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RESUMO

RIBEIRO, A. R. Producio fermentativa de hidrogénio, em reatores em batelada, a partir
da casca da batata. 2020. 200 f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2020.

Nesta pesquisa foram avaliadas as fermentagdes da casca de batata sem e com pré-tratamento
fisico-quimico utilizando os hidrolisantes NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4 a fim de favorecer a
produg¢do de hidrogénio (H2). Para a otimizagdo dos experimentos foi realizado um
Planejamento Experimental utilizando Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR)
e analise da Metodologia de Superficie de Resposta (Response Surface Methodology, RSM).
Os efeitos individual e interativo das variaveis: concentragcdo de casca de batata (38,79 a 81,21
g.L") e as propor¢des de NaOH 6M e HCI 30% (1,59 a 4,41% v.v'!) e H2S04 (2,17 a 7,83%
v.v'!) foram analisados com intuito de determinar os valores 6timos para a produgdo de H2. O
pré-tratamento fisico-quimico da casca de batata foi realizado por meio da trituragcdo da casca
e posterior hidrolise com distintas propor¢des de compostos quimicos, durante 1 hora em estufa
a 55 °C. Os ensaios foram realizados utilizando frascos Duran® de 1 L, com 500 mL de volume
util, e o meio nutricional Del Nery, sob condi¢do mesofilica (37 °C), pH 7,00 e agitagao de 150
rotagdes por minuto, a partir de uma cultura mista pré-tratada termicamente. Nos resultados
obtidos foram observados que o aumento das concentragcdes de casca de batata influenciou
positivamente nas producdes de H2 em todos os experimentos. A propor¢ao de hidrolisante
influenciou somente a fermentagdo da casca de batata hidrolisada com H2SO4. Foi observado
que proporgdes de H2SO4 acima de 4,00% v.v! acarretou na redugdo significativa da produgio
de Hz. Nas fermentagdes com as cascas de batatas hidrolisadas com HCI 30% e H2SO4 foram
observados valores maximos de H2 de 655,40 mLH>.L"!' e 268,49 mLHz.L™! utilizando 75,00
g.L'! de casca de batata hidrolisadas com 2,00% v.v'' de HC1 30% e 3,00% v.v'' do H2SOs4,
respectivamente. Na fermentagao da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M foi observada
a maior produtividade de H2 (1060,1 mLH2.L" ') a partir das condi¢des de concentragdo de casca
de batata de 81,21 g.L! e propor¢io de NaOH 6M de 3,00% v.v''. As produgdes dos acidos
acéticos e butiricos se destacaram sobre os demais metabolitos soluveis nas fermentagdes das
cascas de batata hidrolisadas. As produc¢des maximas dos 4cidos acéticos (1,27 g.L!) e butiricos
(1,45 g.L'") ocorreram nas fermentacdes de 38,79 g.L'! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'! de NaOH 6M e de 45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v! de

H2SO4, respectivamente.



Palavras-chave: Biohidrogénio. Planejamento experimental. Residuo

lignoceluldsico.Celulose. Pré-tratamento fisico-quimico.



ABSTRACT
RIBEIRO, A.R. Fermentative hydrogen production in batch reactors from potato peels. 2020.
200 f. Dissertation (Master) - School of Engineering of Sao Carlos, University of Sao Paulo,
Sdo Carlos, 2020.

In this research, they were evaluated as potato peel fermentations and with physical-chemical
pretreatment, using the hydrolyzers NaOH 6M, HCI1 30% and H2SO4, to favor the production
of hydrogen (Hz2). For the optimization of experiments was carried out in Experimental Planning
using Central Rotational Compound Design (Delineamento de Composto Central Rotacional -
DCCR) and analysis of the Response Surface Methodology (RSM). The individual and
interactive effects of the variables: potato peel concentration (38,79 to 81,21 gL') and
proportions of NaOH 6M and HCI 30% (1,59 to 4,41% vv-1) and H2SO4 ( 2,17 to 7.83% vv°
1) were analyzed in order to determine the optimal values for Hz production. The physical-
chemical pretreatment of the potato peel was carried out by grinding the peel and subsequent
hydrolysis with different proportions of chemical compounds, for 1 hour in an oven at 55 °C.
The tests were performed using 1 L Duran® flasks, with 500 mL of useful volume, and the Del
Nery nutritional medium, under mesophilic condition (37 © C), pH 7.0 and agitation of 150
rotations per minute, from a mixed culture pre-heat treatment. In the results obtained, it was
observed that the increase in the potato peel positively influenced the H2 production in all
experiments. A proportion of hydrolyser influenced only the fermentation of potato peels
hydrolyzed with H2SO4. It was observed that proportions of H2SO4 above 4,00% v.v'!
significantly decrease the production of Hz. In fermentations with potato peels hydrolyzed with
HCI 30% and H>SOs, maximum H> values of 655,40 mLH>.L"! and 268,49 mLH>.L! were
observed using 75,00 gL' of hydrolyzed potatos peels with 2,00% vv'' of HC130% and 3,00%
vv'! of H2SOs, respectively. The fermentation of the hydrolyzed potato peel with NaOH 6M
was observed in the greatest increase in Hz (1060,10 mLH2.L!) from the potato peel
concentration conditions of 81,21 gL' and NaOH 6M proportion of 3,00% vv''. The production
of acetic and butyric acids are highlighted over the other soluble metabolites in the fermentation
of hydrolyzed potato peels. As maximum yields of acetic (1,27 gL") and butyric (1,45 gL™)
acids occur in the fermentations of 38,79 gL' of hydrolyzed potato peels with 3,00% vv'! of
NaOH 6M and of 45,00 gL' of hydrolyzed potato peel with 3,00% vv'! of H2SO4, respectively.

Keywords: Biohydrogen. Experimental planning. Lignocellulosic residue.Cellulose. Physico-

chemical pre-treatment.
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1 INTRODUCAO

O aumento da geragao de residuos s6lidos agroindustriais tem ocorrido principalmente
devido aos processos de globalizagdo e urbanizacao (SILVA et al, 2017). Esses residuos em
sua grande maioria sdo dispostos inapropriadamente no meio ambiente, causando polui¢do
ambiental. (SEKOAI; AYENI; DARAMOLA, 2017). Estima-se que o Brasil gere cerca de 200
milhdes de toneladas de residuos agricolas por ano (LOPES et al., 2020). Grande parte destes
residuos sdo lignoceluldsicos, sendo estes os mais abundantes no Brasil e no mundo. As
composigdes destas biomassas sdo distintas, porém, se constituem principalmente de lignina e
carboidratos formados por celulose e hemicelulose. Fazem parte desta biomassa os residuos
florestais (madeiras, grama, folhas e capim), fragdes organicas de residuos s6lidos municipais
e como restos de comida (YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND, 2019), como a mandioca
(PHOWAN; DANVIRUTAI, 2014), o milho (PAN et al. 2010), a beterraba (EKER;
ERKUL,2018), o caf¢ (MENEZES et al.,2014) e a batata (ZHOU, ELBESHBISHY ; NAKHLA,
2013).

A batata inglesa ¢ consumida por mais de 14,3% da populacdo mundial diariamente,
representando a terceira cultura alimentar mais importante no mundo. No Brasil foram
produzidas 3,6 milhdes toneladas de batata em 2018 em grandes areas agricolas (119,1 mil
hectares) (IBGE, 2019). Contudo, com o intenso consumo de batata também ocorre ampla
geragdo de residuos, como a casca. A composi¢ao da casca de batata consiste em 80 a 95% de
solidos volateis totais e 75-85% de umidade (ZHOU; ELBESHBISHY; NAKHLA, 2013). A
casca de batata também apresenta 13,4% de celulose; 9,5% de hemicelulose e 8% de lignina,
sendo o restante constituido de amido, proteina, carbono, nitrogénio, fosforo, potdssio e
compostos fenolicos (FRIEDMAN, 2006). Os carboidratos presentes na casca de batata (amido,
celulose e hemicelulose) podem ser utilizados para as fabricagdes de produtos farmacéuticos
(FRIEDMAN, 2006). Além disso a casca pode ser utilizada na produgdo de alcoois (HOSSAIN
et al. 2018), 4cidos organicos (LIU et al. 2005), metano (DURRUTY; ZARITZKY;
GONZALEZ, 2013) e hidrogénio (SEKOAI, YORO; DARAMOLA, 2018) por meio de
processos biologicos fermentativos.

A digestdo anaerdbia ¢ um processo biologico complexo formado por uma série de
reagdes bioquimicas. Este processo ¢ dividido nas etapas de hidrdlise, acidogénese, acetogénese
e metanogénese. Nesta ultima etapa ocorre a formacao de metano por meio da conversao de
acetato (metanogénese acetoclastica) ou a partir do consumo de hidrogénio e de didoxido de

carbono (metanogénese hidrogenotréfica) (MOSEY, 1983). Desta forma, o processo de
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digestdo anaerobia deve ser interrompido na etapa de acidogénese quando se pretende produzir
o hidrogénio, &cidos organicos e alcoois. Este processo ¢ denominado fermentagdo escura
(WANG; WAN, 2009). Alguns fatores influenciam os produtos metabolicos gerados na
fermentagdo escura. Os principais fatores sdo o tipo de inoculo, a temperatura, o pH e o pré-
tratamento dos substratos (ELBESHBISHY et al., 2017; KUMAR; MOHAN, 2018; GRESES
et al., 2020).

Na casca de batata a lignina encontrada ¢ uma molécula complexa e impermeavel que
atua como uma barreira a degradacdo da parede celular do residuo e dificulta a conversao de
carboidratos em metabolitos pelos microrganismos (YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND,
2019). Entretanto, podem ser aplicados alguns pré-tratamentos que consistem em alterar a
estrutura fisica da casca da batata e diminuir o teor de lignina e a cristalinidade da celulose,
facilitando a conversao dos carboidratos pelos microrganismos. Os pré-tratamentos podem ser
por meio de métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. Estes métodos podem ser aplicados
individualmente ou combinados. A escolha do método pode contribuir para a formagao dos
compostos metabolicos liquidos ou gasosos, e nos rendimentos obtidos (SARATALE et al.,
2008). A combinagao dos métodos fisico e quimico podem aumentar o rendimento de agucar a
partir de celulose e hemicelulose, pois minimiza as perdas de agucares fermentaveis (pentoses,
xiloses, glicose) (YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND, 2019).

Me¢étodos de pré-tratamentos sdo utilizados para elevar a producdo de H: a partir da
fermentagdo de residuos lignocelulésicos. No estudo de Ruggeri e Tommasi (2012) foram
avaliados os efeitos das hidrolises alcalina e acida a partir dos compostos NaOH e HCI,
respectivamente, na producdo Hz a partir da fermentacdo do residuo de mercado (restos de
frutos e vegetais). Na fermentacdo do residuo de mercado sem pré-tratamento foram produzidos
23,00 mLH2.L"!, enquanto nas fermentagdes com HCl e NaOH foram produzidos 304,00 e
590,00 mLH2.L!, respectivamente. As hidrolises alcalinas (NaOH) e 4cidas (HCI) do residuo
de mercado aumentaram a producao fermentativa de Ho. Com o mesmo intuito de aumentar a
producdo de Hz, Lai et al. (2014) analisaram a fermentag¢do do bagago de cana hidrolisado com
H2S04. Os autores avaliaram os efeitos da propor¢io de hidrolisante (0,20 a 4,00% v.v'') e a
duracdo da reagdo de hidrolise quimica (30 a 150 minutos) que podem afetar a maximizacao da
producgdo Ha. Estes fatores foram entdo otimizados por meio de RSM para o melhor rendimento
de Ha. As condigdes 6timas observadas foram de proporgdo de 2,30% v.v'!' de H2SOs, a
temperatura de 115 °C, durante 114,20 minutos, gerando um rendimento maximo de 1,86 mol

H>.mol™! de agucar total.
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As condigdes fermentativas podem ser analisadas com o proposito de otimizar os
experimentos € maximizar a produgdo de metabolitos soluveis e H2. A otimizagdao do processo
fermentativo auxilia no aumento do seu desempenho pois reduz o nimero de experimentos,
consequentemente, economizando tempo e material e mantendo a quantidade de informagdes
obtidas (MONTGOMERY, 2012). Muitos trabalhos utilizam o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) como ferramenta para planejar seus experimentos e definir sua
regido experimental (RABELO et al.,, 2018). Em seguida, a metodologia de analise por
superficie de resposta pode ser aplicada avaliando o conjunto de dados obtidos das
fermentagdes. Esta metodologia determina as condigdes oOtimas de operacdo visando os
melhores resultados (SOARES et al., 2017).

Apesar da casca de batata hidrolisada possuir alto potencial de produzir H2 por meio da
fermentagdo escura (ELBESHBISHY; NAKHLA, 2013; KHAWLA et al.,2014), ha uma
caréncia de trabalhos que averiguem a otimizacdo deste processo a partir de técnicas de
planejamento experimental. Ha também a necessidade de avaliar as influéncias de pré-
tratamentos e outras varidveis que interfiram na produtividade do processo como o pH,
temperatura e tempo de fermentagdo e método de pré-tratamento. A utilizagdo de compostos
quimicos como o NaOH, HCI e H2SO4 sdo alternativas interessantes para hidrolisar a casca de
batata, porém, pouco avaliadas no seu pré-tratamento. Outro fator importante na produtividade
de H2 a partir do processo fermentativo de casca de batata ¢ a concentracdo de substrato.
Contudo, o efeito da concentracdo de casca de batata utilizada no inicio da fermentagdo sobre
a producdo de hidrogénio também foi pouco estudado nos trabalhos da literatura. Dado o
exposto foi avaliada, na presente Dissertacdo de Mestrado, a otimizacdo da producgdo
fermentativa de H2 por meio de técnicas de Planejamento Experimental e otimizacao estatistica
de processos. Foi analisada a influéncia das concentracdes de casca de batata e das proporgdes

de H2S04, HC1 30% e NaOH 6M na producao de Ho.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a otimiza¢do da produg¢do acumulada de biohidrogénio, em ensaios em

bateladas, sob condi¢des anaerobicas e mesofilicas (37 °C), pH 7,00, usando casca de batata

inglesa sem e com pré-tratamento (trituragdo seguida de hidrolise quimica), analisando os

efeitos individuais e interativos das concentracdes de cascas de batatas e das proporcdes de trés

compostos hidrolisantes distintos, H2SO4, HCI 30% e NaOH 6M, sobre o volume méximo

acumulado de hidrogénio e a producao de metabdlitos soltuveis.

Com proposito de atingir o objetivo geral foram propostos os seguintes objetivos

especificos:

11.

1il.

1v.

V1.

Avaliar a producao volumétrica acumulada de hidrogénio nos reatores dos ensaios com o
hidrolisado da casca de batata pré-tratado com H2SO4, HCI 30% e NaOH 6M e da casca
fermentada sem pré-tratamento.

Analisar a cinética dos reatores comparando os trés ensaios com hidrolisantes (H2SO4, HCI
30% e NaOH 6M) e a influéncia da propor¢io (em % v.v'') de hidrolisante sobre a produgio
de hidrogénio, em mL.L™!.

Observar a produgdo de alcoois e acidos organicos nos ensaios em bateladas comparando
os efeitos de cada hidrolisante (H2SO4, HCI 30% e NaOH 6M)

Avaliar, estatisticamente, os efeitos individuais e interativos das variaveis: concentragao de
casca de batata e da propor¢ao de composto hidrolisante (NaOH 6M, HC1 30% e H2SO4) na
produgdo de Hz por meio de técnicas de Planejamento Experimental e otimizagao estatistica
de processos.

Verificar a validacao do modelo de delineamento do composto central rotacional (DCCR),
com as condigdes nas faixas Otimas preditas a fim de validar o modelo de producao
acumulada de hidrogénio em funcdo da concentragdo de substrato e propor¢ao de
hidrolisante e correlacionar com os valores preditos.

Comparar as concentracdes de lignina, celulose, hemicelulose e remog¢ao de carboidratos na

casca de batata in natura e nas cascas apoOs passar pela trituracdo e hidrélise quimica.

vii. Analisar via microscopia eletronica as mudangas na estrutura (heterogeneidade, rugosidade,

quebra das microfibras) da casca de batata ap6s passar por uma trituracao e, em seguida,

hidrolise acida ou basica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente secdo deste trabalho possui uma contextualizagdo deste estudo com intuito
de melhor a compreensdo dos objetivos, material ¢ métodos, discussdo dos resultados e da
elaboragdo das conclusdes. Os temas incluem: hidrogénio como alternativa de geracao de
energia aos combustiveis fosseis; utilizagdo de substratos lignoceluldsicos para produgdo
fermentativa de hidrogénio e metabolitos soluveis; pré-tratamento dos residuos lignocelulosicos
objetivando o melhor desempenho do processo fermentativo; produgdo crescente de batata e
alternativas de utiliza¢dao de seus residuos; a casca de batata como potencial substrato para a
producdo fermentativa hidrogénio e metabdlitos soliveis; e planejamento fatorial de

experimentos como ferramenta estatistica para otimizagao de resultados.

3.1 CENARIO ENERGETICO E O H, COMO ALTERNATIVA

A crescente demanda energética associada ao aumento populacional faz com que a
exploracdo dos combustiveis fosseis, que sao recursos naturais ndo-renovaveis ocorra de forma
intensiva (ELBESHBISHY et al., 2017). No Brasil as energias ndo renovaveis correspondem a
57,10% do cendario energético. A biomassa vegetal constitui 25,00% da matriz energética
nacional. Ja o petréleo (36,40%), gas natural (13,00%) e carvao (5,70%) contribuem em cerca
de 55,10% na producdo de energia nacional (BALANCO ENERGETICO NACIONAL, 2018).
De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (International Energy Agency -IEA) (2018)
as energias oriundas de biomassas e fontes hidraulicas e edlicas, correspondem apenas a 14,00%
da matriz energética mundial. Contudo, os combustiveis fosseis constituem 81,10% do cenario
energético mundial, sendo que o petroleo, carvao e gas natural correspondem a 31,90; 27,10;
22,10%, respectivamente, da produ¢do de energia no mundo. O uso intensivo de combustiveis
fosseis acarreta problemas ambientais, como a polui¢do atmosférica a nivel global pela emissao
de gases do efeito estufa (ELBESHBISHY et al., 2017).

Em 2018 foi observado o aumento de 2,30% da demanda mundial de energia.
Aproximadamente 45,00% do aumento na demanda mundial energética correspondem a
utilizagdo de gés natural nos paises China e EUA. As emissdes globais de dioxido de carbono
(CO2), um dos principais gases do efeito estufa, oriundas da produgdo de combustiveis fosseis
aumentaram 1,70% em 2018 (AGENCIA INTERNACIONAL DE ENERGIA, 2018). Segundo
os dados do Atlas Global de Carbono (Global Carbon Atlas) (2018) 10.065 megatoneladas (Mt)

de COz foram gerados em 2018 pela China, o pais que mais emite este poluente na atmosfera
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desde 2005. Os Estados Unidos (5.416 Mt) e a India (2.654 Mt) seguem o segundo e terceiro
lugar, respectivamente, de maiores emissores de CO2. No Brasil foram emitidos cerca de 457
Mt de COz2, colocando o Brasil como o décimo quarto maior emissor deste gas no planeta em
2018. De acordo com os dados da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(Environmental Protection Agency, EPA), o CO:2 contribuiu em aproximadamente 81,60% do
total de gases de efeito estufa no pais no ano de 2016 (Karapinar et al, 2020). Segundo a
Administragdo Nacional Oceanica e Atmosférica (National Oceanic and Atmospheric
Administration - NOAA) (2020) dos Estados unidos, as emissoes mundiais de CO2 na atmosfera
em 2017 superaram os recordes registados, ultrapassando 415 partes por milhdo (ppm). Com
base neste cendrio energético atual e nas emissOes de poluentes na atmosfera surgiu a
necessidade de aumentar a contribui¢do das fontes renovaveis e limpas da matriz energética
mundial.

O hidrogénio (H2) ¢ um biocombustivel que surge como alternativa aos combustiveis
fosseis. Ele tem despertado interesse por ser uma fonte de energia limpa. O Hz, possui vantagens
em termos de reducdo dos gases do efeito estufa (WANG et al., 2013; SARMA et al., 2015).
Nas células de combustivel o H2 é combinado com oxigénio sem gerar CO2, o unico subproduto
¢ a agua (ACAR; DINCER, 2014). O teor de energia por massa do H> ¢ mais elevado
(120 MI .kg ") quando comparado aos demais combustiveis, como o etanol (45,6 MJ.kg "), gas
natural (54,40 MJ.kg!) e gasolina automotiva (46,40 MJ.kg ") (NI et al., 2006; DUTTA, 2014).
Além disso, este gas pode ser utilizado na produgdo de produtos quimicos, produtos eletronicos,
gorduras e Oleos hidrogenados na industria alimenticia, industrias de fertilizantes e
processamento de aco. Além desses usos o Hz ¢ utilizado como combustivel no refino de
petroleo (GADOW et al., 2013) e para a combustdo direta em motores de combustdo interna
(ACAR; DINCER, 2014).

Apesar das vantagens de utilizagdo de Hz, seu atomo ¢é encontrado na natureza apenas
em combinacdo com outros elementos, principalmente com o oxigénio na agua, associado a
hidrocarbonetos, nos organismos dos seres vivos e combustiveis fosseis (LEON, 2008; ACAR;
DINCER, 2014). Porém, sua forma livre ¢ reduzida ndo ¢ encontrada no meio ambiente,
necessitando de métodos de producdo, muitas vezes com elevados custos (KAPDAN, 2006).
Os processos de sintese de hidrogénio sdo classificados em fisico-quimicos e biologicos. A
eletrolise (YING et al., 2020) e a gaseificacdo de carvao (AL-ZAREER, DINCER E ROSEN,
2020) sao exemplos de processos fisico-quimicos. A biofotolise (SENGMEE et al. 2017), a
fotofermentagio (GARCIA-SANCHEZ et al. 2018) e a fermentagio escura (MENEZES;
SILVA, 2019) fazem parte dos processos bioldgicos.
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De acordo com Hallenbeck (2009), a eletrolise possui algumas desvantagens em seu
processo. Além de boa parte da energia capturada ser perdida no processo, sua maxima
eficiéncia € de até 65,00%. Outra desvantagem da eletrélise € o gasto elevado de eletricidade
para produzir hidrogénio de qualidade questionavel. Porém, a maior parte do H2 produzido ¢
oriundo do processo de gaseificagdo de carvao, responsavel por 90,00% do Hz. Nesse processo
as principais desvantagens sao a utilizacao de produtos de origem fossil e os elevados valores
de pressdo e temperatura (KIM; KIM, 2011).

A utilizacdo de processos biologicos para a producao de hidrogénio vem crescendo e
ganhando notoriedade devido ao baixo custo, a facilidade de operagdo, a natureza
ambientalmente adequada, a possibilidade de se utilizar distintos subprodutos e residuos e taxas
elevadas de producio (MOHAN; BABU; SARMA, 2007; REN et al., 2009; WANG et al.,
2013; REUNGSANG; SITTIJUNDA; SREELA-OR, 2013). A biofotdlise converte a energia
do sol em energia quimica, seguida da decomposi¢ao molecular da 4gua e posterior protonagao
do ion H ", produzindo moléculas de hidrogénio (MOHAN; PANDEY, 2013). A
fotofermentacao acontece devido a a¢ao das bactérias fotossintéticas. Estas bactérias utilizam a
energia solar para produzir moléculas de hidrogénio, a partir de substratos organicos
(HALLENBECK; BENEMANN, 2002). H4 ainda a fermentacdo escura, na qual, as bactérias
convertem o substrato em acidos organicos, alcoois, dioxido de carbono e hidrogénio

(ELBESHBISHY et al., 2017).

3.2 PRODUCAO BIOLOGICA DE H2 POR FERMENTACAO ESCURA

A digestdo anaerdbia ¢ um processo mediado por microrganismos, constituida por uma
série de rea¢des bioquimicas complexas. Este processo ¢ dividido em quatro etapas: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na Tabela 1 estao apresentadas as principais reacoes
de conversdo da matéria organica em metano. Na hidrolise ocorre a conversdo de substratos
complexos em moléculas dissolvidas mais simples e fermentdveis (BUNDHOO; MOHEE,
2016). Na acidogénese os agticares, como a glicose, sdo convertidos em acidos organicos,
alcoois, hidrogénio e dioxido de carbono (MATHEWS; WANG, 2009). Na acetogénese os
microrganismos fermentativos oxidam os produtos da acidogénese gerando acetato, Hz e COa.
Denomina-se de sintrofismo as relagdes sinergéticas e sucessivas entre as diferentes
comunidades microbianas, que utilizam como substrato os produtos de uma das etapas do
processo, como a utilizagdo dos acidos organicos pelas bactérias acetogénicas para a formacao

do acetato (SAADY, 2013). Na etapa de metanogénese existem duas vias metabodlicas
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principais: a metanogénese acetoclastica, na qual o acetato ¢ convertido a metano, ¢ a
metanogénese hidrogenotrofica, em que ocorre a conversdao do H2 e do CO2 em metano (CH4)
(MOSEY, 1983).

Algumas reagdes de acetogénese ndo ocorrem espontaneamente sob condigdes
ambientais padrdes (pH neutro, 25 °C e 1 atm), como a reag¢do do propionato, butirato e etanol
a acetato. Nestes casos ¢ necessaria a remog¢ao de H2 do meio (redugdo da pressao parcial de
H2) para que possa ocorrer a reagdo no sentido de formar acetato. Um dos mecanismos de
remo¢dao de H2 do meio ¢ por meio do seu consumo pelas arqueias metanogénicas
hidrogenotrdficas. Quando a pressio parcial de H2 no meio est4 entre 10" *e 10 atm, torna as
reagoes termodinamicamente favoraveis para posterior formagao de acetato que sera convertido
a CHs e CO2 (LETTINGA et al., 1999). Portanto, devido ao consumo de H2 na etapa de
metanogénese, quando o interesse se concentra no biocombustivel hidrogénio o processo de
digestao anaerdbia deve ser interrompido na etapa de acidogénese. Este processo bioldgico €

denominado fermentagdo escura (WANG; WAN, 2009).
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Tabela 1 - Estequiometria e varia¢ao da energia livre de Gibbs (AGO0) das reacdes de acidogénese, acetogénese € metanogénese

Acidogénese
Glicose 2> Ac. Acético
Glicose = Ac. Propidnico
Glicose = Ac. Butirico
Acetatogénese
Propionato = Acetato
Butirato = Acetato
Etanol - Acetato
Lactato = Acetato
Bicarbonato = Acetato

Metanogénese

Acetato = Metano
Hidrogénio e Dioxido de
Carbono = Metano

Formiato = Metano

Fonte: Adaptado de Harper; Pohland; Frederick (1986).

Reacdo
CsH1206 + 2H20 22CH3COO" +2CO2 + 2H" + 4H>
CsH1206 + 2H" > 2CH3CH2COO™ + 2H2 + 2H"
CsH1206 > CH3CH2CH2CO0O™ +2CO2 + H" + 2H2

Reacao

CH3CH2CO0" +3H20 - CH3COO™ + H'+ HCO3 +3H20

CH3CH2CH2COO- + 2 H20 - 2CH3COO- + H+ + 2 H2

CH3CH20H +H>0 - CH3COO™ + H" + 2H?
CH3CHOHCOO" + 2H20 = CH3COO™ + HCO3” +H" + 2Ha
2HCO;3 +4H2 + H* > CH3COO™ + 4H20

Reacao

CH3COO" +H20 2> CH4 +CO2+ 2HCOs"
4H> + HCO3 + H" = CH4 + 3H20

4HCOO™ + H20 + H" » CH4 + HCO3

AG® (kJ.mol ™)
-206
-356
-255
AG® (kJ.mol")
+76,10
+48,10
+9,60
-4,20
-70,30
AG® (kJ.mol")

-31,00
-135,60

-32,60
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Em decorréncia da diminui¢do do rendimento de Hz devido a atividade metanogénicas
foram desenvolvidas diferentes formas para selecionar as bactérias produtoras de hidrogénio
em culturas mistas. A escolha dos métodos depende principalmente do indculo e substratos
utilizados. Existem controvérsias a respeito de qual seria o mais eficaz na sele¢do dos
produtores de Hz e inibi¢do dos microrganismos consumidores (CHEONG; HANSEN, 2006).
Dentre estes procedimentos existem alguns métodos quimicos seletivos (WANG; WAN, 2009).
O procedimento consiste na utilizagdo de compostos quimicos como o 2-bromoetanossulfonato
e o cloroférmio que afetam as rotas metabolicas envolvidas no consumo de H. Estas rotas sdo
afetadas, pois estes compostos alteram diretamente o mecanismo enzimatico da cultura
microbiana (KOSSE; LUBKEN; WICHERN, 2016; CAVALCANTE et al., 2017). Contudo, 0s
efluentes gerados desses processos apresentam qualidade ambiental duvidosa e o alto custo
desses compostos encarece a producao fermentativa de H, (CAVALCANTE et al., 2017).

Outros métodos muito utilizados sdo: o controle de pH e o tratamento térmico. Os dois
baseiam-se na morfologia das espécies microbianas do processo de digestdo anaerdbia. O
método de controle de pH consisti em reduzi-lo até ficar 4cido, pois, as atividades das arqueias
metanogénicas geralmente sdo inibidas em valores de pH acidos (abaixo de 5,00) (WANG et
al., 2009). O procedimento térmico, permite que as bactérias gram-positivas do género
Clostridium spp, capazes de formar esporos, permanecam atuando na fermentacdo. Porém,
arqueias metanogénicas quando submetidas a elevadas temperaturas sao inativadas, parando de
atuar sobre o processo. Este método tem sido utilizado em diferentes trabalhos (KIM; HAN;
SHIN, 2006; LAY et al., 2012; PHOWAN; DANVIRUTAI, 2014; VI, SALAKKAM,;
REUNGSANG, 2017; SEKOAI, YORO; DARAMOLA, 2018) pois ¢ considerado simples e
proporcionam bons resultados (WONG; WU; JUAN, 2014). Ao inibir a metanogénese, o
controle das rotas de acidogénese no processo fermentativo (Tabela 1) se d4 por meio da

regulacdo das condi¢des operacionais (WANG; WAN, 2009).

3.2.1 Fatores que afetam a fermentacio escura

Durante a fermentagao, o piruvato, produto da conversao da glicose, ¢ oxidado em acetil
coenzima A (acetil-CoA), por meio de duas possiveis rotas metabdlicas que dependerdo dos
microrganismos presentes e das condi¢des do meio: (1) via formiato-liase ou (2) via ferredoxina
reduzida. Em ambas as vias o acetil-CoA gerado produz outros produtos, como acidos
organicos e alcoois (HALLENBECK; GHOSH, 2009). Com base no produto final formado

pode haver a presenca ou auséncia de NADH residual para a conversao em Hz. Se, por exemplo,
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o produto final for acido acético, havera residual de NADH, e consequentemente a conversao
em H2 (BUNDHOO; MOHEE, 2016). O méaximo rendimento de hidrogénio na fermentagao
escura ¢ de 4 mol H2 mol. L ! glicose na conversdo de glicose a 4cido acético. Este valor
representa estequiometricamente apenas 33,00% do valor méximo de 12 mols de hidrogénio
que uma molécula de glicose completamente oxidada pode gerar (LEVIN; PITT; LOVE, 2004).
A produgdo de varios alcoois e acidos organicos simultanea com a producao de hidrogénio
influencia na redu¢do do rendimento Hz, além de ocasionar o acimulo destes subprodutos. Altas
concentragdes destes alcoois e 4dcidos organicos podem contribuir para um nivel de inibi¢do do
crescimento microbiologico, € consequentemente para a diminui¢do da produgdo de H:
(ELBESHBISHY et al., 2017). Os principais fatores que influenciam as rotas seguidas na
fermentagdo escura, e consequentemente, a conversdo do substrato a Hz sdo: o indculo, a
temperatura, o pH e o substrato utilizado (HALLENBECK; GHOSH, 2009; WANG; WAN,
2009).

A produgdo fermentativa de hidrogénio pode ser obtida usando culturas puras ou mistas.
As culturas puras necessitam de condi¢des operacionais estéreis, elevando os custos do
processo (MENEZES; SILVA, 2019). Em contrapartida, as culturas mistas eliminam essa
necessidade, possuindo maior tolerancia a complexidade e a variabilidade de substratos devido
sua maior adaptabilidade metabolica (PARK et al., 2018). Trabalhos utilizando culturas mistas
tem se tornados mais frequentes (PINHO et al., 2019; FANG; LIU, 2002; HEIJNE et al., 2017;
POIRIER et al. 2020). Contudo, a coexisténcia de microrganismos em culturas mistas pode
dificultar o controle metabolico do processo fermentativo. Esta dificuldade ocorre devido as
competi¢des interespecificas de microrganismos produtores e consumidores de Ha. As
competicdes, por sua vez, podem afetar a producdo de hidrogénio no processo (CABROL et
al., 2017). Torna-se necessario, desta forma, a otimizagao de fatores do meio com intuito de
aumentar o controle metabolico do sistema. Entre os fatores que podem ser manipulados estao
os valores e variagdo de pH e temperatura, a concentracdo de matéria organica e a fonte de
substrato escolhida (HALLENBECK; GHOSH, 2009).

O pH possui influéncia sobre as atividades microbianas e podem afetar a geracao de Ho.
Este fator pode afetar a estrutura da das bactérias produtoras de Hz, e ocasionar alteragdes nas
rotas metabolicas. Processos fermentativos dependem deste parametro, pois alteragdes dos
valores de pH interferem na estrutura metabolica das bactérias que tém fun¢do importante na
produgdo de hidrogénio (FUESS et al, 2016). De acordo com Mota et al. (2018) ainda ndo ha
um consenso sobre o melhor pH para a producdo de hidrogénio. Valores entre 4,50 e 6,50,

geralmente, sdo utilizados com este propdsito. Em pH abaixo de 4,00 a solventogénese ¢



35

favorecida, influenciando no rendimento de H2 do processo (MOTA et al., 2018; LOPES et al.,
2020).

As culturas podem ser condicionadas a diferentes faixas de temperaturas. Este
parametro exerce importante influéncia no desempenho fermentativo (ELBESHBISHY, 2017).
A temperatura influencia a atividade de enzimas essenciais para a geragao de hidrogénio. As
faixas de temperatura utilizadas nesses processos podem ser classificadas em mesofilicas (25-
40 °C), termofilicas (40-65 °C) e hipertermofilicas (65-80 °C) (KIRTAY, 2011;
ELBESHBISHY et al., 2017). A faixa termofilica (40 a 65 °C) apresenta vantagens sobre a
producdo de Hz, como a maior facilidade de seu desprendimento da massa liquida, por ser
menos soluvel em elevadas temperaturas. No entanto, a fermentagdo que ocorre nessas
condicdes necessita de maior quantidade de energia para manter as elevadas temperaturas. Esta
desvantagem torna a producdo de hidrogénio técnica e economicamente desfavorecida
(HAWKES et al., 2007). Em condi¢des de temperatura mesofilicas (25 a 40 °C) existe uma
maior diversidade microbiana e a maior parte das bactérias produtoras de hidrogénio
(Clostridium spp., Enterobacter spp. e Bacillus spp). Estas bactérias sdo fisiologicamente ativas
em intervalos estritos de temperatura. Alguns trabalhos desenvolvidos apontam melhores
resultados em faixa mesofilicas (LEE, LIN; CHANG, 2006; FERREIRA et al., 2018). As
melhores temperaturas, porém, variam de acordo com o substrato utilizado (ELBESHBISHY
etal., 2017).

O substrato pode variar de acordo com a atividade agroindustrial, o clima e a
temperatura média de um pais. A variedade de fontes de matérias organicas utilizadas na
obten¢do do hidrogénio vem aumentando. Os substratos utilizados na fermentagao anaerdbia
podem ser de fontes organicas simples, geralmente utilizadas para constituir aguas residudrias
sintéticas, como a glicose (SATAR etal., 2017; LIU; WANG, 2017; PETROSY AN et al., 2020)
e a sacarose (MOTA et al., 2018). Ha ainda, os substratos oriundos de residuos e subprodutos
gerados em processos industriais como a polpa da mandioca (PHOWAN; DANVIRUTALI,
2014), melagco (REN et al., 2006; FREITAS; MENEZES; SILVA, 2020) residuo vegetal de
cozinha (LEE et al., 2010), soro de queijo (LOPES et al., 2017), glicerol (SENGMEE et al,
2017), vinhaga (RAMOS; SILVA, 2020), caldo de cana (MENEZES; SILVA, 2019) e a casca
da batata (SEKOAI; AYENI; DARAMOLA, 2017). Os substratos complexos apresentam
vantagens sobre os sintéticos por serem abundantes e de baixo custo. Entretanto, podem conter
algumas impurezas que podem diminuir a eficiéncia do processo fermentativo (SILVA et al.,

2009; PANAGIOTOPOULOS et al., 2015; EKER; ERKUL, 2018).
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Segundo Van Ginkel, Sung e Lay (2001), a conversdao de residuos organicos em H>
apresentam importantes fungdes, tanto na producao de energia renovavel, como na reducao de
residuos organicos. Além disso, grandes quantidades de residuos organicos sdo geradas pelo
setor agricola e industrial. A disposicdo incorreta destes residuos polui sistemas ambientais,
gerando gases toxicos (BROOMFIELD; DAVIES; HARRISON, 2006) e criando condi¢des
propicias para o crescimento de vetores de doencas (ASHTON, 2008). Considerando que os
residuos agricolas sdo formados de substratos complexos e podem ser biodegradados por
consodrcios microbianos, a fermentacao torna-se uma tecnologia fundamental para a geragdo de
hidrogénio a partir desses residuos (GUO et al., 2010) e lignoceluldsicos (NISSILA; LAY;
PUHAKKA,2014).

Na literatura vem ganhando destaque os residuos denominados lignoceluldsicos para a
producdo de Hz (Tabela 2). A justificativa apontada por diversos trabalhos utilizando alga
(PARK et al. 2013), beterraba (EKER; ERKUL, 2018), capim (CUI; SHEN 2012), talho de
milho (SAMSON; MANIKKANDA, 2017), batata doce (LAY et al. 2012) e polpa de mandioca
(PHOWAN, REUNGSANG; DANVIRUTAI, 2010) como substratos organicos, sdo suas
elevadas disponibilidades (IZMIRLIOGLU; DEMIRCI, 2015) e suas composigdes ricas em
carboidratos (50-60%) (GALBE; ZACCHI, 2012).

3.3 SUBSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

O uso de biomassa de primeira geracdo oriunda de culturas alimentares apenas para a
producdo de combustivel vem entrando em debates. Portanto, o emprego de biomassa nao
comestivel de segunda geracdo ¢ recomendado para esta finalidade, pois consistem em
matérias-primas lenhosas, residuos agricolas ou alimentares (YADAV; PARITOSH;
VIVEKANAND, 2019). A producao agricola est4 associada a geracdo de grandes quantidades
de residuos denominados lignoceluldsicos. Estima-se que o Brasil produza cerca de 200
milhdes de toneladas de residuos agricolas por ano (LOPES et al.,, 2020). A biomassa
lignoceluldsica ¢ a matéria-prima mais abundante no mundo. Fazem parte desta biomassa
também os residuos florestais (madeiras, grama, folhas e capim), e fragdes organicas de

residuos solidos municipais (YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND, 2019).



Tabela 2 - Producao de biohidrogénio a partir de biomassa vegetal sob condigdes mesofilicas em fermentagao em batelada

Tipo de

operacio

Batelada

(anaerobio)

Batelada

(anaerdbio)

Batelada

(anaerdbio)

Batelada

(anaerobio)

Batelada

(anaerdbio)

pH

7,00

5,50

8,00

5,50

Temperatura (C°)

36

37

36

36

35

Inéculo

Composto de

estrume de vaca

Clostridium

butyricum

Efluente de leite

Clostridium
butyricum,
Enterobacter
aerogenes

Cultura mista

Biomassa

vegetal

Residuos de
milho
Bagaco da
cana de
agucar
Espiga de
milho
Polpa da

mandioca

Alga marinha

Concentracio de

biomassa vegetal

(gL

15,00

20,00

10,00

25,00

20,00

Rendimento de

Hidrogénio

149,69 mLH,. g”!

de SVT

1,73 mol H,. mol

! de agticar total

107,90 mLH, g
de SVT
345,80 mLH,. g’!

DQO consumido

109,60 mLH,.g'

de DQO

37

Referéncia

Zhang et al. (2007)

Pattra et al. (2008)

Pan et al. (2010)

Phowan, Reungsang e

Danvirutai (2010)

Jung, Kim e Shin

(2011)
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Tabela 2 - Producao de biohidrogénio a partir de biomassa vegetal sob condigdes mesofilicas em fermentagdo em batelada (continuagao)

Tipo de

operacio

Batelada
(anaero6bio)
Batelada
(anaerdbio)
Batelada
(anaerobio)

Batelada

(anaerobio)

Batelada

(anaerdbio)

pH

6,70

7,00

>5,30

7,00

Temperatura (C°)

37

35

35

25

37

Inéoculo

Cultura mista

Cultura mista

Cultura mista

Cultura mista

Cultura mista

Biomassa

vegetal

Batata doce

Capim

Alga

vermelha

Batata

Beterraba

Concentracao de Rendimento de
biomassa vegetal Hidrogénio
(L™
150,00 1,24 mol Ho.mol™!
hexose
12,50 72,21 mL.g" de

substrato seco

15,00 37,00 mL.g" de
substrato seco
- 77,30 kg H2.t-1
de matéria-prima
seca
60,00 109,83 mLH,. g’!
de carbono

organico total

Referéncia

Lay et al. (2012)

Cui e Shen (2012)

Park et al. (2013)

Panagiotopoulos et al.

(2015)

Eker e Erkul (2018)
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A biomassa lignocelulosica ¢ formada por celulose, hemicelulose e lignina, que
correspondem aos trés polimeros mais abundantes no mundo (YADAV; PARITOSH;
VIVEKANAND, 2019). A celulose e hemicelulose sdo envoltas pela lignina, uma
macromolécula aromatica complexa. Estes trés polimeros formam as microfibilas celuldsicas
que constitui a base da parede celular vegetal (CANILHA et al, 2012). Na Figura 1 esta

apresentado o arranjo estrutural de um residuo lignocelulosico.

Figura 1- Arranjo estrutural da parede celular de materiais lignoceluldsicos
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Fonte: Adaptado de Yadav; Paritosh e Vivekanand (2019).

Dependendo do material lignoceluldsico a composi¢do ¢ distinta, porém, se constituem
principalmente de carboidratos formados por celulose e hemicelulose que podem ser
fermentadas. A celulose compreende cerca de 40,00 a 45,00% da composi¢do da biomassa
lignoceluldsica. A maior parte da estrutura da celulose ¢ bem montada e cristalina, e em menor
porcentagem de sua composi¢do ¢ amorfica. Esta pequena parte sem forma da celulose ¢é
preferida para degradacdo por ser mais facilmente degradada. As ligagdes intramoleculares de
hidrogénio existentes na celulose a tornam rigida por natureza (NISSILA; LAY;
PUHAKKA,2014). J4, a hemicelulose constitui 30,00% da biomassa. Este polimero é composto
por moléculas heterogéneas, formando cadeias de varios agucares, como pentoses, hexoses e
acidos urdnicos. A composicao destes agucares fermentaveis varia dependendo do substrato
(NISSILA; LAY; PUHAKKA,2014; YADAYV et al., 2018). Na lignina, as liga¢des cruzadas de
mondmeros fenolicos a torna uma molécula complexa e grande. Sua estrutura ¢ impermeavel e

atua como uma barreira a degradacao da parede celular da planta e ao estresse oxidativo causado



40

pelos microrganismos. A porcentagem de lignina na biomassa varia entre 3,00 e 56,00%,
dependendo principalmente da origem e tipo de residuo (SARIPAN; REUNGSANG, 2014;
NISSILA; LAY; PUHAKKA,2014; YADAV et al, 2018; YADAV; PARITOSH;
VIVEKANAND, 2019).

