
na envolvendo as cadeias de celulose dificulta o
acesso de reagentes e catalisadores, sendo ne-
cessario um tratamento prévio para a remocao
desses componentes, facilitando o acesso das
enzimas a celulose (FELIPE, 2010).

O pré-tratado para quebrar a lignina contém
altas quantidades de aglcar, que pode ser con-
vertido em gés hidrogénio por fermentacgdo de
bactérias. Os métodos fisicos, quimicos ou biold-
gicos de pré-tratamento do substrato provaram
ser Uteis para aumentar o rendimento de hidro-
génio (CUl et al., 2010; CUI et al., 2009; NGUYEN
et al.,, 2010; LO et al. 2010; CAO et al., 2009; FAN
et al.,, 2008; WANG et al., 2010; REN et al., 2008).

De acordo com Andrade (2017), o melhor pré-
tratamento para biomassa lignoceluldsica é o
alcalino, utilizando hidréxido de sédio a 0,5%.
Além da pré-hidrélise, outros fatores interferem
na producdo de hidrogénio por meio do proces-
so de fermentagdo anaerdbia: tipo de substrato,
temperatura do processo, pH, tipo de inéculo,

pré-tratamento do inéculo, tipo de reator.

Desse modo, este trabalho teve como objetivo
avaliar a producéo especifica de hidrogénio por
processo de fermentag¢do anaerdbia em reator
batelada utilizando a biomassa (bagago de ca-
na-de-acglcar) como substrato, além de detec-
tar os metabdlitos soltveis produzidos, por meio
da influéncia dos fatores: massa de substrato,
porcentagem de indculo, pH inicial e tempo de

aquecimento na pré-hidrélise.
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2 METODOLOGIA
2.1 Bagaco e inoculo

O bagac¢o de cana-de-agucar foi coletado em
uma usina localizada em Sao Luis do Quitunde-
AL. Ele foi seco por 2h a 105°C em uma estufa e
depois triturado para tamanho menor que 2 mm.

Foi utilizado como inéculo o lodo proveniente de
um reator UASB referente a estacao de tratamen-
to de esgoto sanitario. Com o objetivo de inibir a
producdo de metano, foi realizado um pré-tra-
tamento térmico no indculo. O pré-tratamento
térmico ocorreu da seguinte forma: colocou-se
o inéculo em um aquecedor até que atingisse a
temperatura de 100°C; quando a temperatura
foi atingida, manteve-se por 15 min, e em segui-
da resfriou-se o inéculo até obter a temperatura
de 25°C (MAINTIGUER et al., 2008).

2.2 Procedimentos experimentais

Os experimentos foram conduzidos em duplicata
em reatores de 100 mL, sendo que o volume ocu-
pado pela mistura foi de 50% do volume total do
recipiente (50mL). Foram escolhidos reatores em
batelada devido a maior facilidade de operagdo e
controle (WANG E WAN, 2009).

O experimento foi desenvolvido para avaliar a
influéncia e também para otimizar a condicado
da massa do substrato, contelddo de inéculo, pH
inicial e tempo de aquecimento na pré-hidrélise
para producao de H,.

Producao de hidrogénio a partir do bagaco de cana-de-aclcar

Na etapa 1 foram avaliados os efeitos da massa
do substrato e do contetdo de inéculo (% v/v)
para producdo de hidrogénio sob condi¢des me-
sofilicas (35+£1°C) e pH inicial de 7,0 por meio da
utilizacdo de uma encubadora shaker com rota-
¢do de 120 rpm (CUI E SHEN, 2012).

O efeito da massa de substrato foi investigado de
0,5a 1,5 gemum intervalo de 0,5 g para volume
reacional de 50 mL.

0,5g,1,0ge1,5gdebagaco de cana-de-actcar
foram misturados com 45 mL de solugdo aquo-
sa de NaOH diluido (0,5% v/v) e aquecido por
30 minutos nos reatores (CHAIRATTANAMANO-
KORN, 2009). Depois a mistura foi neutralizada
com pH 7,0 com a adicdo de solucdo aquosa de
NaOH (ou HC) diluido.

O efeito do contetdo de inéculo foi investigado
de 5a 15 % (v/v) em um intervalo de 5 % para
volume reacional de 50 mL.

Os frascos contendo a mistura e o lodo pré-tra-
tado termicamente foram cobertos com tampas
de borracha e cravados com selos de aluminio.
O gas nitrogénio foi liberado nos reatores para
criar uma condicéo de cultura anaerébia.