Devido a complexidade da estrutura cristalina da célula vegetal, do tamanho das
particulas e a presenga de materiais associados, como hemicelulose e lignina, a degradacao da
biomassa celuldsica por microrganismos torna-se reduzida sem o auxilio de pré-tratamentos
(GALBE; ZACCHI, 2012), pois dificulta a quebra da estrutura rigida e a disponibilizagdo da
celulose e hemicelulose em aglicares para as bactérias (MA et al., 2013). Desta forma, ¢
necessaria a realizacdo de pré-tratamento da matéria lignoceluldsica previamente a sua
utilizagdo como substrato para a producdo de biocombustiveis. O pré-tratamento tem a fungado
de aumentar a velocidade de bioconversdo do substrato. Nesta etapa o selo de lignina do
material lignocelulésico ¢ quebrado, e ha a modificagdo do tamanho, da estrutura e da
composi¢do quimica da célula vegetal (YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND, 2019). Na
Figura 2 ¢ apresentado o fluxograma do processo de fermentacdo escura de residuos
lignoceluldsicos, que se inicia pelo pré-tratamento dos residuos. As etapas correspondem a
seguinte ordem: i) Pré-tratamento do residuo lignocelulosico, ii) Hidrolise da celulose
hemicelulose em agticares fermentaveis (pentoses € hexoses) e iii) Fermentacao dos agucares

simples (conversdo em produtos metabolicos) (KUMAR et al., 2015).
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Figura 2 - Etapas para a produgdo de biocombustiveis a partir de residuos lignocelulosicos
casca de batata

1 7~ LIGNINA

Biomassa

A
N\ I ~—f——+ HEMICELULOSE
lignocelulésica =

i Y

CELULOSE

FRACAO LIQUIDA
CELULOSE
HEMICELULOSE
LIGNINA SOLUVEL

FRACAO SOLIDA
(CASCA PRE TRATADA)

FERMENTACAO

M

ACIDOS H>

€Oz ORGANICOS

Fonte adaptado de Ahmad et al., 2018

3.3.1 Pré-tratamento de residuos lignoceluldsicos

Para a fermentagdo de materiais lignoceluldsicos, inicialmente a celulose ¢ degradada
em glicose. As etapas do processo de hidrolise ocorrem simultaneamente (PERCIVAL
ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006). Segundo Rasmussen, Serensen e Meyer. (2014), as
hemiceluloses podem ser facilmente hidrolisadas em pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(glicose, galactose e manose) e, entdo, transformados em biocombustiveis e outros produtos
quimicos de valor agregado, como o 5-hidroximetilfurfural (HMF), o 4cido levulinico e o
xilitol. Dependendo do pré-tratamento escolhido pode ocorrer a perturbacdo a hemicelulose
muito severa, ocasionando a liberagdo ndo controlada de produtos da degradagdo da
hemicelulose, como o furfural e o hidroximetil furfural. Estes compostos podem se comportar
como inibitdrios, afetando a atividade enzimatica dos microrganismos na fermentagdo, pois
podem romper a parede da célula microbiana (KO et al., 2015). A inibi¢ao depende fortemente
da concentracdo destes produtos na degradagdo da biomassa, da capacidade de tolerancia dos
microrganismos e do tipo de pré-tratamento escolhido (YADAV et al, 2018).

O pré-tratamento fisico ¢ largamente utilizado em residuos lignocelulosicos, consistindo
em reduzir ou alterar a area de superficie da biomassa, tornando-o passivel de digestdo e

solubilizacdo pelos microrganismos. Neste tratamento s@o utilizados instrumentos mecanicos
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como o moedor ¢ a prensa de parafuso. A reducdo de tamanho das particulas auxilia a diminuir
a cristalinidade da celulose. Os elevados gastos de eletricidade ¢ uma das principais
desvantagens deste pré-tratamento, pois pode distorcer a equagdo do ganho liquido de energia
(YADAV; PARITOSH; VIVEKANAND, 2019). Zhao et al. (2006) sugerem combinar o pré-
tratamento fisico com o pré-tratamento quimico ou biolodgico para obter ganho de energia
liquida positivo.

De acordo com Yadav, Paritosh e Vivekanand (2019), no pré-tratamento bioldgico as
enzimas ou microrganismos atuam na quebra da estrutura rigida do material e realizam a
despolimerizagdo da biomassa. O fungo ¢ uma entidade bioldégica comumente usada para
realizar pré-tratamento bioldgico por sua propriedade exclusiva de deslignificagdo. Durante a
acdo dos fungos, a despolimerizacao geralmente ocorre fora da parede celular da planta devido
a insolubilidade da biomassa.

Nos procedimentos fisico-quimicos biomassa lignoceluldsica é exposta a elevadas
pressoes e temperatura por um determinado periodo. Neste pré-tratamento a biomassa pode ser
submetida a solucdes com 4cidos ou bases combinados com condicdes de altas pressdes e
temperaturas. Os métodos hidrotérmicos e explosdo a vapor fazem parte deste pré-tratamento.
Assim como os procedimentos fisicos, este método possui como desvantagens a utilizacao
intensiva de energia (HUANG et al., 2015).

Nos pré-tratamentos quimicos sdo utilizados compostos quimicos para romper a
estrutura de lignina. Estes compostos podem ser alcalinos, acidos, solventes organicos, liquidos
ionicos ¢ cloretos de ions metalico. A hidrolise alcalina e acida sdo as estratégias mais
exploradas e com menores custos entre todos os pré-tratamentos quimicos (REN et al, 2010).
Os produtos quimicos 4acidos e alcalinos mais comumente utilizados no pré-tratamento de
biomassa lignoceluldsica para a producdo de biohidrogénio sdo o &cido cloridrico (HCI)
(CHANG etal., 2011; HAN et al., 2012), o acido sulfarico (H2SO4) (DATAR et al., 2007; CAO
etal., 2009; CHONG et al., 2013), o hidréxido de sdédio (NaOH) (FANGKUM; REUNGSANG,
2011; RUGGERI; TOMMASI, 2012), o hidréxido de potassio (KOH) ( LIU et al., 2015; XIE
etal., 2018) e o hidroxido de célcio (CaOHz2) (RODRIGUES; JACKSON; MONTROSS, 2016;
CHANG et al., 2017).

Os diferentes métodos de pré-tratamento podem ser aplicados individualmente ou
combinados. A escolha do método pode definir a efetividade da producdo de compostos
metabolicos liquidos ou gasosos (SARATALE et al., 2008). Por exemplo, o método quimico
pode ser usado ap6s o procedimento fisico para aumentar rendimento de agucar a partir de

celulose e hemicelulose. Esta combinacao reduz a perda de agtcares, diminui a formacao de
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subprodutos que inibem o processo, € proporcionam maior relacdo custo-beneficio na
recuperagao a lignina. A escolha do método de pré-tratamento depende do substrato utilizado e
do produto de interesse (NISSILA; LAY; PUHAKKA 2014). Na Tabela 3 estao
apresentados exemplos de pré-tratamentos aplicados a residuos lignoceluldsicos. Fermentac¢des
da biomassa lignocelulésica utilizando hidrolisantes quimicos (DATAR et al., 2007; PATTRA
etal., 2008; CAO etal., 2009; PAN et al., 2010; CUI e SHEN, 2012; RUGGERI E TOMMASI,
2012; PARK et al., 2013; MENEZES et al., 2014; PANAGIOTOPOULOS et al., 2015; SOARES
etal., 2017) ou biologicos (LO et al., 2009; PANAGIOTOPOULOS et al., 2015) para pré-tratar
os residuos utilizados estdo sendo investigadas com o propdsito de melhorar a conversdo de
carboidratos em produtos de valor agregado.

O composto quimico H2SO4 ¢ uma das alternativas avaliada para hidrolisar a biomassa
lignoceluldsica em trabalhos da literatura. Datar et al. (2007) realizaram o pré-tratamento do
sabugo de milho com H2SOs4 objetivando a produgdo de Hz. Este estudo foi realizado em
reatores em batelada, com pH de 5,50, agitacdo de 40 rpm e com cultura mista oriunda de
estagdo de tratamento de efluente. A massa seca de sabugo de milho (523,00 g) foi pré-tratada
utilizando uma solug¢do com 1,20% v.v! de H2SOa4 por cerca de 2 horas de dura¢io. Em seguida,
o hidrolisado foi submetido a explosdo a vapor sob uma temperatura entre 190 a 220 °C com
um tempo de reacao entre 1 e 3 minutos. Antes da fermentacdo, o pH dos hidrolisado era
ajustado para 7,00 com Ca (OH)2 com intuito de remover compostos fenolicos derivados da
lignina. A producdo de hidrogénio a partir destas condi¢cdes de pré-tratamento do sabugo de
milho foi de 2,84 mol H2. Mol de hexose.

A producao fermentativa de hidrogénio foi avaliada por Pattra et al. (2008) que, assim
como Datar et al. (2007), utilizaram o H2SO4 como composto quimico para hidrolisar a
biomassa lignocelulésica. Os autores utilizaram como substrato o bagago de cana pré-tratado
com 0,50% v.v'' de H2SO4 a temperatura de 121°C, durante 60 minutos, € como inoculo a
cultura pura de Clostridium butyricum. Nas condi¢des de pH 5,50 e concentragao de hidrolisado
de 20,00 g.L!, foi obtido uma producio de 2,48 g.L! de 4cido acético e foi gerado um
rendimento de 1,73 mol H2.mol™! de agticar total. Os agucares liberados a partir da hidrélise
4cida foram 11 g.L'! de glicose, 11,29 g.L"! de xilose e 2,22 g.L"! de arabinose, considerados
valores altos de dos agucares liberados a partir da hidrolise do bagaco sem casca.

Cao et al. (2009) consideraram o pré-tratamento da palha de milho utilizando a hidrolise
acida diluida de H2SO4 para a produgdo fermentativa de Hz. O experimento foi realizado em
reatores em batelada sob condigdes termofilicas de temperatura de 60 °C, utilizando cultura

pura de Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. Os autores avaliaram diferentes
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concentracdo de H2SO4 (0,25 a 4,00 % v.v'!) e distintos tempos de reacdes da hidrélise (entre
30 e 180 minutos). O melhor rendimento de H2(3305,00 mLH2.L™!) obtido por Cao et al. (2009)
foi utilizando o hidrolisado da palha de milho pré-tratado a uma propor¢ao de 1,69% de H2SO4
com um tempo de reagao de 117 minutos.

A producdo de H2 avaliada por Park et al. (2013) foi realizada a partir do hidrolisado da
alga marinha vermelha, variando-se as propor¢des de H2SO4, utilizado como hidrolisante &cido,
entre 0,50 € 1,50% p.p!, a temperatura de reagdo entre120 e 180 °C € a razdo solido/liquido
entre 5,00 e 15,00% p.v'!. Entre os trés fatores analisados, a temperatura teve efeito mais
significativo para a eficiéncia da hidrolise e, consequentemente, na producao de Hz. O processo
fermentativo ocorreu em reatores em batelada sob a temperatura de 35 °C, pH acima de 5,30 ¢
agitacdo de 150 rpm. As condigdes de pré-tratamento com temperatura entre 161 e 164 °C,
proporcdo de H2SO4 entre 12,70 e 14,10% p.p”! e uma relagio de 0,50% de s6lido/liquido

produziu um rendimento cumulativo maximo de 37,00 mL.g"! de massa alga vermelha seca.



Tabela 3 - Estudos de pré-tratamento em residuos organicos como etapa principal da fermentagao

Pré-tratamento

Explosao a vapor
(1,20% (L.L™") de HS04,190 -
220 °C)

Hidrolise acida
(0,50% v.v' de H,SO4, 121 °C,
60min)
Bacteriano fungico (Clostridium

TCW1)

Hidrolise acida

(1,69% v.v'' de HySO,)

Hidrolise acida (120 mL HCl
0,50M, 121 °C, 15 min)
+ Hidrolise enzimatica
(Saccharomyces cereviciae var.

bayanus)

Tipo de

operacio

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Temperatura ( °C)

35°C

37°C

37°C

60 °C

32°C

Substrato
(gL

Sabugo de milho
(523,00 g de massa seca)

Bagago da cana
(20,00 gDQO.L" de
agucar total)
Celulose

(20,00 ¢ DQO.L' )

Palha de milho (2,11 g.L"!
de glicose)

Casca de batata

(40,00 g)

Producio

2,84 mols H,. mol

hexose ™!

1,73 mol Ha.mol™!

total sugar

0,50 mol H.mol™!

hexose

3305,00 mL.L"!

7,60 g. L' de

etanol
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Referéncia

Datar et al. (2007)

Pattra et al. (2008)

Lo et al. (2009)

Cao
et al. (2009)

Arapoglou et al.
(2010)



Tabela 3 - Estudos de pré-tratamento em residuos organicos como etapa principal da fermentacao (continuagao)

Pré-tratamento

Hidrolise enzimatica
(2,10 mL de uma solugao alfa-
amilase comercial; 90 ° C; pH de
5,40; 2 h)
Hidrolise Alcalina (NaOH pH
12,50)

Hidrolise acida
6,00% (kg. L") H2SOs, 120 °C, 15
min
Hidrolise Alcalina

(4,00% de NaOH por 25 min)

Hidrotérmico

(210 °C por 15 min)

Hidrolise acida
(15% v.v'' de H,SOs, 121 °C,30

min)

Tipo de

operacio

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Continuo

Temperatura (°C)

80 °C

30°C

35°C

30°C

60 °C

55°C

Substrato
(gL

Casca de batata

(14,00 g.L™")

Residuo organico (410,00
gL?)

Cacho de frutos de 6leo de
palma
(5,00 g de acucar. L)
Polpa de café
(155,00 g.L'h

Bagago de cana

(2,00 g.L'h

Hidrolisado celuldsico

(2,00 .l

Producio

3,80 moles de Ho.

g glicose

590 mLH,.L"!

2,38 mol H.mol!

hexose

Etanol (0,4 g

etanol. g glicose™)

Ha
(18 mmol. L)

279,90 mL
Ho.h' 'L
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Outro composto quimico identificado em trabalhos da literatura para hidrolisar a
biomassa lignocelulosica ¢ o NaOH. Ruggeri e Tommasi (2012), utilizando o NaOH como
hidrolisante do substrato, avaliou a produ¢do fermentativa a partir dos residuos organicos de
mercado compostos por frutas e vegetais. O residuo foi triturado e pré-tratado por hidrolise
alcalina com NaOH a um pH de 12,50. A fermenta¢do ocorreu em reatores em batelada sob a
temperatura de 30 °C, pH de 7,20 e agitagdao de 200 rpm com uma concentracao inicial de 410
g.L'!. Durante a fermentagdo devido a alta reducdo de pH, houve a necessidade de ajuste
adicionando NaOH 2 N. A partir das condi¢des de pré-tratamento e fermentagdo mencionadas
o residuo organico de mercado hidrolisado produziu um volume de 590 mL.L"! de hidrogénio,
notando que o pré-tratamento aumentaram a eficiéncia de producao de hidrogénio e que ndo ha
a necessidade de adi¢do de micronutrientes neste processo.

Menezes et al. (2014) analisaram o pré-tratamento da polpa de café utilizando
concentragdes distintas de NaOH e Ca (OH)2 para a produgdo de etanol. Foram testadas
distintas concentragdes de hidrolisantes (0,00 a 8,00 g.L') e diferentes tempos de pré-
tratamento (16,50 a 33,40 minutos). O pré-tratamento mais eficiente para a producao de etanol
foi observado com 4,00% v.v'! de NaOH na auséncia de Ca (OH)2, durante 25 minutos. Esta
etapa foi realizada em autoclave com 100,00 g de polpa e 100 mL de solugdo alcalina. A
fermentagao ocorreu em reatores em bateladas sob a temperatura de 30 °C, sem controle de pH
e uma concentra¢do inicial de 155,00 g do hidrolisado da polpa do café durante 48 horas,
produzindo 13,66 g.L"! de etanol.

Os efeitos dos pré-tratamentos da biomassa do capim sobre a producao fermentativa de
H> foram analisados por Cui e Shen (2012) utilizando a hidrélise alcalina (NaOH). Diferentes
proporgdes (entre 0,50 ¢ 8,00% p.v'') de NaOH foram testadas com objetivo de analisar qual
oferece melhor rendimento de Hz. A reagdo do pré-tratamento teve como duragdo 30 minutos.
O pH do hidrolisado foi ajustado para 7,00 para o processo de fermentagdo. A fermentagao
ocorreu em reatores em batelada sob temperatura de 35 °© C, pH inicial 7,00 e agitagdao de 120
rpm. Sdo apresentados pelos resultados que a eficiéncia da produ¢do de H2 com o substrato pré-
tratado 0,50% p.v'' de NaOH possibilitou um rendimento de 19,25 mL.g"! de grama seca, 4,38
vezes maior que o observado na fermentacao do substrato ndo tratado.

O HCI também pode ser observado na literatura como hidrolisante de residuos
lignoceluldsicos para a producdo fermentativas de produtos de valor agregados. Pan et al.
(2010) com intuito de utilizar o sabugo de milho como substrato para a produgdo de Ha,
avaliaram a fermentacdo deste residuo sem e com pré-tratamento quimico, utilizando o

composto HCI. As proporcdes de hidrolisantes (HCI: 0,10 a 2,00%), pH (4,00 a 9,00) e
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concentragio de hidrolisado (5,00 e 30,00 g.L!) variaram, identificando-se que a condi¢io ideal
encontrada de pré-tratamento para o sabugo de milho foi de 1,00% p.p™ de HCI hidrolisada sob
uma temperatura de 100 °C durante 30 minutos. Os autores, realizaram os ensaios em bateladas
sob a temperatura de 36 °C e rotagdo de 120 rpm, utilizando como indculo a microflora
anaerobia natural da biomassa. O pH 8,00 foi usado para a maxima produ¢ao de hidrogénio em
uma concentra¢io de substrato de 10 g.L'. O rendimento méaximo de Hz encontrado foi de
107,90 ml. g'! de solidos volateis totais e taxa de produgdo de hidrogénio de 4,20 mL.g™! TSV.h-
!, O rendimento de hidrogénio a partir do hidrolisado da espiga de milho foi muito superior ao
da espiga de milho sem pré-tratamento. Portanto, o pré-tratamento acido teve um papel crucial
na produgao de Ho.

O efeito do pré-tratamento do capim hidrolisado com HCI sobre a producdo
fermentativa de Hz foi investigado por Cui e Shen (2012). Os autores avaliaram a influéncia de
distintas propor¢des de HCI (entre 0,50 e 8,00% p.v'!) na hidrdlise do capim que teve como
duragdo 30 minutos. A producao de Hz foi analisada em fermentacao sob temperatura de 35 °
C, pH inicial 7,00 e agitacdo de 120 rpm. Cui e Shen (2012) verificaram que a fermentagdo do
capim hidrolisado com 4,00% p.v"' de HCI acarretou no rendimento cumulativo maximo de Hz
de 72,21 mL.g' de grama seca, valor 16,45 vezes superior ao observado na fermentagio do
capim sem hidroélise acida.

De forma diferente, alguns trabalhos investigam a utilizacao de hidrolisantes biologicos
como bactérias ou enzimas no pré-tratamento de residuos lignoceluldsicos para a producao
fermentativa de Hz. O pré-tratamento do capim foi avaliada por Lo et al. (2009) a partir da
hidroélise do substrato por sete diferentes bactérias celuloliticas isoladas (Clostridium sp) para
a producdo de Ha. Todas as culturas utilizadas para hidrolisar o material celuldsico foram
capazes de hidrolisar. Os autores hidrolisaram 20,00 gDQO.L! de capim que foram
fermentados sob a temperatura de 37 °C e pH de 7,50. Entre os sete diferentes isolados
bacterianos, o melhor rendimento de Hz (0,50 mol H2.mol™!' de hexose) ocorreu com o indculo
Clostridium butyricum.

A combinagdo de métodos para aumentar a eficiéncia da producdo de Hz pode ser
verificada no trabalho de Panagiotopoulos et al. (2015). Os autores analisaram os efeitos das
combinagdes de hidrolisantes quimicos e bioldgicos sobre a fermentacao de distintos residuos
lignoceluldsicos utilizados para a producdo de H2. Panagiotopoulos et al. (2015) hidrolisaram
os residuos da palha de trigo e de cevada com H2SOs diluido e subsequentemente uma
preparacao comercial de celulase (GC 220). J4 o bagaco de sorgo doce e o miscanthus foram

pré-tratados com NaOH e GC 220. Cascas da batata e graos de trigo foram hidrolisados com
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uma alfa-amilase comercial e amiloglucosidase comercial (AMG 300). Foram pré-trarados
ainda um bolo de cenoura com GC 220 e farelo de trigo auto-hidrolisado e pré-tratado também
com AMG 300 e GC 220. As fermentagdes ocorreram sob temperatura ambiente e pH ajustado
para 7,00. Os resultados possibilitaram verificar que para os residuos graos de trigo, palha de
cevada, miscanthus, palha de trigo e cascas de batata, os rendimentos foram de 68,10 a 77,30
kg Ha2.t'! de matéria-prima seca. No entanto, o bagago de sorgo sacarino apresentou o maior
potencial de rendimento de Hz, proporcionando rendimento de 103,40 kg Hao.t' de matéria
prima seca, utilizando NaOH e GC 220.

Um residuo que vem ganhando destaque nos trabalhos de producdo de produtos de valor
agregado ¢ o residuo da batata. Este vegetal possui uma das maiores culturas alimentar do
mundo e sua elevada producdo vem gerando residuos que necessitam ter destinagdo adequada.
Arapoglou et al. (2010) afirmam que ha uma preocupagado consideravel das industrias de batata
causada pelo problema da disposicao final de residuos de batata. A composicao destes residuos,
porém, possuem elementos de interesse comercial como o amido, glicoalcaldides e compostos
fendlicos que podem ser utilizados para diversos fins (GOMEZ-HEINCKE et al., 2017). A
utilizagdo deste residuo como potencial substrato para a producdo de produtos com valor

agregado tem despertado interesse muitos grupos de pesquisa.

3.4 BATATA INGLESA

A Solanum tuberosum L., mais conhecida como batata inglesa ¢ um vegetal com grande
base energética, rica em proteinas de alta qualidade, quantidades consideraveis de vitaminas e
importante sais minerais, essenciais para a nutri¢do de um individuo. A composi¢ao da batata
consiste em cerca de 80,00% de agua, seguido de 16,00% de carboidratos, principalmente o
amido. Consiste também em 1,00% a 2,00% de fibra, concentrada na casca, ¢ 0,10% a 0,70%
de acucares simples, como glicose, frutose e sacarose. As proteinas sdo os nutrientes mais
abundantes no tubérculo, com cerca de 2,00% de sua composicao, depois dos carboidratos. O
tubérculo ainda ¢ fonte de potéssio, ferro, magnésio e fosforo, possuindo também um baixo teor
de sodio (EMBRAPA, 2015).

Conforme a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) (2015), a
batata inglesa, ¢ a terceira maior cultura alimentar no mundo, e a comodity ndo grdo de maior
importancia. Mais de um bilhdo de pessoas consomem batata diariamente no planeta.
Nacionalmente, a batata inglesa ¢ a hortaliga que apresenta maior notoriedade, sendo produzida

aproximadamente 3,60 milhdes toneladas no ano de 2018, em uma 4rea de cerca de 119,10 mil
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hectares, obtendo uma produtividade de 31,32 kg. ha' (IBGE, 2019). Na Figura 3 sdo
apresentados os valores de producao de batata por ano no Brasil entre os anos de 2009 e 2018.
O agronegocio da batata envolve em torno de 5 mil produtores de sete estados brasileiros
(Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Goias ¢ Bahia). A maior
parte desta producdo é comercializada in natura, e apenas 10% sao destinadas ao processamento

industrial para a produgdo de pré-fritas congeladas, chips e batata palha, por exemplo.

Figura 3 - Produg¢do anual de batata inglesa no Brasil entre os anos de 2009 e 2018

4.000.000

3.917.234
~ 3.867.681

3.900.000

3.800.000 3.731.798

3.851.396

3.689.836

3.688.029
3.700.000

3.655.069

3.547.510
3.600.000 1

inglesa (t)

3.500.000 B.437.712 3.553.772

3.400.000
2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Ano

Producao brasileira de batata

Fonte: Adaptado de IBGE, 2019

Segundo Fernandes e Soratto (2012), o estilo de vida mais agitado associado aos
processos de globalizagdo e urbanizacdo tem transformado a forma de consumir os produtos
industrializados mais pratica, aumentando a velocidade de producao. O uso doméstico de batata
a granel vem diminuindo, em contraste com o aumento do consumo de batata pré-frita
congelada. O consumo de batata chips e batata palha por ano, por exemplo ¢ de cerca de 375,00
e 100,00 gramas por pessoa, respectivamente. Contudo, somente uma porcentagem de
aproximadamente 26,00% (82 mil toneladas) do consumo nacional da batata pré-frita congelada
¢ abastecido como produto processado no Brasil. O restante dos produtos de batata ¢ importado
da Argentina e de paises da Unido Europeia. No mundo, mais da metade da produ¢do da batata
¢ comercializada de forma fresca, no entanto, existe uma parcela significativa que é convertida
em produtos industriais, como as pré-fritas, a farinha e o amido. Os seus subprodutos podem

ser utilizados como ingredientes na racao animal.



51

Além das formas tradicionais de consumo de batata, como alimento e ingredientes em
receitas, existe a industria ndo alimenticia, onde o consumo da batata ¢ destinado para diversos
fins, como mostrado na Figura 4. A fécula da batata, amido retirado sob a forma de farinha, ¢
utilizada em diversos setores economicos, na industria farmacé€utica, na industria de madeira
como aglutinante, na industria téxtil como adesivo e na industria de papel como agente de
textura (PRIEDNIECE et al., 2017).

O amido presente nas batatas possui diversas aplicagdes. Este elemento quando
transformado em gel ¢ utilizado em produtos farmacéuticos como agente de enchimento e na
fabricacao de comprimidos. O amido também tem o potencial de ser usado em nanotecnologias,
com caracteristicas vantajosas na fabricacdo de dispositivos médicos, como os nanotubos
(GRACA; PEREIRA, 2000). Em alguns paises da regido da Escandinavia, por exemplo, o
tubérculo passa por trituragdo e aquecimento para converter este elemento em agucares e, logo
apods, ocorre a fermentacdo seguida pela destilagdo, produzindo bebidas alcodlicas como a
vodka (EMBRAPA, 2015). O amido, além disso, pode ser utilizado para a produgdo de
poliestireno, que gera produtos biodegradédveis descartaveis, como o bioplastico. Este produto
pode ser utilizado como substituto dos plédsticos, minimizando os impactos negativos ao meio
ambiente. As vantagens da utilizacdo do bioplastico constituido de amido ¢é sua
biodegradabilidade e grande disponibilidade da matéria-prima (SAGNELLI et al., 2016). As
proteinas das batatas também podem ser utilizadas na fabricacdo de bioplasticos adequados para
embalagens de alimentos, produgdo de filmes e aplicagdes de medicamentos (GOMEZ-
HEINCKE et al., 2017).

Outros componentes presentes na batata como os compostos fenolicos e glicoalcaldides
sdo utilizados no setor farmacéutico e na medicina. A maioria dos compostos fendlicos sdao
constituidos em quase 90,00% de acido clorogénico que pode ser hidrolisado em acidos quinico
e cafeico. O acido quinico pode servir como matéria-prima para producdo de diversos
medicamentos, € o acido cafeico mostra alta atividade contra bactérias. Os glicoalcaloides da
batata sdo utilizados em produtos farmacéuticos como antibiodticos, antialérgicos, antipiréticos,
compostos anti-inflamatorios e hiperglicémicos. Este componente, também, pode oferecer
beneficios como suplemento alimentar, permitindo diminuir os niveis de colesterol, alergias,
dores e inflamagdes e teor de aguicar no sangue, e glicogénio nos figados. Estes compostos

podem ser encontrados, em certas concentragdes, na casca da batata (FRIEDMAN, 2006).



Figura 4 - Aplicacdes industriais da batata

[ BATATAS ‘

CASCAS

. . COMPOSTOS COMPOSTOS
: NUTRIENTE
[PROTE]NAS |{ AMIDOS ‘[ GLICOALCALOIDES |[ EROEICO ‘[ TR ‘[ FITO; S ‘
[ Bioplasticos M Bioplasticos ‘ ( Suplemento ‘ Coranie Med{cmaﬂ“
alimentar Materiais de . (cicatrizagdo
edicina bagagem alimentar de feridas)
( Industria ‘
alimenticia

Capsula para ‘
medicina

Fonte: Adaptado de Priedniece et al (2017)



53

A casca de batata assim como outras partes do vegetal possui elementos como os
compostos fenolicos e glicoalcaldides que possuem aplicagdes. Este componente da batata pode
servir de alimento para animais desde que estejam cozidos, fornecendo uma boa nutricdo a
baixo custo. O amido encontrado na casca pode ser liquefeito e fermentado para gerar alcool
como combustivel. Estima-se que cada 8,00 a 10,00 kg de residuo possa gerar 1,00 L de etanol
(EMBRAPA, 2015). De acordo com Friedman, et al. (2017), os produtos potenciais que podem
ser produzidos a partir de cascas de batata sdo o biodiesel, o 4cido latico, o biossorvente para
remover toxinas da dgua e o biogas metano. As fracdes de lignina e de suberina que podem ser
extraidas da casca podem produzir antioxidantes e produtos quimicos bioativos (LIANG;
MCDONALD, 2014).

A casca representa a maior parte dos desperdicios de batata. O processo de retirada de
casca de uma batata tipica pode gerar de 6,00 a 10,00% de residuos e processos de corte podem
gerar um desperdicio adicional de 15,00% (LIANG; MCDONALD, 2014). As sobras deste
vegetal representam entre 50,00% e 60,00% da matéria-prima (MALDONADO et al., 2014).
As abordagens de utilizacdo dos residuos de batata, para a produgdo de biocombustiveis e
produtos de valor agregado, permitem que ocorra a minimizag¢ao de fluxos de residuos, reducao
da pegada de carbono, mitigagdo dos gases do efeito estufa e geragdo de uma variedade de
bioprodutos (LIANG; MCDONALD, 2014) liquidos como o biobutanol (HIJOSA-VALSERO,
PANIAGUA-GARCIA e DIEZ-ANTOLINEZ, 2018), bioetanol (HOSSAIN et al., 2018;
CHOHAN et al., 2020) e 4cido latico (LIU et al., 2005; AFIFI, 2011); e produtos gasosos como
o metano (DURRUTY, ZARITZKY; GONZALEZ, 2013) e o biohidrogénio (MARS et al.
(2010); LAY et al, 2012; VI, SALAKKAM; REUNGSANG, 2017; SEKOAI, YORO;
DARAMOLA, 2018).

3.5 CASCA DE BATATA COMO SUBSTRATO PARA A PRODUCAO DE COMPOSTOS
DE VALOR AGREGADO

Os residuos industriais da produg¢do de batata podem ser utilizados para sintetizar
produtos de valor agregado na fermentacao escura. Esta forma de utilizagdo do residuo permite
um gerenciamento econdmico e ambientalmente correto (IZMIRLIOGLU; DEMIRCI, 2015).
Segundo Vi, Salakkam e Reungsang (2017), a produgdo de biocombustiveis e bioenergias como
o metano e biohidrogénio estdo sendo cada vez mais utilizados para fermentar residuos de baixo

valor, em particular aqueles que contém altos niveis de matéria organica biodegraddvel, como
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residuos de batata. Na Tabela 4 sdo apresentados alguns dos produtos gerados a partir do residuo
da batata.

Khawla et al. (2014) afirmam que apesar de a composicao da batata conter os principais
nutrientes necessarios para o crescimento dos microrganismos para a producdo de
biocombustiveis e produtos de valor agregado, o baixo teor de acucares fermentaveis (entre
0,32% =+ 0,13% ) na fermentagdo sem o pré-tratamento inicial faz com que a fermentacdo da
matéria-prima nao seja tdo eficiente e, portanto, ha a necessidade da mudanca da estrutura deste
residuo para disponibilizar em maiores concentragdes seus carboidratos. Na literatura sdo
observados diversos trabalhos que utilizam a etapa do pré-tratamento como etapa importante
para a fermentacao desta biomassa.

Afifi (2011) visando a mdxima produgdo de acido latico a partir do residuo liquido do
processamento de batata variou algumas condigdes de cultivo. Estas variagdes ocorreram na
temperatura (entre 25 e 55 °C), pH (entre 3,00 e 7,00) e tempo de reagdo (entre 0 e 6 dias). As
condigdes Otimas para a maxima producao obtida de acido latico ocorreram, nos reatores em
batelada inoculados com 1 mL de Lactobacillus casei incubados a 37 °C, durante 4 dias, com
pH ajustado por 3,50. A produgio méxima foi de 16,09 g.L!' de acido latico, em meio
nutricional com extrato de levedura, glicose, presenga de extrato de malte, galactose e sulfato
de manganés, representando as condi¢des nutricionais mais preferiveis para obtencdo da
maxima producdo do acido.

A producdo de acido latico realizada por Liang, Mcdonald e Coats (2014) ocorreu sob
condigdes nao estéreis na fermentagdo da casca de batata. Os reatores em bateladas ndo tiveram
controle de pH, a cultura mista utilizada era indefinida, oriunda de uma estacao de tratamento
de agua residuaria. Liang, Mcdonald e Coats (2014) verificaram variados processos de pré-
tratamento e hidrolise enzimaticas (casca ndo gelatinizada com e sem enzimas hidroliticas, e
casca gelatinizada com e sem enzimas), temperatura (35 ¢ 50 °C) e carga de so6lidos (20,00;
40,00 e 60,00 g.L"). Os maximos rendimentos de 4cido latico, 4cido acético e etanol sem adigdo
de enzimas hidroliticas foram, respectivamente, 0,22; 0,06; 0,05 g.g”' e a maior concentra¢do
de 4cido latico de 14,70 g.L"!. Estes valores maximos ocorreram no biorreator com carga sélida
inicial de 60,00 g.L"' a 35 °C. A utilizagdo de casca de batata para a producio de 4cido latico
nessas condigdes mostrou ser uma alternativa potencial para reduzir o custo de produgao do
acido latico, pois utiliza um fluxo de residuo com baixos custos, sem que haja a necessidade de

usar biorreatores estéreis com culturas puras.
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Tabela 4 - Produtos com valor agregado a partir de ensaios em batelada com residuo da batata

Tipo de
Operacao

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Condic¢oes do meio

10,00% v.v’!

(batata), 27 °Ce 170

rpm
16,09 g.L "' de
substrato;32°C; pH
3,50
Carga solida inicial
de 60,00 g.L " a 35
°C, sem controle de
pH
10,00% v.v"'
(batata); 35 ° C; pH
6,00

40,00 g.L"' de casca
de batata seca e
25,00 g.L" " de
extrato de malte 30
°C; agitacdo de 150
rpm

40 °C pH 5,78
12,25% m.v’!

Soélidos carregados

Inéoculo

Rhizopus oryzae

Lactobacillus casei

Cultura mista indefinida

Clostridium beijerinckii, C.
acetobutylicum, C.
saccharobutylicum e C.
saccaroperbutylacetonicum.

C. saccharobutylicum

28 culturas de
microrganismos

amiloliticos

Saccharomyces cerevisiae

Produto Referéncia

Liu et al.

(2005)

Acido latico

Acido latico  Afifi (2011)

Liang,
Mcdonald e
Coats (2014)
Biobutanol Hijosa-
valsero,
Paniagua-
garcia e Diez-
antolinez
(2018)
Hossain et al.

(2018)

Bioetanol

Chohan et al.
(2020)

Bioetanol

Avaliando o pré-tratamento na casca para a producao de bioetanol, Arapoglou et al.

(2010) verificaram o efeito da hidrolise neste residuo fermentado por Saccharomyces cerevisae

var. bayanus. A hidrolise ocorreu sob a concentragao de 40,00 g de casca, utilizando-se 120,00

mL do &cido HCI1 0,5 M. A polpa foi submetida a temperatura de 121 °C durante 15 minutos.

Apos a hidrolise o pH foi corrigido para 4,15 com NaOH 1 M. Foi realizado, posteriormente

uma hidrolise enzimatica na casca. Os hidrolisados de amido obtidos por &cidos e
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enzimaticamente, foram submetidos a fermentacao em reatores em bateladas, durante 48 horas.
As condi¢des fermentativas utilizadas foram: pH 5,00, temperatura de 32 °C, e agitagao de 100
rpm. A hidrélise enzimatica com uma combinagio de trés enzimas produziu 7,60 gL' de
etanol. Os resultados demonstram um alto potencial para a produgdo de etanol a partir da casca
da batata.

Hijosa-valsero, Paniagua-garcia e Diez-antolinez (2018) analisaram a producao de
bioetanol a partir da casca de batata do processamento da fabricagdo de salgadinhos. Esta
biomassa lignocelulésica foi submetida a diversos pré-tratamentos fisico-quimicos com
objetivo de favorecer a liberacao de agticares e reduzir a geracao de inibidores de fermentacao.
Entre os métodos fisico-quimicos a auto-hidrolise foi o tratamento mais eficiente. A casca foi
submetida a temperatura de 140 °C foi durante 56 minutos mais eficaz sem composto
hidrolisante. A fermentabilidade dos hidrolisados foi verificada com seis linhagens de
Clostridium ssp. sob a temperatura de 35 °C e pH de 6,0 e agitagdo de 100 rpm, produzindo
com C. saccharoperbutilylacetonicum 1,80 g.L™! de acetona, 1,00 g.L"!' de etanol e 8,10 g.L"!
de butanol, durante 120 horas de fermentacgao.

Investigando a produgdo do bioetanol a partir da biomassa amilacea do
bioprocessamento do residuo da casca de batata, Hossain et al. (2018) realizou uma extensa
triagem para selecionar, entre vinte € oito microrganismos, a melhor cultura. As triagens foram
realizadas de diferentes amostras ambientais, como o solo de cultivo de batata, o p6 de serra, o
composto e o sumo de tamareira. Apds a identificagdo molecular foi realizada a otimizagdo dos
fatores temperatura entre 25 e 50 °C, pH entre 4,00 ¢ 8,00 para a incubagdo dos diferentes
microrganismos, sob uma temperatura de 30 °C, durante 72 horas. O modelo Plackett-Burman
foi usado para triagem inicial de oito variaveis (extrato de malte, triptona, MgSO4 7H20, (NH4)
2S04, KH2PO4, CaCl2- 2H20, Na2HPO4 e NaCl) em fermentacdo realizada a uma temperatura
de 30 °C. Logo apos foi utilizado o modelo Box-Behnken com os nutrientes que afetaram a
produgdo de etanol (extrato de malte, a triptona e o KH2PO4). A partir dos resultados obtidos
nota-se que com Wickerhamia sp. houve uma maior produgdo de etanol (30,40 g.L™"). Usando
o modelo de superficie de resposta, 40,00 g.L-! de casca de batata seca e 25,00 g.L™! de extrato
de malte foram determinados como 6timos e produziram 21,70 g.L! de etanol.

Chohan et al. (2020) realizaram pré-trataramento fisico-quimico da casca de batata para
produzir bioetanol. O efeito de fatores, como temperatura e pH foram analisados na
sacarificacdo e fermentagio simultineas. A casca foi imersa em solugdo de 3,68% v.v'! de HCI
e incubadas a 69,62 °C por 2,57 horas em um banho de agua. Em seguida, os reatores de pré-

tratamento foram autoclavados a 121 °C durante 5 minutos. A condi¢do 6tima de fermentacao
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ocorreu a temperatura de 40 °C, pH de 5,78 e carregamento de 12,25% p.v’' de sélidos. A
concentragio maxima de bioetanol de 22,54 g.L"! foram observados em condi¢des 6timas de
processo.

Os trabalhos analisaram diferentes produtos de valor agregados liquidos com distintas
técnicas de pré-tratamento, ou sem o auxilio desta etapa para a fermentacdo da casca da batata.
Comparando a producao de bioetanol nos trabalhos de Arapoglou et al. (2010) e Chohan et al.
(2020) observou-se diferengas. A producdo utilizando a combina¢do dos métodos fisico e
quimico (com composto quimico HCI) foi de 22,54 g.L"! de bioetanol (CHOHAN et al., 2020).
Superior ao obtido com a combinacdo de métodos quimico (composto HCI) e bioldgico
(hidrolise enzimética) de 7,60 g.L-!' de bioetanol

Além de produtos liquidos, a producdo de biohidrogénio ¢ uma abordagem também
muito atraente utilizando o residuo da casca de batata. Na literatura podem ser encontrados
alguns trabalhos que utilizam esta biomassa a produgdo fermentativa de H2 (LAY et al., 2012;
ZHOU, ELBESHBISHY; NAKHLA; 2013; VI, SALAKKAM; REUNGSANG, 2017). Este
processo ¢ vantajoso tanto para produzir energia limpa como para oferecer novas alternativas

de utilizacdo deste residuo.

3.6 PRODUCAO DE HIDROGENIO A PARTIR DA CASCA DA BATATA

Zhou, Elbeshbishy e Nakhla (2013) afirmaram que o residuo da batata ¢ um excelente
substrato para produzir hidrogénio por causa de sua composicao. Conforme o trabalho de Vi,
Salakkam e Reungsang (2017), alguns fatores-chave favorecem diretamente a producgdo de
hidrogénio em processos biologicos, a partir da batata-doce, usada como substrato. Dentre estes
fatores, destaca-se a composi¢do da batata, que inclui um alto teor de amido de
aproximadamente 50,00 a 80,00% com base no peso seco, e elementos tragos importantes para
a via do hidrogénio, como magnésio, potassio, cobre, manganés e fosforo.

Mars et al. (2010) analisaram a produgdo de hidrogénio a partir de cascas de batatas
vaporizadas, ndo tratadas e cascas de batatas hidrolisadas por microrganismos termofilicos
extremos das estirpes Caldicellulosiruptor saccharolyticus € Thermotoga neapolitana. O amido
da casca da batata foi liquefeito por solucdo alfa-amilase e incubado a 90° C, em pH de 5,40
por 2 horas em um reator de 10,00 L agitado entre 30 e 60 rpm. O C. saccharolyticus foi
cultivado a 70° C e T. neapolitana a 80° C, em pH mantido em 6,90 + 0,10. Quando a casca de
batata hidrolisada ou a casca nfo tratada foi adicionada em cerca de 10,00 a 14,00 g. L' de

unidades de glicose, ambas as linhagens cresceram bem e produziram hidrogénio com
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rendimentos razoaveis de 2,40 e 3,80 moles de Hz por unidades de glicose, e nenhuma producao
significativa de lactato. Por meio dos resultados inferiu-se que os hidrolisados a casca da batata
e a casca ndo tratada sdo substratos muito adequados para producdo de hidrogénio fermentativo
em cargas moderadas de substrato.

Com proposito de observar a producdo de hidrogénio e etanol, Lay et al. (2012)
utilizaram um cultivo em batelada de batata-doce sob temperatura de 37 °C, com as bactérias
nativas do residuo da batata-doce, esterco de vaca e lodo de esgoto, dominados por Clostridium
sp.. Foram avaliados os efeitos das condi¢des iniciais de pH entre 4,00 ¢ 9,00 e das
concentragdes iniciais de batata-doce entre 30,00 e 240,00 g.L!. A batata cortadaem a 5 cm e
triturada em agua deionizada foi utilizada fazer uma solugdo com 150,00 g.L"!. Este substrato
foi suplementado com uma solucdo nutrientes inorganicos suficientemente necessarios para
microrganismos. Inferiu-se que a estratégia de inocular semeadura externa aumentou a
produgdo de hidrogénio a partir da batata-doce com potencial pico de producdo cumulativo de
hidrogénio de 120 mmol Hz. L™! do reator utilizando o lodo do esgoto municipal. O esterco de
vaca mostrou maior producdo do etanol que do hidrogénio com pico de concentragdo de
12,15 mg DQO. L '. Analisou-se também que o aumento da concentragio de batata-doce pode
melhorar os valores das taxas de produgao.

Segundo Izmirlioglu e Demirci (2015), a utilizagcdo de residuos industriais de batata faz
com que ocorra o gerenciamento destes residuos de forma econdmica e ambientalmente correta.
Desta maneira, a partir do rico conteudo de carbono e nitrogénio e a abundancia e
disponibilidade destes residuos, os autores realizaram em um meio otimizado por fermentacao
em batelada, consistindo em 40,40 g.L"!' de residuo de batata hidrolisado, 50,00 g.L"! de extrato
de malte e 4,84 g. L' de MgSO4. 7H20, em uma temperatura de 30 °C e um pH de 5,50,
utilizando como indculo a Saccharomyces cerevisiae, produzindo 24,60 g.L! de etanol a 48
horas de fermentacao.