Para a etapa 1 foi adotado um planejamento ex-
perimental fatorial 2k com adicdo de 3 repeti-
¢oes no ponto central (PtCt). Sete experimentos
foram conduzidos (Tabela 1) com base no deli-
neamento experimental.

Tabela 1 — Matriz de ensaios do planejamento fatorial 22 incluindo os pontos centrais, da etapa

Valor do cédigo

Ensaios

N O U h WN =
'

o o O +
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O O O + +

Valor real

x, (massa de x, (contetido de
substrato, g) inéculo, %)

0,5 5

1,5 5

0,5 15

1,5 15

1,0 10

1,0 10

1,0 10
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A etapa 2 iniciou-se; apés encontrar as melho-
res condi¢des para o planejamento experimental
anterior, fixaram-se essas condi¢6es e variaram-
se o pH inicial e o tempo de aquecimento da pré-
-hidrélise para producéo de hidrogénio sob con-
dicées mesofilicas (35+1°C) por meio da utiliza-
¢do de uma encubadora shaker com rotagao de
120 rpm (CUI E SHEN, 2012).

O efeito do pH inicial foi investigado de 5,0 a 7,0
em um intervalo de 1,0.

O efeito do tempo de aquecimento da pré-hidré-
lise foi investigado de 0 a 60 minutos em um in-
tervalo de 30 minutos.

Para a etapa 2 foi adotado um planejamento
experimental fatorial 2 com adig&do de 3 repeti-
¢Oes no ponto central (PtCt). Sete experimentos
foram conduzidos (Tabela 2) com base no deli-

neamento experimental.

Tabela 2 — Matriz de ensaios do planejamento fatorial 22 incluindo os pontos centrais, da etapa 2.

Valor do cédigo

Ensaios

x1
1’ -
>
3’ -
4 +
5 0
6’ 0
7 0

O conteudo de hidrogénio foi determinado por
meio de cromatografia gasosa (Shimadzo, GC
2010-plus), equipado com detector de condu-
tividade térmica (TCD) e coluna Supelco 1010
Plot, com uma temperatura do injetor, detector
e coluna = 30, 200 e 230 °C, respectivamente. O
argonio foi usado como gés de arraste a um fluxo
de 21,9 cm.s™' (MAINTINGUER et al., 2008).

A evolucdo acumulada de hidrogénio e a taxa de
producdo de hidrogénio foram simuladas pela
equacdo de Gompertz modificada, com o auxilio
do software Origin 2018b, onde avaluou-se a rela-
¢do existente entre a variavel dependente “P”, que
fornece a produgéo de H, acumulada (mmol), e os
demais parametros independentes (Rm, t, e, A).

A escolha do modelo utilizado levou em conside-
racdo a indicacdo de Ahmad (2017) e Cui e Sheng
(2012), onde os dados experimentais (valores
médios de reatores duplicados) obtidos foram
ajustados usando a equacado de Gompertz modi-
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o o O + +

Valor real
x, (Tempo de
x, (pH inicial) aquecimento da
pré- hidrélise, min)
5,0 0
7,0 0
5,0 60
7,0 60
6,0 30
6,0 30
6,0 30

ficada (ZWIETERING et al., 1990) com a versao do
pacote de software Origin por meio da Eq. 1.

H=P -exp{—exp [% A—-t)+ 1]} (1)

Onde P é o potencial de produgao (mmol), Rm é
a taxa de producao (mmol/dia), t é o tempo de
incubacdo no reator (dia), e € o Nimero de Euler
(2.71828) e 0 A é a Fase Lag (dia). Para que pos-
sam ser comparados os resultados obtidos das
produgdes de hidrogénio dos reatores durante o
experimento, foram calculadas as producdes es-
pecificas de hidrogénio de cada reator. Essa pro-
ducéo é calculada utilizando-se a Eq. 2 a seguir, e
tem o intuito de fornecer a capacidade que uma
determinada comunidade microbiolégica apre-
senta para converter o substrato em gés, nesse
caso, o hidrogénio.

PEH=mmolH,/gSSVdia ()
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Onde PEH é a producédo especifica (mmolH,/
gSSVdia), mmolH,/dia é a taxa maxima de produ-
céo de H, por dia e a gSSV é a quantidade inicial
de indculo presente nos reatores.