A produgao de biohidrogénio a partir de batata doce como substrato foi avaliada por Vi,
Salakkam e Reungsang (2017). Os pesquisadores verificaram o efeito de trés fatores
importantes que afetam a producdo de hidrogénio a partir de deste substrato em fermentagao
em batelada: a concentragdo de amido de batata-doce, o pH inicial e a concentracdo de FeSOa.
O trabalho realizado utilizou como indculo um lodo coletado de um reator de manta de lodo de
fluxo ascendente em uma estacdo de tratamento de efluentes, tratado termicamente, antes da
inoculacdo, para inibir o crescimento das bactérias consumidoras de hidrogénio. Os ensaios em
bateladas foram realizados a uma temperatura em torno dos 30 °C, testando-se uma faixa de pH

de 5,00 a 8,00, e diferentes concentragdes iniciais de substrato (15,00-40,00 g.L'') e
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concentra¢des de FeSO4 (120,00 -5,00 mg. L™ !). Apés a otimizagdo dos trés fatores principais,
observaram uma maxima produg¢io de hidrogénio acumulativa de 3.501 mL de Ha. L™! obtida a
partir de uma concentragdo de 27,63 g.L! de amido de batata-doce, 6,05 de pH inicial e uma
concentracio de 63,17 mg. L'! de FeSOa.

Analisando o rendimento de hidrogénio a partir do residuo da batata, Sekoai, Ayeni e
Daramola (2017) verificaram as condigdes 6timas de fermentacdo em reatores em batelada. A
cultura mista utilizada foi pré-tratada através de choque térmico a 90 °C por 30 min para
prevenir o crescimento de arqueas metanogénica e ativar as bactérias bio-geradoras de esporos
e, em seguida, cultivada em um meio nutricional especifico. As condigdes dtimas determinadas
no ensaio foram de pH de 7,86; tempo de fermentacao de 82,56 horas, temperatura de 37,87 °C
e uma concentragio de 39,56 g.L"! de concentragio de residuo de batata. O rendimento maximo
obtido foi de 68,54 mL de H: por grama de so6lidos volateis totais. Apos otimizacdo dos
parametros os pesquisadores obtiveram um rendimento de 79,43 mL de H2 por grama de solidos
volateis totais no ensaio de validacdo do modelo estatistico utilizado para o planejamento
experimental utilizado.

Sekoai, Yoro e Daramola (2018) com intuito de observar o efeito da pulverizacdo do
gas N2 e da imobilizagdo dos microrganismos sobre a fermentacdo escura para producdo de
biohidrogénio, utilizaram o residuo da batata e uma cultura anaerdbio tratada termicamente a
90 °C por 15 min. O residuo da batata usado como substrato foi pré-tratado por processo fisico.
As condigdes operacionais da fermentagdo em batelada foram: temperatura de 37,80 °C, pH de
5,50 e tempo de fermentacao de 82,58 horas. No ensaio onde as células foram imobilizadas, o
reator foi inoculado com 130,00 g de pérolas de alginato. Um rendimento de 294,83 mL.Hz. g
! de solidos volateis totais foi obtido no sistema com imobiliza¢io, sendo este valor 1,80 e 2,50
vezes maior do que os sistemas de células suspensas com e sem aspersdo de nitrogénio,
respectivamente. A aspersdo do gés nitrogénio e imobilizacdo dos microrganismos foi
fundamental para otimizag¢ao da producao fermentativa de hidrogénio a partir dos residuos da
batata.

Os trabalhos vistos permitiram observar a necessidade da etapa de pré-tratamento como
fase importante da fermentacao do residuo da batata para a producao de biohidrogénio (MARS
et al., 2010; LAY et al, 2012). Dentre as técnicas de pré-tratamento apresentadas, Mars et al
(2010) notaram uma maior producdo de H: realizando a hidrélise enzimdtica entre a casca de
batata sem e com o pré-tratamento. Lay et al. (2012), também observaram um bom rendimento
de hidrogénio triturando a casca de batata. Contudo, apesar da importancia desta etapa, a

utilizacdo de outros pré-tratamentos como alternativas para aumentar a produtividade de
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hidrogénio a partir do residuo da batata sdo poucos explorados. Técnicas de pré-tratamento
usando métodos fisico-quimicos, com compostos acidos ou alcalinos, assim como utilizados
para outros substratos, como o sabugo de milho (DATAR et al. 2007), bagagco de cana
(PATTRA et al, 2008), palha de milho (CAO et al, 2009) e polpa de café (MENEZES et al,
2014), necessitam ser avaliados para a casca de batata. O efeito de cada composto quimico,
assim como a influéncia de suas concentracdes ¢ de outros fatores podem influenciar a
produtividade de Ha. Estes fatores devem ser analisados e o efeito individual ou da combinagao

de varios fatores podem ser avaliados por meio de planejamento estatistico.

3.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL APLICADO PARA PRODUCAO DE
BIOHIDRODGENIO

A otimizag¢@o de um processo tem como objetivo aumentar o seu desempenho, para que
o melhor beneficio possivel deste processo seja alcangado. A otimizacdo usando metodologias
estatisticas com diversas variaveis analisa o efeito de interagdo entre os fatores nos resultados
finais. Estas técnicas possuem como vantagem reduzir o numero de experimentos, economizar
tempo e material, mantendo a quantidades de informacgdes obtidas elevadas (MONTGOMERY,
2012). As metodologias de planejamento estatistico diferem-se da metodologia denominada de
“uma-variavel-por-vez”, pois esta analisa apenas a influéncia de um parametro por vez,
deixando os outros constantes. As principais desvantagens de quando se analisa uma variavel
por vez sdo a ndo avaliagdo dos efeitos mutuos entre os fatores analisados, o0 maior numero de
experimentos necessarios para a finalizacdo do estudo, aumentando também a dura¢do dos
ensaios € 0s gastos com as despesas dos experimentos (JO et al., 2008).

De acordo com Bezerra et al. (2008), deve-se definir os experimentos que serdo
realizados na regido experimental da pesquisa. Na literatura, alguns trabalhos que visam
otimizar seus experimentos € maximizar a producdo utilizam o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) para definir sua regido experimental (MENEZES et al., 2014;
SOARES et al., 2017; SAMSON; MANIKKANDAN, 2017; RABELO et al., 2018). Este
modelo de planejamento ¢ adequado para dois ou mais fatores independentes que podem
influenciar na varidvel resposta. Os fatores referem-se as variaveis independentes no processo
que serdo as suas condi¢des de operagdo, geralmente analisadas em cinco niveis (- o, -1, 0, +1,
+ a).

Os efeitos dos fatores independentes podem ser analisados a partir do ajuste do conjunto

de dados experimentais em uma equagao polinomial. Por meio desta equacao de ajuste pode-se
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inferir estatisticamente sobre os resultados experimentais (BEZERRA et al., 2008). Uma das
mais importantes metodologias de analise destes dados ¢ a Metodologia de Superficie de
Resposta (Response Surface Methodology, RSM). Esta metodologia multivariada baseia-se no
ajuste polinomial dos dados experimentais, com objetivo de determinar as condi¢cdes de
operacao do processo que permitird um valor 6timo para a variavel resposta. Uma superficie de
resposta ¢ a representacdo grafica da faixa 6tima de uma varidvel resposta em fungao de um ou
mais fatores do processo (BEZERRA et al., 2008; CHU et al., 2012; SHANMUGAM et al.,
2014; SOARES et al., 2017).

O planejamento experimental possui enorme relevancia nos processos biologicos de
producdo de hidrogénio, levando em consideracdo a complexidade destes sistemas e a
influéncia de multiplas variaveis sobre a sua produgdao (ZHANG; REN; WANG, 2015). Com
base nisto, o planejamento experimental tem sido utilizado para otimizar diversos fatores de
produgdo bioldgica de hidrogénio, como mostrado em trabalhos apresentados na Tabela 5.
Nestes casos, a variavel resposta obtida a partir da otimizagdo dos fatores refere-se a producao
de Ho.

A producao fermentativa de hidrogénio, utilizando consércio microbiano e a polpa da
mandioca foi avaliada por Lee et al. (2008). Neste estudo foram analisadas as influéncias dos
efeitos de trés fatores, sobre o rendimento de hidrogénio. Os fatores avaliados foram a
temperatura (37 e 55 °C), o pH (entre 5,50 e 7,00) e a concentragdo de substrato (entre 8,00 e
32,00 g.DQO.L ™). A polpa da mandioca utilizada como substrato foi pré-tratada termicamente
entre 90 e 95 °C. As condic¢des Otimas determinadas para uma maxima producgdo de hidrogénio
foram: temperatura de 37 ° C, pH 6,00 e concentracdo de amido de 24,00 g.DQO.L™'. A variavel
resposta representada pela producdo de hidrogénio nestas condigdes foi de 9,47 mmolHz. g™! de
amido.

Lai et al. (2014) analisaram os fatores que afetam a maximizacdo da producdo de
hidrogénio a partir do bagago de cana pré-tratado quimicamente com H2SO4. Os experimentos
ocorreram em ensaios em bateladas, utilizando cultura pura de Thermoanaerobacterium
aotearoense. Os fatores analisados foram as proporgdes de H2SO4 (0,20 a 4,00%) e a duragdo
da reacdo de hidrolise quimica (30 a 150 minutos). O processo fermentativo deste estudo
ocorreu sob a temperatura de 55 °C durante 12 horas. As condi¢des 6timas de pré-tratamento
ocorreram a uma propor¢io de 2,30% v.v'! de H2SO4, a temperatura de 115 °C, durante 114,20
minutos, gerando um rendimento méaximo de 1,86 mol H2.mol™! de agucar total.

O DCCR foi utilizado por Soares et al. (2017) para otimizar a producao de hidrogénio

a partir de bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente. Os fatores analisados no
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planejamento fatorial foram a concentracdo de extrato levedura entre 0,58 e 3,32 gL' e a
temperatura da fermentagdo entre 35,80 ¢ 64,20 °C. O pré-tratamento do bagago de cana
ocorreu a temperatura de 200 °C durante 10 minutos e 16bar de pressdo. A fermentagdo foi
realizada em reatores em batelada com pH 6,00, utilizando cultura mista de reator UASB e uma
concentragio inicial de 2,00 g.L™! do hidrolisado do bagaco de cana. A produgio maxima
acumulada de hidrogénio ocorreu utilizando as condi¢des otimas de 3,00 g.L! de extrato de
levedura a uma temperatura de 60 °C. Nestas condig¢des, o valor da produgdo de hidrogénio foi
de obtida de 17,17 mmol Hz. L'!. A baixa concentracio de extrato de levedura e a baixa
temperatura causaram um efeito negativo sobre a produgdo de hidrogénio.

Samson e Manikkandan (2017) a partir do talho de milho pré-tratado, identificaram por
planejamento de Plackett-Burman os componentes mais significantes do meio de cultura, como
a glicose, o extrato de levedura, o extrato de malta, a peptona e o NaCl. A partir dos fatores
mais significativos, aplicaram o DCCR para avaliar as concentracdes 6timas de cada elemento.
Na etapa de pré-tratamento o talho de milho foi hidrolisado com 1,00% v.v'! de H2SO4 e
autoclavado durante 75 min. Na fermentacdo deste hidrolisado os fatores analisados por DCCR
foram o pH (entre 6,50 e 7,50), a temperatura (entre 32 e 36 °C) e a duracdo de fermentagao
(entre 40 e 44 horas). As condigdes 6timas obtidas pela RSM foram de pH 7,00, temperatura
de 34,50 °C e 42,50 horas de fermenta¢ao, com os valores 6timos dos elementos utilizados
(19,25 g.L'! de glicose, 5,64 g.L'! de peptona, 1,64 g.L! de extrato de malta, 3,16 g L' de
extrato de levedura e 4,31 g L' de NaCl). A otimizagdo de todos os fatores testados permitiu
uma méaxima produgio de hidrogénio de 0,91 mol H2 mol™..

A combinacao da mucilagem de café e o residuo organico do lixo de mercado atacadista
foi analisada por Cardenas et al. (2019) para a produ¢do de hidrogénio. Nesta andlise trés fatores
foram avaliados para a otimizagdo dos experimentos: temperatura entre 30 e 40 °C, pH entre
5,0 e 8,0 e concentracio de substrato entre 20 e 60 g. DQO.L"!. Este substrato foi pré-tratado em
autoclave a uma temperatura de 121 °C durante 15 minutos. As condigdes otimizadas da
fermentagdo foram de temperatura a 30 °C, de concentragdo de substrato a 60,00 g DQO.L! e
de pH 7,00. A producdo maxima obtida nestas condi¢des foi de 25,90 L de Hz obtida em uma

proporgao de 8: 2 de mucilagem do café: residuos organicos.
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Tabela 5 - Estudos com a metodologia estatistica multivariada para otimizagao da producao de

Ho>

Substrato

Batata doce

Bagaco de
cana de
acucar

Talho de
milho

Casca de
batata doce

Bagaco de
cana

Bagaco de
cana

Mucilagem
de café e
residuo
organico

Pré-tratamento

Sem pré-
tratamento

Hidrolise acida
(H2S042,30% a
temperatura de
115 °C durante
114,20 min)
Hidrolise acida
(H2S04 1,00% ¢
autoclave 75
min)

Sem preé-
tratamento

Hidrotérmico
(200 °C por 10
min)

Hidrotérmico
(121 °C por 15
min)

Hidrotérmico
(121 °C por 15
min)

Fatores
analisados

pHe
concentracao
inicial de
substrato
% de 4cido e
duragdo e tempo
de reacao (pré-
tratamento)

pH, temperatura
e tempo de
fermentacao

Concentragao de
casca e FeSOu4;
pH inicial

Concentragao de
extrato de
levedura ¢

temperatura

Concentragao de
substrato e pH

DQO do
substrato,
temperatura e
pH

Valores
otimizados

pH 6,50 ¢
concentracao
de batata
150,00 g. L*!
2,30% de
H2SO4 durante
114,20 min.

pH 7,00;
3450°Ce
42,5h

27,63 g.L ! de
casca; 63,17
mg. L'!; pH

6,05

3,00 gL' de

extrato de

levedura e
60 °C

7,00 g.L'! de
bagaco
e pH 7,20

60,00
g DQO.L!,
30 °C e pH
7,00

Producao

1,32 mmol

Ha. gt
DQO.

1,86 mol

Hz.mol!

de agucar
total

0,79 mol
Ha.mol!

3501,00
mLH2.L!

17,17
mmol Ho.
L—l

23,10
mmol Ho.
L-l

25,90 LH2

Referéncia

Chu et al.
(2012)

Lai et al.
(2014)

Samson e
Manikkanda
(2017)

Vi; Salakkam
e Reungsang
(2017)

Soares et al.
(2017)

Rabelo et al.
(2018)

Cardenas et
al., (2019)

Rabelo et al. (2018) avaliaram os efeitos individuais e mutuos da concentragdo de

bagaco de cana entre 0,80 € 9,20 g.L"! e do pH entre 4,60 e 7,40 sobre a producdo fermentativa

hidrogénio e de 4cidos graxos volateis. Os experimentos ocorreram em reatores em batelada

sob a temperatura de 37 °C, utilizando consdrcio microbiano autoctone e aldctone a esse
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residuo. A avaliagdo utilizou DCCR e RSM para a otimizagao dos experimentos € maximizagao
da produgao de hidrogénio e acidos butirico e succinico. As condi¢des otimizadas obtidas foram
de 7,00 g.L! de hidrolisado do bagaco de cana e pH de 7,20. Estas condigdes permitiram uma
produ¢io maxima de 23,10 mmol H2.L!. Os 4cidos butirico (0,66 a 1,88 g.L!) e succinico (1,06
a 1,65 g.L'!) foram os principais 4cidos graxos volateis produzidos no processo de fermentagio.
De acordo com os resultados, o planejamento fatorial e a superficie de resposta foram
ferramentas Uteis para alcangar altas taxas de producdo de hidrogénio usando Clostridium,
Bacillus e Enterobacter do consorcio fermentativo e Clostridium e Paenibacillus, bactérias

autdctones do bagago de cana.

3.8 CONSIDERACOES

Diante do exposto nesta revisao de literatura, a produgdo de hidrogénio € uma alternativa
energética limpa e sustentavel que tem grande potencial de complementar a matriz energética
mundial. Esta producdo tem como caracteristica vantajosa a possibilidade de ser gerado a partir
de diversas fontes, permitindo que paises privilegiem as matérias primas disponiveis em sua
regido, como aquelas que tem sua demanda crescente. A conversdo em biohidrogénio de
residuos organicos de segunda geragdo, como os residuos lignoceluldsicos, apresentam
aspectos importantes tanto na produc¢do de energia renovavel, como na reducao e gerenciamento
destes residuos. O aumento da gerag¢do de residuos solidos ocorre principalmente devido aos
processos de globalizacdo e urbanizacao e, consequentemente, alta demanda decorrente do
estilo de vida populacional. O residuo da batata inglesa, por exemplo, vem crescendo, pois, a
batata ¢ a hortalica com a terceira maior cultura alimentar no mundo, ocupando milhares de
hectares para sua produgdo. Uma grande quantidade de residuos de batata ¢ produzida a cada
ano oriundos dos processos da producao agricola e alimentar. Este ¢ um residuo rico em sua
composi¢cdo de componentes, como o amido, compostos fenolicos e glicoalcaldides, que
apresentam diversas aplicagdes em setores como o farmacéutico e medicinal.

Os componentes presentes na batata podem ser encontrados em certas concentragdes na
sua casca, que representa a parte mais desperdi¢ada do vegetal. Os carboidratos presentes neste
residuo podem ser utilizados como substrato para os microrganismos em processos de
fermentacdo escura. Estes carboidratos podem ser convertidos pelos microrganismos em
biohidrogénio. Contudo, um ponto importante desta revisao, ¢ a necessidade de pré-tratamento
do residuo lignoceluldsico por ele possuir uma estrutura de lignina complexa e rigida que

necessita de auxilio para ser hidrolisada. A escolha de um pré-tratamento eficiente permite um
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aumento da produtividade de hidrogénio na fermentacdo devido a maior disponibilizacao de
acucares fermentaveis no meio liquido da fermentacdo. Na literatura, ainda sdo pouco
explorados a utilizagdo de pré-tratamento como etapa do primordial para a fermentacdo do
residuo da batata inglesa. Alternativas como os processos fisico-quimicos para a hidrolise deste
residuo sdo necessarias quando se pretende aumentar o potencial de geragao de biohidrogénio.

Os fatores que podem influenciar a geracao de biohidrogénio precisam ser averiguados.
Ferramentas estatisticas de planejamento fatorial como o DCCR e a RSM avaliam os efeitos
individuais e mutuos dos fatores, oferecendo vantagens de diminuir o nlimero de experimentos
e maximizar a produtividade de biohidrogénio fermentativo. A partir de variados trabalhos
vistos na literatura, percebe-se que existem muitos fatores que podem afetar o desempenho
fermentativo. A partir de uma variedade de fatores que podem ser analisados, nota-se a maior
importancia de alguns. A concentracdo de substrato ¢ um dos fatores bastante observado na
produgdo de hidrogénio (LEE et al., 2008; CHU et al., 2012; LIANG, MCDONALD; COATS,
2014; VI; SALAKKAM; REUNGSANG, 2017; RABELO et al., 2018; CARDENAS et al.,
2019). A procura para otimizar o fator relacionado com o pré-tratamento do ensaio, como a
propor¢ao dos hidrolisantes também € visto em varios estudos de residuos lignoceluldsicos.

Apesar da realizagdo do estudo da producdo de H> a partir da casca de batata apresentar
alto potencial (ARAPOGLOU et al., 2010; ZHOU, ELBESHBISHY; NAKHLA, 2013;
KHAWLA et al.,2014), hé a caréncia de maiores averiguagdes dos efeitos de pré-tratamentos e
outras varidveis que interfiram na produtividade do processo. Os compostos quimicos muito
utilizados para hidrolisar outros substratos lignocelulésicos sdo o NaOH (RUGGERI;
TOMMASI, 2012; MENEZES et al., 2014 ), HCI (PAN et al., 2010; HAN et al., 2012) e H2SO4
(CAO et al., 2009; PARK et al., 2013). De acordo com estes trabalhos, as faixas de
concentragdes analisadas para pré-tratar a biomassa lignocelulosica variam de 0,50 a 55,00%
v.v'! para o H2SO4; de 0,50 a 15,00% v.v'! para o NaOH e de 0,20 a 4,00% v.v'!' para o HCL.
Estes mesmos compostos, no entanto, sdo pouco explorados para a hidrolise da casca de batata.
Para esta biomassa alguns estudos como o de Mars et al., 2010 e de Arapoglou et al. (2010)
avaliaram o efeito de pré-tratamento sobre a producdo de bioetanol.

Outro fator que influéncia a producdo de H> ¢é a concentracdo de substrato
(HALLENBECK; GHOSH, 2009; YADAV et al., 2018). Alguns trabalhos avaliam o efeito
deste fator no rendimento de H2 do final da fermentagao (LEE et al., 2008; CHU et al., 2012;
VI; SALAKKAM; REUNGSANG, 2017; RABELO et al., 2018; CARDENAS et al., 2019). As
faixas de concentragdes nos trabalhos que utilizam residuos lignocelul6sicos dependem dentre

outros fatores da fonte de substrato. Para Ruggeri ¢ Tommasi (2012) a concentragdo de
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biomassa lignocelulosica utilizada foi de 410,00 g.L™! de residuos organicos de legumes e frutos
(residuo de mercado). Diferentemente, Rabelo et al. (2018) fermentando o bagaco da cana
utilizaram 7,00 g.L"! de biomassa para obter o melhor rendimento de Hz2. A concentracdes de
casca de batata utilizada no inicio da fermentacdo ¢ um fator importante na produtividade de

Ha, porém o efeito desta variavel ainda foi pouco estudado nos trabalhos da literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta se¢do sdo apresentados os materiais utilizados e a metodologia empregada neste
trabalho. Os ensaios em batelada e as analises fisico-quimicas foram realizados no Laboratorio
de Controle Ambiental IT (LCA II), do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar). A otimizacao dos experimentos foi realizada por DCCR e a
analise dos efeitos dos fatores avaliados sobre a producao de Hz (concentragdo de substrato e
propor¢do de hidrolisantes) foi realizada por meio de RSM com auxilio do programa
STATISTICA 10.0®. A analise microscopica da casca de batata foi realizada no Laboratério de

Caracterizacao Estrutural (LCE), na UFSCar.
4.1 SUBSTRATO

A casca da batata inglesa (Solanum tuberosum) (Figura 5) foi utilizada como substrato
para produgdo fermentativa de H2 nos ensaios em batelada. As batatas foram adquiridas em
supermercados, localizados no municipio de Sdo Carlos -SP. A casca de batata foi cortada e
sua massa medida de acordo com a concentracdo pré-determinada por planejamento estatistico
para cada reator. As concentragdes de casca de batata avaliadas foram de 38,79 g L!;

4500gL';60,00gL";7500gL"'; e 81,21 gL

Figura 5 - Casca da batata inglesa (Solanum tuberosum) cortada

Fonte: propria
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4.1.1 Pré-tratamento fisico-quimico da casca de batata inglesa

Para a realizagdo do pré-tratamento a massa da casca de batata cortada foi triturada em
dgua destilada com auxilio de um liquidificador, formando uma polpa. A quantidade de
hidrolisante (NaOH, HCI 30% e H2SO4) utilizada neste trabalho baseou-se nos valores
utilizados para outros residuos lignoceluldsicos. Em testes preliminares os valores expostos na
literatura foram ajustados para a biomassa deste trabalho, dependendo do composto quimico
utilizado. Para as hidrolises, foram adicionadas diferentes proporc¢des de hidrolisantes a polpa
da casca de batata (expressas em % de volume de hidrolisante por volume de trabalho do frasco
(500 mL)). As propor¢des dos compostos analisados foram de (expressas em % v.v'!): 1,59;
2,00; 3,00; 4,00 e 4,41 para os hidrolisantes NaOH e HC1 30%; e 2,17; 3,00;5,00;7,00;7,83 para

0 H2SO4, como exibidas na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma das etapas de corte e trituracao da casca de batata utilizada nos ensaios
preliminar e de planejamento experimental

i ad

TESTES PRELIMINARES PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

‘ x= (E22) s > hs
~
. . L
83,40 g casca de batata
’ g// N 38,79 — 81,21 g casca de batata
o . [
- ny . . : e
| | ST "+ SR - 'y o
F ) F) 2J 5 i_:.f—L_'IJ A _'J"J feHa)”
NaOH  HCl H,S0, & . NaOH HCI H,SO,
1,00% 1,00% 1,00% 1,59% 1,59% 2,18%
a5,00% a5,00% a800% - a4,41% a4,41% a7,83%

*Sem hidrolisante

Fonte: Elaboracao propria

A polpa de batata foi submetida a hidrélise com as diferentes propor¢des dos compostos
acidos (HCI1 30% e H2SOs4) e alcalino (NaOH 6M), durante 1 hora, em estufa a 55 °C. Apos a
hidrolise, o pH da polpa hidrolisada foi ajustado para valores entre 7,00 e 8,00 previamente a

adi¢ao de in6culo, como visualizado na Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma da etapa de pré-tratamento fisico-quimico da casca de batata

\ :—'ﬁ‘iﬁ!;; I L=
o S === | pH 7.00-8.00

* Para os hidrolisantes NaOH e HC1 30%: 1,59% v.v'!; 2,00% v.v'!; 3,00% v.v''; 4,00% v.v ' e 4,41% v.v .
Para o H2S04:2,17% v.v' 1; 3,00% v.v 1;5,00% v.v 1;7,00% v.v 1;7,83% v.v'!

Fonte: Elaboragao propria
4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL APLICADO NA OTIMIZACAO DOS ENSAIOS

Foi empregado um DCCR (planejamento fatorial 2?) com proposito de analisar os
efeitos de duas variaveis independentes sobre a produgdo acumulada de H2 (mL.L!). As
variaveis analisadas foram as propor¢des de compostos hidrolisantes (NaOH 6M; HCI 30% e
H2S04) na etapa de pré-tratamento, ¢ a concentragdo de substrato (polpa hidrolisada da casca
da batata). Para avaliar os efeitos de diferentes condi¢des na fermentagao foram determinados,
para cada variavel independente cinco valores distintos. Estes valores podem ser representados
por valores codificados -1,41; -1,00; 0,00; +1,00; +1,41. Cada valor codificado corresponde a
um nivel da faixa de valores analisadas no planejamento. Os valores codificados expressam na
faixa analisada i) -1,41: o menor valor da variavel independente (ponto axial inferior); ii) -1,00:
o segundo menor valor da variavel independente, iii) 0,00: o valor intermedidrio da faixa de
variagdo (ponto central); iv) +1,00: o segundo maior valor da varidvel independente, v) +1,41
o maior valor da varidvel independente (ponto axial superior).

Nesse estudo, as duas varidveis independentes (X1 — Concentragdo de casca de batata
hidrolisada (g.L!); X2 — Propor¢do de composto hidrolisante (% v.v'!) (porcentagem associada

ao volume dos frascos, na qual as cascas de batatas foram hidrolisadas)) foram investigadas em
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8 experimentos (reatores), realizados em duplicatas (16 reatores), e um ponto central (nivel 0)
realizado com 3 repetigoes.

As variaveis testadas foram codificadas de acordo com a Equacao (1):

= (Y (1)

Em que xi ¢ o valor codificado da varidvel independente (concentragdo de casca de
batata ou propor¢ao de hidrolisante) e Xi € o valor real da varidvel independente, Xo ¢ o valor
real do ponto central e AXi ¢ a diferenga (intervalo) entre os valores das varidveis independentes.

O intervalo e o nivel das respectivas variaveis independentes do processo para os ensaios

que utilizaram NaOH 6M e HCI1 30% como hidrolisantes sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Variaveis do planejamento fatorial e seus respectivos valores decodificados para os
ensaios com NaOH e HCI como hidrolisantes

Caédigo Variaveis -1,41 -1,00 0,00 +1,00 +1,41

X1 Concentracdo de casca 38,79 45,00 60,00 75,00 81,21
de batata (g.L™")

X2 Proporg¢ao de 1,59 2,00 3,00 4,00 441

hidrolisante (%)

Os valores de Xi (Concentracdo de casca de batata hidrolisada) para o ensaio
experimental realizado com o composto H2SO4 foi semelhantes aos valores dos ensaios com os
compostos NaOH 6M e HC1 30% (entre 38,79 € 81,21 g.L'!). Porém, para esta fermentacio da
casca de batata com H2SO4 foram atribuidos distintos valores para a varidvel Xz (Propor¢ao de
hidrolisante) e intervalos maiores de um nivel ao outro do planejamento fatorial, como mostrado
na Tabela 7. Os diferentes valores de propor¢do para este ensaio foram baseados nos trabalhos
da literatura (variacdo entre H2SO4; de 0,50 a 55,00% v.v'!) e nos ensaios preliminares que
testaram uma faixa de proporg¢des entre 1,00 e 8,00% v.v'! para este 4cido na hidrolise da casca

de batata.
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Tabela 7 - Variaveis do planejamento fatorial e seus respectivos valores decodificados para o
ensaio com H2SO4 como hidrolisante

Cadigo Variaveis -1,41 -1,00 0,00 +1,00 +1,41

Xi Concentragdo de casca 38,79 45,00 60,00 75,00 81,21
de batata (g.L'")

X2 Proporgao de 2,17 3,00 5,00 7,00 7,83
hidrolisante (%)

O planejamento do tipo DCCR ¢ baseado em uma equacao polinomial de segunda ordem

para as variaveis estudadas, como apresentado pela Equagao (2):

Y= B0+Z Bi Xi+z Bixixj+ Z Bii Xi2 (2)

Em que Y representa a variavel resposta, foa constante, Bi o coeficiente do efeito linear,
Bii o coeficiente do efeito quadratico, Bij o coeficiente da interagdo dos efeitos, xi e xj 0 nivel
codificado das variaveis Xi (fator: concentracdo de casca de batata hidrolisada) e Xj (fator:
proporc¢ao de composto hidrolisante). Para este estudo a variavel resposta representa a produgao
acumulada de H2, em mL.L!. A Equag¢io quadratica (2) foi usada para grafar as superficies de
resposta para os efeitos das varidveis independentes sobre a variavel resposta (Y - producao
fermentativa de Hy).

As matrizes dos planejamentos experimentais propostas pelo DCCR estdo apresentadas
na Tabela 8. Os experimentos realizados para cada composto hidrolisante sdo denominados de
ensaios. Nos 3 ensaios (ensaio 1: NaOH 6M; ensaio 2: HCI 30%; ensaio 3: H2SO4) as condigdes
operacionais dos reatores foram mantidas constantes. O pH foi ajustado 7,00; a temperatura em
37 °C e rotagdao em 150 rpm.

Os resultados do DCCR foram submetidos a testes ANOVA, realizado para obter-se o
valor de Fcalculado e comparéa-lo ao Ftabelado. O modelo é considerado estatisticamente

significativo quando o valor de Fcalculado ¢ maior que o valor de Ftabelado. Todos os testes
estatisticos foram realizados utilizando o programa STATISTICA 10.0®. A RSM foi aplicada

com o conjunto de dados do DCCR para a obtengao das faixas 6timas de produgdo acumulada
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de Hz, mostrando graficamente os efeitos individuais e das combinacdes das varidveis

independentes analisadas sobre a producao de Ha.

Tabela 8 - Matrizes do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para os ensaios
em bateladas

Concentracao de casca de Propor¢ao de

batata hidrolisante
Reator (X1 (gL (xi) (X2) (%v. v (x))
1 75,00 +1,00 4,00* ou 7,00 ** +1,00
2 75,00 +1,00 2,00* ou 3,00 ** -1,00
3 45,00 -1,00 2,00* ou 3,00%* -1,00
4 45,00 -1,00 4,00* ou 7,00%* +1,00
5 81,21 +1,41 3,00* ou 5,00** 0,00
6 60,00 0,00 4,41* ou 7,83 ** +1,41
7 38,79 -1,41 3,00* ou 5,00 ** 0,00
8 60,00 0,00 1,59*% ou 2,17 ** -1,41
9 60,00 0,00 3,00* ou 5,00** 0,00
10 60,00 0,00 3,00* ou 5,00%** 0,00
11 60,00 0,00 3,00* ou 5,00** 0,00

Legenda: X1: concentrag@o de casca de batata; xi: valor codificado da variavel concentragdo da casca de batata;

X2: proporg¢do de hidrolisante; xj: valor codificado da variavel propor¢ao de hidrolisante

*Valores de propor¢des de NaOH 6M e HCI 30% no ensaio fermentativo que teve NaOH 6M e HCI 30% como
hidrolisantes, na etapa de hidrolise quimica.

**Valores de propor¢des de H,SOy4 utilizadas no ensaio fermentativo que teve o 4cido sulfiirico como hidrolisante.

na etapa de hidrolise quimica.

4.3 MEIO NUTRIONAL

Foi adicionada uma solucdo de nutrientes aos reatores com objetivo de complementar

as necessidades metabdlicas dos microrganismos. O meio nutriente utilizado foi proposto por
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Del Nery (1987), com os seguintes reagentes quimicos e suas concentragdes, mostrados na

Tabela 9.

Tabela 9 - Composi¢ao do meio nutricional Del Nery adicionada nos ensaios em batelada

Nutrientes Concentragio (g.L1)
CH4N20 125,0
NiSO4.6H20 1,00
FeSO4.7H20 5,00
FeCl3.6H20 0,50
CaCl2.2H20 47,00
CoCl2 0,08
SeO2 0,07
KH2PO4 85,00
K2HPO4.3H20 21,70
Na2HPO4.7H20 33,40

Fonte: Adaptado de Del Nery (1987)

4.4 INOCULO E MONTAGEM DOS REATORES

O in6culo utilizado para fermentacao escura de casca de batata no presente trabalho foi
proveniente de lodo granular metanogénico, oriundo de um reator anaerdbio de fluxo
ascendente e manta de lodo (Upflow Anaerobic Sludge Blanket, UASB) mesofilico destinado
para o tratamento das aguas residudrias geradas no abatedouro de aves, Avicola Dacar S/A
(Tieté&/SP).

Objetivando-se a sele¢do das bactérias geradoras de hidrogénio o lodo foi tratado
termicamente de acordo com a metodologia proposta por Kim, Han e Shin (2006). O método
consistiu em aquecer o lodo a temperatura de 90 °C por 10 minutos sob constante
homogeneiza¢ao. Em seguida foi aplicado um choque térmico no lodo em banho de gelo até

atingir a temperatura de 25 °C (MAINTINGUER et al., 2008).
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A montagem dos reatores em batelada ocorreu apdés o pré-tratamento térmico do
in6culo. Foram utilizados frascos Duran® de 1 L (500 mL de volume de trabalho). Nestes
frascos foram adicionados: a polpa hidrolisada com a casca de batata e o meio nutricional Del
Nery. A inoculagdo ocorreu com o lodo pré-tratado a 10,00% v.v'' do volume de trabalho do
frasco Duran®. O pH do meio liquido foi ajustado para 7,00 com auxilio de HC1 30% e NaOH
6M. Em seguida foi purgado gas N2, durante 10 minutos para favorecer as condi¢des anaerobias.
Os frascos, entdo, foram selados com rolhas de borracha e transportados para a incubadora a 37
°C e agitacdo de 150 rpm. O pré-tratamento do lodo (a), e a inoculagdo e a montagem dos

reatores (b) sdo apresentados no fluxograma da Figura 8.

Figura 8 - Fluxograma das etapas de pré-tratamento térmico do indculo e de montagem dos
reatores

TRATAMENTO TERMICO DO INOCULO a)

90 °C por 10 minutos

MONTAGEM DOS REATORES

um .”7\ R N
pg.o_d-s.oo pH 7301’ .

Casca hidrolisada 10%v v'! inéculo Meio nutricional Ajuste de pH 10 min

Fonte: Elaboragao propria

4.5 METODOS ANALITICOS

As analises de pH, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Solidos Suspensos Totais
(SST), Solidos Suspensos Fixos (SSF), Solidos Suspenses Volateis (SSV) e Solidos Volateis
Totais (SVT) foram realizadas de acordo com o Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2012). A determinagdo da concentragdo total de
carboidratos (expresso em glicose) na amostra liquida de cada reator foi mensurada pelo método

espectrofotométrico (DUBOIS et al., 1956). Para a concentracao de sulfato no meio liquido foi



75

realizada a analise por meio do método turbidimétrico SulfaVer 4® da Hach 8051, aceito pela

USEPA para analises de aguas residuarias.

4.5.1 Determinacio da composicio da casca de batata

Foram utilizadas 4 amostras para a determinacao da composi¢ao da casca de batata em
diferentes condicdes: 1) casca de batata in natura, i1) casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v°
I'de NaOH 6M, iii) casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de HCI 30%; iv) casca
hidrolisada com 5,00% v.v'! de H2SO4 (todas as proporgdes correspondem aos valores
determinados para os pontos centrais da matriz de planejamento de cada hidrolisante). Para o
preparo das amostras, foi realizada a secagem em estufa a 55 °C por 24 horas das 4 amostras de
casca de batata. Em seguida, as amostras foram moidas em moinho de facas, tornando as
amostras secas ¢ homogéneas. A composicdo de cada casca foi analisada com base nas
concentragdes de celulose, hemicelulose (carboidratos), lignina, umidade e cinzas.

A metodologia de determinagdo de carboidratos proposta por Sluiter et al. (2006) foi
realizada de acordo com o protocolo do National Renewable Energy Laboratory. Foram
pesados uma massa de amostra seca ¢ homogénea de 0,30 g + 0,10 g e inicialmente retirou-se
0s extrativos (compostos que ndo sao constituintes da parece celular vegetal) utilizando
ciclohexano: etanol (1:1) por 5 horas, e 4gua destilada por 1 hora. Além disso, determinou-se a
lignina Klason, lignina soltivel (205 nm) e cinzas.

Durante a analise de lignina realizou-se hidrolise do material lignocelulésico utilizando
uma proporgio de 72,00% p.p! de 4cido sulfiirico (H2SO4). Em seguida, o material foi deixado
a 30 °C por 1 hora em banho maria, diluido com 42 mL de 4gua destilada, submetidos a
autoclave (121 °C e 1 atm) por 1 hora. Por fim, com as amostras em temperatura ambiente, foi
ajustado o pH entre 5,0 ¢ 9,0 com bicarbonato de calcio (CaCOs3) e finalmente as aliquotas
liquidas foram filtradas (1,2 um) (SLUITER et al., 2006). A partir deste hidrolisado foi
determinada a composi¢do de carboidratos por cromatografia liquida, sendo considerado que
na biomassa lignoceluldsica os monossacarideos ligam-se em cadeias. Portanto, os
monossacarideos quantificados foram corrigidos com o fator de hidratagdo de 0,88 para
pentoses (xilose e arabinose) e 0,90 para hexoses (glicose, galactose € manose). Apos a corre¢ao
foram obtidos os teores de glicana (polimero de glicose), xilana (polimero de xilose), galactana
(polimero de galactose), arabinana (polimero de arabinose) e manana (polimero de manose)

(AHMAD et al., 2018).
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Os carboidratos foram quantificados em HPLC (Shimadzu®) equipado com coluna
Aminex HPX-87P (300 mm x 7,8 mm, BioRad) e software Class-VP (Shimadzu®). H2SO4

0,005M (0,01N) foi utilizado como fase movel e temperatura do forno foi mantida a 43 °C.

4.5.2 Producio e composi¢cao do Biogas

A medicdo da producdo volumétrica do biogés gerado foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Walker et al. (2009), em que o volume do biogas ¢ mensurado
baseado no deslocamento da coluna contendo uma solugao salina acidificada.

A andlise para determinacdo dos componentes presentes no biogéds produzido foi
realizada por Cromatografia Gasosa de acordo com a metodologia exposta por Santos et al.
(2014). Para tanto, 1,0 mL de amostra do biogas foi coletada no dos reatores utilizando-se uma
seringa gas tight. O teor de H2 (% H2) foi determinado pela quantidade de H2, em moles,
dividida pela quantidade total de todos os constituintes (H2 e COz), expresso em moles. Os
limites de detec¢do para a analise da composi¢ao do biogas por cromatografia foram 0,902 pumol
para H2 e 0,474 umol para o CO2. O gés coletado foi analisado em cromatdgrafo gasoso da
marca Shimadzu modelo GC-2010, Japan, equipado com detector de condutividade térmica
(TCD) e coluna capilar Carboxen 1010 PLOT (30 m x 0,53 mm) Sigma-Aldrich, sendo o

argonio utilizado como gés de arraste.

4.5.3 Determinacio de Alcoois e Acidos Organicos Volateis

A determinagdo e quantificacdo de alcoois e acidos organicos volateis foram realizadas
por cromatografia gasosa, segundo o método de headspace, com sistema acoplado de
amostrador automatico de inje¢do de amostras. O gas coletado do headspace foi analisado em
cromatografo marca Shimadzu modelo GC-17A equipado com detector de ionizacao de chama
(FID, Flame Ionization Detector) e coluna capilar DB-WAX, de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
com H¢élio como gés de arraste (PARANHOS; SILVA, 2018).

4.6 VALIDACAO DO MODELO DE PRODUCAO H»
A fim de validar os ensaios realizados com os trés hidrolisantes (NaOH 6M. HCI 30%

e H2SO4) para o modelo de producdo acumulada de H2 em fungdo da concentragdo de casca de

batata e da propor¢ao adicionada de hidrolisante foi realizado um ensaio de validagdo. Para este
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ensaio foi realizada a analise grafica dos resultados da produ¢ao acumulada de H2 na faixa 6tima
das superficies de respostas, utilizando RSM. Com base nestas analises foram identificados os
valores das variaveis independentes dos experimentos (melhores concentracdes de casca de
batata e proporgdes de cada um dos trés hidrolisantes) que possibilitaram as maiores produgdes
de Hz2, como no fluxograma apresentado na Figura 9. A faixa 6tima predita da superficie de
resposta foi observada a partir do programa STATISTICA 10.0%.

Com base na superficie de resposta foram selecionados os valores de concentragao de
casca de batata e proporcao de hidrolisante que possibilitaram maiores produgdes de H2. Em
seguida, foram realizadas novas fermentagdes com os valores de concentragdo de casca de
batata e propor¢ao de cada composto quimico otimizados. Foram montados um reator, em
duplicata, para a fermentacdo cada um dos trés hidrolisante. As condi¢des fermentativas de pH
(7,0), temperatura (37 °C), agitagdao (150 rpm), volume de trabalho dos frascos Duran® (500
mL) foram mantidos. Por fim, foram avaliadas as similaridades entre as produ¢des de Hz das
fermentagdes com as melhores concentragdes de casca de batata e propor¢des de compostos

quimicos e os valores de producao de Hz obtidos nas fermentagdes do ensaio de validagao.

Figura 9 - Fluxograma da escolha de varidveis otimizadas para realiza¢cdo do ensaio de
validagao
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Fonte: Elaboragao propria



78

4.7 ANALISES CINETICAS

Os dados de produ¢do acumulada de H> foram ajustados por meio da equagdo de
Gompertz, modificada por Zwietering et al. (1990). A partir desta equa¢do modificada
(Equacao (3)) foi possivel estimar o potencial de producao de acumulada de Ha, a taxa maxima

de producdo de hidrogénio e o tempo da fase lag (tempo para iniciar a fermentagao).

H =P xexp {—exp [% A-t)+ 1]} (3)

Em que:

H= Produgdo acumulada de H2 (mL.L™!"); P= Potencial maximo de produ¢do de H2 (mL.L");
Rm= Taxa maxima de producdo de H2 (mL.L"".h'"); e= 2,718281828; A= Tempo de inicio da
fermentagao (h) (fase lag.)

Foram selecionadas distintas condi¢des da casca de batata inglesa para a realizacao dos
ajustes na equacao. As condigdes selecionadas foram: i) fermentagdo da casca de batata sem
pré-tratamento; ii) fermentacdo com 75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada a 4,00 e
2,00% v.v'!' de hidrolisante, nos ensaios com NaOH 6M e HCI 30%, e 7,00 e 3,00% v.v'! no
ensaio com H2SO4; e iii) fermentagdes das cascas nos experimentos do ensaio de validagao
(reatores selecionados na faixa 6tima de producao de Hy).

A avaliacao das condigdes do ponto (ii) teve o intuito de avaliar o efeito de diferentes
proporcdes de hidrolisante utilizando a mesma concentracao de hidrolisado da casca de batata

(75,00 g.L"). Os dados de produgdo acumulada de hidrogénio pelo tempo de fermentagdo foram

ajustados a0 modelo de Gompertz modificado utilizando o software STATISTICA 10.0®.