A deteccdo dos metabdlitos soliveis (acidos or-
ganicos volateis, acetona e alcoois) foi determi-
nada ao final do experimento pelo método de
extracao por headspace de acordo com metodo-
logia adaptada de Adorno et al. (2014). Para isso
foi utilizado um amostrador automatico HS-20
acoplado a um cromatégrafo gasoso (shimazdu,
GC 2010-Plus) com hidrogénio como gas de ar-
raste e detector de ionizacdo de chama (FID). As
temperaturas do injetor, do detector (FID) e da
coluna foram 250, 280 e 35 °C, respectivamente;
os fluxos do gas de arraste (H,), do make-up ou
gas auxiliar (N,) e do géas de chama (ar sintético)
foram 30, 30 e 300 mL/min, respectivamente, e
as temperaturas do forno, da linha de amostra
e da linha de transferéncia do HS-20 foram de
105,3; 150 e 118 °C, respectivamente.

0,7 4

o
[}
1

o
o
1

o
S
1

H2 acumulado (mmol)
o
»

o
[N}
1

Producao de hidrogénio a partir do bagaco de cana-de-aclcar

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da massa do substrato e do contetdo
de indculo - Etapa 1

Foram avaliados os fatores: massa de substrato
e % de in6culo. Observou-se que os reatores que
apresentaram os melhores resultados na produ-
¢do acumulada de H,, conforme a Fig. 1, foram
para os ensaios 1(0,5g de bagaco e 10% de lodo
de ETE) com 0,59 mmol de H, acumulado, e o
ensaio 4 (1,0g de bagaco e 20% de lodo de ETE)
com 0,55 mmol de H, acumulado.

Ratti et al (2014) estudaram propor¢des de mas-
sa de substrato e indculo de 1:1 em todos os 6
sistemas. Comparando os resultados da Fig. 1,
observamos que a proporc¢ao influencia na pro-
ducdo, onde para os trés maiores resultados
(R1, R4 e R567) a proporgao também foi de 1:1,

enquanto para os ensaios 2 e 3 a proporcéao foi
de3:1e1:3.

0’0_ T rTrrerr T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Tempo (Dia)
Figura 1 — Ajustes dos dados dos ensaios utilizando o modelo de Gompertz modificado - Etapa

Legenda: Ensaios 1(m=0,5g de bagago, inéculo=5mL); 2(m=1,5g de bagago, inéculo=5mL); 3(m=0,5g de bagaco, inéculo=15mL);
4(m=1,5g de bagago, inéculo=15ml); 567(m=1,5g de bagago, inéculo=10ml).
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Com os dados cinéticos encontrados pelo Origin
2018b utilizando o modelo de Gompertz Modifi-
cado, como recomenda Ahmad (2017), tivemos

as maiores taxas de producdo de H, para os en-
saios 567 (2,5 mmol/dia) e 1 (2,0 mmol/dia), con-
forme nos mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Dados cinéticos do modelo de Gompertz Modificado nos ensaios

Etapa 1
Constantes
1 2 3
K (mmol/dia) 2,01 0,97 1,69 0,80
PeH
(mmolH /gssvdia) 2] 121 0.7 033

Avaliando a producdo especifica dos reato-
res dessa etapa, confirmamos, de acordo com
o apontado na producdo acumulada e na taxa
de produgdo, que a maior producdo especifica,
conforme Fig. 1, foi para os ensaios 1 e 567, com
2,51 e 1,58 mmolH,/gSSVdia, respectivamente.

Isso nos mostra que, quanto maior a fase lag,
maior serd a taxa de producdo de hidrogénio por
dia e maior sera a producao especifica de hidro-
génio, ou seja, a producdo especifica de hidro-
génio depende do crescimento microbiano no

4

Etapa 2
567 17 2 3 4 567’
2,53 0,33 0,34 2,04 1,97 2,07
1,58 0,41 0,43 2,55 2,46 2,59

meio, onde representa a capacidade de uma de-
terminada comunidade microbiolégica em con-
verter o substrato em gés, para comparacao de
sistemas. No nosso caso, os melhores sistemas
foram os ensaios 1 e 567.

A Tabela 4 apresenta a saida do Statistic 7 para a
ANOVA, referente a producéo de hidrogénio uti-
lizando bagaco de cana-de-aglcar, usada para
determinar ao nivel de 5% de significancia se as
médias foram ou néo significativamente diferen-
tes entre si.