4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DA CASCA DE BATATA

Foi realizada a microscopia eletronica com o microscopio de medigdo a laser 3D LEXT
OLS4000, projetado para geragdo de imagens em nivel de nandmetro, medi¢ao 3D e medigao
de rugosidade, no Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural (LCE), na UFSCar. As anélises
tiveram como objetivo auxiliar na observagdo e compreensao da estrutura fisica (rugosidade)
da casca da batata e o efeito do pré-tratamento (trituragao e hidrélise quimica) sobre a estrutura

rigida da parede celular vegetal. O LEXT OLS4000 emprega um sistema confocal duplo recém-
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desenvolvido, permitindo que o este aparelho capture uma imagem nitida das amostras que
apresentam niveis de refletividade extremamente variados (OLYMPUS, 2020).

Foram escolhidas 4 amostras. As duas primeiras tiveram o intuito de observar o efeito
da triturag¢@o na estrutura lignoceluldsica, comparando-a com a estrutura da casca inteira. Desta
forma foram analisadas: 1) a casca de batata inglesa in natura cortada; ii) a casca de batata in
natura cortada e triturada. As amostras iii) e iv) foram analisadas para observar a a¢ao dos
compostos hidrolisantes na estrutura do residuo da batata inglesa. Foram selecionados apenas
o melhor e o pior compostos quimicos sobre a produ¢cdo acumulada de H2. A condicdo da
amostra iii) € a casca cortada, triturada e hidrolisada com o melhor hidrolisante e a amostra iv)
a casca cortada, triturada e hidrolisada como pior hidrolisante (propor¢des dos compostos

selecionadas correspondente aos pontos centrais da matriz do DCCR).
4.9 DESCRICAO GERAL DOS EXPERIMENTOS

Os ensaios realizados foram desenvolvidos de acordo com as etapas descritas: i) foram
analisadas as matrizes do DCCR no Planejamento Experimental, com auxilio do programa
STATISTICA 10.0°, para obter o numero de ensaios realizados e a configuracao das condigdes
experimentais; ii) a casca de batata foi preparada (cortada e pesada) para o pré-tratamento
(trituragdo e hidrolise quimica a 55 °C, em estufa, por 1 hora); iii) ajuste do pH (entre 7,00 e
8,00) do hidrolisado da casca de batata; iv) tratamento térmico do lodo a 90 °C durante 10
minutos, € banho de gelo para o choque térmico; v) inoculagdo; vi) adicao de solugdo nutricional
Del Nery; vii) ajuste de pH do reator para 7,00; viii) purga do gas N2 durante 10 minutos; ix)
fermentagdo da casca de batata em incubadoras com rotacdo de 150 rpm e temperatura de
37 °C. Estas etapas foram desenvolvidas para todos os ensaios (ensaio 1: NaOH 6M; ensaio 2:
HCI1 30%; ensaio 3: H2SOs; ensaio 4: validagdo). Este ultimo ensaio foi realizado com base nas
fermentagdes mais eficientes na producdo de H: para cada hidrolisante, identificadas por
superficies de respostas. Os parametros cinéticos: potencial maximo de Hz; tempo para o iniciar
fermentacdo (fase lag) e taxa maxima de producdo de Hz foram analisados para as fermentacdes
do ensaio de validagdo. Estes parametros cinéticos também foram avaliados para verificar a
influéncia da proporcao de hidrolisante nos reatores 1 e 2 de cada ensaio fermentativo (ensaio
1:NaOH 6M; ensaio 2: HCI 30%; ensaio 3: H2SO4). Por fim, foram realizadas anélises da
composicdo e microscopicas da casca da batata in natura. Nas andlises de composicao ainda
foram avaliadas as cascas hidrolisadas com cada um dos trés compostos quimicos. Na analise

microscopica foram observadas a estrutura da casca da batata apds a trituracdo, e apds a
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hidroélise quimica com o melhor e o pior hidrolisante para a produgao fermentativa de H>. Na

Figura 10 estdo apresentados os experimentos realizados.
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Figura 10 - Fluxograma geral das metodologias empregadas
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESEMPENHO FERMENTATIVO DA CASCA DE BATATA HIDROLISADA COM
DIFERENTES HIDROLISANTES QUIMICOS

Nesta subsecdo sdo avaliados o desempenho da fermentagdo escura da casca de batata
hidrolisada com trés distintos compostos quimicos (H2SO4; HCI 30% e NaOH 6M). Os efeitos
da concentragdo de substrato (casca de batata hidrolisada) e propor¢des de hidrolisantes
(H2SO04; HCI1 30% e NaOH 6M) foram observados sobre as mudancas de pH, a conversao de
carboidratos totais, a fragdo de H2, sua produgdo e rendimento por grama de carboidrato
consumido e por grama de casca de batata adicionada. Os ensaios realizados com H2SO4, HCI
30% e NaOH 6M resultaram em diferentes performances e, consequentemente, produgdes
variadas de Hz. Todos os 3 ensaios (NaOH; HCI 30% e H2SO4) ocorreram sob as seguintes
condi¢des operacionais: temperatura de 37 °C, pH inicial 7,00 + 0,10 e agitagdo rotacional de
150 rpm, em incubadoras. Os resultados apresentados sdo as médias dos reatores que
representam cada um dos onze experimentos da matriz do planejamento experimental para cada

hidrolisante.

5.1.1 Fermentac¢ao da casca de batata hidrolisada com H>SO4

O ensaio da casca de batata hidrolisada com H2SO4 durou 18 dias (432 horas). Na Tabela
9 ¢ exposto o conjunto de dados com os valores iniciais e finais de pH, concentracdo de
carboidrato total disponibilizados apds a hidrolise quimica (carboidrato inicial) e apds a
fermentagdo (carboidrato final) e conversdo de carboidrato. Durante o processo fermentativo
da casca hidrolisada com H2SO4 ocorreu a variacao do valor de pH inicial 7,00 para os valores
entre 5,01 (reator 3: 45,00 g.L"! de casca e 3,00% v.v'' de H2SO4) e 6,56 (reator 7: 81,21 g.L"!
de casca e 5,00% v.v'' de H2SO4). A redugdo de pH pode ser explicada pela conversio de
carboidratos totais em produtos do processo fermentativo, como os metabdlitos soluveis, CO2
e H> (BUNDHOO; MOHEE, 2016).

As concentragdes de carboidratos totais logo apds a hidrolise quimica com H2SO4
(concentragdo de carboidrato inicial) nos reatores variou entre 0,43 ¢ 2,12 g.L'! nos reatores 7
(38,79 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de hidrolisante) e 1 (75,00 g.L"! de casca de batata/
7,00% v.v'! de hidrolisante), respectivamente. A concentracio de carboidrato inicial do reator
1 (75,00 g.L!' de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v-'de H2SOs4) foi de 2,12 g.L"!. No
reator 2 (75,00 g.L ! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4) a concentragio
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de carboidrato inicial foi de 1,41 g.L'. Nos reatores 1 e 2 foram adicionados a mesma
concentragio de casca de batata (75,00 g.L"). Entretanto, apds a hidrolise com maior volume
de H2S04 no reator 1 (7,00% v.v'!") foi liberado no meio liquido 33,5% a mais de carboidratos
do que no reator 2 (3,00% v.v'!). Isto demonstra que para a fermentacio de casca de batata, a
disponibilizagdo de carboidrato ¢ influenciada pela quantidade de H2SO4 utilizada na hidrolise.
A mesma performance pode ser observada comparando os reatores 3 (45,00 g.L"!' de casca de
batata hidrolisada com 3,00% v.v''de H2SO4) e 4 (45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 7,00% v.v'de H2SO4). A maior quantidade de hidrolisante no reator 4 disponibilizou maior

concentragio de carboidrato (1,00 g.L™") do que o reator 3 (0,75 g.L™).

Tabela 10 - Valores de pH e carboidratos iniciais e finais do ensaio em batelada com a casca da
batata pré-tratada com H2SO4 em diferentes proporgoes

Reator pH pH Final C inicial C final (g.L ) Consumo de
Inicial (g.L) Carboidratos (%)

1 7,03 5,12 2,12 1,22 42,50

2 7,07 5,14 1,41 0,18 86,90

3 7,03 5,01 0,75 0,10 86,87

4 7,08 5,86 1,00 0,20 79,52

5 7,07 5,50 1,66 0,38 76,87

6 7,06 5,53 1,52 0,73 51,97

7 7,01 6,56 0,43 0,14 66,32

8 7,01 5,05 0,59 0,16 72,34
Central 7,06 5,87 0,84 0,15 82,32

Legenda: C iiciai: concentragdo inicial de carboidrato; C finai: concentraggo final de carboidrato. Reator 1 (75,00
g.L! de casca de batata/7,00% v.v'! de H,SO,); reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HySOu);
reator 3 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de H»SO4); reator 4 ( 45,00 g.L-!' de casca de batata/ 7,00 %
v.v'! de H,SO4); reator 5 ( 81,21 g.L-! de casca de batata/ 5,00% v.v'' de H,SO,); reator 6 (60,00 g L' de casca
de batata/ 7,83 % v.v'! de H2SOy); reator 7 ( 38,79 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de H,SO,); reator 8
(60,00 g.L! de casca de batata/ 2,17% v.v'! de H,SO4); reator ponto central ( 60,00 g.L"! de casca de batata/
5,00% v.v'! de H,SOy).
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As concentragdes de carboidrato no final das fermentagdes variaram entre 0,10 e
1,22 g.L'!, nos reatores 3 (45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'de H2SO4)
e 1 (75,00 g.L! de casca de batata/ 7,00% v.v'! de H2SO4), respectivamente. O consumo de
86,90% de carboidrato foi observado no reator com 75,00 g.L! de casca pré-tratada com 3,00%
v.v'!de H2SO4 (reator 2). No entanto, foi observado consumo de apenas 42,50% de carboidrato
no reator com a mesma concentragiio de casca de batata (75,00 g.L™!) hidrolisada, porém, com
7,00% v.v'! de H2SO4 (reator 1). No reator 2 (3,00% v.v'! de H2SO4) foi observado consumo de
carboidrato 51,10 % superior ao reator 1 (7,00% v.v'! de H2SO4). Estes resultados podem ser
explicados pela produg¢do de compostos inibitdrios, ou seja, quanto maior a concentragao de
H2SO4 maior a inibi¢do. Fangkum e Reungsang, 2011, observaram que durante a hidrolise 4cida
(1,00% v.v''de H2SO4 a 121 °C) do bagago de cana, uma pequena parte da lignina é degradada,
produzindo distintos compostos aromaticos. Entre estes compostos aromaticos, os fendlicos,
como o furfural e o hidroximetilfurfural (HMF), se destacaram como os mais inibidores.

Pattra et al. (2008) utilizando H2SO4 para hidrolisar o bagaco de cana notaram uma
tendéncia do aumento significativo de furfural nos reatores com maiores concentragdes de
H2S04. Os autores analisaram em diferentes propor¢des de H2SO4 (0,25 a 7,00% % v.v'! de
H>S04) distintas concentragdes de furfural (entre 0,12 e 1,30 g. L™!). Na proporcdo de 0,25 e
3,00% v.v'! de H2SO4 foram registradas concentragdes de 0,12 e 0,61 gL' de furfural,
respectivamente. Pattra et al. (2008) observaram uma maior concentragdo de furfural (1,30 g.L°
1) no reator com o bagaco de cana hidrolisado a 7,00% % v.v'! de H2SOs. Este composto, de
acordo com Ko et al. (2015), pode afetar a atividade enzimatica dos microrganismos na
fermentagao, diminuindo seu desempenho de conversao de carboidratos.

A potencial inibi¢do pode ser observada também ao comparar os resultados dos reatores
3 (45,00 g.L ! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v''de H2SO4) e 4 (45,00 g.L"! de casca
de batata hidrolisada com 7,00% v.v''de H2SO4). A maior propor¢io de acido utilizada na
hidrolise da casca de batata do reator 4 (7,00% v.v''de H2SO4) possibilitou um consumo de
carboidrato de 79,52%. Este percentual ¢ 8,50% inferior ao do reator 3(86,90%) com uma
menor propor¢io de hidrolisante (3,00% v.v-'de H2SOa4).

Fangkum e Reungsang (2011) realizaram o pré-tratamento do bagago de cana com
1,00% v.v'! de H2SO4 e observaram um consumo de 86,19% de carboidratos. As condicdes
operacionais utilizadas pelos autores foram de 37 °C e agitagdo de 150 rpm, com valor inicial
de pH de 6,50. O resultado de consumo de carboidratos analisado por Fangkum e Reungsang
(2011) foi semelhante ao do reator 2 do presente trabalho (86,90%) em que a casca de batata

foi hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4. O aumento da propor¢do de H2SO4 na fermentagio



85

da casca de batata diminuiu o consumo de carboidratos (reator 1: 7,00% v.v'! de H2SOs;
consumo de carboidrato de 42,50%). Porém, a influéncia das propor¢des na conversdo de
carboidratos em outros substratos, como o bagaco de cana, ¢ diferente. A proporcdo de 3,00%
v.v' de H2SO4 utilizada para hidrolisar a casca de batata ¢ 66,60% superior a propor¢do
utilizada por Fangkum e Reungsang (2011) (1% v.v'! de H2SO4) e o efeito das duas propor¢des
sobre a conversao de carboidratos foi semelhante (99,18% de similaridade).

Na Figura 11 sdo apresentadas as producdes volumétricas de Hz de todos os
experimentos em que foi utilizada a casca de batata hidrolisada com H2SO4. As diferentes
condi¢des de concentragdo de substrato e proporcdo de H2SOs ocasionaram diferentes
produgdes de Ha e distintas duragdes para as fermentacdes iniciarem. Os diferentes tempos de
duracdo da fase lag (fase de adaptagdo dos microrganismos) variaram entre 18 e 75 horas nos
reatores 8 (60,00 g.L!' de casca de batata/ 2,17% v.v'!' de hidrolisante) e 6 (60,00 g.L! de casca
de batata/ 7,83 % v.v'' de hidrolisante), respectivamente. A diferenca entre as fases lag dos
reatores 6 (75h) e 8 (18 h) foi de 57 horas. A concentracdo de casca de batata hidrolisada para
os dois reatores foi de 60,00 g.L"!, porém no reator 6 (7,83 % v.v'') a quantidade de H2SO4 foi
72,3 % superior ao do reator 8 (2,17% v.v'!). Esta diferenga de proporgdo de H2SO4 pode ter
dificultado a adaptacdo dos microrganismos no reator 6 contribuindo para uma maior fase lag
(75 h).

Cao et al. (2009) realizaram o pré-tratamento da palha de milho com uma propor¢ao de
H2S04 de 1,69% v.v'! e observaram uma fase lag de somente 4 horas. Semelhante ao presente
trabalho, os autores afirmaram que a quantidade de inibidores aumenta diretamente com o
aumento da concentragao de acido utilizado no pré-tratamento. A propor¢ao de H2SO4 (1,69%
v.v!) utilizada por Cao et al. (2009) foi inferior aos valores utilizados nos experimentos do
presente trabalho (entre 2,17% v.v''e 7,83 % v.v'! de H2SO4) e sua fase lag durou 86,40% a
menos que a duragdo do reator 8 (18 h), reator com uma menor fase lag neste experimento. Este
resultado assegura a hipdtese de influéncia da propor¢ao de H2SO4 no tempo da fase lag. Além
deste fator, a temperatura utilizada por Cao et al. (2009) foi de 60 °C, superior a temperatura
utilizada nos reatores do presente estudo (37 °C). A elevada temperatura pode também ter
influenciado na velocidade das atividades dos microrganismos (ELBESHBISHY et al., 2017),
e contribuido para o menor tempo (4 h) observado por Cao et al. (2009). Os autores utilizaram
como indculo a cultura pura de 7. thermosaccharolyticum, microrganismos que apresentam alta
performance metabolica em elevadas temperaturas. Na cultura mista utilizada na fermentagao
da casca de batata havia uma variabilidade de microrganismos ¢ diferentes performances

metabolicas.
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A producdo maxima acumulada de Hz para os reatores do ensaio com a fermentacdo da
casca de batata hidrolisada com H>SO4 variou entre 2,44 mLH>.L"' e 268,49 mLH>.L"! nos
reatores 7 (38,79 g.L'! de casca de batata; 5,00% v.v'!' de hidrolisante) e 2 (75,00 g.L! de casca
de batata; 3,00% v.v'!' de hidrolisante), respectivamente. A produ¢des de Hz no reator 7
(2,44 mLH2.L' ") foi 99,10% inferior ao do reator 2 (268,49 mLH>.L!). O consumo de
carboidratos nestes reatores foram de 66,32 e 86,90% para os reatores 7 (38,79 g.L'! de casca
de batata; 5,00% v.v'! de H2SO4) e 2 (75,00 g.L"! de casca de batata; 3,00% v.v'! de H2SO4),

respectivamente.

Figura 11 - Produ¢ao volumétrica acumulada de hidrogénio da fermentacao do hidrolisado da
casca de batata pré-tratada com o hidrolisante H2SO4 em diferentes proporcdes
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Legenda: 1- reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/7,00% v.v'! de HySO4); 2- reator 2 ( 75,00 g.L! de casca de
batata/ 3,00% v.v'! de H,SO4); 3- reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HySOy); 4- reator 4 (
45,00 g.L! de casca de batata/ 7,00 % v.v'! de H,SOy); 5- reator 5 ( 81,21 g.L*! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de
H2S04); 6- reator 6 (60,00 gL' de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de H,SO,); 7-reator 7 (38,79 g.L"! de casca de
batata/ 5,00% v.v'' de H2SO4); 8- reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 2,17% v.v"! de HySO4); central — reator
ponto central ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de H,SO4).

O volume maximo acumulado de 3305,00 mLH2.L™! foi produzido na fermentagdo da
palha de milho hidrolisada com 1,69% v.v'! de H2SO4, realizada por Cao et al. (2009) em 60 °C.
Diferentemente de Cao et al. (2009), Nissilé et al. (2012) hidrolisaram polpas de bétula e de
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coniferas com H2SO4 a proporgdo de 55,00% v.v'! produzindo o volume maximo acumulado de
75,60 mLH2.L™! a partir dos hidrolisado da polpa de conifera e 616,00 mLH>.L™' a partir dos
hidrolisado da polpa de bétula. Nissild et al. (2012) utilizaram condigdes operacionais
semelhantes ao do presente trabalho (temperatura de 37 °C, pH 7,00 e agitagdo de 150 rpm).
Ademais, Chong et al. (2013) registraram um volume méaximo acumulado de 690,00 mLH».L!
a partir do hidrolisado do cacho do fruto do dendezeiro, utilizando o composto H2SO4 a uma
proporgdo de 6,00% v.v'' a 120 °C, durante 15 minutos. A fermentagdo do cacho de fruto do
dendezeiro ocorreu sob condigdes operacionais de temperatura a 35 °C e pH 5,50. Os volumes
maximos acumulados de Hz produzidos nos trabalhos de Cao et al. (2009) (3305,00 mLH2.L"
1, Nissili et al. (2012) (616,00 mLH2.L"!') e Chong et al. (2013) (690,00 mLH2.L"') a partir
das fermenta¢des dos hidrolisados da palha de milho, polpa da bétula e cacho do fruto do
dendezeiro, respectivamente, hidrolisados com H2SOs4. Estes valores sdo superiores (91,87%;
56,41%; 61,08%, respectivamente) ao volume méaximo acumulado de Hz obtido na fermentagao
do da casca de batata hidrolisados com H2SO4 (268,49 mLH2.L™!). Estas diferengas podem ser
explicadas devido as diferentes propor¢des de H2SOas, condi¢cdes de pré-tratamento e
composi¢des dos residuos.

De acordo com Taherdanak, Zilouei e¢ Karimi (2016) a conversdo de agucares
fermentéveis ¢ afetada diretamente por fatores como a superficie acessivel do residuo, o indice
de cristalinidade da celulose e lignina e o contetido de hemicelulose que constitui a biomassa
lignoceluldsica. As distintas biomassas lignocelulosicas apresentam diferentes composicdes de
celuloses, hemiceluloses, lignina (parte celuldsica) e amido (parte amilacea) que influenciam a
eficiéncia da etapa de hidrolise do residuo. A hidrolise da parte celulosica ¢ mais dificil que a
hidrolise da parte amildcea. Isto corrobora com os resultados das diferentes producdes de Hz
observadas nas fermentacdes dos residuos palha de milho (3305,00 mLH>.L™"), polpa de bétula
(616,00 mLH2.L"), polpa de conifera (75,60 mLH2.L "), cacho de fruto do dendezeiro (690,00
mLH2.L ') e casca de batata (268,49 mLH2.L™!") que possuem distintas composi¢des. Além
disto, os autores observaram que diferentes condi¢des de pré-tratamento utilizando 1,00% v.v-
"'de H2SO4 para hidrolisar a planta do trigo influenciam a disponibilizagio dos aglcares
fermentaveis. Taherdanak, Zilouei e Karimi (2016) verificaram que diferentes duragdes (10,
30, 60 ¢ 120 minutos) de reagdes das hidrolises com H2SO4 proporcionam concentragdes
distintas de agucares simples (glicose e xilose) na fermentagao sob temperatura de 37 °C. Nas
duragoes de 30 ¢ 60 minutos foram observados os aumentos de 11,85 e 18,42%,
respectivamente, das quantidades de actcares fermentaveis disponibilizados no meio quando

comparadas a fermentagao do residuo ndo tratado. Entretanto na hidrolise com 10 e 120 minutos
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duragdo foi verificado uma redugdo de 94,73 e 69,73% dos agucares fermentaveis
disponibilizados na fermentagdo. Estes resultados indicam ocorreu a degradacao de glicose e
xilose durante o pré-tratamento com duracdes de 10 e 120 minutos, sugerindo a necessidade de
determinar as melhores condi¢des de pré-tratamento.

Segundo Quéméneur et al. (2012), as distintas propor¢cdes de acido na hidrolise e
diferentes composi¢des dos residuos possibilitam efeitos diferentes da hidrolise acida sobre a
formag¢do de 4cidos soluveis, compostos fenolicos e derivados de furanos. Entre estes
compostos o furfural inibe fortemente os rendimentos de H2. Domanski et al. (2020) avaliaram
a fermentacdo de 14,28 g.L! de palha de centeio hidrolisada com H2SO4 para a produgio de
H2. Os autores analisaram a influéncia de diferentes propor¢des de H2SO4 (0,00; 1,00; 2,00;
5,00; 10,00 % v.v'') a 121 °C durante 1 hora sobre as produ¢des de Hz e de 4lcoois e acidos
organicos volateis. Domanski et al. (2020) verificaram que apesar da proporc¢ao de 10,00 % v.v-
! possibilitar a maior disponibiliza¢do de glicose no meio liquido (5,33 g.L'') em comparacio
as outras propor¢des de H2SO4 (0,00; 1,00; 2,00; 5,00% v.v'"), a producio de H: foi reduzida
em até 62,00%, indicando a inibig¢do por compostos furanos. Na Tabela 11 sdo apresentados os
rendimentos de Hz por casca de batata adicionado e por cada grama de carboidrato consumido
em cada reator. Os percentuais maximos de Hz e os volumes acumulados deste biogas em cada
reator também sdo expostos.

O percentual de Hz obtidas nas fermentagdes da casca de batata hidrolisada com H2SO4
variou entre 7,52% (reator 4: 45,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de H2SO4) e 52,00 %
(reator central: 60,00 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'' de H2SO4). O melhor desempenho
de producio de H2 (268,49 mLH2.L™!") ocorreu na fermentagdo com 75,00 g.L!' de casca de
batata hidrolisada a 3,00% v.v'! de H2SO4, no reator 2. Foram produzidos, neste reator, 3,58
mL de Hz por cada grama de casca de batata adicionada. A composi¢do maxima de H2 no meio
foi de 48,06%. Contudo, no reator 7 somente 2,44 mLH>.L"! foram produzidos. Neste reator
(reator 7) foram fermentados 38,79 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 5,00% de H2SO4.
O rendimento no reator 7 foi de 0,06 mL de H2 por grama de casca adicionada, obtendo um

percentual maximo de 27,62% de Ha.
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Tabela 11 - Composicao e produgdo volumétrica de hidrogénio no ensaio utilizando H2SO4 em
diferentes propor¢des como hidrolisante da casca de batata

Reator % de H; Volume mL de H; produzido = mL de H; produzido
acumulado de por g de casca por g de carboidrato

H; (mL.L?") adicionada (mL.g™) consumido (mL.g")

1 2591 19,46 0,26 21,58
2 48,06 268,49 3,58 218,78
3 43,13 49,46 1,10 76,24
4 7,52 4,22 0,09 5,32
5 37,62 187,20 2,31 146,55
6 28,13 11,90 0,20 15,00
7 27,62 2,44 0,06 8,65
8 38,29 90,02 1,50 211,91
Central 52,00 97,84 1,63 141,13

Legenda: Reator 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata/7,00% v.v'' de H,SO4); reator 2 ( 75,00 g.L! de casca de
batata/ 3,00% v.v'! de H,SO4); reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de H,SO,); reator 4 ( 45,00
g.L! de casca de batata/ 7,00% v.v'' de HoSO4); reator 5 ( 81,21 g.L"! de casca de batata/ 5,00% v.v'' de HySO4);
reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de H,SO,); reator 7 ( 38,79 g.L"! de casca de batata/ 5,00%
v.v'! de HoSOy); reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 2,17% v.v'! de H,SOs4); reator ponto central ( 60,00
g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de H,SOs).

O reator com menor rendimento de Hz por carboidrato consumido foi o reator 4 (45,00
g.L"! de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v'! de H2SOa), produzindo 5,32 mL.Ha. g!
de carboidrato consumido. Contudo, no reator 2 (75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'' de H2SO4) foi observado um rendimento de 218,78 mL.Hz. g de carboidrato
consumido. Estes valores de rendimentos reforgam a hipdtese de que elevadas proporgdes de
H2S04 (7,00% v.v!) disponibilizaram no meio liquido maiores concentragdes de compostos
inibitoérios como furfural, inibindo a conversdo de carboidratos da casca de batata a H>. No
trabalho de Nissild et al. (2012) os rendimentos obtidos a partir da polpa de conifera e da polpa
de bétula hidrolisadas com H2SO4 a 55,00% v.v'! foram, respectivamente, de 32,00 + 4,00
mLH2.g! de carboidrato consumido e 38,00 = 29,00 mL.g"! de carboidrato consumido com

H2S04 a 55,00% v.v''. Os rendimentos observados para a polpa de conifera (32,00 + 4,00
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mLH2.g! de carboidrato consumido) e polpa de bétula (38 + 29 mL.g"' de carboidrato
consumido) hidrolisadas com 55,00% v.v"' de H2SO4 foram 83,54 + 85,37% e 69,37 82,63%,
respectivamente, inferiores ao observado no reator 2, do presente trabalho, com a casca de
batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SOs. O alto valor de propor¢io (55,00% v.v'!)
utilizado por Nissild et al. (2012) pode ter ocasionado a inibi¢do das atividades dos
microrganismos €, consequentemente, os baixos rendimentos de H: pelo consumo dos
carboidratos disponiveis.

Propor¢do elevada de H2SO4 (7,00% v.v'' de H2SO4) apesar de facilitar a maior
liberagio de carboidratos no meio liquido (2,12 g.L™! (reator 1)), inibi as atividades metabolicas
e deduz a conversdo de carboidratos (42,50 % de consumo), ocasionando baixo rendimento de
H2 (21,58 mL.g"! de carboidrato consumido). Por outro lado, concentragio de casca de batata
mais elevada (75,00 g.L!) e baixa propor¢io de H2S04(3,00% v.v'!' de H2SO4 (reator 2)) ndo
afetam negativamente a disponibiliza¢io de carboidratos no meio liquido (1,41 g.L™! (reator 2))

e possibilita o maior rendimento de H2 (218,78 mL.g™! de carboidrato consumido).

5.1.2 Fermentacio da casca de batata hidrolisada com o HC130%

O ensaio com a casca de batata hidrolisada com HCI1 30% durou 9 dias (216 horas). Na
Tabela 12 sdo apresentados os valores de pH do inicio e final da fermentagao, as concentragdes
de carboidratos disponibilizados apds a hidrolise do substrato com HCI 30% (carboidrato
inicial) e no final da fermentacao (carboidrato final), assim como o seu percentual consumido.
Durante a fermentagdo da casca hidrolisada com HCI 30% ocorreu a redugdo do valor de pH
inicial 7,00 para o valor de 4,70 + 0,10 em todos os reatores. Esta redu¢do pode ser explicada
pela conversao de carboidratos no meio liquido em produtos da fermentagdo escura, como os
metabolitos soluveis, CO2 e Ho.

As concentragdes iniciais de carboidratos nos reatores do ensaio da fermentacdo da
casca de batata pré-tratada com HC1 30% variaram entre 0,26 ¢ 0,65 g.L"!, nos reatores 7 (38,79
g.L'! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de HCI 30%) e central (60,00 g.L"! de casca de batata/
3,00% v.v'! de HCI 30%), respectivamente. O reator central possui uma concentragdo de casca
de batata (60,00 g.L"!' de casca de batata) 35,35% superior a concentragdo de casca de batata do
reator 7 (38,79 g.L'! de casca de batata). Esta concentracio de casca de batata 35,35% superior
no reator central (60,00 g.L'! de casca de batata) possibilitou uma maior disponibiliza¢io de
carboidratos no meio liquido ap6s a hidrélise (0,65 g.L"!' de carboidratos) comparado ao reator

7 (0,26 gL' de carboidratos) (38,79 gL' de casca de batata). Apesar de distintas
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concentragdes de casca de batata (38,79 a 81,21 g.L!) e diferentes propor¢des de hidrolisantes
(1,59 a 4,41% v.v"! de HCI 30%) utilizadas na hidrolise quimica a concentragio inicial de
carboidrato ndo variou muito (0,50 + 0,30 g.L!). De forma semelhante, Cui et al., (2009)
observaram concentragdes similares de carboidratos disponibilizados no meio liquido dos
reatores apos a hidrolise acida da borra de cerveja com disntintas propor¢des de HCI. Os autores
variaram as propor¢des de HCI entre 0,50 e 4,00% v.v"! de HCI 30% e notaram que as
concentragdes de carboidratos no meio permaneceram entre 0,38 e 0,44 g.L'. Nas hidrolises da
borra de cerveja com 0,50 e 4,00% v.v-! de HCI 30% foram observados 0,38 e 0,44 gL,

respectivamente, de carboidratos liberados.

Tabela 12 - Valores de pH e carboidratos iniciais e finais do ensaio em batelada com a casca da
batata pré-tratada com HCI 30% em diferentes proporgdes

Reator pH pH Final C inicial C final Consumo de
Inicial (g.L) (g.L) Carboidratos (%)

1 7,06 4,81 0,50 0,19 62,00

2 7,02 4,76 0,36 0,15 58,33

3 7,02 4,87 0,47 0,18 60,75

4 7,07 4,84 0,32 0,20 37,70

5 7,06 4,69 0,48 0,17 64,58

6 7,04 4,80 0,54 0,28 47,92

7 7,04 4,76 0,26 0,22 15,45

8 7,02 4,84 0,38 0,25 35,33
Central 7,03 4,66 0,65 0,30 53,73

Legenda: C iiciai: concentragdo inicial de carboidrato; C finai: concentraggo final de carboidrato. Reator 1 (75,00
g.L! de casca de batata/4,00% v.v"! de HCI 30%); reator 2 ( 75,00 g.L-' de casca de batata/ 2,00% v.v"' de HCI
30%); reator 3 (45,00 g.L-! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de HC130%); reator 4 (45,00 g.L"!' de casca de batata/
4,00% v.v'! de HCI 30%); reator 5 ( 81,21 g.L-! de casca de batata/ 3,00% v.v"' de HCI 30%); reator 6 (60,00
g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de HCI 30%); reator 7 (38,79 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de HCI
30%); reator 8 ( 60,00 g.L!' de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de HCI 30%); reator ponto central ( 60,00 g.L"! de
casca de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%).
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As concentracdes de carboidratos no final da fermentacao variaram entre 0,15 e 0,30
g.L"!, observadas nos reatores 2 (75,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%) e
central (60,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%), respectivamente. O consumo
de 64,58% de carboidratos foi observado no reator com 81,21 g.L"! de casca pré-tratada com
3,00% v.v'! de HCI 30% (reator 5). No entanto, no reator com 38,79 g.L"! de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de HCI 30% (reator 7) houve um consumo de 15,45% de
carboidratos. O consumo do reator 5 (81,21 g.L"! de casca pré-tratada com 3,00% v.v"' de HCI
30%) foi 76,07% superior ao do reator 7 (38,79 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3,00%
v.v'l de HCI 30%). Isto pode ser explicado, pois, na concentragio de casca de batata do reator
5 (81,21 g.L'") foram liberados 0,48 g.L'! de carboidratos apos a hidrolise e no reator 7
(38,79 g.L!) foram liberados 0,26 g.L"! de carboidratos (45,83% inferior ao observado no reator
5). A maior concentragdo de carboidratos disponiveis (0,48 g.L!) no reator 5 (81,21 g.L!' de
casca de batata) acarretou o maior consumo de carboidratos (64,58%) neste mesmo reator.

Adeogun et al. (2018) investigaram o potencial cinético de producdo de glicose apos a
hidroélise da casca de mandioca com HCI. Os autores analisaram os efeitos das concentragdes
de casca de mandioca (10,00; 20,00; 50,00; 100,00; 200,00 g.L ") e de HCI (0,10; 0,30 e 0,50
mol. (dm®) ') a partir de planejamento experimental. As produgdes de glicose observadas nas
concentragdes de casca de mandioca 10,00 g.L"! (18,12 g.L!); 20,00 g.L! (27,70 g.L™!); 50,00
gLt (51,61 gLh); 100,00 gL' (77,55 g.LY); 200,00 gL' (97,46 g.L!) indicaram que o
aumento da concentragdo de casca de mandioca elevou a liberagao de glicose na fermentacao.
Estes resultados se assemelham ao que foi observado na fermenta¢do da casca de batata
hidrolisada com HCI 30%, neste estudo. O aumento de cascas de batatas de 45,00 (reator 4)
para 75,00 g.L" (reator 1) hidrolisadas com 4,00% v.v'' de HCI 30%elevou a liberagdo de
carboidratos de 0,32 a 0,50 g.L"!. Adeogun et al. (2018) observaram comparando as producdes
de glicose nas concentragdes de HCI que mais glicose foi disponibilizada no meio liquido na
concentracdo de 0,50 mol. (dm®) ~! (225,38 g.L'!) 38,33% e 6,70% superior a observadas nas
concentragdes 0,10 (138,98 g.L!) e 0,30 mol. (dm?) -! (210,27 g.L ). Diferente do observado
neste trabalho em que ndo foi possivel observar uma tendéncia na influéncia das proporg¢des de
HCI 30% sobre a disponibilizagio de carboidratos. Entre os reatores 1 (4% v.v'') e 2 (2,00%
v.v!) com 75,00 g.L! de casca de batata foi verificado um aumento de 28,00% na liberagio de
carboidratos ap6s a hidrolise na maior proporgio de hidrolisante (4,00% v.v"). Nos reatores 3
(2,00% v.v'!) e 4 (4,00% v.v'!) com 45,00 g.L ' foi observado a reducio de 31,91% na liberacio

de carboidratos ap6s a hidrolise com a maior propor¢do de HCI 30% (4% v.v'').
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O consumo de carboidrato méximo observado nos reatores em que foi realizada
hidrolise 4cida de casca de batata com HCI 30% foi de 64,58%, no reator 5, com 81,21 g.L"! de
casca de batata hidrolisada por 3,00% v.v'' de HCI 30% a 55 °C durante 1 hora. Este valor foi
34,68% inferior ao observado por Chang et al. (2011) (98,87%). Os autores hidrolisaram
20,00 g.L! palha de arroz com 0,90% p.p~' de HCl a 150 °C por 1 hora. A concentragio inicial
de carboidratos no reator de foi de 3,00 g.L!. No reator 5 (81,21 g.L"' de casca de batata
hidrolisada por 3,00% v.v'' de HCI 30%) a concentragdo inicial de carboidratos foi de 0,48 g.L°
! Isto demonstra que a menor propor¢io de HCI (0,90% p.p™) utilizada por Chang et al. (2011)
liberou uma maior concentragio de carboidratos no meio liquido (3,00 g.L!) possibilitando um
consumo de 98,87% de carboidratos. No entanto, no presente trabalho, com a proporcao de
3,00% v.v'! de HCI 30% (70% superior a observada no trabalho de Chang et al. (2011)) foram
liberados no meio liquido uma concentragdo de carboidratos de 0,48 g.L!, 84% inferior ao
observado no trabalho de Chang et al. (2011) (3,00 g.L'!), e com um consumo de carboidratos
34,68% inferior (64,58%). Estes valores demonstram que a palha de arroz disponibilizou 84%
a mais de carboidratos que a casca de batata, no meio liquido da fermentacdo, indicando que
devido as diferentes composi¢des dos dois residuos a da palha de arroz foi mais eficiente para
a conversdo de carboidratos em Ha.

Os desempenhos de producdo de Hz, nos reatores da fermentagdo da casca de batata pré-
tratada com HCl 30% foram apresentadas na Figura 12. A duragdo da fase lag foi de 14 horas
para os reatores 6 (60,00 g.L!' de casca de batata/ 4,41% v.v'' de HCI 30%) e central
(60,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v"! de HCI 30%). Contudo, para o reator 7 (38,79 g.L-
! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%) a fase lag durou 46 horas. A diferenca entre os
reatores que tiveram maior (46 horas) e menor fase lag (14 horas) foi de 32 horas. Proporg¢des
distintas de HCl 30% utilizadas nos reatores 6 (4,41% v.v'!) e central (3,00% v.v'!) ndo
influenciaram na duragdo da fase lag que permaneceu 14 horas. Isto demonstra que a proporgdes
de HCI 30% mis elevada no reator 6 (4,41% v.v'') ndo inibiu a atividade dos microrganismos e
a conversao de carboidratos. Estes resultados diferem dos resultados da fermentacido da casca
hidrolisada com H2SOas. No ensaio com H2SO4 como hidrolisante foi observado o efeito
negativo do aumento da propor¢do de H2SOs4 sobre a adaptacdo dos microrganismos as
condi¢des do meio liquido (a fase lag do reator 6 com 7,83% v.v'! de H2SO4 durou 75 horas e

no reator 8 com 2,17% v.v'' de H2SO4 durou 18 horas).
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Figura 12 - Produ¢ao volumétrica acumulada de hidrogénio da fermentacao do hidrolisado da
casca de batata pré-tratada com o hidrolisante HCI 30% em diferentes proporgdes
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Legenda: 1- reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/4,00% v.v'! de HCI 30%); 2- reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca
de batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%); 3- reator 3 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v"' de HCI 30%); 4- reator
4 (145,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'' de HC1 30%); 5- reator 5 ( 81,21 g.L! de casca de batata/ 3,00%
v.v'! de HC1 30%); 6- reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de HC1 30%); 7- reator 7 ( 38,79 g.L"!
de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%); 8- reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de HCI1
30%); central — reator ponto central ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%).

Os volumes maximos acumulados de H> nos reatores variaram entre 1,40 mLH>.L! e
655,40 mLH2.L"!. No reator 3 a partir de 45,00 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com
2,00% v.v'! de HCI 30% foi produzido 1,40 mLH2.L"!. No reator 2, utilizando 75,00 g.L! de
casca de batata hidrolisada com 2,0% v.v'' de HCI 30% foram produzidos 655,40 mLH2.L"!. O
valor de producdo de Hz do reator 2 (655,40 mLH2.L™") foi 99,80 % superior ao do reator 3
(1,40 mLH2.L™ ). Isto pode ser explicado devido a concentragdo de casca de batata no meio
liquido do reator 2 (75,00 g.L ™! de casca de batata) ser 20,00 g.L™! superior ao valor da
concentragio de casca de batata no reator 3 (45,00 g.L!' de casca de batata). Portanto a
concentragdo da casca de batata influenciou positivamente a producao fermentativa de Ho.

Zhang et al. (2007) realizaram a hidrélise 4cida do residuo de milho com 0,20% v.v'! de
HCI e observaram uma producdo de 592,80 mLH2.L!. Os autores utilizaram 15,00 g.L! o

residuo do milho hidrolisado ¢ com cultura mista do composto do estrume de vaca na
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fermentagdo. As condigdes de operacdo da fermentagao foram de 36 °C, pH 7,00 e agitacao de
90 rpm. Também utilizando o HCI como hidrolisante, Cui et al. (2009) realizaram o pré-
tratamento da borra de cerveja com uma proporgdo de 2,00% v.v'' de HCI, valor 10 vezes
superior ao observado no trabalho de Zhang et al. (2007) (0,20% v.v' de HCI). A produgio
maxima acumulada H> foi de 799,50 mLH>.L™! na fermentacdo em batelada, utilizando cultura
mista sob a temperatura de 35 °C, pH de 7,00. Apesar da propor¢ao de HCI para hidrolisar a
borra de cerveja (2,00% v.v'! de HCI) ser 10 vezes superior a propor¢io utilizada para hidrolisar
o residuo de milho (0,20% v.v'! de HCI) o valor de producio de H2ndo possui grande diferenca
(74,14 % de similaridade). Isto refor¢a a hipdtese que a variavel propor¢ao de HCI 30% nao
altera a producdo de Hz de forma significativa.

Han et al. (2012) observaram a produ¢gdo maxima acumulada de H: de
752,50 mLH2.L"!. Os autores hidrolisaram 50,00 g.L"! palha de soja com 4,00% v.v'! de HCI,
em fermentacdo utilizando cultura mista sob a temperatura de 35 °C e pH 7,00. Han et al.
(2012) observaram que a hidrolise acida com HCI elevou a produgdo de H2 em onze vezes em
relacdo a fermentagdo da palha sem pré-tratamento. Isto demonstra a necessidade do pré-
tratamento do residuo lignoceluldsico para a producdo de Hz. Os autores utilizaram 4,00% v.v’
I"de HCI, valor semelhante ao utilizado no reator 4 (45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 4,00% v.v'! de HCI 30%) do presente trabalho. Porém, a produgio acumulada de H obtida
pelos autores foi 138 vezes maior ao valor produzido pelo reator 4 (5,44 mLH2.L"!). O consumo
de 98,87% de carboidrato no trabalho de Han et al. (2012), utilizando 4,00% v.v'' de HCI foi
61,90% superior ao observado no reator 4 (37,79%). A elevada porcentagem de conversdo de
carboidrato da palha de milho (98,87%) acarretou a maior producio de Hz (752,50 mLH2.L™ 1)
obtida por Han et al. (2012). Isto sugere que a conversdo de carboidratos em Hz foi mais
eficiente na fermentacdo do hidrolisado da palha de soja que no hidrolisado da casca de batata.
Isto demonstra que as composicdes dos dois residuos sdo distintas e que, assim como a palha
de arroz no trabalho de Chang et al. (2011), a composicao da palha de soja foi mais eficiente
para a conversdo de carboidratos em Hz na fermentagao.

Na Tabela 13 sdo apresentados os percentuais e volumes maximos acumulados de H,
os rendimentos de Hx por casca de batata adicionado e por carboidrato consumido na
fermentagao da casca de batata hidrolisada com HCI 30%. O percentual de H2 na fermentagdo
de casca de batata hidrolisada com HCI 30% variou entre 1,33 e 46,13%. No reator 3 com 45,00
g.L"! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30% o percentual observado de Hz
foi de 1,33%. No reator 2 com 75,00 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de
HC1 30% o percentual de Hz foi de 46,13%.
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Tabela 13 - Composic¢ao e produgdo volumétrica de hidrogénio no ensaio utilizando HCI 30%
em diferentes propor¢des como hidrolisante da casca de batata

Reator % de H; Volume mL de H; produzido mL de H: produzido
acumulado de por g de casca por g de carboidrato

H; (mL.L") adicionada (mL.g™") consumido (mL.g")

1 39,63 288,63 3,85 931,06
2 46,13 655,40 8,74 3120,95
3 1,33 1,40 0,03 4,90
4 14,71 5,44 0,12 44,83
5 42,95 183,10 2,25 590,65
6 42,02 190,00 3,17 728,01
7 18,16 37,06 0,96 933,87
8 30,17 112,87 1,88 833,67
Central 39,38 259,41 4,32 741,17

Legenda: Reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/4,00% v.v'' de HCI 30%); reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca de
batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%); reator 3 (45,00 g.L"!' de casca de batata/ 2,00% v.v"! de HCI 30%); reator 4
(45,00 g.L"!' de casca de batata/ 4,00% v.v'' de HC1 30%); reator 5 ( 81,21 g.L-' de casca de batata/ 3,00% v.v!
de HCI1 30%); reator 6 (60,00 g.L"!' de casca de batata/ 4,41% v.v"! de HCI 30%); reator 7 ( 38,79 g.L"! de casca
de batata/ 3,00% v.v'! de HCI 30%); reator 8 ( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59 % v.v'' de HCI 30%); reator
ponto central ( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de HCI 30%).

O melhor rendimento de H2 na fermentacdo utilizando HCl 30% como composto
hidrolisante da casca de batata ocorreu no reator 2. Neste reator foram fermentados 75,00 g.L™!
de casca de batata com 2,00% v.v'! de HCI 30%, produzindo 8,74 mL de H2 por grama de casca
adicionada. A composicao de Hz no reator 2 foi de 46,13%. Contudo, no reator 3 com 45,00 g.L
!'de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30% foi produzido somente 0,03 mL
de hidrogénio por grama de casca adicionada. A composi¢ao de H> de 1,33% foi observada no
reator 3. As concentragdes de cascas de batatas hidrolisadas foram as tinicas variaveis distintas
entre os reatores 2 (75,00 g.L"! de casca de batata com 2,00% v.v'! de HC130%) e 3 (45,00 g.L°
! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30%). A maior concentra¢io de casca

no reator 2 (75,0 g.L") possibilitou uma composigdo de H2 97,11% mais elevada que o do reator
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3 (45,00 g.L! de casca de batata). Isto sugere que apenas a influéncia da concentracdo de
substrato afeta a formacgao de biohidrogénio na fermentacao da casca de batata hidrolisada com
HCI 30%. Este resultado pode ser explicado pelo aumento da quantidade de carboidrato
disponibilizado no meio a medida que se aumenta a concentracao de casca de batata, ocorrendo
consequentemente maiores concentragcdes de celulose e hemicelulose no meio que podem ser
convertidos em H2 (KUMAR; SINGH; SINGH et al., 2008).

O reator com maior rendimento de Hz por carboidrato consumido pelos microrganismos
foi o reator 2. Neste reator foi fermentados 75,00 g.L'! de casca de batata hidrolisados com
2,00% v.v'! de HCI 30%, produzindo 3120,95 mL.g™!' de carboidrato consumido. No entanto, o
reator 3 produziu 4,90 mL.g"!' de carboidrato consumido. No reator 3, 45,00 g.L"! de casca de
batata foram hidrolisadas com 2,00% v.v'! de HCI 30% para a fermentagdo. Isto reforga o efeito
positivo da concentragdo de casca de batata sobre os rendimentos de Hz. Os valores obtidos no
rendimento de Hz de casca de batata adicionada nos reatores 2 (75,00 g.L"! de casca de batata)
e 3 (45,00 g.L! de casca de batata) de 8,74 e 0,03 mLH2.g"'de casca de batata adicionada,
respectivamente comprovam estd observagao.

No ensaio que utilizou o HCI 30% para hidrolisar a casca de batata foi observado, entre
os reatores, que em concentracio de casca de batata mais elevada (75,00 g.L") a produgdo e
rendimentos de Hz também sdo elevados (655,40 mLH2.L™'; 8,74 mLHa2.g™! de casca de batata
adicionada; 3120,95 mLH2.g! de carboidrato consumido), como no reator 2 (75,00 g.L'! de
casca de batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%). Entretanto, ndo foi possivel observar uma tendéncia
nos efeitos do aumento das propor¢des de HCI 30%. A comparagao entre reatores com a mesma
concentragdo de casca de batata e distintas propor¢des de HCI 30% mostram efeitos contrarios
do hidrolisante sobre a producdo. Nos reatores 3 ¢ 4 com 45,00 g.L"! de cascas de batata
hidrolisadas com 4,00 e 2,00% v.v'! de HCI 30%, respectivamente, foi observado o efeito
positivo do hidrolisante sobre a produgao de H2. A producao no reator 3, com menor propor¢ao
de hidrolisante (2,00% v. v' de HC1 30%) foi de 1,40 mLH2.L"!, 74,26% inferior a observada
no reator 4 (5,44 mLH2.L!) com a maior propor¢io de HCI 30% (4,00% v. v'' de HCI
30%).Entretanto, entre os reatores 1 e 2 com75,00 g.L™! de cascas de batata hidrolisadas com 4
e 2,00% v.v'' de HCI 30%, respectivamente, foi observado o efeito negativo do hidrolisante
sobre a produgdo de Ha. A producdo no reator 2, com menor propor¢ao de hidrolisante (2,00%
v.vl de HCI 30%) foi de 655,40 mLH2.L"!, 55,96% superior a observada no reator 1
(288,63 mLH2.L™") com a maior proporgao de hidrolisante (4,00% v.v'' de HC130%). De forma,
semelhante, Han et al. (2012) observaram que na hidrolisado da palha de soja com HCI entre

as proporcdes de 0,50 a 4,00% v.v'' de HCI a produgio de H> cresceu a medida que a proporcio
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de HCI aumentava na hidrélise (0,50% v.v'! de HCI (17,26 mLH2.g"! de substrato); 1,00% v.v-
I'de HCI (25,01 mLHz2.g"! de substrato); 2,00% v.v'! de HCI (33,77 mLH2.g"! de substrato) e
4,00% v.v' de HCI (47,65 mLH2.g"! de substrato)). Na proporgdo de 8,00% v.v!' de HCI a
produgio de H2 comegou a reduzir (40,77 mLH2.g™! de substrato).

5.1.3 Fermentacio da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M

O ensaio com a casca de batata hidrolisada com NaOH 6M durou 8 dias (192 horas).
Sao mostrados na Tabela 14 os valores de pH da fermentagao do inicio e do final do processo,
as concentracdes iniciais e finais de carboidratos totais, assim como o seu percentual
consumido. O valor do pH inicial 7,0 foi utilizado para todos os reatores da fermentagao da
casca de batata hidrolisada com NaOH 6M. Este valor inicial foi reduzido para o valor de 4,5 +
0,3 em todos os reatores. Assim, como nos dois ensaios anteriores (H2SO4 e HCI 30%) esta
reducdo pode ser explicada devido a conversao de carboidratos no meio liquido em produtos da
fermentativos, como os metabolitos soluveis, CO2 ¢ Ha.

As concentragdes de carboidrato ap6s a hidrélise da casca de batata pré-tratada com
NaOH 6M em distintas propor¢des variaram entre 0,66 e 1,87 g.L™! nos reatores 7 (38,79 g.L"!
de casca de batata/ 3,00% v.v'' de hidrolisante) e 1 (75,00 g.L"! de casca de batata/4,00% v.v!
de hidrolisante), respectivamente. A concentragdo de carboidrato inicial no reator 1 (75,00 g.L"
"'de casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v''de NaOH 6M) foi de 1,87 g.L"!. No reator 2
(75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de NaOH 6M) a concentragio de
carboidrato inicial foi de 0,78 g.L"!. Nos reatores 1 e 2 foram adicionados a mesma concentragdo
de casca de batata (75,00 g.L'"). Contudo, com a maior propor¢do de NaOH 6M no reator 1
(4,00% v.v!) foi liberado no meio liquido, apds a hidrolise, 58,30% a mais de carboidratos do
que no reator 2 (2,00% v.v'!). Isto demonstra que a disponibilizagdo de carboidrato na
fermentacdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M ¢ influenciada pela quantidade de
hidrolisante. Esta mesma performance pode ser observada entre os reatores 3 (45,00 g.L'! de
casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v''de NaOH 6M) e 4 (45,00 g.L"!' de casca de batata
hidrolisada com 4,00% v.v'' de NaOH 6M). A maior quantidade de NaOH 6M no reator 4
(4,00% v.v'! de NaOH 6M) liberou maior concentragio de carboidrato (1,55 g.L'!) do que o
reator 3 (0,73 g.L") (2,00% v.v''de NaOH 6M).

Han et al., (2012) investigaram a hidrolise quimica de 50,00 g.L! palha de soja
utilizando NaOH em distintas propor¢des (0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00% v.v'!). Os autores

observaram que as concentracdes de agucares fermentdveis do hidrolisado da palha de soja
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variam de acordo com o aumento da propor¢cao de NaOH utilizado na hidrélise. Com base na
fermentag¢do da palha de soja sem pré-tratamento, foi observado que na proporc¢ao de 8,00%
v.v! foi disponibilizado aproximadamente 85,45% a mais de aglcares fermentdveis. As
proporcdes de 2,00 e 4,00% v.v'! de NaOH possibilitaram em concentragdes de aglcares
fermentaveis disponiveis no meio liquido apods a hidrolise da palha de soja 73,33 ¢ 80,00%
superiores a observada na fermentagao da palha de seja sem pré-tratamento. Estes resultados
corroboram com o que ocorreu no presente estudo em que as hidrélises com proporcdes de

NaOH 6M mais elevadas aumentaram a disponibilizacdo de carboidratos nos reatores.

Tabela 14 - Valores de pH e carboidratos iniciais e finais do ensaio em batelada com a casca da

batata pré-tratada com NaOH 6M em diferentes proporgdes

Reator pH pH Final  C inicial C final Consumo de Carboidratos
Inicial (g.LY (g.LY (%)
1 7,05 4,52 1,87 0,30 83,96
2 7,05 4,72 0,78 0,51 34,62
3 7,06 4,62 0,73 0,16 78,08
4 7,06 4,54 1,55 0,28 81,94
5 7,02 4,42 1,46 0,35 76,03
6 7,03 4,49 1,18 0,31 73,73
7 7,02 4,66 0,66 0,26 60,61
8 7,07 4,69 0,74 0,35 52,70
Central 7,04 4,46 1,06 0,36 66,04

Legenda: C iicia1: concentragao inicial de carboidrato; C finai: concentracdo final de carboidrato. Reator 1 (75,00
g.L! de casca de batata/4,00% v.v'' de NaOH 6M); reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v"! de NaOH
6M); reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 2,00% v.v'' de NaOH 6M); reator 4 (45,00 g.L"! de casca de batata/
4,00% v.v'! de NaOH 6M); reator 5 ( 81,21 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M); reator 6 (60,00
g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de NaOH 6M); reator 7 ( 38,79 g.L-!' de casca de batata/ 3,00% v.v'' de
NaOH 6M); reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de NaOH 6M); reator ponto central ( 60,00
g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M).

Malakar, Das e Mohanty (2020) analisaram a liberacao de glicose no pré-tratamento da

casca de batata hidrolisada o composto hidroxido de calcio (Ca (OH)2). Os autores avaliaram o
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efeito da hidrélise de 1% v.v'! de Ca (OH)2 sobre a disponibilizagio de glicose no meio liquido
e os efeitos das combinagdes desta hidrolise com o método fisico explosdo a vapor (121 °C.
Malakar, Das e Mohanty (2020) observaram que o pré-tratamento da casca de batata hidrolisada
com 1,00% v.v'! de Ca (OH): e submetida a explosio a vapor disponibilizou 1,47 g.L'! de
glicose. Ja no pré-tratamento somente com a hidrélise da casca de batata com de 1,00% v.v'!' de
Ca (OH):2 a concentragdo liberada de glicose foi de 0,71 g.L"!. O resultado do pré-tratamento da
casca de batata com apenas 1% v.v'' de Ca (OH): foi similar ao observado no presente trabalho.
No reator 8, deste estudo, a casca de batata foi hidrolisada com 1,59% v.v'! de NaOH 6M a 55
°C, durante 1 hora, e disponibilizou ao meio liquido 0,74 g.L"!' de carboidrato. A concentragio
de carboidratos liberada no presente trabalho (0,74 g.L!) foi ligeiramente superior (4,05%) ao
observado na hidrdlise da casca de batata com 1,00% v.v'' de Ca (OH)2, no trabalho de Malakar,
Das e Mohanty (2020). Isto indica que a maior propor¢do de NaOH 6M (1,59% v.v!) e a
combinag¢do com método fisico (55 °C) no pré-tratamento pode ter favorecido a maior liberagao
de carboidratos da casca de batata, no presente trabalho. A maior disponibiliza¢ao de glicose
(1,47 g.L'") observada no pré-tratamento com hidrélise quimica (1,00% v.v'' de Ca (OH)2)
seguida de explosdo a vapor (121 °C) no trabalho de Malakar, Das ¢ Mohanty (2020) refor¢am
a hipdtese de que combinacdo de métodos fisicos e quimicos auxiliam na melhor liberacdo de
carboidratos para a fermentagao.

As concentracOoes de carboidratos no final da fermentacdo variaram entre 0,16 e
0,51 g.L'!, nos reatores 3 (45,00 g.L! de casca de batata hidrolisado com 2,00% v.v'! de NaOH)
e 2 (75,00 g.L! de casca de batata hidrolisado com 2,00% v.v'! de NaOH 6M), respectivamente.
Analisando o percentual consumido de carboidratos neste ensaio (NaOH 6M), observa-se que
no reator 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata pré-tratada com 4,00% v.v'! de NaOH 6M) ocorreu
o consumo mais elevado de carboidratos (83,96%). Por outro lado, no reator 2 (75,00 g.L'! de
casca de batata hidrolisado com 2,00% v.v'' de NaOH), ocorreu o menor consumo de
carboidratos (34,62%). O consumo do reator 1 (75,0 g.L"! de casca pré-tratada com 4,00% v.v"
! de NaOH 6M) foi 58,76% superior ao do reator 2 (75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisado
com 2,00% v.v'' de NaOH 6M). A diferenca de propor¢io de NaOH 6M nos reatores 1 (4,00%
v.v)e2(2,00% v.v'!) influenciou para o maior consumo de carboidratos no reator 1 (64,58%).
O efeito positivo do aumento da propor¢ao de NaOH 6M sobre o consumo de carboidrato no
meio liquido pode ser observado também entre os reatores 3 (2,00% v.v'') e 4 (4,00% v.v'!) que
possuem a mesma concentra¢io inicial de casca de batata hidrolisada (45,00 g.L"). No reator
4 (4,00% v.v'!) o consumo de carboidrato foi de 81,94% e no reator 3 (2,00% v.v'") o consumo

de carboidrato foi de 78,08%.
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Semelhante as porcentagens maximas de consumo de carboidrato (81,84% e 83,86%),
na fermentagao da casca hidrolisada com NaOH 6M do presente estudo, Fangkum e Reungsang
(2011) notaram um consumo de carboidrato de 84,80%. Os autores obtiveram esse consumo na
fermentagdo de 10,00 g.L' de bagago de cana hidrolisada com 0,25% v.v'! de NaOH. No
presente trabalho o consumo de 83,86% de carboidratos ocorreu no reator 1 (75,00 g.L! de
casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v'' de NaOH) e o consumo de 81,84% no reator 4
(45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v'! de NaOH). Isto demonstra que a
hidrélise alcalina com biomassa lignocelulosica pré-tratada com NaOH em distintas proporc¢des
de hidrolisante e diferentes concentracdes de substrato possuem tendéncia de elevadas
conversoes dos carboidratos disponibilizados no meio liquido. Os valores de conversao de
carboidratos (entre 52,70 e 83,96% de carboidratos consumidos) apresentados para o ensaio
com NaOH 6M reforgam esta observagdo. A menor conversiao de carboidrato foi de 52,70%,
observada no reator 8 (60,00 g.L™! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de NaOH 6M). Diferente do
que foi observado na hidrélise da casca de batata com HCI 30%. A porcentagem de conversao
de carboidratos no reator 8 (60,00 g.L! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de HCI 30%) foi de
apenas 35,33% para a mesma concentra¢do de casca de batata (60,00 g.L™! de casca de batata)
e mesma propor¢io de hidrolisante (1,59 % v.v'"). A conversio de carboidratos na fermentacio
da casca de batata hidrolisada com HCI 30% foi de 15,42% no reator 7 (38,79 g.L"! de casca de
batata/ 3,00% v.v'' de HCI 30%).

As produgdes de H2 nos reatores da fermentagdo da casca de batata pré-tratada com
NaOH 6M foram distintas, como apresentadas na Figura 13. As fases lag dependeram das
condigdes de cada reator e variaram entre 13 horas e 36 horas. A fase lag foi de 13 horas para
os reatores 5 (81,21 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M), 6 (60,00 g.L! de casca
de batata/ 4,41% v.v'! de NaOH 6M) e 7 (38,79 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH
6M). A fase lag de 36 horas foi observada no reator central (60,00 g.L! de casca de batata/
3,00% v.v'' de NaOH 6M). A diferenca entre os reatores com duragdes mais longas (36 h) e
mais curtas (13 h) da fase lag foi de 23 horas. As distintas propor¢des de hidrolisante e
concentragdes de substrato nos reatores 5 (81,21 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v' de NaOH
6M), 6 (60,00 g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'' de NaOH 6M) e 7 (38,79 g.L"! de casca de
batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M) nio permitem identificar os efeitos destas variaveis sobre a

duracdo da fase lag.
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Figura 13 - Produ¢ao volumétrica acumulada de hidrogénio da fermentacao do hidrolisado da
casca de batata pré-tratada com o hidrolisante NaOH 6M em diferentes proporc¢des
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Legenda: 1- reator 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata/4,00% v.v'' de NaOH 6M); 2- reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca
de batata/ 2,00% v.v'' de NaOH 6M); 3- reator 3 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v'' de NaOH 6M); 4-
reator 4 ( 45,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'! de NaOH 6M); 5- reator 5 (81,21 g.L"! de casca de batata/
3,00% v.v'! de NaOH 6M); 6- reator 6 (60,00 g.L-!' de casca de batata/ 4,41% v.v'' de NaOH 6M); 7- reator 7
(38,79 g.L'! de casca de batata/ 3,00% v.v"' de NaOH 6M); 8- reator 8 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59 % v.v’
! de hidrolisante); central — reator ponto central ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M).

Ruggeri e Tommasi (2012) obtiveram um tempo de duragdo de fase lag de 8 + 3 horas,
utilizando NaOH a um pH de 12,5 (sem quantificar proporgdo) para hidrolisar 410,00 g.L"' de
residuo organico de mercado (restos de vegetais e frutos). Os autores utilizaram um consoércio
microbiano na fermentagdo do residuo organico de mercado (restos de vegetais e frutos), sob
agitacdo de 200 rpm, temperatura de 30 °C e pH ajustado para os valores entre 7,0 ¢ 7,5. O
tempo de 11 horas obtido na fase lag do trabalho de Ruggeri e Tommasi (2012) foi 84,61%
similar ao observado na fermentacdo da casca de batata hidrolisada NaOH 6M nos reatores 5
(81,21 g.L'! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M), 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/
4,41% v.v'! de NaOH 6M) e 7 (38,79 g.L'! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M) do
presente estudo (de 13 horas). Apesar das concentragdes de casca de batata (38,79; 60,00 e
81,21 g.L'!) utilizadas nas fermentagdes serem inferiores a observada no trabalho de Ruggeri e

Tommasi (2012) (410,00 g.L!) a duragiio da fase lag variou apenas 15,80% entre os valores de



103

11 e 13 horas. Isto reforga a hipotese que as concentragdes de substratos nao influenciaram as
duragdes da fase lag.

Os volumes maximos acumulados de H» variaram entre 24,50 mLH».L! e
1060,10 mLH2.L! nos reatores 3 e 5, respectivamente. No reator 3 foram hidrolisados
45,00 g.L! de casca de batata com 2,00% v.v'' de NaOH 6M. No reator 5 foram utilizados
81,21 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de NaOH 6M. A diferenca entre os
volumes produzidos de Hz nos dois reatores foi de 97,70%. Lo et al. (2011) obtiveram uma
geragio de 256 mLH2.L" ! de volume maximo acumulado. Os autores hidrolisaram 10,00 g.L"!
de bagaco da cana com a combinagao da hidrolise quimica e bioldgica. Na hidrélise quimica
Lo et al. (2011) utilizaram 1,5% v.v! de NaOH e 2 gL' de H202 Na etapa seguinte
hidrolizaram biologicamente a polpa do bagaco da cana com cultura de Cellulomonas uda. A
fermentagdo do bagaco de cana hidrolisado ocorreu sob a temperatura de 37 °C e pH de 7,5.
Apesar da combinacdo de dois métodos de pré-tratamento no trabalho de Lo et al. (2011), o
volume maximo acumulado de H2 (256 mLH2.L"!) obtido da fermentagio do bagago de cana
foi 75,85% inferior ao volume produzido no reator 5 (1060,1 mLH2.L ') com 81,21 g.L! de
casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M. Estes valores de producio podem
ser explicados pelas concentragdes iniciais utilizadas nas fermentagcdes da casca de batata
(81,21 g.L'") e do bagago de cana (10,00 g.L™"). A concentragio inicial de substrato utilizada no
reator 5 (81,21 g.L") da fermentagdo da casca da batata foi 87,68% superior a concentragdo
inicial de bagaco de cana (10,00 g.L!) observada no trabalho de Lo et al. (2011). Isto reforca a
hipotese que a concentragdo inicial de casca de batata influenciou positivamente a produgdo de
Ho.

Han et al. (2012) analisaram a produg¢ao de Hz a partir da hidrolise alcalina da palha de
soja utilizando NaOH. Os autores avaliaram distintas propor¢des do hidrolisante (0,50; 1,00;
2,00; 4,00; 8,00% v.v'! de NaOH) com intuito de observar o efeito desta variavel (propor¢io de
NaOH) sobre a producdo acumulada de Ha2. A fermentagdo de 50,00 g.L™! de palha de soja
hidrolisada ocorreu sob a temperatura de 35 °C e pH 7,00. Han et al. (2012) verificaram que o
aumento da propor¢do de NaOH na hidrélise quimica da palha de soja reduziu a produgdo
acumulada de H> na fermentaco. Na proporc¢do de 8,00% v.v'' de NaOH foi observado que a
producdo acumulada de Hz (39,25 mLH2.L™!) foi 42,50% inferior a producido observada na
fermentagdo da palha de soja sem pré-tratamento (68,25 mLH2.L'!). A maior producio
acumulada de H2 (137,5 mLH2.L ") foi observada na propor¢io de 0,50% v.v'' de NaOH. Os
autores verificaram que apesar da propor¢io mais elevada (8,00% v.v'! de NaOH) disponibilizar

mais carboidratos no meio liquido a conversao destes agucares fermentaveis em H2 diminuiu



104

90,87% a observada na fermentagio da palha de soja hidrolisada com 0,50% v.v'! de NaOH.
Isto sugere a inibicdo do composto quimico alcalino (NaOH) na hidrolise da palha de soja.
Nestes resultados a influéncia do aumento da propor¢ao de NaOH sobre a producdo de Hz foi
negativa, diferente do observado no presente estudo. Neste trabalho, entre os reatores com
mesma concentragdo de casca de batata e diferentes propor¢des de NaOH 6M como os reatores
3 (45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de NaOH) e 4 (45,00 g.L"! de
casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v'' de NaOH) a produgio de Hz foi 90,00% superior
sob a propor¢io mais elevada (4,00% v.v'!) de NaOH (246,60 mLH>.L 1),

Ruggeri e Tommasi (2012) hidrolisaram 410,00 g.L! de residuos organico de mercado
(restos de vegetais e frutos) pré-tratados com NaOH sem quantificar a propor¢do, mas
determinando o valor de pH no meio reacional para 12,50. Os autores obtiveram um volume
méaximo de Hz de 590,00 mLHz.L™!. Ruggeri e Tommasi (2012) observaram a fermentagio
destes residuos organicos em cultura mista, sob agitacao de 200 rpm, temperatura de 30 °C e
pH ajustado para os valores entre 7,00 ¢ 7,50. O volume maximo acumulado de H2 produzido
no trabalho de Ruggeri e Tommasi (2012) foi inferior ao obtido com a fermentacao da casca de
batata hidrolisada com NaOH 6M no reator 5 (1060,10 mLH2.L ). Neste reator 81,21 g.L' de
casca de batata foram hidrolisadas com 3,00% v.v'' de NaOH 6M) em pH entre 12,50 e 13,00.
Na fermentacao (37 °C, rotagdo de 150 rpm) o pH foi ajustado para 7,00. Na Tabela 14 sao
apresentados os percentuais maximos de H2 e os volumes acumulados deste biogas; os
rendimentos de H2 por casca de batata adicionado e por carboidrato consumido na fermentacao
da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M. O percentual maximo de H> obtido no reator 5
(52,58%), deste trabalho, foi superior ao obtidos por Ruggeri e Tommasi (2012) (23,60% de
H2). Os autores explicam que o residuo de mercado (restos de vegetais e frutos) por possuir
substratos mais complexos em sua composicao, dificultam a adaptacdo dos microrganismos ao
substrato, ocasionando rendimentos de H> mais baixos. No entanto, de acordo Zhou,
Elbeshbishy e Nakhla (2013) a casca da batata possui uma 6tima composi¢ao com cerca de 80%
de 4gua e rica em nutrientes e carboidratos, se tornando um excelente substrato para produgao
fermentativa de Ho.

Os valores da composicao e producdo volumétrica de H> na fermentagdo da casca
hidrolisada com NaOH 6M em diferentes proporg¢oes sao apresentados na Tabela 15. A variagao
do percentual de H2 nos reatores deste ensaio foi entre 27,84% (reator 2: 75,00 g.L™! de casca
de batata/ 2,00% v.v'! de NaOH 6M) e 53,47 % (reator 8: 60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59
% v.v'! de hidrolisante). A maior producio de H> fermentando a casca de batata hidrolisada

com NaOH 6M ocorreu no reator 5 (81,21 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v"
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' de NaOH 6M). Neste reator foram produzidos 13,05 mL de H» por cada grama substrato
adicionado. Entretanto, o reator que gerou menos H2 neste ensaio (NaOH 6M) foi o reator 3
(45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de NaOH 6M), produzindo apenas

0,54 mL de hidrogénio por grama de casca adicionada.

Tabela 15 - Composi¢ao e producao volumétrica de hidrogénio no ensaio utilizando NaOH 6M

em diferentes propor¢des como hidrolisante da casca de batata.

Reator % de Volume mL de H; produzido = mL de H; produzido por
H acumulado de por g de casca g de carboidrato
H; (mL.LY") adicionada (mL.g™) consumido (mL.g")

1 45,06 563,20 7,51 358,72

2 27,84 517,10 6,85 1904,00

3 35,60 24,50 0,54 42,93

4 37,67 242,60 5,39 190,98

5 52,58 1060,10 13,05 955,05

6 52,59 784,90 13,55 934,49

7 50,55 295,90 10,44 1012,80

8 53,47 363,30 4,34 667,21
Central 4247 373,80 6,23 534,04

Legenda: Reator 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata/4,00% v.v'! de NaOH 6M); reator 2 ( 75,00 g.L-!' de casca de
batata/ 2,00% v.v'' de NaOH 6M); reator 3 (45,00 g.L-! de casca de batata/ 2,00% v.v"' de NaOH 6M); reator 4
(45,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'! de NaOH 6M); reator 5 ( 81,21 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v!
de NaOH 6M); reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 4,41% v.v'' de NaOH 6M); reator 7 ( 38,79 g.L"! de casca
de batata/ 3,00% v.v! de NaOH 6M); reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de NaOH 6M); reator
ponto central ( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M).

No reator 2 (75,00 g.L! de casca de batata hidrolisados com 2,00% v.v ! de NaOH 6M)
do ensaio que utilizou NaOH 6M como hidrolisante da casca de batata foi observado o maior
rendimento por carboidrato consumido com valor de 1904,00 mL por grama de carboidrato
consumido. No entanto, a produgio no reator 3 (45,00 g.L-! de casca de batata hidrolisados com
2,00% v.v'! de NaOH 6M) foi de somente 42,93 mLHa. g de carboidrato consumido. Ruggeri e

Tommasi (2012), obtiveram um rendimento de 21,22 mLHz. g de carboidrato consumido. O
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rendimento obtido por Ruggeri e Tommasi (2012) ¢ 98,90% inferior ao do reator 2 (reator com
melhor performance de producdo de H2 por grama de carboidrato consumido, na fermentacao
de casca de batata hidrolisada com NaOH 6M). Estes valores reforcam a hipdtese que na
composi¢ao da casca da batata os carboidratos disponiveis sdo mais facilmente hidrolisados e
fermentados pelos microrganismos que na composi¢do dos residuos de mercado (restos de
vegetais e frutos). A estrutura mais complexa de uma variedade maior de residuo na biomassa
utilizada por Ruggeri e Tommasi (2012) dificulta a conversao dos carboidratos em Ha.

No ensaio que utilizou o hidrolisado da casca de batata pré-tratada com NaOH 6M foi
observado, entre os reatores, que na concentragio de 81,21 g.L"!' de casca de batata a producio
de Hz também foi a mais elevada (1061,10 mLH2.L™"), como no reator 5 (81,21 g.L"! de casca
de batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M). Isto indicou que a concentragdo de casca de batata
influencia positivamente a producdo de Hz. Da mesma forma, observando os valores de
produgdo de H2 em concentracdes de casca de batata semelhantes como nos reatores 6,8 ¢
central (60,00 g.L!") e propor¢des de NaOH 6M distintas (4,41, 1,59 e 3,00% v.v'! de NaOH
6M, respectivamente) as producdes de Hz foram de 784,90; 363,30 e 373,80 mLH2.L!,
respectivamente. Na propor¢io de 1,59% v.v'! de NaOH 6M (reator 8) a producio de Hz foi de
363,30 mLH2.L!, ligeiramente inferior (2,80%) a observada na proporgdo 3,00% v.v'' de NaOH
6M de 373,80 mLH2.L"!. Na proporg¢do de 4,00% v.v'! de NaOH 6M (reator 6) a producio de
Ha foi 784,90 mLH2.L" foi 53,37 % superior a obtida na propor¢do de 3,00% v.v"' de NaOH
6M (373,80 mLH2.L") e 53,71% superior a observada na propor¢io de 1,59% v.v'! de NaOH
6M (363,30 mLH2.L"). Estes resultados sugerem que o aumento da propor¢io de NaOH 6M

na hidrolise teve efeito positivo na producao de Ho.

5.1.4 Produtos metabdlicos nos ensaios

A produgdo de metabolitos soluveis (4lcoois e dcidos organicos) nos reatores ocasiona
a diminui¢do da capacidade de tamponamento do meio e consequentemente mudangas no valor
do pH inicial que diminui devido ao aumento da concentragdo de acidos (Khanal, 2004), como
ocorreu em todos os reatores nos trés ensaios (NaOH 6M, HC1 30% e H2SO4). O pH inicial 7,0
diminuiu para valores entre 5,00 e 6,50 na fermentagdo da casca batata hidrolisada com H2SO4;
para 4,7 £ 0,1 no ensaio com HCI 30% como hidrolisante da casca de batata e 4,50 = 0,30 na
fermentagdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M. Da mesma forma, Marone et al.
(2014) observaram a diminui¢do do pH da fermentacdo em batelada da casca de batata sob a

temperatura de 37 °C para a produ¢do de Hz. Os autores afirmam que a falta de um sistema de
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tamponamento e as produgdes de alcoois e acidos organicos resultou na reducao do pH inicial
7,00 a valores de pH entre 5,00 e 4,50. Ibrahim et al. (2015) também verificaram mediante a
producdo de Hz e butanol a partir de cachos de frutos do dendezeiro pré-tratados com H2SO4 a
diminui¢do do pH. Esta diminui¢cdo ocorreu a medida que as producdes de alcoois e acidos
organicos aumentavam.

A conversdo do hidrolisado da casca de batata em H2 na fermentacao, nos reatores dos
trés ensaios realizados, foi acompanhada pela formacao de 4lcoois (metanol, etanol, butanol) e
acidos organicos volateis (acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico e caproico). Na
Figura 14 sdo apresentadas as producdes de alcoois e acidos organicos nas fermentagdes das
cascas hidrolisadas com NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4. No ensaio com hidrolisante NaOH 6M
foi observado uma producdo de metabolitos soluveis (dlcoois e acidos organico) com
concentragdes que variam entre 1,43 e 2,72 g.L!. No reator central (60,00 g.L"! de casca de
batata/ 3,00% v.v! de NaOH 6M) foi observada uma concentragio de alcoois e 4cidos
organicos de 1,43 g.L'!. No reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/4,00% v.v'! de NaOH 6M)
foi observada uma concentragdo de alcoois € 4cidos organicos de até 2,72 g.L"'. Os reatores do
ensaio com HCI 30% foi observada que a producdo de alcoois e acidos organicos variou entre
0,73 € 2,70 g.L !. No reator 8 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de HC1 30%) foram
produzidos 0,73 g.L"! de alcoois e 4cidos organicos. No 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 4,41%
v.v'! de HCI 30%) foram produzidos 2,70 g.L! de 4lcoois e acidos organicos. No ensaio com
H2SO4 utilizado como hidrolisante da casca de batata as concentragdes destes metabolitos
soluveis (4lcoois e acidos organicos) variaram entre 0,75 e 4,39 g.L"!. No reator 1 (75,00 g.L"!
de casca de batata/7,00% v.v'' de H2SO4) foram produzidos 0,75 g.L™! de alcoois e 4cidos
organicos. No reator central (60,00 g.L'! de casca de batata/ 5,00% v.v'' de H2SO4), foram
produzidos 4,39 g.L"! de alcoois e 4cidos organicos. As produgdes de 4cidos acéticos e butiricos
se destacaram nos trés ensaios realizados (NaOH 6M; HCI 30% e H2SO4). A producdo de
propidnico foi favorecida na fermentacao da casca de batata com HCI 30%. Ja a produgdo de
acido caproico, isovalérico e isobutirico foram observadas na fermentagdo da casca de batata
hidrolisada com H2SO4.

De forma semelhante Parawira et al. (2004) identificaram as producdes dos mesmos
acidos organicos observados neste estudo na fermentacdo do residuo de batata. Os autores
avaliaram a producdo de acidos organicos volateis (AGVs) na fermentagdo de duas
concentracdes distintas de residuo da batata (250,00 e 500,00 g.L') a 37 °C. Parawira et al.
(2004) verificaram que a fermentacao favoreceu as producdes principalmente de acido acético

(420,00 mg.g”! de AGVs totais), acido butirico (310,00 mg.g”! de AGVs totais) e 4cido
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propiodnico (190,00 mg.g' de AGVs totais). Os autores identificaram também as producdes em
baixas concentragdes de acidos caprdicos (90,00 mg.g”' de AGVs totais), e concentragdes
insignificantes de isobutdricos e isovaléricos. Os resultados do estudo de Parawira et al. (2004)
corroboram com os resultados do presente estudo que indicam que as fermentagdes de residuo
da batata favorecem as produgdes de acidos acéticos e butiricos, majoritariamente, e as
producdes de acidos propidnicos, isovaléricos e isobutiricos. De forma semelhante Marone et
al. (2014) observaram a produgdo de metabolitos soluveis na fermentacdo de casca de batata
sem pré-tratamento a temperatura de 37 °C e pH inicial 7,00. Os autores observaram que 0s
principais metabolitos soluveis produzidos foram o 4lcool etanol e os acidos acéticos, butirico,
propidnico e latico. Li et al. (2019) também investigaram a fermentacdo acidogénicas do
residuo da batata sob condi¢des mesofilicas (35 °C) e pH 8,00. Os autores observaram a
predominancia de 86,40% da soma das fragdes de acidos acéticos e butiricos na fermentagao e
a producao de acido propidnico em menor propor¢ao.

Parawira et al. (2004) verificaram que diferentes concentragdes de residuo da batata
influenciam de formas distintas a producdes de cada acido orgéanico na fermentacdo sob a
temperatura de 37 °C. As diferentes concentracdes de substrato e os distintos compostos
hidrolisantes utilizados no pré-tratamento em diferentes proporgdes contribuem para as
diferentes composigdes de alcoois e acidos organicos (REN et al., 2008), como pode ser
observado nos reatores. No ensaio com NaOH 6M, nota-se que as condi¢cdes do meio, nos
reatores, foram favoraveis para a produ¢do dos acidos acético e butirico. A porcentagem de
4cido acético variou entre 44,94% no reator 1 com 75,00 g.L"!' de casca de batata hidrolisada
com 4,00% v.v'! de NaOH 6M e 63,93% no reator 7 com 38,79 g.L'' de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M. Nos reatores 1 e 4 com, respectivamente, 75,00 e
45,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisadas com 4,00% v.v'! de NaOH, foi observado que na
concentragio de 75,00 g.L!' de casca de batata (reator 1) a produgio de acido acético (1,22 g.L°
1 foi 5,42% inferior a observada na concentracio de 45,00 g.L"! de casca de batata (1,29 g.L™!)
(reator 4). Isto demonstra que em concentracdes mais elevadas de casca de batata a produgdo
de 4cido acético diminui.

Os rendimentos de metabolitos soltiveis em fungdo da DQO adicionada na fermentagao
sdo apresentados na Tabela 16. Nos reatores 2 e 3 com, respectivamente 75,00 e 45,00 g.L*! de
cascas de batatas hidrolisadas com 2,00% v.v'! de NaOH 6M foi observado que no reator 3 o
rendimento de 4cido acético por DQO adicionada (262,40 mg.g'DQO adicionada)
concentragdo de acido acético foi 18,17% superior ao observado no reator 2 (214,70 mg.g

'DQO adicionada), comprovando a influéncia negativa da concentracdo de casca de batata na
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producdo de acido acético nesta fermentacdo (casca de batata hidrolisada com NaOH 6M).
Marone et al. (2012) avaliaram trés distintas concentragdes de substrato (1,00, 5,00 e 10,00 g.L"
") na fermentagio da casca de batata a 37 °C e pH inicial 7,00. Os autores de forma semelhante
ao presente estudo, verificaram que as concentragdes de acido acético diminuiam a medida que

a concentragio de casca de batata aumentava de 1,00 a 10,00 g.L".

Tabela 16 - Rendimento de metabolitos soltiveis por DQO adicionada nas fermentagdes de
cascas de batatas hidrolisadas com NaOH 6M em diferentes proporgdes

Reatores EtOH BuOH HAc HPr HBu
mg. g'DQO mg. g'DQO mg. g'DQO mg. g'DQO mg. g'DQO
adicionada adicionada adicionada adicionada adicionada
1 14,60 4,70 227,30 22,80 236,20
2 9,80 5,30 214,70 28,20 132,40
3 4,80 5,00 262,40 59,50 136,00
4 8,00 6,40 280,60 59,30 198,90
5 1,40 5,60 192,30 25,90 115,40
6 12,00 2,40 238,60 0,00 206,80
7 20,60 7,70 513,70 0,00 261,20
8 11,80 6,10 382,40 0,00 232,40
Central 15,90 7,20 146,30 13,00 129,30

Legenda: EtOH — etanol; BuOH — butanol; HAc¢ — 4cido acético; HPr- 4cido propidnico; HBu — acido butirico;
1- reator 1 (75,00 g.L-!' de casca de batata/4,00% v.v'' de NaOH 6M); 2- reator 2 ( 75,00 g.L!' de casca de batata/
2,00% v.v'! de NaOH 6M); 3-reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de NaOH 6M); 4-reator 4 (
45,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'! de NaOH 6M); 5-reator 5 ( 81,21 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v!
de NaOH 6M); 6-reator 6 (60,00 g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de NaOH 6M); 7-reator 7 (38,79 g.L! de
casca de batata/ 3,00% v.v'' de NaOH 6M); 8-reator 8 (60,00 g.L-! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de NaOH 6M);
Central -reator ponto central ( 60,00 g.L-!' de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M).

De forma semelhante a producdo de etanol foi influencia negativamente pela
concentragcdo de casca de batata. Foram observadas nos reatores 1 e 4 com, respectivamente,
75,00 e 45,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisadas com 4,00% v.v'! de NaOH 6M que
concentragdes de etanol foram de 0,78 e 0,36 g.L"!, respectivamente. No reator 1 com 75,00
g.L! de cascas de batatas o rendimento de etanol por DQO adicionada (14,60 mg.g'DQO
adicionada) foi 45,20% superior ao observado no reator 4 (8,00 mg.g'DQO adicionada) com
45,00 gL' de cascas de batatas. J4 a produgio de 4cido propidnico foi influenciada
positivamente pela concentragao de casca de batata hidrolisada com NaOH 6M. Nos reatores 2
e 3 com, respectivamente, 75,00 e 45,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas com 2,00% v.v"!
de NaOH 6M foram observadas as concentragdes de 0,13 € 0,27 g.L"! de 4cido propidnico. No

reator 3 com 45,00 g.L! de cascas de batatas foi verificado o rendimento de acido propidnico
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por DQO adicionada (59,50 mg.g'DQO adicionada) 52,60% superior ao observado no reator
2 (28,20 mg.g'DQO adicionada) com 75,00 g.L"!' de cascas de batatas.

A influéncia da casca de batata sobre a producdo de butanol e &cido butirico nao foi
determinada, pois, em certas situagdes o efeito do aumento de casca de batata foi positivo € em
outros casos negativo. Nos reatores 2 e 3 com, respectivamente, 75,00 e 45,00 g.L! de cascas
de batatas hidrolisadas com 2,00% v.v'' de NaOH 6M foram observadas as concentragdes de
0,24 ¢ 0,23 g.L"! de butanol. No reator 2 com 75,00 g.L"! de cascas de batatas o rendimento de
butanol (5,30 mg.g'DQO adicionada) foi ligeiramente maior (5,66% superior) que no reator 3
(5,00 mg.g"'DQO adicionada) com 45,00 g.L! de cascas de batatas. No entanto entre os reatores
1 e 4 com, respectivamente, 75,00 e 45,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas com 4,00%
v.v! de NaOH 6M foram observadas as concentragdes de 0,25 e¢ 0,29 gL' de butanol,
respectivamente. No reator 4 com 45,00 g.L! de cascas de batatas o rendimento de butanol por
DQO adicionada (6,40 mg.g'DQO adicionada) foi 26,56% superior a observada no reator 1
(4,70 mg.g"'DQO adicionada) com 75,00 g.L"! de cascas de batatas. Para a producio de 4cido

butirico influéncias positivas e negativas da concentragdo de casca também foi observada.
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Figura 14 - Produgao de acidos organicos e 4lcoois nas fermentagdes de cascas de batatas hidrolisadas com NaOH 6M; HC1 30% e H2SO4
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Legenda: Metabdlitos produzides: HAc: icido acético; Hea: 4cido caproico; HBu: acido butirico; HPr: acido propidnico; HIsoVa: é4cido isovalérico; HIsoBu: 4cido isobutirico; BuOH:
butanol; MetOH: metanol; EtOH: etanol. Ensaios NaOH 6M e HCI 30%: 1 —reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/4,00% v.v"! de hidrolisante); 2 — reator 2 (75,00 g.L-! de casca de batata/
2,00% v.v'! de hidrolisante); 3 — reator 3 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de hidrolisante); 4 — reator 4( 45,00 g.L"! de casca de batata/ 4,00% v.v"! de hidrolisante); 5 — reator 5(81,21
g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de hidrolisante); 6 — reator 6(60,00 g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v"! de hidrolisante); 7 — reator 7(38,79 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v! de
hidrolisante); 8 — reator 8(60,00 g.L-! de casca de batata/ 1,59 % v.v"! de hidrolisante); Central — reator central (60,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de hidrolisante). Ensaio H2SO4:
Reatores: 1 — reator 1(75,00 g.L! de casca de batata/7,00% v.v'! de hidrolisante); 2 — reator 2(75,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v"! de hidrolisante); 3 — reator 3(45,00 g.L-!' de casca de
batata/ 3,00% v.v'' de hidrolisante); 4 — reator 4(45,00 g.L"' de casca de batata/ 7 % v.v'! de hidrolisante); 5 — reator 5(81,21 g.L"! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de hidrolisante); 6 — reator
6(60,00 g.L! de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de hidrolisante); 7 — reator 7( 38,79 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v"' de hidrolisante); 8 — reator 8( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 2,17% v.v’!
de hidrolisante); Central — reator central( 60,00 g.L-! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de hidrolisante
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A variacao da propor¢ao de NaOH 6M nos reatores também influenciou a produgao de
alcoois e acidos organicos na fermentacdo da casca da batata hidrolisada. Nos reatores 1 e 2
com 75,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisadas, respectivamente com 4,00 e 2,00% v.v'! de
NaOH 6M produziram, respectivamente, 1,22 ¢ 0,99 g.L"! de 4cido acético. O rendimento de
4cido acético por DQO adicionada no reator 1 (227,30 mg.g'DQO adicionada) foi 5,54%
superior ao observado no reator 2 (214,70 mg.g"'DQO adicionada). J4 entre os reatores 3 e 4
com 45,00 g.L! de casca de batata hidrolisadas, respectivamente com 2 € 4,00% v.v'' de NaOH
6M produziram, respectivamente, 1,23 e 1,29 g.L'! de 4cido acético. No reator 4 com 4,00%
v.v'! de NaOH 6M o rendimento de acido acético por DQO adicionada (280,60 mg.g'DQO
adicionada) foi 6,48% superior ao observado no reator 3 (262,40 mg.g"'DQO adicionada) com
2,00% v.v'' de NaOH 6M. Estes resultados sugerem que em proporgdes mais elevadas de NaOH
6M (4,00% v.v!) o rendimento de acido acético em fun¢do da DQO adicionada na fermentagio
aumentou.