Tabela 4 — Anélise de variancia (ANOVA)

Fontes de Variagao G.L Soma ((J;S;irética %?zgt?g:(gsf’:;’ p- valor

A - Massa de substrato (g) 1 0,003025 0,003025 0,569
B - % de inéculo 1 0,009025 0,009025 0,364

AB - Interagdo Massa x pH 1 0,050625 0,050625 0,109
Falta de ajuste 1 0,000430 0,000430 0,823

Puro Erro 2 0,013267 0,006633
Total 6 0,076371
R?=182,07

LEGENDA: G.L: Graus de liberdade.

A ANOVA apresentou, para os fatores massa de
substrato e % de indculo (fatores A, B e AxB),
o valor de p igual a 0,569, 0,364 e 0,109, que é
maior que 0,05. Pode-se afirmar, entdo, com 95%
de confianga, que as médias sdo iguais entre si,
portanto ndo influenciaram na variavel resposta
(Produgéo de H,). Isso significa que, para o inter-
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valo estudado nos fatores, ndo ha qualquer in-
fluéncia na variavel resposta.

Como nao obteve curvatura, o modelo a ser ado-
tado ndo deve ser o quadrético, e sim o linear.

A partir da ANOVA e do grafico de probabilidade,
pode-se obter o modelo que estd expresso na Eq. 3:
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Y(H,) = 0,4643 + 0,0275*Massa - 0,0475*% de
indculo + 0,1125*Massa*% de indculo (3)

Segundo a Tabela 4, o valor do coeficiente de de-
terminacao (R2) foi igual a 82,07%; dessa forma
82,07% dos dados sdo explicados pelo modelo.

Substituindo os niveis das massas e das % de
inéculos de cadaensaio (-1e-1;+1e-1;-1e+1;
+1 e +1), no modelo encontrado representado pela
Eq. 3 as melhores condicdes previstas pelo modelo
foram para o ensaio 1, onde Y1=60%,0 que signi-
fica que as melhores condicdes para producdo de
H, foram para o ensaio 1, massa de substrato de
0,5g e % de inéculo de 10%, confirmando o melhor
resultado exposto no item anterior.

Producao de hidrogénio a partir do bagaco de cana-de-aclcar

3.2 Efeito do pH inicial e do tempo de pré-
hidrolise - Etapa 2

Para essa etapa foram fixados os fatores mas-
sa de bagaco e contetddo de inéculo, avaliados
como melhores resultados de acordo com a eta-
pa anterior, ou seja massa de 0,5g de bagaco e
10% de indculo.

Conforme a Fig. 2, observou-se que os reatores
que apresentaram os melhores resultados na
producdo acumulada de H, foram para os en-
saios 4’ com 0,85 mmol de H, acumulado, e o
reator 567’ com 0,83 mmol de H, acumulado,
parao 1’ que obteve a 32 maior produgéo, alcan-
¢ando 0,57 mmol de H, acumulado.

1,0
0,8 4
3 - 7
EO.G- ¢ 2
s s 3
E vy 4
§0|4— * 567
3
©
F o2
0,0 -
T 1 1 T 1 1
-1 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (Dia)

Figura 2 - Ajustes dos dados dos ensaios (reatores) utilizando o modelo de Gompertz modificado - Etapa 2
Legenda: Ensaios 1’(Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=0 min, pH inicial=5); 2’ (Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=60 min, pH inicial=5);
3’ (Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=0 min, pH inicial=7); 4’ (Tempo de aquecimento da pré-hidrélise=60 min, pH inicial=7);

567’ (Tempo de aquecimento da pré- hidrélise=30 min, pH inicial=6).

Os reatores 2’ e 3’ tiveram a menor producgéo de
acumulado, 0,36 e 0,39 mmol. De acordo com
Schuchardt et al., (2001), durante a quebra da
lignina alguns compostos podem ser formados:
Compostos aromdticos, benzeno, fenol, acido

Revista DAE | Sao Paulo | v. 68, n 227 / pp 197-209 | Ed. Esp. Nov. 2020

acético e vanilina, obteng¢do de 6leos com ca-
racteristicas semelhantes ao petréleo, produ-
cdo de resinas fenol-formaldeido, dispersantes,
emulsificantes, sequestrantes de metais, adesi-
vos, aglomerantes, obtencdo de gas de sintese
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utilizado na producao de metanol. Dependendo
do método de extracdo, com isso, a producdo de
hidrogénio fica desfavorecida.