De forma semelhante, o efeito da propor¢cao de NaOH 6M foi positivo para a producao
de 4cido butirico e etanol. Foram observados nos reatores 4 ¢ 3 com 45,00 g.L"! de cascas de
batatas hidrolisadas com 4 e 2 % v.v'' de NaOH 6M os rendimentos de 198,90 e 136,00 mg de
4cido butirico por gDQO adicionada, respectivamente. No reator 4 com 4,00% v.v'' de NaOH
6M o rendimento foi 31,62% a mais que o observado no reator 3 com 2,00% v.v' de NaOH
6M. Nos reatores 1 e 2 com 75,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisadas com 4,00 € 2 % v.v!
de NaOH 6M foram observados os rendimentos de etanol por DQO adicionada de 14,60 ¢ 9,80
mg.g'DQO adicionada, respectivamente. No reator 1 com 4,00% v.v! de NaOH 6M o
rendimento foi 32,87% superior ao verificado no reator 2 com 2 % v.v'! de NaOH 6M.

Diferentemente, para a produ¢do de 4cido propidnico na fermentagdo da casca de batata
hidrolisada com NaOH 6M, maiores propor¢des de NaOH 6M (a partir de 4,00% v.v'!)
influenciou negativamente. Nos reatores 6 e central com 60,00 g.L! de cascas de batatas
hidrolisadas com 4,41 e 3% v.v'' de NaOH 6M foram observados rendimentos de acido
propidnico por DQO adicionada, respectivamente de 0,00 € 13,00 mg.g'DQO adicionada. Isto
indica que o aumento da propor¢do de NaOH 6M na hidrolise quimica de casca de batata ¢
negativo para a producao de acido propidnico.

A producao de butanol nos reatores da fermentagao da casca de batata hidrolisada com
NaOH 6M variaram entre 0,09 ¢ 0,33 g.L"!. A influéncia do aumento da propor¢io de NaOH
6M sobre os rendimentos de butanol por DQO adicionada em algumas situagdes foi positiva e
em outas negativas. Nos reatores 3 (2,00% v.v'' de NaOH 6M) e 4 (4,00% v.v'! de NaOH 6M)
com 45,00 g.L"! de cascas de batatas foram observados rendimentos de 5,00 e 6,40 mg.g'DQO
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adicionada, respectivamente . No reator 4 com 4,00% v.v'! de NaOH 6M a produgio de butanol
(6,40 mg.g'DQO adicionada) foi 21,87% superior ao observado no reator 3 (5,00 mg.g"'DQO
adicionada) com 2,00% v.v'' de NaOH 6M. No entanto entre os reatores 6 e central com 60,00
g.L!de cascas de batatas hidrolisadas com 4,41 e 3,00% v.v'' de NaOH 6M foram observados
os rendimentos de butanol por DQO adicionada de 2,40 e 7,20 mg.g'DQO adicionada,
respectivamente. No reator central com 3,00% v.v'! de NaOH 6M o rendimento de butanol
(7,20 mg.g"'DQO adicionada) foi 66,66% superior ao observado no reator 6 (2,40 mg.g'DQO
adicionada) com 4,41% v.v'! de NaOH 6M.

A maior produ¢do de Hz na fermentacgdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M
foi de 1060,10 mLH2.L™!, observada no reator 5 com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'' de NaOH 6M. Neste reator (5) a produgio de 4cido acético foi a mais elevada
entre os outros metabolitos soluveis (alcoois e dcidos organicos). A producao de acido acético
neste reator foi de 0,85 g.L"!, correspondendo a 56,46% da composicdo de alcoois e acidos
organicos produzidos no reator. Este resultado indica que a produgao de acido acético favoreceu
a producdo de H2 na fermentacdo da casca da batata hidrolisada com NaOH 6M. De acordo
com Bundhoo e Mohee (2016) quando a producao de acido acético € favorecida na fermentacao,
um maximo de 4 mols de H2 podem ser produzidos a cada mol de glicose consumida como
substrato. Foi observado que a producdo de H2 nas condigdes de 81,21 g.L"! de casca de batata

hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M ocorreu de acordo com a Equagio (4) apresentada.

CsH1206 + 2H20 22CH3COO™ +2CO2 + 2H" + 4H2 4)

Contudo, a menor produ¢do de Hz na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com
NaOH 6M foi de 24,50 mLH2.L™!, observada no reator 3 com 45,00 g.L! de casca de batata
hidrolisada com 2,00% v.v"' de NaOH 6M. Neste reator (3) foi observada a menor concentragio
de carboidratos (0,73 g.L™!) liberada pela hidrélise com NaOH 6M para a fermentagio da casca
de batata. Isto indica que devido a pequena quantidade de carboidratos e seu consumo, as
bactérias acetogénicas passaram a consumir H2 e COz para a producdo de acido acéticos no
processo denominada homoacetogénese. Estas bactérias sdo ndo sdo inibidas pelo tratamento
térmico e pelo controle adequado do pH (MENEZES; SILVA, 2019). De acordo com
Shanmugam et al. (2014) estas bactérias sdo formadoras de enddsporos tornando-se resistentes
a pré-tratamentos fisicos e quimicos. A alta concentragdo de acido acético observada no reator

3 (1,23 g.L) reforca a hipotese de consumo de Hz por homoacetogénese.
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Luo et al. (2011) investigaram a influéncia de pré-tratamentos térmico, acido e choque
de carga sobre a producdo de Hz, em fermentagdes em bateladas, utilizando cultura mistas
mesofilicas sob a temperatura de 35 °C e cultura mista termofilica sob a temperatura de 55 °C,
variando os valores de pH iniciais entre 5,50 e 7,00). Os autores observaram que até 55,00% do
H: foi consumido por bactérias homoacetogénicas. Luo et al. (2011) verificaram que apesar dos
pré-tratamentos as bactérias homoacetogénicas formam esporos e se adaptam a mudancas nas
condi¢des ambientais. De forma semelhante, Shanmugam et al. (2016) avaliaram a produgao
de H2 em condi¢des mesofilicas (35 °C) e termofilica (55 °C) em fermentagdes em bateladas
sucessivas. Os autores realizaram pré-tratamentos térmicos, com compostos quimicos (acidos
e alcalinos) e com choques de carga. Shanmugan et al. (2016) verificaram perdas no rendimento
de Hz de até 98,00% devido a microrganismos homoacetogénicos, como bactérias formadores
de endosporos (Clostridium sp.).

Li et al. (2019) verificaram a fermentacao do residuo da batata 35 °C e pH 8,00 sobre a
producdo de acidos organicos e o processo de acidificagdo dos experimentos. Os autores
observaram que na acidificacdo da fermentagdo ocorreu a formagdo principalmente de acido
acético com concentracdo de 10,47 g.L! (52,60% da fragido de metabdlitos soltveis), seguido
da producio de 6,75 g.L! de 4cido butirico (33,71% da fragdo de metabolitos solaveis), 1,75
g.L! de 4cido propidnico (8,74% da fracdo de metabélitos soliiveis), e baixas concentragdes de
4cidos isovalérico (0,44 g.L'!), isobutirico (0,32 g.L'!) e valérico (0,18 g.L'!). Li et al. (2019)
avaliaram a conversdo de substrato nestes dcidos organicos e verificaram o grau de acidificagao
da fermentacdo de 95,80%, demostrando que a maior parte do substrato consumido foi
convertido em acidos organicos volateis. Na Figura 15 sdo apresentados os percentuais de graus
de acidificagdo e remocdo de carboidratos no ensaio com NaOH 6M como composto
hidrolisante da casca da batata, e a relagdo alimento/microrganismos (A/M). O grau de
acidificagdo tem como objetivo identificar os reatores onde foram observadas maiores
biotransformacdes de carboidratos em acidos organicos durante a etapa de acidogénese do
processo de fermentacdo. A remocdo de carboidrato verifica a porcentagem de carboidratos
consumidas nos reatores. A relagcdo alimento /microrganismos foi medida por concentragdo de
carboidrato inicial dividida por concentragdo de SSV inicial. O grau de acidificagdo pode ser
calculado de acordo com a Equacdo (5). >, metabdlitos soluveis representa a soma de todas as
concentragdes de alcoois e 4cidos organicos (expressas em DQO equivalente), por exemplo,
4cido acético: 1,07 mg.L™!; 4cido propidnico: 1,51 mg.L! e 4cido butirico 1,82 mg.L™!. DQO

inicial TEpresenta a concentragao inicial de matéria organica.
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Grau de acidificagdo = ) metabdlitos solaveis/ DQO inicial ®))

Figura 15 - Grau de acidificacdo, Relagdo A/M e remoc¢do de carboidratos nos reatores da
fermentagdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M em diferentes proporg¢des
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Ensaios

Legenda: 1- reator 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata/4,00% v.v'' de NaOH 6M); 2- reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca
de batata/ 2,00% v.v'! de NaOH 6M); 3-reator 3 (45,00 g.L"' de casca de batata/ 2,00% v.v'! de NaOH 6M); 4-
reator 4 ( 45,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'! de NaOH 6M); S-reator 5 ( 81,21 g.L"! de casca de batata/
3,00% v.v'! de NaOH 6M); 6-reator 6 (60,00 g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de NaOH 6M); 7-reator 7 (38,79
g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M); 8-reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 1,59 % v.v! de
NaOH 6M); Central -reator ponto central ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v' de NaOH 6M).

O reator com menor grau de acidificagdo (46%) na fermentagdo da casca de batata com
hidrolisada com NaOH 6M foi o central com 60,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'! de NaOH 6M. Neste reator a produc¢io de 4cido acético se destaca com uma fragdo
de 46,94% (0,67 g.L ! de 4cido acético) da composicdo de 4lcoois e 4cidos organicos. A
remocao de carboidratos verificada no reator 6 foi de 66,00%. No reator 8 foi observado o grau
de acidificacdo de 87% na fermentacdo da de 60,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
1,59% v.v'! de NaOH 6M. A producio de 4cido acético também foi favorecida. A fragdo de
4cido acético no reator 8 foi de 60,43% (1,27 g.L! de 4cido acético) da composicdo de alcoois
e acidos organicos. O consumo de carboidratos no reator 8 foi de 53,00%. Estes resultados

indicam que no reator 8 (1,59% v.v'' de NaOH 6M) com menor propor¢io de NaOH 6M que
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no reator central (3,00% v.v! de NaOH 6M) favoreceu as produgdes de dlcoois e acidos
organicos e diminuiu o consumo de carboidratos. O consumo de carboidratos no reator 8 (53%)
foi inferior ao observado no reator central (66%). A alta concentragao de acido acético no reator
8 (1,27 g.L'") pode ter inibido o consumo de carboidratos neste reator.

As relagdes A/M variaram entre 0,32 e 0,72. Nos reatores 8 (60,00 g.L! de casca de
batata hidrolisada com 1,59 % v.v' de NaOH 6M) e 5 (81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'! de NaOH 6M) foram observadas as relagdes A/M de 0,32. No reator 3 (45,00
g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de NaOH 6M) foi verificada a relagio A/M
de 0,72. Estes valores sugerem que os solidos volateis da casca de batata elevaram o valor de
M na relacdo A/M. Ruggeri, Tommasi e Sanfilippo (2015) observaram que os sélidos da
biomassa lignocelulosica dificultam contabilizar a concentracdo microbiana na fermentacao,
pois, contribuem na contabilizacdo da concentracdo de SSV. Desta forma, nos reatores 8 (60,00
g.L! de casca de batata) e 5 (81,21 g.L! de casca de batata) com maiores concentracdes iniciais
de casca de batata foi observada a relacdo A/M (0,32) 44,44% inferior a verificada no reator 3
(0,72) (45,00 g.L'! de casca de batata).

Na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com HCI 30% foram verificadas as
influéncias das propor¢des de HCl 30% utilizadas nas hidrolises das cascas de batatas e as
concentragdes inicial de casca nos rendimentos de alcoois e &cidos organicos por DQO
adicionada. Na Tabela 17 sdo apresentados os rendimentos destes metabdlitos soliveis em
funcao das DQO adicionadas nas fermentagdes da casca de batata hidrolisada com HCI 30%.
Nos reatores 2 e 3 com, respectivamente, 75,00 e 45,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas
com 2,00% v.v'' de HCI 30% foram observadas as concentragdes de 0,37 ¢ 0,78 g.L"!' de 4cido
butirico. No reator 2 com 75,00 g.L'! de cascas de batatas o rendimento de acido butirico por
DQO adicionada (169,90 mg.g'DQO adicionada) foi 53,44% superior ao observado no reator
3 (79,10 mg.g'DQO adicionada) com 45,00 g.L™! de cascas de batatas. Isto sugere que o efeito
positivo da casca de batata observado para a producdo de acido butirico na fermentacao de casca
de batata hidrolisada com HC1 30%. Porém, entre os reatores 7 e central com, respectivamente,
38,79 € 60,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas com 3,00% v.v"! de HCI 30% foi observado
que no reator central (60,00 g.L™! de cascas de batatas) o rendimento de 4cido butirico por DQO
adicionada (73,00 mg.g'DQO adicionada) foi 9,20% inferior ao observado no reator 7 (80,40
mg.g'DQO adicionada), demostrando que ndo ha uma tendéncia no efeito da concentragdo de
casca de batata sobre o rendimento de acido butirico na fermentagdo da casca de batata

hidrolisada com HCI 30%.
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Tabela 17 - Rendimento de metabolitos soluveis por DQO adicionada nas fermentacdes de
cascas de batatas hidrolisadas com HCI 30% em diferentes propor¢des

Reatores MetOH EtOH BuOH HAc HPr HBu
mg. g 'DQO  mg. g'DQO mg. g'DQO mg.g'DQO mg. g'DQO  mg. g'DQO
adicionada adicionada adicionada adicionada adicionada adicionada

1 19,30 22,80 6,20 47,60 24,80 62,80
2 0,00 39,60 17,60 112,80 24,70 169,90
3 0,00 12,00 6,30 61,30 55,50 79,10
4 0,00 5,90 6,80 156,50 76,50 73,10
5 0,00 29,70 0,00 129,10 33,10 65,80
6 0,00 30,60 14,30 447,10 144,10 62,70
7 0,00 23,50 9,90 103,70 67,30 80,40
8 0,00 11,90 8,30 82,20 60,60 56,40
Central 0,00 23,20 7,20 54,30 55,30 73,00

Legenda: MetOH — metanol; EtOH — etanol; BuOH — butanol; HAc¢ — acido acético; HPr- 4cido propionico;
HBu - 4cido butirico; 1- reator 1 (75,00 g.L! de casca de batata/4,00% v.v'' de HCI 30%); 2- reator 2 ( 75,00 g.L-
! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de HC130%); 3-reator 3 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de HC130%);
4-reator 4 ( 45,00 g.L! de casca de batata/ 4,00% v.v'! de HCI 30%); S-reator 5 ( 81,21 g.L! de casca de batata/
3,00% v.v'! de HC1 30%); 6-reator 6 (60,00 g.L! de casca de batata/ 4,41% v.v'! de HCI 30%); 7-reator 7 (38,79
g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de HC1 30%); 8-reator 8 ( 60,00 g.L-!' de casca de batata/ 1,59% v.v'! de HCI
30%); Central -reator ponto central ( 60,00 g.L' de casca de batata/ 3,00% v.v"! de HCI 30%)).

De forma semelhante, o efeito do aumento da concentragdo de casca de batata para o
rendimento de acido acético por DQO adicionada ndo foi determinado, pois, em algumas
situacdes este rendimento aumentou e outras diminuiu com o aumento da concentragao de casca
de batata. Nos reatores 1 (75,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisada com 4,00% v.v'! de HCI
30%) e 4 (45,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisada com 4,00% v.v'! de HCI 30%) o
rendimento de 4cido acético (156,50 mg.g'DQO adicionada) foi 59,58% maior na
concentragio de 45,00 g.L!' de casca de batata (reator 4) que na concentracdo de 75,00 g.L"! de
casca de batata (47,60 mg.g'DQO adicionada) (reator 1). Entre os reatores 2 (75,00 g.L! de
cascas de batatas hidrolisada com 2,00% v.v'' de HC130%) e 3 (45,00 g.L"! de cascas de batatas
hidrolisada com 2,00% v.v'! de HCI 30%) o rendimento de 4cido acético por DQO adicionada
(112,80 mg.g'DQO adicionada) foi 45,65% maior na concentragdo de 75,00 g.L"! de casca de
batata (reator 2) que na concentragiio de 45,00 g.L"! de casca de batata (reator 3) (61,30 mg.g”
'DQO adicionada). Para os rendimentos de metanol e butanol ndo foram possiveis observar
uma tendéncia nos efeitos do aumento da concentragdo de casca de batata na fermentagao.

Ja a influéncia positiva do aumento de concentragdo de casca de batata pode ser

observada para os rendimentos de etanol. Nos reatores 2 (75,00 g.L"!' de cascas de batatas) e 3
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(45,00 g.L'! de cascas de batatas) com mesma propor¢io de HCI 30% (2,00% v.v'!) foram
observadas concentragdes de 0,18 e 0,05 g.L!' de etanol, respectivamente. No reator 2 com
75,00 g.L! de cascas de batatas o rendimento de etanol por DQO adicionada (39,60 mg.g"'DQO
adicionada) foi 69,69% superior ao observado no reator 3 com 45,00 g.L! de cascas de batatas
(12,00 mg.g 'DQO adicionada).

Diferentemente, para o rendimento de acido propidnico por DQO adicionada foi
observado o efeito negativo do aumento de concentracdes de cascas de batatas. Nos reatores 1
(75,00 g.L! de cascas de batatas hidrolisada com 4,00% v.v'' de HC1 30%) e 4 (45,00 g.L"! de
cascas de batatas hidrolisada com 4,00% v.v'! de HCI 30%) foram identificados os rendimentos
de 4cido propidnico por DQO adicionada de 24,80 e 76,50 mg.g'DQO adicionada. O
rendimento de 24,80 mg.g"'DQO adicionada na concentragdo de 75,00 g.L"! de casca de batata
(reator 1) foi 67,58% inferior ao observado na concentra¢io de 45,00 g.L! de casca de batata
(reator 4) de 76,50 mg.g'DQO adicionada.

A proporcao de HCI 30% nos reatores influenciou os rendimentos de alguns 4lcoois e
acidos organicos em fun¢do da DQO adicionada na fermentacao da casca da batata hidrolisada
com HCI 30%. O efeito positivo do aumento da propor¢ao de HCl 30% foi observado
rendimento de 4cido propionico. Nos reatores 4 (45,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas
com 4,00% v.v'!de HC130%) e 3 (45,00 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas com 2,00% v.v’
'de HCI 30%) os rendimentos de acido propidnico por DQO adicionada observados foram de
76,50 e 55,50 mg.g'DQO adicionada, respectivamente. No reator 4 com 4,00% v.v'! de HCI
30% a producdo de acido propidnico (76,50 mg.g'DQO adicionada) foi 27,45% superior ao
observado no reator 3 (55,50 mg.g"'DQO adicionada) com 2,00% v.v'' de HC1 30%. No entanto
para os rendimentos de etanol e de acido butirico foram observados que em propor¢des mais
elevadas de HCI 30% o efeito foi negativo. Nos reatores 1 (75,00 g.L ™! de cascas de batatas
hidrolisadas com 4,00% v.v'' de HCI 30%) e 2 (75,00 g.L"' de cascas de batatas hidrolisadas
com 2,00% v.v'!' de HCI 30%) os rendimentos de etanol observados foram de 22,80 e 39,60
mg.g'DQO adicionada, respectivamente. No reator 2 com 2,00% v.v' de HCI 30% o
rendimento de 4cido propidnico (39,60 mg.g'DQO adicionada) foi 42,42% superior ao
observado no reator 1 (22,80 mg.g'DQO adicionada) com 4,00% v.v"' de HCI 30%. J4 para o
rendimento de acido butirico por DQO adicionada foram observados os valores de 62,80 e
169,90 mg.g'DQO adicionada, nos reatores 1 (4,00% v.v'' de HCI 30%) e 2 (2,00% v.v'! de
HCI 30%), respectivamente. No reator 2 (2,00% v.v'! de HC1 30%) o rendimento de 4acido
butirico de 169,90 mg.g'DQO adicionada foi 63,03% superior a observada no reator 1 de 62,80
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mg.g"'DQO adicionada (4,00% v.v'! de HCI 30%). Nas produgdes de 4dcido acético e metanol
ndo foi possivel determinar o efeito das propor¢des de HCI 30%.

Na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com HCI 30% a maior produgdo de Ha
observada foi de 655,40 mLH2.L!, no reator 2 com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 2,00% v.v'' de HCI 30%. No reator 2 foi verificada a fracdo de 45,75% de 4cido butirico
que correspondem a uma concentragdo de 0,78 g.L! de 4acido butirico. Entre as concentracdes
de alcoois e 4acidos organicos a concentracdao de acido butirico foi a mais elevada no reator 2.
Este resultado indica que a produgdo de acido butirica foi favorecida pelas condi¢des do meio
(75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30%; 37 °C, pH 7,00;
agitacdo de 150 rpm). Quando a produgao de &cido butirico ¢ favorecida na fermentagdo, 2 mols
de H2 sdo gerados a cada mol de glicose convertida em 4cido butirico (BUNDHOO; MOHEE,
2016), como a Equagdo (6) apresentada.

CsH1206 > CH3CH2CH2COO™ +2CO2 + H" + 2Ha (6)

A menor produgdo de H2 no ensaio com HCI 30% como hidrolisante de casca de batata
foi de 1,40 mLH2.L™!, observada no reator 3 com 45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
2,00% v.v'! de HC1 30%. No reator 3 a producio de dcido propidnico se destaca (0,26 g.L'!) e
sua fracdo correspondeu a 25,14% dos metabolitos soluveis (4lcoois e acidos orginicos)
formados. A cada mol de glicose utilizada para a geracdo de acido propidnico, sdo consumidos
2 mols de H2 (SAADY, 2013), como apresentada na Equacdo (7). A producdo de acido
propidnico também podem diminuir o rendimento de Hz por meio do seu efeito inibidor para a
producdo de H, (BUNDHOO; MOHEE, 2016). Isto sugere que as condi¢des do meio no reator
3 (45,00 gL' de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30%) favoreceu a
conversao de carboidratos em 4cido propidnico e, consequentemente, desfavoreceu a produgao

de Ho.
CsH1206+ 2H" © 2CH3CH2COO™ + 2H2 + 2H" (7
Na Figura 16 sdo apresentados os percentuais de graus de acidificagao e de remogao de

carboidratos e a relagdo alimento/microrganismos na fermentacao da casca de batata hidrolisada

com HCI 30%.
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Figura 16 - Grau de acidificagdo, Relagdo A/M e remogao de carboidratos nos reatores da
fermentacdo da casca de batata hidrolisada com HCI 30% em diferentes proporcdes
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Legenda: 1-reator 1 (75,00 g.L"! de casca de batata/4,00% v.v'' de HCI 30%); 2-reator 2 ( 75,00 g.L! de casca de
batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%);3- reator 3 (45,00 g.L-!' de casca de batata/ 2,00% v.v'! de HCI 30%); 4-reator 4
(45,00 g.L"! de casca de batata/ 4,00% v.v' de HCI 30%); 5-reator 5 ( 81,21 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v'!
de HC130%); 6-reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 4,41% v.v'' de HCI 30%); 7-reator 7 ( 38,79 g.L"! de casca
de batata/ 3,00% v.v"! de HC130%);8- reator 8 ( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59 % v.v'! de HCI 30%);Central-
reator ponto central ( 60,00 g.L' de casca de batata/ 3,00% v.v'' de HCI 30%).

O reator com menor grau de acidificagdo (30%) na fermentagdo da casca de batata com
hidrolisada com HCI1 30% foi o 1 com 75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,00%
v.v'! de HCI 30%. Neste reator a produgio de 4cido butirico se destaca com uma fragdo de
34,20% da composigdo de alcoois e acidos organicos (0,33 g.L! de 4cido butirico). A remogio
de carboidratos no reator 1 foi de 62,00%. No reator 6 foi observado o grau de acidificacdo de
92% na fermentagio da de 60,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,41% v.v'! de HCI
30%. A produgdo de acido acético foi favorecida. A fragdo de acido acético no reator 6 foi de
63,59% (1,72 g.L! de 4acido acético) da composicio de alcoois e 4cidos organicos. O consumo
de carboidratos no reator 6 foi de 48%. Isto indica que a maior propor¢do de HCI 30% (4,41%
v.v'! de HCI 30%) utilizada no reator 6 quando comparada a propor¢io utilizada no reator 1
(4,00% v.v' de HCI 30%) influenciou no aumento da producdo de 4lcoois e 4cidos, porém

diminuiu a remogdo de carboidratos. No reator 6 (4,41% v.v’! de HCI 30%) foi consumido

Relagdo A/M (mgDQO.mg! SSV)
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48,00% dos carboidratos e no reator 1 foram consumidos 62,00% dos carboidratos, indicando
que a propor¢do mais elevada (4,41% v.v! de HCl 30%) desfavoreceu o consumo de
carboidratos.

De forma semelhante, Kumar e Mohan (2018) avaliaram as produg¢des fermentativas de
H2 e acidos organicos volateis a partir do hidrolisado de residuos vegetais (batata, tomate,
repolho, cenoura, berinjela, coccinia, quiabo e beterraba) pré-tratados por trituragdo e
hidrolisados com de HCI. O pré-tratamento do residuo vegetal ocorreu durante 15 minutos a
121 °C em autoclave e agitacao de 120 rpm. Os autores verificaram os graus de acidifica¢des
nas fermentag¢des em quatro distintos pHs (4,0; 6,0; 7,0; € 10,0). Os graus de acidificacdes foram
de 54,10; 43,50; 30,20 ¢ 26,00% observados nas fermentagdes dos hidrolisados de residuos
vegetais sob os pHs 6,00; 10,00; 7,00 e 4,00, respectivamente. A producao de acido acético se
destacou em pH 6,00 (23,20%); 10,00 (21,00%) e 7,00 (9,70%). Na fermentacdo com pH 4,0 a
produgdo de acido butirico foi favorecida (13,8%) quando comparada a producdo de acético
(4,50%). Kumar ¢ Mohan (2018) observaram que a maior producdao de Hz ocorreu na
fermentagdo do hidrolisado de residuo vegetal com pH 6,00 que possui o grau de acidificagdao
mais elevado (54,10) com a produgdo de acido acético favorecida (23,20%). No entanto, na
fermentagdo com pH 4,00, em que o grau de acidificacdo foi o menor (26,00%) e a produgao
de 4cido butirico foi favorecida, a produgdo de Hz foi a menor observada. Estes corroboram
com os observados neste estudo, indicando que as fermenta¢des em que as produgdes de acidos
acéticos foram favorecidas os graus de acidificagdes foram superiores aos observados nas
fermentagdes em que as produgdes de acidos butiricos se destacaram.

As relagdes A/M variaram entre 0,53 e 1,15. No reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata
hidrolisada com 4,41 % v.v'! de HCI 30%) foi observada a relacio A/M de 0,52. No reator 3
(45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de HCI 30%) foi verificada a relacio
A/M de 1,15. Estes valores sugerem que, da mesma forma que na fermentacdo de casca de
batata hidrolisada com NaOH 6M, no ensaio com HCI 30% como hidrolisante os solidos
volateis da casca de batata elevaram o valor de (M) na relagdo A/M, pois, contribuem na
contabiliza¢io da concentracdo de SSV. Portanto, no reator 6 com 60,00 g.L™! de casca de batata
a relagio A/M (0,53) foi 46,08% inferior a observada no reator 3 (1,15) com 45,00 g.L"! de
casca de batata.

No ensaio com H2SO4 utilizado como hidrolisante da casca de batata foram observadas
as produgdes de outros acidos organicos volateis (Hca; HIsoVa; HIsoBu) que nido foram
produzidos nas fermentacdes da casca de batata com NaOH 6M e HCI 30%. Em alguns reatores

do ensaio com H2SO4 foram produzidos 4cidos de cadeia mais longa, como o acido caproico,
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acido de cadeia média, que pode ter ocorrido a partir das reagdes entre os dcidos primarios como
0 acético e um doador de elétron como etanol (GROOTSCHOLTEN et al. 2013), lactato
(KUCEK; NGUYEN; ANGENENT, 2016) ou metanol (CHEN et al. 2016) via processo
denominado de B-oxidagdo reversa.

O uso da cultura mista permite o aumento na produgao de metabolitos, a alta diversidade
de microrganismos e as interagdes sintroficas entre eles, auxiliando a produgao desses acidos
de cadeia mais longa. Por fim, a inibi¢ao da atividade metanogénica por tratamento especifico
do in6culo e o pH do meio em torno de 7,00 (GROOTSCHOLTEN et al. 2013) permitem as
condi¢des necessarias para a produgdo destes acidos, como o caproico. Pode-se inferir que as
condi¢des do meio dos reatores 2 (75,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de H2SOa), reator
3(45,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'' de H2SO4) e central (60,00 g.L-! de casca de batata/
5,00% v.v'! de H2SO4) que produziram 4cido caproico, possuiam as condi¢des anteriormente
mencionadas favoraveis e necessarias para a sua producao.

Os efeitos das variagdes de concentracdes de cascas de batatas no rendimento de acido
caproico foi observado com base nos valores de rendimento de metabolitos soliveis em fungao
de DQO adicionada produzidos na fermentacdo de casca de batata hidrolisada com H2SOa4
apresentados na Tabela 18. Nos reatores 2 (75,00 g.L*! de casca de batata hidrolisada com 3,00%
v.v! de H2S04) e 3 (75,00 g.L'! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SOa)
foram observadas as produgdes de 0,47 ¢ 0,50 g.L'! de 4cido caproico. Na concentragdo de
75,00 g.L'! (reator 2) o rendimento de acido caproico por DQO adicionada foi de 114,90 mg.g"
'DQO adicionada valor 32,45% inferior ao observado na concentraco de 45,00 g.L™! (reator 3)
de 170,10 mg.g'DQO adicionada. Isto indica que o efeito do aumento da casca de batata
hidrolisada com H2SO4 na fermentagao foi negativo.

Semelhantemente, nos rendimentos de acido butirico e butanol em fungdo da DQO
adicionada foram observados os efeitos negativos do aumento da concentragcdo de casca de
batata. Nos reatores 1 (75,00 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v'' de H2SO4) e
4 (45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v'! de H2SO4) foram observados os
rendimentos de 4cido butirico de 41,39 e 183,89 mg.g'DQO adicionada, respectivamente. Na
concentra¢do de 75,00 g.L! de casca de batata (reator 1) o rendimento de 4acido butirico foi
77,49% inferior ao observado na concentragio de 45,00 g.L'! de casca de batata (reator 4).
Nestes mesmos reatores (1 e 4) ndo foi observada a producao de butanol no reator 1 com 75,00
g.L! de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v'! de H2SOa4. No reator 4 com 45,00 g.L"! de
casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v'! de H2SO4 foi observado o rendimento de butanol

de 14,70 mg.g'DQO adicionada.
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De forma diferente, foi observada a influéncia positiva do aumento da concentragao de
casca de batatano rendimento de acido isovalérico em funcao de DQO adicionada. No reator 2
com 75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v"! de H2SO4 foram observados os
rendimentos de 4cido isovalérico de 60,20 mg.g"'DQO adicionada. Contudo, no reator 3 com
45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v"! de H2SO4 nio foi produzido acido
1sovalérico. Nas produgdes dos outros metabolitos soltiveis formados (etanol, metanol e acidos
acético, propidnico e isobutirico) ndo foi possivel determinar o efeito da variagdo da

concentragdo de casca de batata no inicio da fermentacao.

Tabela 18 - Rendimento de metabolitos soluveis por DQO adicionada nas fermentacdes de
cascas de batatas hidrolisadas com H2SO4em diferentes propor¢des

Reatores EtOH BuOH HAc HPr HlIsoBu HBu HlsoVa Hca
mg.g'DQO mg.g'DQO mg.g'DQO mg.g'DQO  mg.g'DQO mg.g'DQO  mg.g'DQO mg.g'DQO
adicionada  adicionada  adicionada  adicionada adicionada adicionada adicionada adicionada

1 0,00 0,00 113,10 0,00 0,00 41,39 0,00 0,00
2 0,00 11,60 157,80 47,30 29,80 232,86 60,20 114,90
3 0,00 16,90 305,70 0,00 4430 491,89 0,00 170,10
4 9,30 14,70 382,00 40,20 0,00 183,89 0,00 0,00
5 0,00 9,00 206,30 54,60 81,40 143,79 76,70 0,00
6 66,40 11,40 121,10 51,30 0,00 100,91 110,90 0,00
7 8,50 11,50 244,60 38,20 0,00 162,41 98,80 0,00
8 13,80 18,20 360,30 88,00 89,20 382,25 175,10 0,00
Central 0,00 16,10 479,60 97,00 100,60 367,05 172,20 180,10

Legenda: MetOH — metanol; EtOH — etanol; BuOH — butanol; HAc¢ — acido acético; HPr- 4cido propionico;
HBu — 4cido butirico; Hea — acido caproico; HIsoBu — acido isobutirico; HIsoVa — 4cido isovalérico; 1-reator 1
(75,00 g.L! de casca de batata/7,00% v.v'! de H,SO4); 2-reator 2 ( 75,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de
H>S04); 3-reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HoSOy); 4-reator 4 ( 45,00 g.L!' de casca de
batata/ 7 % v.v'! de HySQOy); 5- reator 5 ( 81,21 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de HySOys); 6-reator 6 (60,00
g.L"" de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de HySOy); 7- reator 7 (38,79 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v-' de H,SO4);
8-reator 8 ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 2,17% v.v'' de H,SO,); Central-reator ponto central ( 60,00 g.L de
casca de batata/ 5,00% v.v'! de H,SO4).

A propor¢do de H2SO4 nos reatores influenciou os rendimentos de alguns élcoois e
acidos organicos em fun¢do da DQO adicionada na fermentacao da casca da batata hidrolisada
com H2SOa. O efeito positivo do aumento da propor¢do de H2SO4 foi observado somente para
o rendimento de etanol. Na concentracdo de casca de batata de 60,00 g.L! hidrolisada com
5,00% v.v'! de H2SO4 (reator central) ndo foi produzido etanol. No entanto, foi observado o
rendimento de etanol de 66,40 mg.g'DQO adicionada na concentragio de casca de batata de

60,00 g.L! hidrolisada com 7,728% v.v'! de H2SOs (reatores 6). Diferentemente, a influéncia
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do aumento da propor¢do de H2SO4 na fermentagdo da casca da batata foi negativa para os
rendimentos de butanol, &cidos butirico, isobutirico, isovalérico e caproico. J& para as
produgdes de metanol e acidos acético e propidnicos ndo foi possivel observar uma tendéncia
do efeito da proporcao de H2SOx.

Na fermentacao da casca de batata hidrolisada com H2SO4 a maior produgdo de Ha foi
de 268,49 mLH2.L™!, observada no reator 2 com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'' de H2SO4. No reator 2 foram produzidos uma variedade de metabolitos soluveis
(butanol, e acidos acético, propidnico, butirico, isobutirico, isovalérico e caproico). Entre os
acidos produzidos a produgdo que mais se destacou foi a de acido acético. A concentracao de
4cido acético foi de 0,65 g.L"!, correspondente a uma fracdo de 24,11%. Este resultado indica
que a fermentac¢do da matéria organica foi via rota do acido acético com producdo de 4 mols de
H:2 a cada mol de glicose consumida, de acordo com a Equacao (4).

Contudo, a menor produ¢do de Hz na fermentacdo de casca de batata hidrolisada com
H2SO04 foi de 4,22 mLH2.L"!, observada no reator 4 com 45,00 gL' de casca de batata
hidrolisada com 7,00% v.v"' de HCI 30%. No reator 4 a fragdo de 4cido acético corresponde a
60,6% dos metabolitos solaveis (1,18 g.L'!). A concentracdo de carboidratos observada no
reator 4 ¢ de apenas 1,00 g.L! liberada pela hidrélise com 7,00% v.v'' de H2SO4 para a
fermentagao da casca de batata. Isto sugere que as bactérias acetogénicas passaram a agir para
a producdo de 4cido acético por meio do consumo de Hz e CO:2 no processo de
homoacetogénese. A alta concentragio de 4cido acético observada no reator 4 (11,18 gL ) ea
baixa produg¢io de Hz (4,22 mLH>.L™") consumo de H2 por homoacetogénese.

Domanski et al. (2020) verificaram a fermentagio de 14,28 g.L"!' de palha de centeio
hidrolisada com H2SO4 em diferentes propor¢des de H2SO4 (0,00; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 %
v.v'!) sobre as producdes de Hz e de alcoois e 4cidos organicos volateis. Os autores observaram
que o aumento da propor¢ao de hidrolisante reduziu em até 62,00% a produgdo de Hz. No
entanto, as produgdes de acidos acéticos e furfural cresceram em até 91,00 (2,50 g.L"!' de 4acido
acético) e 99,10% (1,65 g.L! de furfural), respectivamente, na propor¢do de 10,00% v.v'! de
H2SO4 comparadas as concentragdes observadas nas fermentagdes sem hidrolise. Estes
resultados corroboram com a hipotese de que no presente estudo a produgdo de Hz na
fermentagao da casca de batata hidrolisada com elevadas proporgdes de H2SO4 (acima de 4,00%
v.v'!) foi inibida pelo acumulo de furfural e pela a formagio de 4cido acético, no processo de

homoacetogénese.
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Na Figura 17 sdo expostos a relacao alimento/microrganismos e os percentuais de graus
de acidificacdo e de remocao de carboidratos e no ensaio com H2SOs4 como hidrolisante da

casca de batata.

Figura 17 - Grau de acidificacdo, Relagdo A/M e remogao de carboidratos nos reatores da
fermentagdo da casca de batata hidrolisada com H2SO4 em diferentes proporgdes
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Legenda: 1-reator 1 (75,00 g.L-! de casca de batata/7,00% v.v'! de H,SO,); 2-reator 2 ( 75,00 g.L"! de casca de
batata/ 3,00% v.v"! de HySO4); 3-reator 3 (45,00 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v"! de HySO4); 4-reator 4 ( 45,00
g.L! de casca de batata/ 7 % v.v'' de HySOy); 5- reator 5 ( 81,21 g.L'! de casca de batata/ 5,00% v.v'! de HySOu);
6-reator 6 (60,00 g.L"! de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de HoSOs); 7- reator 7 ( 38,79 g.L! de casca de batata/
5,00% v.v'! de H,SO,); 8-reator 8 ( 60,00 g.L!' de casca de batata/ 2,17% v.v'' de H,SO4); Central-reator ponto
central ( 60,00 g.L! de casca de batata/ 5,00% v.v'' de H,SOs).

O reator com menor grau de acidificagcdo (20%) na fermentagdo da casca de batata com
hidrolisada com H2SO4foi o 1 com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 7,00% v.v™!
de H2SOu4. Neste reator a produgdo de acido acético se destaca com uma fragdo de 72,84% da
composi¢do de 4lcoois e 4cidos organicos. (0,54 gL' de 4cido acético). A remogdo de
carboidratos no reator 1 foi de 62%. Nos reatores 2 (75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'! de H2SO4) e 5 (81,21 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com 5,00% v.v'!)
foram observados os graus de acidificacao de 89% na fermentagdo. A producdo de 4cido acético

foi favorecida nos dois reatores. A fracdo de acido acético no reator 2 foi de 24,11% (0,62 g.L°

Relagdo A/M (mgDQO.mg™! SSV)
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! de 4cido acético) e no reator 5 foi observada a fragdo de 4cido acético de 36,08% da
composi¢do de 4lcoois e acidos organicos (1,09 gL' de 4cido acético). Os consumos de
carboidratos nos reatores foram de 87,00% no reator 2 (75,00 g.L! de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4) e 77,00% no reator 5 (81,21 g.L"! de casca de batata
hidrolisada com 5,00% v.v'!). Estes resultados sugerem a menor propor¢io de H2SO4 utilizada
no reator 2 (3,00% v.v'! de H2SO4) comparada ao reator 1 (7,00% v.v'! de H2SO4) favoreceu a
producdo de 4cidos e o consumo de carboidratos, indicando o efeito inibidor da hidrolise com
proporg¢oes elevadas de H2SOa.

Greses et al. (2020) avaliaram a produgdo de acidos organicos volateis na fermentacao
de residuos agroindustriais (30,70 g.L"! de pepino, 45,00 g.L"! de tomate e 35,70 g.L"! de alface)
a 25 °C e pH 7,00. Os autores observaram que as conversoes destes residuos em 4acidos
organicos volateis foram de 58,00; 49,50 e 55,20% para o pepino, tomate e alface,
respectivamente. As produgdes de acidos butiricos (fragdo de 43,50%) e acéticos (fragdo de
32,20%) foram as mais abundantes independente do residuo fermentado. A producao de acido
caproico (fragdo de 24,80%) também se destacou em pH 6,00 da fermentacdo. Greses et al.
(2020) identificaram também as produgdes de acidos isobutirico (16,60%) e isovalérico
(9,30%). A producdo de H: nestas fermentagdes foram afetadas negativamente devido as
producdes desses acidos organicos volateis. A alta producao de acido acético promoveu uma
reducdo de Hz devido ao processo de homoacetogénese. Estes resultados corroboram com o que
foi observado no presente estudo sobre as producdes de uma variedade de 4cidos organicos
(acidos acetico, butirico, propidnico, isovalérico, isobutirico e caproico) na fermentagdo da
casca de batata hidrolisada com H2SO4 e, consequentemente, uma baixa produgdo de Ha.

As relagdes A/M na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com H2SO4 variaram
entre 0,35 e 0,82. No reator 7 (38,79 g.L! de casca de batata hidrolisada com 5,00% v.v'! de
H2S04) foi observada a relagio A/M de 0,35. No reator 2 (75,00 gL' de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SOs4) foi verificada a relagio A/M de 0,82. Estes valores
indicam que no ensaio com H2SO4 como hidrolisante da casca de batata, diferente dos ensaios
com NaOH e HCI 30%, no reator 7 com menor concentragao inicial de casca de batata (38,79
g.L'!) ocorreu a menor relagdo A/M. No entanto, no reator 2 com 75,00 g.L! de casca de batata
a relagdo A/M (0,35) foi 42,68% superior a observada na fermentagio com 45,00 g.L™! (0,82).

No presente trabalho com o hidrolisado da casca da batata inglesa (temperatura de 37
°C e pH de 7,00) foram observadas que as producdes de acido acético se destacou nos reatores
das fermentagdes dos trés ensaios (NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4).Chu et al. (2012) avaliando

a producao de hidrogénio e etanol a partir do residuo da batata doce, em cultura mista do esterco
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da vaca, em ensaio em batelada, sob a temperatura de 35 °C e pH de 7,5, determinaram que os
principais produtos metabolicos soluveis do processo de fermentagao foram o etanol, o acetato
e butirato, e pequenas concentragdes de propionato. As propor¢des observadas no trabalho de
Chu et al. (2012) foram de 51% de acido butirico; 24,00% de etanol; 23,00% de acético e 2,00%
de propionico. Para Lay et al. (2012), também avaliando a produ¢do de hidrogénio e etanol a
partir da batata doce, a composi¢ao foi de 53% de acido acético; 17,50% de acido propidnico e
28,63% de acido butirico, em fermentacao realizada em reatores em batelada a 37 °C e pH de

6,70, utilizando cultura mista de esterco de vaca.