Braga et al. (2014), Ratti et al. (2014) e Soares et
al. (2014) alcangaram produgées de H, de 0,23,
7,7 e 0,09 mmol respectivamente. Comparando
com o0s nossos resultados, podemos observar
que a maior producdo alcangada (0,85 mmol) se
mostrou dentro do esperado, considerando que
o substrato é o mesmo.

Observando a influéncia dos fatores para os rea-
tores que mais produziram hidrogénio acumu-
lado, para os ensaios 4’, 567’ e 1’, os tempos de
aquecimento na pré-hidrélise foram de 60, 30
e 0 min respectivamente, o que comprova que,
para esse fator estudado, quanto maior o tempo
de aquecimento, maior sera a produgao de H,.

Outro fator estudado como influenciador na pro-
dugéo de H, foram os pHs iniciais. E possivel per-
ceber, apds a realizacdo do experimento, que a
producdo de H, estéd bastante relacionada com os
valores de pH dos reatores, que ficaram entre 5,0
e 7,0 (valores médios de pH), demonstrando ser
a faixa ideal para promover o consumo do subs-
trato devido ao aumento da taxa de fermentacgéo
anaerdbia provocada por esses valores de pHs,
valores estes que estdo de acordo com Infantes
et al. (2011), pois as bactérias que realizam as
quatro fases da digestdo possuem exigéncias in-
dividuais quanto ao pH.

Para os reatores que melhor apresentaram pro-
ducéo, o pH inicial e final foram: 7/6,3, 6/6 e
5/5,2 respectivamente, confirmando, assim, que
o parametro pH também é um dos principais in-
terferentes na producao de hidrogénio a partirda
digestao anaerdbia, uma vez que valores abaixo
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de 4,0 inibem a atividade da hidrogenase e, con-
sequentemente, a producdo de H,, e valores altos
como 9,0 também causam queda na producao
especificado H, (ZHANG et al., 2008).

O pH ideal para as hidréliticas e fermentativas
varia de 4,5 - 6,3 (Beckers, 2010). No entanto, o
pH pode sofrer alteracdes durante o processo de
digestao, devido aos metabdlitos que se acumu-
lam no sistema, fazendo com que o meio fique
mais acido ou alcalino (CAMPOS et al., 2006).

Nessa etapa do experimento, avaliamos os fato-
res tempo de aquecimento (min) no pré-trata-
mento e pH inicial e plotamos o grafico no Origin
2018b utilizando o modelo de Gompertz Modi-
ficado para ajustar nossos dados experimentais.
Obtivemos as maiores taxas de producdo de H,
para os ensaios 567’ (2,07 mmol/dia), 3’ (2,04
mmol/dia) e 4’ (1,97 mmol/dia), conforme nos
mostra a Tabela 3.

Avaliando a producéo especifica dos reatores
dessa etapa, as maiores produgdes especificas,
conforme Tabela 3, foram para os ensaios 567°,
3’e4’, com 2,59, 2,55 e 2,46 mmolH2/gSSVdia,
respectivamente. Utilizando a producgéao especi-
fica para comparacao de sistemas, o reator que
apresentou o melhor desempenho consideran-
do a simultaneidade das varidveis para produ-
¢ao de hidrogénio, foi 0 ensaio 567’, com tempo
de aquecimento da pré- hidrélise=30 min e pH
inicial=6.

A Tabela 5 apresenta a saida do Statistic 7 para a
ANOVA, referente a producdo de hidrogénio uti-
lizando bagaco de cana-de-aglcar, usada para
determinar ao nivel de 5% de significancia se as
médias foram ou nao significativamente diferen-
tes entre si.
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Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA)

Soma Quadratica

Quadrado Médio

Fontes de Variagao GL Q) Ajustado (QMaj) p-valor
A - Tempo de
aquecimento na pré- 1 0,0169 0,0169 0,733
hidrélise (min)
B - pH inicial 1 0,0256 0,0256 0,677
AB - Interagao Tempo x pH 1 0,1089 0,1089 0,424
Falta de ajuste 1 0,0289 0,0289 0,659
Puro Erro 2 0,2198 0,1099
Total 6 0,4002
R?=37,83

LEGENDA: G.L: Graus de liberdade.