5.2 PARAMETROS CINETICOS

Os efeitos das proporgdes de hidrolisantes (H2SO4. HCI 30% e NaOH 6M) sobre a
produgdo de H2 podem ser observados entre reatores com as mesmas condi¢gdes operacionais
(temperatura, pH, agitagdo e concentracdo de substrato). Nesta se¢do sdo apresentadas as
determinagdes dos parametros cinéticos dos reatores 1 e 2 dos trés ensaios realizados (H2SOa.
HC1 30% e NaOH 6M) com a concentragdo inicial de 75,00 g.L'! de casca de batata. Foram
analisados: o potencial de producdo acumulada de Hz, a duracdo da fase lag e a taxa maxima de
produgdo de Hz para distintas propor¢des de hidrolisantes. (3,00 € 7,00% v.v'' de H2SO4, 2 €
4,00% v.v'' HC130% e 2,00 € 4,00% v.v'' de NaOH 6M).

Na Figura 18 sdo exibidos os desempenhos cinéticos dos reatores 1 (7,00% v.v'! de
H2S04) e 2 (3,00% v.v'! de H2SO4) da fermentacio da casca da batata hidrolisada com H2SOs.
No ensaio que utilizou H2SO4 como hidrolisante de casca de batata o potencial maximo de Ho
no reator 1 (7,00% v.v'! de H2SO4) foi de 6,21 mLH2.L"!, com uma taxa maxima de produgio
de apenas 0,54 mLH>.L''.h'. A fase lag foi encerrada apds 24,13 horas. O coeficiente de
correlagdo entre os valores do modelo de produgdo de Hz no reator 1 e os valores dos volumes
de Hz produzidos no experimento, no mesmo reator, foi de 98,99 %. No reator 2 (3,00% v.v!
de H2S04) da fermentacdo da casca hidrolisada com H2SO4 os resultados foram distintos. O
potencial maximo de produgio no reator 2 foi de 264,19 mLH2.L"! com uma taxa maxima de
producdo foi de 5,26 mLH2.L'.h'!. A fase lag acabou no reator 2 apds 5,67 horas. O coeficiente
de correlagdo entre os resultados de produgdo de H2 do modelo e do experimento, no reator 2
foi de 94,04 %.

As propor¢cdes de H2SO4 utilizadas para hidrolisar a casca de batata nos reatores 1
(7,00% v.v'! de H2SO4) € 2 (3,00% v.v'! de H2SO4) possibilitaram efeitos distintos sobre os

parametros cinéticos analisados. No reator 1 a fase lag (24,13 horas) foi 18,46 horas mais longa
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e o potencial maximo de Hz (6,21 mLH2.L™") foi 97,60% inferior ao reator 2 (fase lag: 5,67 h;
potencial de producdo: 264,19 mLH2.L'!). A taxa maxima de producdo do reator 1 (0,54
mLH2.L'h!) foi 89,70% menor que a taxa obtida no reator 2 (5,26 mLH2.L''h'), ¢ a
interrup¢do da producao ocorreu 67,80% mais rapida no reator 1 (45 horas) que no reator 2 (140
horas). Estes resultados indicam que a propor¢do de H2SO4 utilizada para hidrolisar a casca de
batata na etapa de pré-tratamento possui efeitos sobre a produgdo de Hz. Os efeitos observados
sugerem que a medida que a propor¢do de H2SO4 foi maior na hidroélise da casca de batata, mais
tempo os microrganismos levaram para se adaptarem as condi¢des do reator, ¢ menos Hz foi
produzido a uma taxa mais lenta. A disponibilizagdo de carboidrato no meio liquido apds a
hidrolise, e o consumo de carboidrato nos reatores 1 (carboidrato inicial: 2,12 g.L'!;
porcentagem de carboidrato consumida: 42,50%) e 2 (carboidrato inicial: 1,41 g.L'!;
porcentagem de carboidrato consumida: 86,90%) sugerem a inibi¢do dos microrganismos ao
meio liquido, em maiores propor¢des de H2SO4 (7,00% v.v'! de H2SO4 no reator 1).

De acordo com Rodriguez-chong et al. (2004) o aumento da concentragdo de acidos nas
hidrolises quimicas pode fornecer além da quebra das ligacdes quimicas da fracdo celuldsica e
hemiceluldsica em acgucares fermentdveis (pentoses e hexoses) uma conversdo de outras
substancias. Elevadas propor¢des de acidos utilizados nas hidrélises quimicas acarretam a
geragao de compostos como o furfural. Este composto pode ser gerado na degradacdo de

pentoses, como a xilose quando ha elevadas proporc¢des de acidos como o H2SOa.
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Figura 18 - Cinética de produgdo de Hz e ajuste ao modelo de Gompertz modificado, com
7,00% v.v! (nivel +1) € 3,00% v.v'! (nivel -1) do H2SO4 como hidrolisante
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Pattra et al. (2008) afirmam que a produ¢do de furfural na fermentagdo pode ter

contribuido para o efeito inibidor no ensaio do presente estudo utilizando o hidrolisante H2SOa.

Os autores observaram que pré-tratando o bagaco de cana com H2SOs4 a proporcdo de

7,00% v.v'!', semelhante aos reatores 1 e 4 deste estudo, ocorreu o aumento de 90,70% de

furfural na fermentagdo do bagaco de cana. A produgao de furfural na proporgao de 0,25% v.v-

! de H2SOx4 foi de apenas 0,12 g.L! e na propor¢do de 7,00% v.v'' de H2SO4 foi registrado a

maior concentragio de furfural (1,30 g.L ). As fermenta¢des ocorreram a 37 °C, agitacio de

150 rpm e pH de 5,50. O pH registrado no final da fermentag¢ao do reator 1 foi de 5,12, valor

préximo ao observado na fermentagao realizada por Pattra et al. (2008).
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Cao et al. (2010) observaram a diminui¢do da produgdao de Hz devido aos efeitos
inibidores dos compostos furfural e hidroximetilfurfural na hidrélise quimica da palha de milho
por H2SO4. As produgdes de Hz foram reduzidas em até 54,10% em concentragdes de furfural
e hidroximetilfurfural de 1,10 e 0,42 g.L!, respectivamente. De forma semelhante, Siqueira e
Reginatto (2015) avaliaram a redugdo na producdo de biohidrogénio em distintas concentragdes
de furfural (0,25 a 2,00 g.L!). Os autores utilizam 40,00 g.L' de glicose como substrato e
cultura mista como indculo na fermentagdo sob a temperatura de 37 °C e 80 rpm. Os
rendimentos de H2 decresceram a medida que as concentragdes do composto inibidor
cresceram. Sem o composto o volume maximo acumulado de H2 produzido foi de 154,30 mL.
Na concentragdo de 2,00 gL' de furfural nio houve producio de H> (SIQUEIRA;
REGINATTO, 2015).

No ensaio com a fermentagao de casca hidrolisada com H2SO4, as proporgdes na faixa
entre 5,00 e 7,83% v.v'! de hidrolisante liberaram maiores concentragdes de carboidratos (até
2,12 g.L'! no reator 1, 7,00 % v.v'! de H2SO4). Porém, ao mesmo tempo, a conversio de
carboidratos em H> foi afetada, acarretando a diminuig¢@o do potencial de Hz nos reatores com
maiores quantidades de H2SOs, como no reator 1 (6,21 mL H2L'). Além do furfural,
previamente mensionado, o efeito negativo da maior propor¢ao deste hidrolisante pode estar
associado ao consumo de Haz para a redugdo de sulfato a sulfeto pelas bactérias redutoras de
sulfato (HWANG et al., 2011), diminuindo a produ¢do maxima acumulada de Hz. Durante a
fermentagdo, o sulfato presente no meio liquido pode ser reduzido a sulfeto por bactérias
redutoras de sulfato em ambientes anaerobios. Altas concentragdes de sulfeto sdo toxicas ou
inibidoras para as bactérias produtoras de H2. Em reatores com pH abaixo de 6 as bactérias
produtores de H> sdo significativamente expostas a inibi¢ao por sulfetos (ELBESHBISHY et
al., 2017). Os valores de pH no final das fermentagdes da casca hidrolisada com H2SO4 foram
abaixo de 6, indicando que a inibi¢do por sulfeto pode ter ocorrido.

As produgdes dos metabolitos soluveis podem também terem contribuido para a redugao
do volume de Hz na fermentagdo do hidrolisado da casca de batata. De acordo com Cui et al.
(2009) os carboidratos disponibilizados no meio liquido dos reatores podem ser utilizados para
a geracdo de alcoois e acidos organicos. As formagdes de alguns acidos (acido butirico e
propidnico) encontrados na fermentagao da casca hidrolisada com H2SO4 minimizam a geracao
de Hz2. A maior variacdo e concentracdes acidos organicos produzidos na fermentacdo da casca
de batata podem ser observados com a utilizagdo do hidrolisante H2SOa. Produgdes de acidos
acético, butirico, propionico, isobutirico, isovalérico, valérico e caproico foram observadas

neste ensaio fermentativo da casca de batata hidrolisada com H2SO4. Esta maior variacao de
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acidos produzidos indica que as condi¢des do meio liquido favoreceram a producdo destes
metabolitos, minimizando a produgdo de Hz. A producdo maxima de H» (268,49 mLH>.L!,
reator 2) na fermentacdo da casca hidrolisada com H2SO4 foi inferior a producdo maxima das
fermentacdes da casca de batata com HCI 30% (655,41 mLH2.L") e NaOH 6M (1060,10
mLH>.L).

Na Figura 19 sdo expostos os desempenhos cinéticos dos reatores 1 (4,00% v.v'! de HCI
30%) e 2 (2,00% v.v'! de HCI 30%) da fermentac¢do da casca de batata hidrolisada com HCI
30%. Na fermentacio deste hidrolisado o potencial maximo de Hz, no reator 1 (4,00% v.v'! de
HCI 30%), de acordo com o modelo foi de 301,45 mLH>.L"!, com uma taxa méxima de
producdo de 7,69 mL.L"".h"!. A fase lag no reator 1 durou 25,90 horas. O valor do potencial
maximo de produ¢do de H2 apresentado para o reator 1 pode ser explicado em até 98,35% da
variacdo da resposta de producdo acumulada de hidrogénio. No reator 2 (2,00% v.v'' de HCI
30%), o potencial maximo de producio de Hz foi de 668,71 mLH2.L"!, 54,90% superior ao valor
obtido no reator 1. A taxa maxima de produgio para o reator 2 foi de 27,45 mL.L"".h"! e a fase
lag acabou apds 40,09 horas. O potencial maximo de producdo de Hz para o reator 2 pode ser
explicado em até 99,19 % com o coeficiente de correlagdo deste modelo.

As distintas propor¢des de HCI 30% utilizadas para hidrolisar a casca de batata nos
reatores 1 (4,00% v.v'! de HCI 30%) e 2 (2,00% v.v'! de HCI 30%) ocasionaram diferentes
resultados cinéticos para os dois reatores. No reator 1 o potencial maximo de Hz (301,45
mLH>.L") foi inferior ao obtido no reator 2 (668,71 mLH2.L"!). Comparando apenas os
potenciais maximos de producao destes dois reatores, observa-se que o aumento da propor¢ao
do HCI 30% reduziu o volume maximo acumulado de Hz. Porém, analisando o efeito deste
composto hidrolisante sobre a geracdo de H2 nos demais reatores deste ensaio, ndo se pode
afirmar que a propor¢ao de HCI 30% tem efeito positivo ou negativo. Em outras situacdes, da
fermentagdo de casca de batata hidrolisada com HCl 30%, o aumento da propor¢do de
hidrolisante elevou a formag¢do de Hz. Isto pode ser comprovado com a analise da produgdo de
H: nos reatores 3 e 4, que utilizaram 45,00 g.L"! de casca de batata na fermentagdo. O reator 3
(2,00% v.v'! de HC1 30%) produziu 1,40 mLH2.L! e o reator 4 (4,00% v.v'! de HCI 30%) gerou
5,44 mLH>. L.
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Figura 19 - Cinética de produgdo de Hz e ajuste ao modelo de Gompertz modificado, com
4,00% v.v'! (nivel +1) reator 1 e 2,00% v.v'!' (nivel -1) reator 2 do HCI 30% como
hidrolisante
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Apesar dos valores do modelo indicarem diferencas na fase lag do reator 1 (25,90 h) e
2 (40,09 h), analisando os valores experimentais no reator 2, nota-se que ndo houve diferencas
entre as duragdes nas fases lag dos dois reatores. A fase lag observada nos experimentos dos
reatores 1 e 2 foram de 20 horas. A interrup¢ao da producao de H> foi de aproximadamente 80
horas, para os dois reatores. Estes resultados indicam que a adaptacdo dos microrganismos na
fermentag¢do do hidrolisado da casca de batata pré-tratada com HCl 30% foram similares em
distintas propor¢des de hidrolisantes. Zhang et al. (2007) utilizando 15,00 g.L"!' de residuo de
milho pré-tratado com HCI a uma proporgio de 0,20% v.v'! observaram uma fase lag de 20
horas (fermentagao a 36 °C e agitacdo de 90 rpm). A duracdo da fase lag observada por Zhang

et al. (2007) foi semelhante a duracdo das fases lag observadas nos experimentos dos reatores
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1 (25 h) e 2 (25 h), do presente estudo. Os valores de hidrolisantes utilizados nos reatores 1
(4,00% v.v! de HC1 30%) e 2 (2,00% v.v'! de HCI 30%) sdo superiores ao valor utilizado por
Zhang et al. (2007) (0,20% v.v'' de HCI), porém, as diferentes proporgdes ndo mostraram
grandes influéncias sobre a duragdo da fase lag.

Na Figura 20 sdo apresentados os desempenhos cinéticos das fermentagdes das cascas
de batatas hidrolisadas com NaOH 6M. O potencial méaximo de producdo de Hz, no reator 1
(4,00% v.v'! de NaOH 6M) de acordo com o modelo foi de 582,56 mL H2.L"!, com uma taxa
méxima de producdo de 21,08 mLH2.L''.h'!. A fase lag do reator 1 durou 40,26 horas. O valor
do potencial maximo de producdo de H2 pode ser explicado em até 99,21% da variagdo da
resposta de producdo acumulada de Hz, a partir do coeficiente de correlagdo deste modelo. No
reator 2 (2,00% v.v'' de NaoH 6M) o potencial maximo de produgdo foi de 509,80 mLH2.L.
A taxa maxima de produ¢io de H: neste reator foi de 21,40 mLH2.L'L.h! e a fase lag foi
encerrada apos 15,74 horas. O potencial maximo de produgdo de H2 indicada pelo modelo pode
ser explicado em até 98,93% para o reator 2.

O potencial maximo de produgdo de Hz para os reatores 1 (582,56 mLH2.L™") e 2 (509,80
mLH>.L") da fermentacdo de 75,00 g.L™! de casca de batata hidrolisada com NaOH 6M foi
semelhante (87,51% de similaridade) apesar das distintas propor¢des de hidrolisantes. Porém,
analisando o efeito deste composto hidrolisante sobre a geragao de H2 nos reatores 3 e 4 da
fermentagdo com 45,00 g.L! de substrato, observa-se que ocorreram mudangas mais elevadas
de producdo de Hz. O reator 3 (2,00% v.v'! de NaoH 6M) produziu 24,50 mLH>.L™! e o reator
4 (4,00% v.v'! de NaoH 6M) gerou 242,60 mLH>.L"!. Estes valores sugerem que as propor¢des
de NaOH 6M nao alteram de forma linear a producao de H2 na fermentacao de casca de batata.

A duragdo da fase lag no reator 1 (40,26 h) foi 24,52 horas mais longa que a fase lag no
reator 2 (15,74 h). Estas 24,52 horas a mais de duracdo de fase lag no reator 1 indica que os
microrganismos se adaptaram mais rapido ao substrato hidrolisado no reator 2 (15,74 h). Isto
pode ser explicado pela quantidade de hidrolisante no meio liquido do reator 1 (4,00% v.v'")
ser mais elevada que no reator 2 (2,00% v.v’'"), afetando o consumo de carboidrato para a
geracdo de H2. A quantidade de Hz produzido por carboidrato consumido no reator 1 (358,72
mLHz.g™! de carboidrato consumido) foi inferior ao obtido no reator 2 (1904,00 mLH2.g™!' de
carboidrato consumido), indicando que os microrganismos converteram mais carboidrato
disponibilizados no meio liquido em H2 no reator 2. A fase lag no trabalho de Ruggeri e
Tommasi (2012) durou apenas 8 horas. Os autores hidrolisaram o residuo organico de mercado
(restos de vegetais e frutos) com NaOH (sem proporcao definida) a pH de 12,50. O valor de 8

horas de duracdo da fase lag obtida no trabalho de Ruggeri e Tommasi (2012) ¢ inferior aos
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observados nos reatores 1 (40,46 h) e 2 (15,74) da fermentagdo da casca de batata hidrolisada

com NaOH 6M do presente estudo.

Figura 20 - Cinética de producao de Hz e ajuste ao modelo de Gompertz modificado, com
4,00% v.v'!' (nivel +1) (reator 1); e 2,00% v.v'! (nivel -1) (reator 2) do NaOH 6M como

hidrolisante.
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53 AVALIACAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA  DAS VARIAVEIS

CONCENTRACAO DE CASCA DE BATATA E PROPORCAO DE HIDROLISANTE,
SOBRE A PRODUCAO FERMENTATIVA DE HIDROGENIO

As diferentes influéncias das variaveis independentes (concentracdo de casca de batata

e proporcao de hidrolisante) podem ser identificadas por RSM, realizada pelo programa

STATISTICA 10.0®. A influéncia da concentracio de casca de batata e propor¢ao de
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hidrolisante possibilitaram explicar em diferentes porcentagens a variagdo dos valores de

producao fermentativa de H2, em um intervalo de confianga de 90%.

5.3.1 Producio de H; da fermentacio de hidrolisado de casca de batata pré-tratada com

H>S04

Os efeitos das varidveis analisadas (concentra¢do de casca de batata e propor¢do de
H2S04) sobre a producdo de Hz, para o ensaio de fermentacdo da casca de batata hidrolisada
com H2SO4 foram identificados por meio da RSM. Os valores analisados para cada variavel
foram separados em 5 niveis (-1,414; -1;0; +1; +1,414) definidos pelo DCCR. As concentracdes
de casca de batata variaram entre 38,79 e 81,21 g.L'! e as propor¢des de H2SO4 variaram entre
2,17 e 7,82% v.v''. Na Equacio (8) é mostrado matematicamente como as varidveis
concentragdo de casca de batata e propor¢do de H2SOs influenciaram a produgdo de
fermentativa de Hz. Na Equagdo (8): Y representa o valor previsto da producio de H2 (mL.L™"),
x1 o valor codificado de concentracdo de casca de batata e x2 o valor codificado de proporcao
de H2SOu4. Esta equacdo estd em funcdo somente dos efeitos significativos na fermentacao da
casca de batata hidrolisada com H2SOa. Os efeitos da concentragdo de casca de batata e da

propor¢ao de H2SO4 podem ser observados na equacao.

Y =37,05+4,13x1-2530x2 (8)

A influéncia das duas varidveis independentes sobre a produgdo acumulada de
hidrogénio (Y) podem ser notadas na equagao, porém, os efeitos das duas varaveis sao distintos.
A variavel concentragdo de casca de batata influéncia positivamente a producao fermentativa
de Haz. Contudo, a variavel propor¢ao de H2SOs influenciou negativamente a produgdo de Ho.
Estes resultados representam que em concentragcdes do hidrolisado de casca de batata mais
elevadas a producao de H2 aumentou. No entanto, a medida que se utilizou maiores proporg¢des
de H2S04 a produgdo de Hz foi reduzida, como mostrado no grafico de superficie de resposta e
na sua curva de contorno, apresentados na Figura 21. Os resultados obtidos a partir desta
equagao apresentam um intervalo de confianga de 90,00%, com um coeficiente de determinagao
(R?) de 0,6554. Isto demonstra que a concentragdo de substrato e a propor¢io de H2SOs4

influenciaram em até 65,54% a produgdo de Ho.
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Figura 21 - Efeito da variacdo da concentracdo de casca de batata e propor¢io de H2SO4 na producdo de H2 (mL.L™")
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Na superficie de resposta do conjunto de dados da fermentagdo da casca de batata
hidrolisada com H2SOs as alteragdes das proporgdes do hidrolisante (2,17 e 7,82% v.v'!)
influenciam de forma linear negativa a producio acumulada de H> (mL.L'). Esta
producdo também varia a partir das alteragcdes de concentracdo de casca de batata (38,79
e 81,21 gL, porém de forma linear positiva. A partir da curva de contorno, foi
apresentada a regido 6tima de produgdo de Hz, onde situa-se o a maxima produgdo
acumulada de H: obtida a partir da fermentagdo da casca hidrolisada com H2SOa. Os
maiores volumes acumulados de H2 ocorreram em propor¢des de H2SO4 igual ou menor
que 4,00% e concentra¢des de casca de batata igual ou superior a 75,00 g.L!. O reator 2
com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de H2SOs4 esta presente
na regido Otima. A produ¢do maxima de Hz observada com o hidrolisado da casca de

batata pré-tratada com H2SO4 foi de 268,49 mLH2.L™! no reator 2.

5.3.1.1 ANOVA da fermentag¢do da casca de batata hidrolisada com H25804

A adequagdo deste modelo de producdo de Ha, verificada por anélise de variancia
(ANOVA) foi realizada para confirmar se 0 modelo obtido com os dados do planejamento
experimental do ensaio com H2SOs representa significativamente os resultados

apresentados na superficie de resposta (Tabela 19).

Tabela 19 - ANOVA do ensaio utilizando o hidrolisante H2SO4 na otimizagdo da

produgdo acumulada de Ho.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcaic Frab
varia¢ao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 51175,10 2 25587,60 7,60 3,11
Residuos 26901,50 8 3362,70
Falta de 17695,10 6 2949,20 0,60
Ajuste
Erro Puro 9206,50 2 4603,20

Total 78076,60 10
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Na Tabela 19 do teste ANOV A realizado com o conjunto de dados da fermentagao
de casca de batata hidrolisada com H2SO4 estdo apresentados os valores de Fcalculado e
Ftabelado. O valor de Fcalculado (7,60) apresentado na tabela foi superior em ao valor
de Ftabelado (3,11). Este resultado comprova a validade do modelo para a produ¢do de
Hz. O coeficiente de correlagdo determinado para este modelo indica que a produgao de
Hz pode ser explicada em até 65,54%, a um intervalo de confianca de 90,00%, por este
modelo que indica a influéncia linear positiva da casca de batata e o efeito linear negativo

da proporcao do H2SOa.

5.3.2 Producio de H; da fermentacio de hidrolisado de casca de batata pré-tratada
com HCI1 30%

Os efeitos significativos sobre a producao fermentativa de Hz a partir da casca de
batata hidrolisada com HCI 30% foram analisados por RSM. As concentragdes de casca
de batata variaram entre 38,79 e 81,21 g.L"!' e as propor¢des de HCI 30% entre 1,59 e
4,41% v.v''. Na Equagdo (9) é apresentado como as varidveis concentragdo de casca de
batata e propor¢ao de HCI 30% influenciaram a producdo de Hz, matematicamente. Na
Equagcio (9) o valor previsto de produ¢io de H2 (mL.L™") é representado por Y e o valor
codificado da concentracdo de casca de batata por x1. Esta equacdo estd em fungao
somente dos efeitos significativos na fermentagao da casca de batata hidrolisada com HCl
30%. Somente o efeito linear da concentragdo de casca de batata pode ser observado na

Equagao (9).

Y = 388,15+ 9,53 xi (9)

A influéncia da variavel independente x1 (concentracdo de casca de batata) pode
ser observada sobre a producdo acumulada de H2 (Y) na equagdo. O coeficiente de
determinagdo da Equacdo (9) foi de 0,5009 obtido a um intervalo de confianca de 90%.
A wvariavel concentragdo de casca de batata influenciou positivamente a produgdo
fermentativa de Hz, indicando que em concentragdes de casca de batata mais elevadas a
produgdo de H2 foi maior. Contudo a variavel independente x2 (proporcao de HCI 30%)
ndo influenciou a produ¢do de Hz de forma significativa, como na superficie de resposta

e na sua curva de contorno, apresentadas na Figura 22.



Figura 22 - Efeito da variaco da concentracio de casca de batata e propor¢do de HCI 30% na producio de H> (mL.L™")
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A superficie de resposta foi apresentada com base no conjunto de dados da
fermentagao de casca de batata hidrolisada com HCI 30%. A tunica influéncia observada
sobre a produc¢ao de H2 neste ensaio foi o efeito linear positivo da concentracdo de casca
de batata (38,79 € 81,21 g.L"). A partir da curva de contorno foram exibidas as melhores
concentragdes do hidrolisado de casca de batata pré-tratado com HCI 30% para a
producao de Hz. As producdes mais elevadas de H2 ocorreram em concentragdes do
hidrolisado de casca de batata igual ou superior a 75,00 g.L!. Os reatores 1 € 2 com
75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,00 e 2,00% v.v'' de HCI 30% estdo
presentes na regido 6tima de producdo de H2. A produgdo maxima de H2 na fermentacao
de casca de batata hidrolisada com HCI 30% neste estudo foi de 655,40 mLH,.L!

observada no reator 2.

5.3.2.1 ANOVA da fermenta¢do da casca de batata hidrolisada com HCI 30%

A adequacdo do modelo de produgdo de H: a partir da fermentacao do hidrolisado
da casca pré-tratado com HCI 30% foi verificada como apresentada na Tabela 20. Este
teste foi realizado para confirmar a significancia do efeito da variagdo da concentracao de
casca de batata sobre os resultados de produc¢dao de H: apresentados na superficie de

resposta.

Tabela 20 - ANOVA do ensaio utilizando o hidrolisante HC1 30% na otimizagdo da

produgdo acumulada de Ho.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcaic Frab
variac¢ao Quadrados Liberdade Meédio
Regressao 163512,40 1 163512,40 8,00 3,46
Residuos 162926,10 8 20365,80
Falta de 161577,80 7 23082,50 17,10
Ajuste
Erro Puro 1348.40 1 1348.,40

Total 326438,60 9
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O efeito da casca de batata na produ¢ao fermentativa de H2 no ensaio com HCI
30% pode ser explicado em até 50,09% neste estudo. O intervalo de confianca utilizado
foi de 90,00%. A partir da ANOVA foi observado que o valor de Fcalculado (8,00) foi
maior que o valor de Ftabelado (3,46), comprovando a validade do modelo para a

produgdo acumulada de Ho.

5.3.3 Producio de H; da fermentacio de hidrolisado de casca de batata pré-tratada

com NaOH 6M

As mudancas nos valores da produgdo fermentativa de Hz a partir da casca de
batata hidrolisada com NaOH 6M foram avaliadas para os efeitos das variaveis
independentes concentragdo de casca de batata (38,79 e 81,21 g.L'!) e propor¢io de
NaOH 6M (1,59 e 4,41% v.v'!). Na Equacdo (10) pode ser observada que a produgio de
Hz (mL.L"), representada por Y, estd em fungdo somente do efeito linear do valor

codificado da concentragdo de casca de batata, representado por x1.

Y = 494,87 + 15,78 xi (10)

O coeficiente de determinagao da Equagdao (10) foi de 0,5784 obtido a um
intervalo de confianga de 90,00%. A variavel concentragdo de casca de batata influenciou
de forma linear positiva a produ¢do de H2 na fermentacdo. Isto indica que em
concentragdes de casca de batata mais elevadas a produg¢ao de H2 aumentou. Entretanto,
a variavel independente x2 (propor¢ao de NaOH 6M) nao aparece na equagao, indicando
que a produgao de Hz ndo foi influenciada significativamente pelos efeitos das mudangas
de propor¢des de NaOH 6M na hidrolise, como pode ser visto na superficie de resposta e
na sua curva de contorno, apresentadas na Figura 23.

A superficie de resposta foi analisada a partir das variagdes de concentragao de
casca de batata hidrolisada com NaOH 6M e das mudangas de propor¢des de NaOH 6M
no pré-tratamento. Entre as duas variaveis independentes a tnica influéncia observada
sobre a produgdo de Hz foi o efeito linear positivo da concentracdo de casca de batata
(38,79 e 81,21 g.L'!). A partir da curva de contorno foi apresentada as faixas otimas de
valores de concentragdo do hidrolisado de casca de batata pré-tratado com NaOH 6M para
a producdo de Hz. As produgdes mais elevadas de H2 ocorreram em concentragdes de

casca de batata hidrolisada com NaOH 6M igual ou superior a 75,00 g.L"!. Os reatores 1
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(75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v'! de NaOH 6M), 2 (75,00 g.L°
! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de NaOH 6M) e 5 (81,21 g.L! de casca
de batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de NaOH 6M) estdo presentes na regido otima de
produgdo de Hz. A produ¢do maxima de Hz na fermentacdo de casca de batata hidrolisada
com NaOH 6M, neste estudo, foi de 1060,10 mLH2.L"' obtido no reator 5. Estes
resultados indicam que se pode obter produ¢des de H2 mais elevadas em propor¢des mais

baixas de NaOH 6M e concentragdes maiores de casca de batata.

5.3.3.1 ANOVA da fermentagdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6 M

Na Tabela 21 ¢ apresentado por meio da ANOVA se o conjunto de dados da
fermentacdo de casca de batata hidrolisada com NaOH 6M foram significativos para as
mudancas de Hz. A andlise do teste permite analisar quantos por cento a concentragao da
casca de batata influenciou os volumes acumulados de H2, em um intervalo de confianca

de 90,00%.

Tabela 21 - ANOVA do ensaio utilizando o hidrolisante NaOH 6M na otimizacdo da

produgdo acumulada de Ho.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcaic Frab
varia¢ao Quadrados  Liberdade Médio
Regressao 448377,00 1 448377,00 12,30 3,36
Residuos 326826,70 9 36314,10
Falta de 326008,60 7 46572,70 113,90
Ajuste
Erro Puro 818,10 2 409,10
Total 775203,80 10

Os resultados do teste indicam que efeito da concentragdo de casca de batata na
produgdo de H2 para a fermentacdo de casca de batata hidrolisada com NaOH 6M pode
ser explicado em até 57,84% neste ensaio. O valor de Fcalculado (12,30) observado na
tabela foi maior que o valor de Ftabelado (3,36), comprovando que o modelo analisado ¢

valido para a produg¢do de Ha.
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Figura 23 - Efeito da variacdo da concentraco de casca de batata e propor¢do de NaOH 6M na producio acumulada de H> (mL.L™)
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5.4 VALIDACAO DAS PRODUCOES DE H> NAS FERMENTACOES DA CASCA DE
BATATA COM AS MELHORES CONDICOES DE CONCENTRACAO DE
SUBSTRATO E PROPORCAO DE HIDROLISANTE

Um novo ensaio em batelada foi realizado a partir dos resultados obtidos com as
melhores condi¢des de concentragdes de substrato hidrolisado e proporgdes de hidrolisantes
(NaOH 6M, HCI 30% e H2SOs4). Este ensaio buscou validar os resultados de producdo de H>
na fermentacdo da casca de batata. As condi¢des Otimas observadas nas fermentacdes foram
realizadas no reator 5 da fermentagdo com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00%
v.v'! de NaOH 6M, no reator 1 da fermenta¢io com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 4,00% v.v'! de HCI 30%, e no reator 2 da fermentagiio com 75,00 g.L"! de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v! de H2SOs. A duragdo deste ensaio de validagio foi de
aproximadamente 209 horas.

Os valores de producdo de H> obtidos nas validagdes dos resultados das fermentagdes
dos hidrolisados da casca de batata pré-tratadas com NaOH 6M, HCIl 30% e H2SO4 sdo
apresentados na Figura 24. No ensaio fermentativo da casca de batata hidrolisada com NaOH
6M a producdo de Hz foi de 790,00 mLH2.L™!, no reator 5 (81,21 g.L'! de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v"! de NaOH 6M). No ensaio fermentativo utilizando o HCI 30% para
hidrolisar a casca de batata o volume maximo de Hz foi de 265,00 mLH2.L™! no reator 1 (75,00
g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v"' de HCI 30%). A produgdo de H> na
fermentagio da casca hidrolisada com H2SO4 de foi 215 mLH2.L™! no reator 2 (75,00 g.L! de
casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4). Entre as trés fermentacdes, o reator 5
do ensaio com o hidrolisante NaOH 6M (790 mLH2.L™!) foi 66,40% superior ao reator 1 da
fermentagdo com HCI 30% (265,00 mLH2.L!), e 72,80% maior que ao obtido no reator 2 da
fermentagdo com H2S04 (215,00 mLH2.L!). A similaridade entre os volumes de H2 dos ensaios
com HCI 30% e H2SO4 foi de 93,40%.

Na Figura 25 sdo apresentados os volumes maximos de Hz produzidos nos ensaios com
os trés hidrolisantes quimicos (NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4) e os valores obtidos no ensaio
de validacdo dos resultados. Os volumes de H: produzidos foram 790,00; 265,00 e
215,00 mLH2.L! para as fermentacdes das cascas de batata hidrolisadas com NaOH 6M, HCI
30% e H2SO4, respectivamente. Estes valores de producao sdo similares aos volumes maximos
de Hz produzidos anteriormente nas fermentacdes de cada ensaio (NaOH 6M: 1601,10 mLH2.L
1, HC130%: 288,00 mLH2.L!; H2SO4: 269,00 mLH2.L!). Os graus de precisdes dos resultados

de producgdo de H: nas validagdes das fermentagdes dos hidrolisados da casca de batata pré-
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tratada com NaOH 6M foi de 74,50%; com HCI 30% foi de 92,00% ¢ com H2SO4 foi de
79,90%.

Figura 24 - Validagao da producdo de Hz nas fermentacdes da casca de batata hidrolisada com
NaOH 6M; HCI 30%% e H2SO4
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Legenda: NaOH 5 Val. Validagdo do reator 5, da fermenta¢do com 81,21 g.L! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'! de NaOH 6M; HCI 1 Val. Validagio do reator 1, da fermenta¢do com 75g.L"! de casca de batata com
4,00% v.v'! de HCI 30%; H2SO4 2 Val.: Validacdo do reator 2, da fermentagdo com 75g.L"! de casca de batata/
3,00% v.v'! de H,SO,.

Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) apods otimizacdo das varidveis independentes:
concentracio de residuo da batata (10 a 40 g.L "), pH inicial (3 a 8), temperatura da reacdo (32
a 38 °C) e tempo de fermentagdo (5 a 120 h), realizaram um ensaio de validagdo dos resultados.
Os valores otimizados para a produ¢do de Ha registrados por Sekoai, Ayeni e Daramola (2017)
foi de 39,56 g.L'! de concentracdo de residuo de batata, pH de 7,86; temperatura de 37,87 °C e
tempo de fermentagdo de 82,56 horas. A partir destas condi¢gdes o rendimento observado pelos
autores na fermentagao do residuo da batata foi de 68,54 mL de Hz por grama de s6lidos volateis
totais. No ensaio de validacdo de Hz o rendimento foi de 79,43 mL de Hz por grama de s6lidos
volateis totais. Os autores obtiveram um grau de precisdo do modelo de 86,20% entre os

rendimentos de H> da fermentagdo do residuo da batata e do experimento de validacao.
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Figura 25 - Validacao da produgdo de H2 na fermentacao de casca de batata hidrolisada com trés compostos quimicos distintos (NaOH 6M; HCl
30% e H2S04)
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Legenda: NaOH 5: fermentagdo do reator 5 (81,21 g.L"! de substrato hidrolisado com 3,00% v.v'! de NaOH 6M); NaOH 5 Val.: valida¢do do reator 5; HCI 1: fermentagdo
do reator 1 (75,00 g.L! de substrato hidrolisado com 4,00% v.v'' de NaOH 6M); HCI 1 Val.: validagdo do reator 5; H2SO4 2: fermentacdo do reator 2 (75,00 g.L"!' de
substrato hidrolisado com 3,00% v.v'! de NaOH 6M); H2SO4 2 Val.: Validagdo do reator 2.
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O grau de precisao observado por Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) foi similar ao obtido
por Rabelo et al. (2018). No experimento de validagdo realizado por Rabelo et al. (2018) a
precisdo foi de 85,90% para produgdo de Hz a partir de 7,00 g.L"! de bagago da cana e pH inicial
de 7,20. Os autores analisaram a influéncia da concentragdo do hidrolisado do bagaco de cana
(0,80 29,20 g.L") e do pH inicial (4,60 a 7,40) na produgio fermentativa de Hz. Rabelo et al.
(2018) observaram uma produgdo de 23,10 mmolHz.L! na fermentagio do bagaco de cana e na
validagdo deste resultado obtiveram uma producio de 19,84 mmolHz.L! (85,90% de preciso).
As precisdes obtidas de 86,20 e 85,90% para os trabalhos de Sekoai, Ayeni e Daramola (2017)
e Rabelo et al. (2018), respectivamente, foram proximas as obtidas nas validacdes dos
resultados de producao de H> do presente trabalho (NaOH 6M:74,50%; HCI1 30%: 92,00%;
H2S04: 79,90%.)

5.4.1 Cinética das fermentacdes otimizadas da casca de batata hidrolisadas com os trés

compostos hidrolisantes e da fermentacio sem hidrolise quimica

Os parametros cinéticos (potencial maximo de produc¢do de Hz, duracdo da fase lag e taxa
maxima de producdo de H2) podem ser observados para a validacdo da fermentacao de 75,00
gL' de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4 na Figura 26. O potencial
méaximo de producdo Hz foi de 197,16 mLH2.L!, nesta fermentacdo. A taxa méaxima de
producio de H> foi de 8,39 mLH>.L'".h'!. A fase lag desta fermentacdo durou 45,02 horas. O
modelo utilizado para analisar a produ¢do de Hz a partir das condigdes de concentragdo de
substrato e propor¢io de hidrolisante mencionadas (75,00 g.L"! de casca de batata; 3,00% v.v'!
de H2SO4) explicam em até 98,35% da producdo acumulada de Ho.

O potencial maximo de produgdo de Ha resultante da equagdo de Gompertz modificada
(201,39 mLHz.L") quando comparado ao valor da produgio de Hz obtido pelo experimento de
validagdo (215,00 mLH2.L™ ') tem 93,67% de similaridade. A produgdo de Hz de 201,39 mLHo>.
L', d"! obtida nesta fermentagdo foi 45,60% superior a produgio de Ha observada por Fangkum
e Reungsang (2011) (109,55 mLH>. L!. d'!). Fangkum e Reungsang (2011) hidrolisaram com
H2S04 a 1,00 % v.v'! 0 bagago da cana. A fermentagio realizada pelos autores ocorreu em pH
inicial de 6,50, agitagdo de 150 rpm e temperatura de 37 °C. A concentracdo inicial de
carboidrato utilizada por Fangkum e Reungsang (2011) foi de 1,49 gL’'. Condigdes
fermentativas similares ao do presente estudo que utilizou 75,00 g.L!' de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SOs, fermentada também a 37 °C e agitacdo de 150 rpm, com

concentragio inicial de carboidrato de 1,79 g.L-!.
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Figura 26 - Cinética da producio de Hz da validagio da fermentagdo com 75,00 g.L! de casca
de batata hidrolisada com 3,00% v.v"! de H2SO4
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Os parametros cinéticos para a fermentacdo com 75,00 gL' de casca de batata
hidrolisada com 4,00% v.v"! de HCI 30% sdo apresentados na Figura 27. O potencial maximo
de produgdo de Hz e a taxa maxima de produgio de Hz foram de 273,27 mLH2.L" € 6,33 mLHo>.
L. h'!, respectivamente. A duragio da fase lag para esta fermentagdo foi de 24,89 horas. O
potencial de produ¢io de Hz para as condigdes mencionadas (75,00 g.L™! de casca de batata
hidrolisada com 4,00% v.v'' de HCI 30%) pode ser explicado em até 96,87 % da variagdo da
resposta de produgao.

O potencial maximo de produgdo de Ha resultante da equagdo de Gompertz modificada
(273,27 mLH2.L") foi 96,97% similar ao valor da produgio de Hz obtida experimentalmente
(265,0 mLH2.L ') no ensaio de validagio para a analise do composto HC1 30%. A produgio de
H> de 152,08 mLHa. L. d! observada no ensaio de valida¢do da fermentagdo utilizando HCI
30% foi 70,52% inferior a observada na hidrolise da palha de arroz realizada por Chang et al.
(2011). Os autores utilizaram uma proporgio de 0,90 % p.p"! de HCl para hidrolisar a palha de
arroz. Chang et al. (2011) realizaram o experimento em batelada com uma concentragao inicial
de carboidrato de 0,33 g.L"! e temperatura de 40 °C, pH inicial de 6,50 e agitacdo de 150 rpm.

Contudo, no presente estudo foi observado uma concentra¢do 34,00% superior de carboidrato
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disponibilizado apés a hidrolise da casca de batata (0,50 g.L!) realizada com 4,00% v.v'! de
HCI 30% (proporcao 77,50% superior a utilizada por Chang et al. (2011)). A fermentacdo da

casca de batata ocorreu a temperatura de 37 °C, pH inicial 7,00 e agitacao de 150 rpm.

Figura 27 - Cinética da producio de Hz da valida¢io da fermentagio com 75,00 g.L™! de casca
de batata hidrolisada com 4,00% v.v'! de HC1 30%
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Na Figura 28 é apresentado o desempenho cinético da fermentacio de 81,21 gL' da
casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de NaOH 6M. Os valores de potencial maximo de
producio de H: e da taxa méaxima de producio foram de 762,09 mLH2.L' e 38,5
mLH>. L' h!, respectivamente. A fase lag desta fermentacdo foi encerrada apos 14,56 horas
de duracdo. O potencial de producdo de Hz para 81,21 g.L! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'! de NaOH 6M pode ser explicado em até 99,72% da variagdo da resposta de
producao

O potencial maximo de produgdo de Ha resultante da equagdo de Gompertz modificada
(762,09 mLH2.L") foi 96,46% similar a produgio obtida experimentalmente no ensaio de
validagdo da fermentagdo que utilizou NaOH 6M como hidrolisante (790,00 mLH2.L"). A
produgdo de H> de 762,09 mLH>.L" foi 73,70% superior ao observado por Fangkum e
Reungsang (2011) a partir da hidrolise do bagaco de cana, realizada com NaOH a uma

proporcdo de 0,25% v.v'!. Os autores observaram uma producdo de 200,00 mLH2.L! a partir
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da concentracdo de 0,71 g.L! de carboidratos iniciais sob a temperatura de 37 °C, agitacio de
150 rpm e pH de 6,50. No entanto, no presente estudo, foi disponibilizada a partir da hidrolise
da casca de batata pré-tratada a 3,00% v.v'! de NaOH uma concentragio de carboidrato de 1,40
g.L! (valor 2 vezes superior ao utilizado por Fangkum e Reungsang (2011)). A fermentagdo da
casca de batata ocorreu com temperatura (37 °C) e agitagao (150 rpm) semelhante ao observado

no trabalho de Fangkum e Reungsang (2011) e um pH inicial 7,00.

Figura 28 - Cinética da produgdo de Hz da validagio da fermentagdo com 81,21 g.L! de casca
de batata hidrolisada com 3,00% v.v"' de NaOH 6M

900
800 o

[\
)
)
Q

[am—

=
=]

g

{

o

Produgdo acumulad

_
=
=

10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

—
o
(o)

A fase lag mais curta entre as fermentacdes da casca de batata realizadas na validacdo
foi no reator 5 (14,56 h) com o composto NaOH 6M, seguido do ensaio com HCI 30% (24,89
h) e do H2SO4 (45,02 h). Isto comprova que os microrganismos tiveram mais afinidade com o
meio liquido composto por 3,00% v.v'! de NaOH 6M. Os microrganismos se adaptaram mais
rapidamente as condi¢des do reator 5 e iniciaram o processo fermentativo em um intervalo de
tempo mais curto. A melhor afinidade dos microrganismos com 81,21 g.L"! de casca de batata
e 3,00% v.v'! de NaOH 6M possibilitaram uma taxa maxima de produ¢io (Rm) maior para esta
fermenta¢do comparada as taxas maximas de produgdo nos outros dois ensaios (HCl 30% e

H2S04). A taxa maxima de produg@o de Hz para as fermentagdes da casca de batata hidrolisada
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com NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4 foram de 38,49; 5,57 e 8,39 mL.L"".h"!, respectivamente.
Estes resultados sugerem a inibi¢ao das atividades microbianas nos ensaios que utilizaram HCI
30% e H2SO4 para hidrolisar a casca de batata. As inibigdes podem ser explicadas pela liberagao
de compostos como furfural e o hidroximetilfurfural (HMF) na degrada¢do da lignina em
hidrolises acidas (FANGKUM; REUNGSANG, 2011).