A ANOVA apresentou para os fatores tempo de
aquecimento na pré-hidrélise e pH inicial (fato-
res A, B e AxB) o valor de p igual a 0,733, 0,677
e 0,424, que é maior que 0,05. Pode-se afirmar,
entdo, com 95 % de confianga, que as médias sdo
iguais entre si. Portanto, ndo influenciaram na
variavel resposta (Produgéao de H,). Isso significa
que, para o intervalo estudado nos fatores, tam-
bém ndo houve qualquer influéncia na variavel
resposta. Como nao obteve curvatura, o modelo
a ser adotado nao deve ser o quadratico e sim o
linear, conforme a Eq. 4.

A partir da ANOVA e do grafico de probabilidade,
pode-se obter o modelo que esta expresso na Eq. 4:

Y(H2) = 0,484286 + 0,065*Tempo + 0,08*pH+
0,165*Tempo*pH 4)

Segundo a Tabela 5, o valor do coeficiente de de-
terminacdo (R?) foi igual a 37,83%; dessa forma,
37,83% dos dados séo explicados pelo modelo.

Substituindo os niveis dos tempos de aqueci-
mentos e do pH inicial de cada ensaio (-1 e -1;
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+1e-1;-1e+1; +1 e +1) no modelo encontra-
do representado pela Eq. 4, as melhores condi-
¢oes previstas pelo modelo foram para o ensaio
4, onde Y4 = 80%, o que significa que as melho-
res condicdes para produgdo de H, foram para o
ensaio 4’ tempo de aquecimento de 60min e pH
inicial 7, o que ndo confirma o melhor resultado
exposto no item anterior, que seria o ensaio 567’.
Isso se explica pelo fato de o modelo para essa
parte 2 ndo ser tao confiavel, visto que o mode-
lo explica apenas 37,83% dos dados, o que nao
podemos considerar um modelo representativo.

3.3 Metabolitos soliveis produzidos - Etapa 2

Durante a acidogénese dos aclcares, varios me-
tabdlitos foram produzidos junto com o hidrogé-
nio, em diferentes concentrac¢des. Apds a reali-
zacao da etapa da cromatografia para analisar
e quantificar a presenca de &cidos e alcoois via
headspace, foi possivel chegar a algumas con-
clusdes a partir dos resultados mostrados na
Tabela 6, onde sdo expostas as concentracdes
médias em mg.L"" dos metabdlitos soltveis pro-
duzidos nos reatores.
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Tabela 6 — Concentra¢des médias, em mg/L, dos metabdlitos sollveis produzidos nos ensaios - Etapa

Reator 1 Reator 2
Constantes

mg/L mg/L
Acetona 21,53 0,00
Metanol 79,88 33,71
Etanol 79,13 26,46
n-Butanol 24,49 13,12

Acido acético 478,41 1162,10
Acido propiénico 0,00 56,92
Acido isobutirico 0,00 0,00
Acido butirico 0,00 0,00
Acido isovalérico 0,00 0,00
Acido valérico 0,00 0,00
Acido capréico 0,00 0,00

Reator 3’ Reatror 4’ Reator 567’

mg/L mg/L mg/L
0,00 0,00 0,00
34,49 33,73 34,63
83,29 39,51 36,46
13,21 13,04 13,23

660,42 1083,91 1374,20
0,00 0,00 59,45
0,00 0,00 0,00
76,09 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00

@LD1 - Limite de detecgdo da acetona = 14,9 mg/L; ®LD2 - Limite de detecgdo do metanol = 19,3 mg/L; “LD3 - Limite de detecgdo do etanol = 15,6 mg/L; “LD4
- Limite de detecgéo do n-butanol = 12,0 mg/L; ®LD5 - Limite de detec¢ao do acido acético = 63,8 mg/L; LD6 - Limite de detecgao do acido propidnico = 49,3
mg/L; 9LD7 - Limite de detecgdo do acido isobutirico = 54,6 mg/L; ®LD8 - Limite de detecgao do acido butirico = 51,9 mg/L; “LD9 - Limite de detecgao do 4cido
isovalérico = 54,9 mg/L; “LD10 - Limite de detecgdo do 4cido valérico = 62,4 mg/L; “LD11 - Limite de detecg&o do acido caproico = 11,1 mg/L.

Os principais subprodutos gerados nesse traba-
lho foram: acido acético, acido propiénico, etanol
e metanol. A presenca do &cido propiénico como
o segundo metabdlito em maior quantidade nas
amostras verificadas (reator 2’ ereator567’) indi-
ca que o pré-tratamento béasico pode ter relacao
com a formagdo deste, e que o aprimoramento
de técnicas para controlar esses inibidores é ne-
cessario, confirmando estudos realizados por Si-
queira e Reginatto (2015). Em todos os reatores
o metabélito produzido em maior quantidade foi
0 &cido acético, reator R567’ com 1374,20 mg/L,
em seguida o reator 2’ com 1162,10 mg/L, e em
terceiro o reator 4’ com 1083,91 mg/L. Esse é
um Ffator importante por indicar que a rota fer-
mentativa utilizada pelos microrganismos para
a producao de hidrogénio foi a do &cido acético,
proporcionando o maior rendimento possivel de
H, por mol de glicose, quando comparada as ro-
tas do etanol, acido butirico e acido propidnico
(ANTONOPOULOU et al. 2008).

Andrade (2017), Tavares (2016) e Chaves (2018)
também concluiram que em seus metabdlitos a
maior producdo também foi para o acido acéti-
co, chegando a alcancgar concentragées de 445 a
2329 mg/L.
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Segundo Reis (2010), quanto maior a formagao
de acido acético maior serd a quantidade de hi-
drogénio obtido, pois ele é um indicador, ja que a
producdo desse acido leva a formacgéo de 4 mol de
hidrogénio por mol de glicose conforme a Eq. 5.

Producao do acido acético:

C,H,,0, + 2H,0 — 2CH,COOH + 2CO, + 4H, (5)

O reator 4’ apresentou a maior porcentagem em
moles (89,64%) de &acido acético, juntamente
com 567°(88,91%).

No reator 2’, que obteve 88,27% de acido acé-
tico, a terceira maior porcentagem, isso se deve
ao fato de que, apesar de a rota do acido acé-
tico ser a mais favoravel quando se tem como
objetivo produzir o hidrogénio, precisamos ter
cuidado com a homoacetogénese, onde os mi-
crorganismos homoacetogénicos que resistiram
ao tratamento térmico do indculo consomem o
hidrogénio e o gas carbdnico para produzir o &ci-
do acético, e devido as suas altas concentragdes
se torna um inibidor da fermentacéo, desfavo-
recendo o objetivo do trabalho, conforme Equa-
¢Oes 6 e 7 (ARGUN et al. 2008).
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CH,,0,+2H,0 — 2CH,COOH (acetato) + 2CO, +
4H (6)

2

4H,+2C0O, — CH,COOH (acetato) + 2H,0  (7)

Como também pode serjustificada pela presenca
da concentracdo do acido propibnico, que atin-
giu seu apice (3,5 %) no reator 2’, também pode
ter contribuido para a diminui¢ao da sua eficién-
cia em relagdo aos outros reatores, pois na rota
fermentativa desse metabdlito sdo consumidos
2 mols de H, para produzir 2 mols do mesmo,
como nos mostra a Eq. 8 (LEVIN et al. 2004; VAR-
DAR et al. 2007).

CH,,0, + 2H, — 2CH,CH,COOH (propianato) +
2H,0 (8

J& o reator 1’ apresentou a menor produgdo
de &cido acético (61,86%), além de observar
que houve uma grande producdo de metanol
(19,36%) e etanol (13,34%) para este reator em
relacdo aos outros reatores, o que nos leva a en-
tender que também foi utilizada a rota do etanol.
O mesmo comportamento podemos observar
para o reator 3’ com 73,69% de acido acético, e
producdo de metanol (7,21%) e etanol (12,11%).

4 CONCLUSAO

Conforme a ANOVA realizada, para as duas eta-
pas, a média dos fatores nao foi significativa, o
que indica que o intervalo dos fatores estudados
néo interfere na varidvel resposta; para isso, o
intervalo deve ser ampliado para que as médias
sejam diferentes.

Os principais subprodutos gerados neste traba-
lho foram: &cido acético, etanol e metanol. Em
todos os reatores o metabdlito produzido em
maior quantidade foi o acido acético, o que in-
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dica que a rota fermentativa utilizada pelos mi-
crorganismos para a producéo de hidrogénio foi
a do acido acético, proporcionando o maior ren-
dimento possivel de H, por mol de agucar, quan-
do comparada as outras rotas.

Como as melhores condi¢ées avaliadas para
este projeto, os melhores fatores foram: massa
de substrato de 0,5g, 10% de indculo, pH inicial
de 6 e tempo de aquecimento na pré-hidrélise
de 30 min.
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