O desempenho cinético da fermentacdo de 83,40 g.L! de casca de batata realizada
apenas com a trituragcdo do substrato, sem hidrélise quimica, pode ser observado na Figura 29.
O potencial maximo de Hz obtido a partir desta fermentacio foi de 2,87 mLH2.L"!, com uma

taxa maxima de producdo de 0,16 mL.L"".h"!. A fase lag ocorreu durante 53,17 horas.

Figura 29 - Cinética da produgdo de Hz da fermentagdo com 83,40 g.L"! de casca de batata
sem hidrolise quimica
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Estes resultados reforcam o aumento da produgdo de Hz a partir da hidrolise da casca

de batata com os compostos quimicos (NaOH 6M, HCI 30% e H2SOs4). A producao de Hz a

partir da fermentacdo da casca de batata sem composto hidrolisante (2,87 mLH,.L™!) foi inferior

a das fermentagdes com os compostos (NaOH 6M: 762,09 mLH2.L!, HCI 30%: 273,27

mLH,.L"!, H2SO4: 197,16 mLH,.L™"). O aumento da producio de H> na fermentagio das cascas

de batatas hidrolisadas comprovam a melhor eficiéncia do processo a medida em que ocorre no
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pré-tratamento a quebra do selo de lignina do material lignoceluldsico. O pré-tratamento
modifica a estrutura e a composicao quimica do residuo lignocelulésico facilitando a conversao
dos carboidratos em H> (ARRIAGA et al. 2011; OZKAN; ERGUDER; DEMIRER, 2011;
NISSILA et al., 2012; PHUKOETPHIM et al., 2017; LOPES et al., 2020).

Pan et al. (2010) realizaram as fermentacdes de espigas de milhos com e sem pré-
tratamento quimico, para a producdo de Hz. Os autores observaram uma maior producao de Hz
na fermentag@o da espiga de milho hidrolisada com HCI. Os autores hidrolisaram a espiga de
milho com 1,00% p.p™' de HCI sob a temperatura de 100 °C durante 30 minutos. O rendimento
de H2 com a hidrélise acida (107,90 mL.g"! de solidos volateis totais) foi 87,80% superior ao
rendimento obtido do reator com espiga de milho sem pré-tratamento (13,10 mL.g"! de s6lidos
volateis totais). Os autores afirmaram que a hidrélise acida foi fundamental na produtividade
de H2 a partir da espiga do milho.

Da mesma maneira, Ozkan; Erguder; Demirer, (2011) obtiveram respostas semelhantes,
avaliando a producdo de H: a partir da polpa da beterraba sem e com pré-tratamento quimico.
A hidroélise da polpa de beterraba foi realizada em pH 12,00, como a adi¢@o por 30 minutos de
NaOH 2M sob agitagdo. A fermentagdo ocorreu sob temperatura de 35 °C, agitacdo de 175 rpm,
com pH inicial 6,00. A produgdo de H2 observada na fermentagdo da polpa da beterraba com
hidrélise alcalina foi de 744,40 mLH2.L"!, 28,60% superior a fermentacio da polpa da beterraba
sem pré-tratamento (531,60 mLH2.L™1).

Os valores de potencial maximo de producao de Hz (P); taxa maxima de produgdo de
H2 (Rm); tempo de inicio da fermentagdo (fase lag) (L) estdo expostos na Tabela 22 para as
diferentes condi¢des de cascas de batatas (sem hidrélise quimica ou hidrolisada com NaOH
6M, HC1 30% ou H2S04) utilizadas nas fermentagdes deste estudo. Os valores obtidos a partir
das hidrolises dos substratos apresentados na tabela sdo oriundos dos resultados do ensaio de
validagdo com as condi¢des otimizadas de concentragdo de casca de batata e proporgdes de
hidrolisantes para a producdo de H2. A menor taxa de producdo de H2 e a maior fase lag
justificam a maior dificuldade que os microrganismos possuem para hidrolisar o substrato
(PHUKOETPHIM et al., 2017). Isto ocorreu no reator onde nao ocorreu hidrolisado da casca

de batata, reforcando a necessidade da etapa de hidrdlise do substrato.
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Tabela 22 - Parametros cinéticos na fermentagcdo da casca de batata sem hidrélise quimica e

hidrolisada com NaOH 6M; HCI 30% e H2SO4 em condi¢des otimizadas

Parametros cinéticos Sem hidrolise NaOH 6M HCI 30% H2S04
quimica
P (mL.L") 2,86 762,09 340,69 197,16
Rm(mL.LLh") 0,16 38,49 5,57 8,39
A (h) 53,17 14,56 23,01 45,02

5.5 COMPOSICAO DE CASCA DA BATATA IN NATURA E HIDROLISADA

Os resultados das composigdes das cascas de batata in natura e hidrolisadas com H2SOa4,
HC1 30% e NaOH 6M estao apresentados na Tabela 23. Teores de lignina, celulose (glicose),
hemicelulose (xilose e arabinose), cinzas e umidade sdo expostos, assim como, a porcentagem

de so6lidos volateis.

Tabela 23 - Porcentagem de cinzas; lignina; celulose e hemicelulose na casca de batata in natura
e em seus hidrolisados

Ensaio Teor de Sélidos Umidade  Lignina (%)  Celulose (%) Hemicelulose

Cinzas (%)  volateis (%) (%)
totais (%)
In natura 5,23 93,25 92,87 3,30+ 0,60 79,50+0,70 10,10 £

1,10

H2S04 3,93 93,87 93,61 3440 + 17,00+ 0,90 0,80 +0,50

1,60
HC130% 5,65 95,30 95,02 1,10+ 0,30 54,80+3,00 6,20+2,50
NaOH 6M 2,67 91,28 91,04 0,90 40,40+0,40 8,90=+1,30

A composi¢do da casca da batata in natura observada no presente trabalho ¢ formada
por 93,25% de solidos volateis e 92,87% de umidade. Estes valores sdo similares aos
observados por Zhou; Elbeshbishy e Nakhla (2013) de 80,00 a 95,00% de solidos volateis totais
e 75,00 a 85,00% de umidade na composi¢ao do residuo in natura. Os autores afirmaram que

estd composicdo do residuo da batata ¢ rica e se configura ideal para a producdo de
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biohidrogénio. O a porcentagem de sélidos volateis totais e umidade na casca de batata
hidrolisada também se assemelham aos observados por Zhou; Elbeshbishy e Nakhla (2013). Os
teores de solidos volateis para os hidrolisados da casca de batata pré-tratados com H2SO4, HCI
30% e NaOH 6M sao respectivamente 93,87; 95,30 e 81,21%. Estes valores permaneceram
dentre da faixa (80,00 a 85,00%) observados por Zhou; Elbeshbishy e Nakhla (2013). Os teores
de umidades das cascas de batata hidrolisadas com H2SO4, HCI 30% ¢ NaOH 6M sao de 93,61;
95,02 e 91,04%, respectivamente. Estas porcentagens foram ligeiramente superiores aos valores
(75,00 a 87,00%) observados por Zhou; Elbeshbishy e Nakhla (2013). Isto demonstra que as
reagoes de hidrolise aumentaram o teor de umidade da casca de batata.

As porcentagens de lignina na casca da batata apos as hidrolises realizadas com NaOH
6M (0,90%) e HC1 30% (1,10+ 0,30%) sdo 72,70%, e 66,70%, respectivamente. Estes valores
sdo inferiores ao teor de lignina na casca de batata in natura (3,30%). Isto demonstra que as
hidrolises permitiram a ruptura da estrutura rigida formada por lignina, modificando a
composi¢ao quimica da casca da batata, possibilitando a maior disponibiliza¢ao de celulose e
de hemicelulose para as bactérias celuloliticas (PHUKOETPHIM et al., 2017). Na fermentagao
da casca de batata hidrolisada com H2SOs4, a o teor de lignina quantificado (34,40 + 1,60) ¢
90,40% superior a porcentagem observada na casca de batata in natura (3,30%). Isto pode ter
ocorrido devido as mudangas da estrutura da lignina resultante do tratamento com H2SO4. Li,
Henriksson e Gellerstedt (2007) observaram algumas mudangas que podem ocorrer com a
lignina apo6s o pré-tratamento. Os autores observaram aumento no contetido das estruturas
condensadas do residuo e uma perda de reatividade e da solubilidade da lignina apds condigdes
adversas do tratamento. Li, Henriksson e Gellerstedt (2007) afirmam que ocorrem o processo
de aderéncia e formacao de esferas de alta densidade, resultando no aumento do peso molecular
da lignina na fragdo solida. O aumento do teor de lignina na composi¢@o do hidrolisado da casca
pré-tratada com H2SOs ocorre, pois, a determinagdo da lignina é medida por gravimetria.
Quando hé o aumento do peso molecular da lignina na fracao solida apos a hidrolise acida com
H2SO4 a determinagao de lignina quantifica esse aumento.

As porcentagens de celulose e hemicelulose observadas nas composi¢des das cascas de
batata apds a hidrolise com H2SO04 (17,00 £ 0,90% de celulose e 0,80 + 0,50% de hemicelulose),
HCI 30% (54,80 + 3,00% de celulose e 6,20 + 2,50% de hemicelulose) e NaOH 6M (40,40 +
0,40% de celulose ¢ 8,90 = 1,30% de hemicelulose) foram inferiores ao teor determinado na
casca de batata in natura (79,50 £ 0,70% de celulose ¢ 10,10 = 1,10% de hemicelulose). Isto
demonstra que houve uma maior disponibilizacio de carboidratos no meio liquido, ocasionando

uma redu¢ao nas porcentagens destes agucares fermentaveis na casca de batata apos a hidrolise
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quimica. A partir do efeito das hidroélises, sob os teores de celulose e hemicelulose na casca de
batata, infere-se que sem a hidrolise menos carboidratos foram disponibilizadas no meio,
ficando retidos na casca.

Liang, Mcdonald e Coats (2014) determinaram uma proporg¢ao de 20,00% de celulose e
hemicelulose no residuo da casca da batata e 30,00% de lignina na caracterizacao do residuo.
Jacob e Banerjee (2016) também caracterizaram o residuo da batata e determinaram que havia
13,40% de celulose; 9,50% de hemicelulose e 8,00% de lignina, sendo o restante constituido de
amido, proteina, carbono, nitrogénio, fésforo e potassio. No presente estudo, observando a
composi¢ao somente da casca de batata hidrolisada percebe-se teores de carboidratos e lignina
diferentes aos obtidos por Liang, Mcdonald e Coats (2014) e Jacob e Banerjee (2016). Os teores
de lignina da casca de batata hidrolisadas com NaOH 6M (0,90%), HCI 30% (1,10%) sao
inferiores aos observados por Liang, Mcdonald e Coats (2014) e Jacob e Banerjee (2016) no
residuo in natura. Estes resultados indicam a eficiéncia da quebra do polimero de lignina na
hidrolise quimica com NaOH 6M e HCI 30%.

Hendriks e Zeeman (2009) afirmam que a celulose ¢ composta por milhares de
moléculas de glicose conectadas por glicosidicos. Estas moléculas de polissacarideos sdo
fortemente envoltas as ligacdes de hidrogénio. Ja a hemicelulose liga as moléculas de celulose
e sdo constituidas basicamente de pentoses (xilose e arabinose) e hexose (glicose). Desta forma,
a hidrélise quimica da biomassa lignoceluldsica facilita a disponibilizacdo dos agucares
fermentaveis no meio liquido e a atividades de conversdo destes aglicares pelos microrganismos
em Hz. Uma comparagdo entre as propor¢des de glicose, xilose e arabinose de outros
hidrolisados de residuos lignocelulosicos com os hidrolisados das cascas de batata deste estudo
sdo visualizados na Tabela 24.

Arriaga et al. (2011) observaram o pré-tratamento da palha do milho com 2,00% v.v'!
de HCl a 90 °C durante 2 horas para a produ¢do fermentativa de H2. A composi¢do do
hidrolisado da palha de milho observada foi de 5,60% de glicose; 7,50% de xilose e 5,00% de
arabinose, diferentemente da composi¢do da casca de batata hidrolisado com 3,00% v.v'! de
HC130% a 55 °C, durante 1 hora (54,80% de glicose; 2,50% de xilose e 9,80% de arabinose).
Os teores de glicose e arabinose dos hidrolisados das cascas de batata foram 89,80% e 48,90%,
respectivamente, superiores aos teores do hidrolisado da espiga de milho. Diferentemente, Lo
etal. (2011) utilizando o hidrolisado do bagago da cana pré-tratado com NaOH a 1,50% v.v'' e
2,00 g.L'! de H202 e enzimaticamente com Cellulomonas uda, registraram uma composicio de
15,00% de glicose; 5,00% de xilose; 4,00% de arabinose ¢ 42,00% de celobiose. Os valores

observados na composi¢do do hidrolisado do bagago de cana foram distintos dos valores
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registrados no hidrolisado da batata pré-tratado com NaOH 6M a 3,00% v.v''a 55 °C, durante
1 hora, no presente estudo. Os teores de glicose (40,40%) e arabinose (7,85%) para o
hidrolisado da casca de batata pré-tratado com 3,00% v.v'! de NaOH 6M foram 62,80 e 48,90%
superiores aos valores observados no trabalho de Lo et al. (2011). No entanto, o teor de xilose
(1,00%) da casca e batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M foi 80% inferior ao

determinado para o bagaco da cana hidrolisada com 1,50% v.v'! de NaOH.

Tabela 24 - Propor¢ao de glicose, xilose e arabinose em residuos lignoceluldsico comparando
com os hidrolisados da casca de batata deste estudo

Substrato Hidrolise Glicose Xilose Arabinose Referéncia
(o) (o) (%)
Bagaco da H,SO4 16,50 80,50 6,40 Fangkum e
cana Reungsang (2011)
Palha de HCl 5,60 7,50 5,00 Arriaga et al. (2011)
aveia
Bagaco de NaOH 42.40 7,50 50,50 Fangkum e
cana Reungsang (2011)
Palha de HNO; 3,30 50,60 10,10 Chang et al. (2011)
arroz
Bagaco da NaOH + 15,00 5,00 4,00 Lo et al. (2011)
cana Cellulomonas uda
Celulose H,SO4 50,00 50,00 - Lopes et al. (2020)
microcistalina
Casca de NaOH 6M 40,40 1,00 7,85 Este estudo
batata
Casca de HC130% 54,80 2,50 9,80 Este estudo
batata
Casca de H,SO4 17,00 1,80 0,80 Este estudo
batata

A producdo simultanea de biohidrogénio e etanol sob a temperatura de 55 °C foi avaliada
por Lopes et al. (2020) hidrolisando um substrato sintético celuldsico com H2SO4a 15,00% v.v°
!'em autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Os autores alimentaram com concentragdo fixa de
carboidratos mantida a 2,00 g.L"' a fermentac3o e observaram uma conversdo de 96,70 + 1,20%

de carboidratos. A porcentagem de conversdo obtida por Lopes et al. (2020) foi 56% superior
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a0 obtido no reator 1 (42,50%) com concentra¢do inicial de 2,12 g.L"! de carboidrato da casca
hidrolisada com 7,00 v.v'! de H2SO4. O consumo de carboidratos obtido no trabalho de Lopes
et al (2020) também foi 10,30% superior ao obtido na hidrélise da casca de batata com 3,00 v.v°
' de H2SO4 no reator 2 (86,90%), com concentracio inicial de 1,41 g.L™! de carboidrato. Isto
pode ser explicado, pois, Lopes et al. (2020) realizaram seu experimento em reatores continuos
de leito fluidizado. A constante alimentagio de 2,00 g.L"!' de carboidratos no reator e saida do
liquido reacional, pode ter minimizado as concentragdes de inibidores (furfural e
hidroximetilfurfural) na fermentacdo do substrato sintético celuldsico hidrolisado com H2SOa4.
No entanto, no presente trabalho, as fermentagdes da casca de batata hidrolisada com H2SO4
ocorreram em reatores em bateladas. Nestas configuracdes de reatores os compostos inibitorios
formados permanecem no meio liquido, ocorrendo o actmulo destes compostos e,

consequentemente, a inibicao das atividades microbianas de conversdo de carboidratos em Hoa.

5.6 MATERIA ORGANICA E SOLIDOS SUSPENSOS VOLATEIS

As concentragdes iniciais de matérias organicas nos reatores do ensaio com NaOH 6M
utilizado como hidrolisante quimica da casca de batata variaram entre 2,76 g.L"! e 5,39 g.L".
Foi observado nos reatores 1 (75,00 g.L'! de casca de batata/4,00% v.v'! de NaOH 6M) e 7
(38,79 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de NaOH 6M) a maior (5,39 g.L!) e a menor (2,76
g.L'!) concentragdo inicial de matéria organica da fermentagdo da casca de batata com NaOH
6M. No ensaio com HCIl 30% os valores de matéria organica no inicio das fermentagdes
variaram entre 2,37 € 3,06 g.L'l. A concentracdo inicial de matéria organica de 2,37 g.L"! foi
observada no reator 7 (38,79 g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de HC130%) e a concentracdo
inicial de matéria organica de 3,06 no reator central (60,00 g.L™! de casca de batata/ 3,00% v.v°
! de HCI 30%). J4 nas fermentacdes da casca de batata hidrolisadas com H2SO4 os valores
iniciais de matéria orginica variaram entre 2,08 g.L!' e 532 g.L!. Estes valores foram
observados nos reatores 7 (2,08 g.L") com 38,79 g.L! de casca de batata hidrolisada com 5,00%
v.v'! de H2SO4, € 5 com 81,21 g.L! de casca de batata hidrolisada com 5,00% v.v'! de H2SO4
(5,32 g.L'"). Foi observado que as menores concentragdes iniciais de matérias organicas
ocorreram nos reatores 7 dos trés ensaios (NaOH 6M, HCI 30% e H2SOs4). Isto pode ser
explicado, pois, as concentra¢des de casca de batata nestes reatores foram de 38,79 g.L'!, que
corresponde a menor concentragdo de casca de batata adicionada nas fermentagdes.

Os valores de matérias organicas verificadas no final da fermentacao do ensaio com

NaOH 6M como hidrolisante da casca de batata variaram entre 5,85 g.L ' e 9,37 gL'l. A
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concentragio final de matéria organica de 5,85 g.L"! foi observada no reator 7 com 38,79 g.L"!
de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de NaOH 6M, e a concentracdo final de matéria
organica de 9,37 g.L"! foi observada no reator 5 com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'' de NaOH 6M. Na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com HCI1 30%
as concentragdes finais de matérias organicas variaram entre 6,52 a 8,99 g.L'!. A concentracio
final de matéria organica de 6,53 g.L! foi observada no reator 3 com 45,00 g.L"! de casca de
batata hidrolisada com 2,00% v.v'' de HCI 30%, e a concentracdo final de matéria organica de
8,99 g.L'! foi observada no reator central com 60,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
3,00% v.v'! de HCI 30%. No ensaio com H2SOs como hidrolisante da casca de batata as
concentragdes finais de matéria organica variaram entre 3,23 g.L''e 6,44 g.L"'. A concentracio
final de matéria organica de 3,23 g.L"! foi observada no reator 7 com 38,79 g.L"! de casca de
batata hidrolisada com 5,00% v.v'' de H2SOs4, € a concentracio final de matéria organica de
6,44 g.L"! foi observada no reator 1 com 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 7,00%
v.v'! de H2SO4. O aumento das concentragdes de matérias orginicas foi observado em todos os
reatores dos trés ensaios realizados (NaOH 6M, HCI 30% e H2S0a4). Isto pode ser explicado,
pois, nos inicios das fermentacdes a maior parte da casca de batata ¢ formada por matéria
carbonécea ndo soluvel e, portanto, ndo foi contabilizada pela analise de DQO soluvel realizada.
No entanto, durante as fermentagdes a geracdo e acumulo de alcoois e acidos organicos
(metabolitos soluveis) contribuiram para o aumento das concentragdes finais de matérias
organicas. O acumulo destes acidos ocorre devido a interrupc¢ao do processo na fase acidogénica
(AQUINO et al., 2006).

As concentragdes de microrganismos vivos, nos reatores, foram determinadas por SSV.
No ensaio com NaOH 6M, os valores de SSV iniciais variaram entre 6,52 g.L'e 13,95 g.L'!.
A concentragio inicial de SSV de 6,52 gL' foi observada no reator 3 com 45,00 g.L"! de casca
de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de NaOH 6M. A concentra¢do inicial de SSV de 13,95
g.L"! foi observada no reator 5 com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v!
de NaOH 6M. No ensaio com HCI 30% os valores de SSV iniciais variaram entre 3,54 ¢ 8,55
g.L"!. No reator 4 com 45,00 g.L"!' de casca de batata hidrolisada com 4,00% v.v'' de HCI 30%
foi observada a concentragio inicial de SSV de 3,54 g.L'!. No reator 2 com 75 g.L"! de casca
de batata hidrolisada com 2,00% v.v"' de HCI 30% foi observada a concentragio inicial de SSV
de 8,55 g.L'!. J4 na fermentagdo da casca de batata hidrolisada com H2SO4 foram observadas
que as concentracdes de SSV inicial variaram entre 4,45 e 10,45 g.L'!. No reator 4 com 45,00
g.L'! de casca de batata hidrolisada com 7,00 % v.v'! de H2SO4 foi observada a concentragio

de 4,45 g.L''de SSV inicial. No reator 5 com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada com
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5,00% v.v'! de H2SO4 foi observada a concentracdo de 10,45 g.L!' de SSV inicial. Os valores
de SSV das amostras iniciais dos reatores foram dependentes da concentragdo inicial de casca
de batata. As maiores concentragdes iniciais de casca de batata possibilitaram maiores valores
de SSVs iniciais. Isto pode ser explicado pela presenca dos solidos na biomassa lignocelulosica
que sdo contabilizadas (RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). Desta forma, quanto
maior a quantidade de casca de batata, maior os sélidos contabilizados.

No final da fermentagdo do ensaio com NaOH 6M utilizado como hidrolisante da casca
de batata as concentragdes de SSV variaram entre 3,00 e 6,48 g.L!. A concentracio de SSV
final de 3,00 g.L"! foi observada no reator 4 com 45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com
4,00% v.v'! de NaOH 6M. A concentragio de SSV final de 6,48 g.L"! foi observada no reator 3
com 45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de NaOH 6M. Foi notado um
decaimento dos sélidos volateis em todos os reatores deste ensaio, com uma diminui¢do de até
73,69 % no reator 5 com 81,21 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3 % v.v'! de NaOH
6M) (SSV inicial: 13,96 g.L!; SSV final: 3,67g.L"). Na fermentacdo da casca da batata
hidrolisada com HCI1 30% as concentragdes de SSV final variaram entre 2,42 ¢ 521 g L'1. A
concentracio de SSV final de 2,42 g.L! foi observada no reator central com 60,00 g.L! de
casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v"! de HC1 30%. A concentracdo de SSV final de 5,21
g.L"'foi observada no reator 5 com 81,21 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v!
de HCI 30%. O decaimento de SSV notado neste ensaio foi de até¢ 57,73% no reator 2 com
75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de HCI 30%.

As concentragdes finais de SSV no ensaio com H2SO4 como hidrolisante da casca da
batata variaram entre 2,88 e 5,56 g.L"'. A concentracio de SSV final de 2,88 g.L™! foi observada
no reator 7 com 38,79 g.L'! de casca de batata hidrolisada com 5,00% v.v'' de H2SO4. A
concentracdo de SSV final de 5,56 g.L! foi observada no reator 5 com 81,21 g.L! de casca de
batata hidrolisada com 5,00% v.v’'' de H2SO4. O decaimento de SSV neste ensaio foi de até
52,15% no reator 7 com 38,79 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 5,00% v.v"' de H2SO4.
Nao foi possivel observar os efeitos das varidveis independentes (concentracdo de casca de
batata e propor¢do de hidrolisante) e uma tendéncia no decaimento de SSV nas fermentagdes
realizadas no presente estudo (NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4). Ruggeri, Tommasi e Sanfilippo,
(2015) observaram que os solidos referentes a biomassa lignoceluldsica dificultam contabilizar
a concentragdo microbiana em reatores anaerdbios com residuos lignoceluldsicos. Como pode
ser observado na Figura 30, as concentracdes iniciais e finais de SSV nos reatores das

fermentagoes da casca de batata hidrolisadas com NaOH 6M, HC1 30% e H2SOa4.
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Figura 30 - Concentracdes de SSV iniciais e finais nos reatores, em cada ensaio (NaOH 6M; HC1 30% e H2SO4)
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Legenda: Ensaios NaOH 6M e HCI 30%: 1- reator 1 (75,00 g.L-' de casca de batata/4,00% v.v'! de hidrolisante); 2- reator 2 (75,00 g.L"! de casca de batata/ 2,00% v.v'! de
hidrolisante); 3- reator 3 (45,00 g.L"!' de casca de batata/ 2,00% v.v"! de hidrolisante); 4- reator 4(45,00 g.L-! de casca de batata/ 4,00% v.v'' de hidrolisante); 5- reator 5( 81,21
g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v'! de hidrolisante); 6- reator 6(60,00 g.L-' de casca de batata/ 4,41% v.v'' de hidrolisante); 7- reator 7(38,79 g.L! de casca de batata/ 3,00%
v.v'! de hidrolisante); 8- reator 8( 60,00 g.L"! de casca de batata/ 1,59 % v.v"! de hidrolisante); Central- reator central (60,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v"' de hidrolisante).
Ensaio H2SOu: 1- reator 1(75,00 g.L! de casca de batata/7,00% v.v'!' de hidrolisante); 2- reator 2(75,00 g.L"! de casca de batata/ 3,00% v.v"' de hidrolisante); 3- reator 3(45,00
g.L! de casca de batata/ 3,00% v.v"! de hidrolisante); 4- reator 4 (45,00 g.L"! de casca de batata/ 7 % v.v"! de hidrolisante); 5- reator 5( 81,21 g.L! de casca de batata/ 5,00%
v.v'! de hidrolisante); 6- reator 6(60,00 g.L-!' de casca de batata/ 7,83 % v.v'! de hidrolisante); 7- reator 7(38,79 g.L-! de casca de batata/ 5,00% v.v"!' de hidrolisante); 8- reator
8(60,00 g.L! de casca de batata/ 2,17% v.v'!' de hidrolisante); Central- reator central(60,00 g.L!' de casca de batata/ 5,00% v.v'!' de hidrolisante).
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O rendimento de H2 por grama de STV adicionado foram determinados com base nos
valores de STV realizadas com os reatores os rendimentos de H> foram os maiores para a
fermentac¢do da casca da batata com cada hidrolisante (NaOH 6M, HCI 30% e H2SO4). No
ensaio com composto NaOH 6M foi observado o rendimento de 209,81 mLH2.g"'STV no reator
6 com 60,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,41% v.v'! de NaOH 6M. No ensaio com
o hidrolisante HCI 30% foi observado o rendimento de 140,15 mLH2.g"'STV no reator 2 com
75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 2% v.v'! de HCI 30%. J& com o composto H2SO4
foi observado o rendimento de 57, 41 mLH2.g !STV no reator 2 com 75,00 g.L! de casca de
batata hidrolisada com 3,00% v.v'' de H2SOa.

Zhang et al. (2007) observaram um rendimento maximo de H> de 56,70 mLH2.g! STV
na fermentagdo a 36 °C do hidrolisado de 15,00 g.L"! de residuo do milho. Este residuo foi pré-
tratado com NaOH a uma propor¢io de 0,50% v.v'!. Neste mesmo estudo, os autores
hidrolisaram o residuo do milho com HCI a uma proporc¢do de 0,2% v.v'' e observaram um
rendimento de 149,69 mL de Hz.g"! STV. O rendimento de Hz por grama de STV obtido na
fermentagdo da 60,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 4,41% v.v'' de NaOH 6M foi
72,87% superior (209,81 mLH>.g"'STV) ao observado no trabalho de Zhang et al. (2007) (56,70
mLHz.g™! STV). O rendimento de H2 por grama de STV obtido na fermentacio da 75,00 g.L™!
de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v! de HCl 30% foi 6,81% inferior
(140,14 mLH2.g" !STV) ao observado no trabalho de Zhang et al. (2007) (149,69 mLHz.g™!
STV). Estes resultados sugerem que na hidrolise dos substratos com NaOH 6M a maior
concentragio de substrato (60,00 g.L!' de casca de batata) e maior propor¢io de NaOH (4,41%
v.v')) no presente estudo, comparado ao estudo de apesar de Zhang et al. (2007) (15,00 g.L! de
residuo do milho hidrolisada com 0,50% v.v'' de NaOH) tiveram efeito positivos sobre o
rendimento de Hz. Nas fermentagdes de substratos com HCI, apesar da maior concentragdo de
substrato no presente estudo (75,00 g.L™! de casca de batata), comparado ao estudo de apesar
de Zhang et al. (2007) (15,00 g.L"! de residuo do milho) a propor¢do de HCI utilizada na
hidrélise da casca de batata (2,00 % v.v'! de HCI 30%) foi 10 vezes superior a observada na
hidrélise do residuo do milho (0,20% v.v'! de HCI) e influenciou negativamente o rendimento
de Ho.

Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) encontraram um rendimento maximo de 68,54 mL de
Hz por grama de STV na fermentagdo do residuo da batata, sob as condigdes otimas obtidas
(39,56 g.L"! de concentragio de residuo de batata, pH de 7,86; temperatura de 37,87 °C e tempo
de fermentagdo de 82,56 horas), por meio de planejamento experimental usando DCCR e RSM.

Na validagdo do experimento de Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) foi observado o rendimento
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de 79,43 mL de Hz por grama de STV. Estes resultados demonstram que os rendimento de H>
por grama de STV das fermentacdes da cascas de batatas hidrolisadas com NaOH 6M (209,81
mLH2.g'STV), HCl 30% (140,15 mLH2.g"'STV), foram superiores aos rendimentos
observados no estudo de Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) (68,54 mL de H2 por grama de STV
e 79,43 mL de Hz por grama de STV) que utilizaram o residuo da batata sem pré-tratamento.
Isto indica que a hidrdlise com NaOH 6M e HCl 30% em concentracdes mais elevadas de
substrato nas fermentagdes da casca de batata (60,00 g.L! e 75,00 g.L-! de cascas de batatas
hidrolisadas com NaOH 6M e HCI, respectivamente) comparada a concentragdo de substrato
sem hidrolise, no trabalho de Sekoai, Ayeni e Daramola (2017) (39,56 g.L! do residuo da
batata), contribuiram para os maiores rendimentos de H2 (NaOH 6M: 209,81 mLH».g"'STV;
HCI 30%: 140,15 mLH2.g" 'STV), no presente estudo.

5.7 MICROSCOPIA DA CASCA DA BATATA

A microscopia eletronica a laser, projetada para a geracdo de imagens em nivel
micrométrico, possibilitou observar melhor a estrutura fisica (rugosidade) da parede celular da
casca da batata. As mudancgas na superficie da casca de batata ap6s a trituragdo realizada no
pré-tratamento podem ser observadas na Figura 31. As imagens foram capturadas com area de
200 pm? e exibem a casca da batata inglesa cortada sem (a) e com trituracdo (b). As mudancas
geradas pela trituracdo mostram que a parede celular do vegetal foi destruida e ocorreu a quebra
do selo de lignina (b), oferecendo maior rugosidade formada pelas microfibilas de celulose na
superficie da casca da batata. Na imagem (b) as microfibilas ficam em maior destaque devido
a quebra da parede celular. As imagens reforcam que a formacdo da parede celular e lignina
recobrem as microfribilas, indicando a necessidade do pré-tratamento na mudancga da estrutura
fisica da casca da batata. A estrutura de lignina (a) age como concreto que preenche os espagos
entre as estruturas da hemicelulose, cobrindo as microfibrilas de celulose. De acordo com
Paudel et al. (2017) e Lopes et al. (2020) a lignina ¢ considerada o principal composto
recalcitrante na quebra da estrutura fisica deste tipo de biomassa. Monlau et al. (2013) afirmam
que o principal proposito da lignina é proporcionar rigidez na estrutura do residuo,
impermeabilidade e torna-lo mais resistente a ataques das bactérias celuloliticas e stress
oxidativos. A trituracdo proporcionou a maior visibilidade das microfribilas.

O efeito da trituracdo realizada no pré-tratamento mostrado na Figura 31 (b), sugere que
apods a quebra da parede celular ocorreu a maior disponibilizagdo dos carboidratos (celulose e

hemicelulose) no meio liquido. Esta liberacdo dos carboidratos contribui na atividade de
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conversao dos agucares fermentaveis pelos microrganismos em subprodutos da fermentagao.
Segundo Percival Zhang, Himmel e Mielenz (2006) a hidrélise quimica pela qual a biomassa
lignoceluldsica passa apds a trituragdo contribui ainda mais para a liberagdo dos carboidratos
em duas fragdes. A fragdo solida ¢ formada pela celulose e a fragdo liquida corresponde a
hemicelulose, denominada de hidrolisado hemicelul6sico. Na etapa de hidrélise quimica, os
compostos hidrolisantes auxiliam na destruicdo da permitem a conversao do polimero
hemiceluldsico em pentoses (xilose e arabinose) e hexose (glicose) e a conversao do celuldsico
em celobiose que posteriormente sera convertida em glicose por B-glucosidases. Apds as
mudangas nas estruturas fisicas da celulose e hemicelulose, as pentoses e hexoses podem
finalmente ser transformados em biocombustiveis como o biohidrogénio (LOPES et al., 2020).
Zhang et al. (2007) perceberam o aumento dos didmetros dos poros do residuo do milho
hidrolisado com HCI em uma propor¢io de 0,20% v.v'!, para a producio de Hz. Este aumento
dos poros pode auxiliar na liberagao dos carboidratos e melhorar o contato dos microrganismos

aos agucares fermentaveis (pentoses e xiloses) disponiveis na hemicelulose.

Figura 31 - Estrutura da casca de batata inglesa cortada com (a) e sem (b) trituragao (escala:
200 pm x 200 pm)
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Na Figura 32 sdo apresentadas as imagem (c) e a (d) que s3o respectivamente, as cascas

hidrolisadas com 3,00% de NaOH 6M e 5,00% de H2SO4 (proporcdes correspondente aos
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pontos centrais dos planejamentos experimentais, do melhor e pior hidrolisante para a producao
de H2). As imagens foram capturadas em uma area de 40 pm? da superficie da casca de batata.
As diferentes reagdes dos compostos hidrolisantes na estrutura da casca da batata inglesa sao

visiveis pela coloracdo que cada composto gerou na casca de batata.

Figura 32 - Estrutura da casca de batata inglesa cortada com trituracao seguida de hidrolise
quimica com (c) NaOH 6M e H2SO4 (d) (escala: 40 pm x 40 pm)

Os dois hidrolisantes apresentam efeito de clivagem distintos sobre a casca (Figura 32).
Enquanto o composto NaOH 6M (c) tornou a casca mais escurecida o H2SO4 (d) clareou a
casca. Os efeitos visualmente distintos notados podem ter ocorrido devido aos compostos serem
uma base e um acido forte que liberam, respectivamente ions (OH’), elevando o pH do
hidrolisado, ¢ ions (H"), diminuindo o pH do hidrolisado. As coloragdes de ambos o0s
hidrolisados das cascas de batatas (hidrolisadas com NaOH 6M e H2SO4) foram se
assemelhando para uma coloragdo amarronzada a medida que o pH do hidrolisado foi ajustado
para 7,00, antes de inoculacdo nos reatores. Isto reforca a hipotese que as mudangas na
coloragdao ocorrem devido a interacdo dos ions liberados pelos compostos hidrolisantes e a

composi¢do da casca de batata.
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As hidrolises com NaOH 6M possibilitaram maiores conversdes de carboidratos em
biohidrogénio nas fermentacdes. Apesar do hidrolisante NaOH 6M ter favorecido mais que o
H2SO4 a produgao de Ho, a disponibilizagdo de carboidratos no meio liquido ocasionado pela
hidrolise alcalina (NaOH 6M) foi semelhante a liberacdo de carboidratos pela hidrdlise acida
(H2S04). A média dos valores de carboidratos liberados no meio liquido por NaOH 6M foi de
1,11 g.L'!. O valor médio das concentra¢des de carboidratos disponibilizados na hidrolise com
H2SO0s foi de 1,14 g.L”'. A similaridade entre as médias das concentragdes de carboidratos
liberados no meio liquido apds as hidrolises com NaOH 6M e H2SOs foi de 97,40%. Isto
demonstra que o efeito dos dois hidrolisantes sobre a disponibiliza¢do de carboidratos da casca
de batata no meio liquido foi semelhante.

As médias das porcentagens do consumo de carboidratos nas fermentagdes das cascas
de batatas hidrolisadas com NaOH 6M e H2SO4 foram de 67,50% e 72,10%, respectivamente.
A porcentagem média de consumo de carboidratos nos reatores com H2SOs4 foi ligeiramente
superior a porcentagem média dos reatores com NaOH 6M. Foram observados como melhores
produgdes de Hz os valores de 1060,10 e 218,78 mLH2.L™! nos ensaios com NaOH 6M e H2SO4,
respectivamente. No ensaio com H2SOs apesar da producdo de Hz ser 79,36% inferior a
observada na fermentagdo da casca de batata com NaOH 6M, ocorreu a producio de acidos,
como o caproico (0,47 g.L'!), isovalérico (0,24 g.L'") e isobutirico (0,12 g.L"), 4cidos
produzidos no ensaio com NaOH 6M. com A maior variedade de acidos organicos produzidos
no ensaio com H2SO4 sugerem que as condi¢des do meio liquido favoreceram a conversao dos
carboidratos das fermentagdes da casca de batata hidrolisada com H2SO4 em acidos organicos.

Neste estudo, os valores méaximos de produc¢ao de H2 na fermentacdo das cascas de
batatas sem hidrolise quimica e hidrolisadas com HCI 30% e NaOH 6M foram de 2,87; 655,40
e 1060,10 mLH2.L"!, respectivamente. A produgio de Hz (2,87 mLH2.L!) na fermentagio sem
a hidroélise quimica de casca de batata foi 99,50 e 99,70% inferior as observadas nas
fermentagdes da casca de batata hidrolisada com HCI 30% e NaOH 6M, respectivamente. A
maior producdo entre as trés fermentacdes (cascas de batatas: sem hidrélise quimica,
hidrolisada com HCIl 30% e hidrolisada com NaOH 6M) foi observada no ensaio com a
hidrélise alcalina da casca de batata (1060,10 mLH>.L™"). Estes resultados demonstram a melhor
eficiéncia da hidrolise alcalina com NaOH 6M na produgdo fermentativa de H2. De forma
semelhante, Ruggeri e Tommasi (2012) compararam a severidade do composto acido (HCI) e
alcalino (NaOH) na hidrolise do residuo organico de mercado (restos de vegetais e frutos) para
a producdo fermentativa de Hz. Os autores observaram que a hidrolise alcalina (NaOH) foi mais

eficiente que a acida (HCI) na produgdo de Hz. Os ensaios em bateladas produziram 304,00 e



166

590,00 mLH2.L™! a partir da hidrolise dos compostos HCIl e NaOH, respectivamente. Ruggeri e
Tommasi (2012) ainda observaram que a fermentagdo do substrato sem o pré-tratamento
produziu apenas 23,00 mLH2.L"". Estes resultados refor¢am a necessidade da etapa de pré-
tratamento do substrato lignoceluldsico e comprovam a eficiéncia da hidrolise do substrato

lignoceluldsico com NaOH para a produgdo fermentativa de Ho.

5.8 COMPILACAO DOS MELHORES RENDIMENTOS DE H» E METABOLITOS
SOLUVEIS

As concentragdes de casca de batata influenciaram de forma linear e positiva a producao
de Hz, como analisado nas superficies de respostas geradas para os trés ensaios (fermentacdes
com hidrolisantes: NaOH 6M, HCI 30% e H2SOa4). As matérias organicas adicionadas nos
reatores foram quantificadas, gerando valores de DQO distintos para cada fermentagdo. Estes
valores dependeram diretamente das concentragdes de cascas de batata adicionadas no inicio
das fermentagdes. A producdo dos metabolitos pode ser quantificada em fun¢do dos valores
adicionados de matéria organica (DQO adicionada) nos reatores. Na Tabela 25 ¢ apresentada
uma compilagdo das fermentagcdes da casca de batata com os melhores rendimentos dos
metabolitos produzidos nos experimentos (Hz2, HAc, HBu, HPr, HisoVa, HisoBu, Hca, BuOH,
EtOH, e MetOH), em funcao da DQO adicionada aos reatores.

O maior rendimento de 4cido acético observado foi de 513,70 mg.g”! DQO adicionada
e ocorreu na fermentacdo com 38,79 g.L'! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de
NaOH 6M (reator 8). A fra¢do de acido acético no reator 8 foi de 20,9%. O rendimento de 4cido
acético por DQO adicionada no ensaio com NaOH 6M como hidrolisante da casca de batata foi
desfavorecido em concentracdes elevadas de casca de batata (75,00 e 81,21 g.L'"). Porém em
propor¢des de NaOH 6M entre 3,00 e 4,41% v.v'! o rendimento por DQO adicionada de 4cido

acético foi influenciado positivamente.



Tabela 25 - Compilagdo das fermentacdes da casca de batata com os melhores rendimentos dos metabolitos produzidos

Metabdlito Concentracao de Hidrolisante Proporcao de hidrolisante Rendimento
casca de batata (% v.vh) por mg. g''DQO

(g.L) adicionada
HAc 38,79 NaOH 6M 3,00 513,70
HBu 45,00 H2SO04 3,00 491,90
HPr 60,00 HC130% 4,41 144,10
HlIsoVa 60,00 H2S04 2,17 175,10
HIsoBu 60,00 H2S04 5,00 100,60
HCa 60,00 H2S04 5,00 180,10
BuOH 75,00 HC130% 2,00 17,60
EtOH 60,00 H2SO04 7,82 66,40
MetOH 75,00 HCI 30% 4,00 19,30

H> 75,00 HCl130% 2,00 262,20 *
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O rendimento de 4cido butirico que mais se destacou foi de 491,90 mg.g”! DQO
adicionada e ocorreu na fermentagio com 45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 3,00%
v.v'! de H2SO4 (reator 3). No reator 3 foi verificada uma fracdo de 23,30% de 4cido butirico.
Nas fermentagdes da casca de batata hidrolisadas com H2SO4 foi observado que o rendimento
de acido butirico por DQO adicionada foi desfavorecido em concentragdes elevadas de casca
de batata (75,00 ¢ 81,21 g.L ') e elevadas proporc¢do de H2SO4 (5,00 a 7,83%). Isto pode explicar
a maior produgio de 4cido butirico no reator 3 com 45,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'! de H2SOs.

Na fermentag¢io com 60,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 4,41% v.v'! de HCI
30% (reator 3) foi observado o maior rendimento de acido propionico de 144,10 mg.g”! DQO
adicionada. A fragdo observada de acido propidnico no reator 3 foi de 26,60%. O rendimento
de acido propionico por DQO adicionada na fermentacdo da casca de batata hidrolisada com
HCI 30% foi favorecida em propor¢des mais elevadas de HCI 30% (4,00 e 4,41 v.v'"). Contudo
foi verificado que em concentragdes mais elevadas de cascas de batata (75,00 e 81,21 g.L*!' de
casca de batata) o rendimento de acido propionico foram reduzidos.

O maior rendimento de 4cido isovalérico observado foi de 175,10 mg.g! DQO
adicionada e ocorreu na fermentagio com 60,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,17%
v.v'! de H2SO4 (reator 8). No reator 8 foi observada uma fragio de isovalérico de 25,20%. O
rendimento por DQO adicionada de 4acido isovalérico em fermentacdes da casca de batata
hidrolisada com H2SO4 como hidrolisante da casca de batata foi influenciada positivamente em
concentragdes de casca de batata entre 60,00 e 81,21 g.L"!. Porém em propor¢des elevadas de
H2S04 o rendimento por DQO adicionada de 4acido isovalérico foi reduzido.

Os 4cidos isobutiricos € caproicos se destacaram na fermentagio de 60,00 g.L!' de casca
de batata hidrolisada com 5,00% v.v'! de H2SOs4 (reator central). A fragdo de 4cido isobutirico
no reator central foi de 29,10%. Ja para o acido caproico a fracdo observada foi de 38,70%. No
reator central foram verificados os rendimentos de acido isobutirico e caproico de 100,60 e
180,10 mg.g”! DQO. As proporgdes de casca entre 7,00 ¢ 7,83% v.v'! de H2SOs4 foram
desfavoraveis para os rendimentos de 4acido isobutirico e caproico na fermentagdo de casca de
batata hidrolisada com H2SO4. Porém, ndo foi possivel determinar o efeito da concentragdo de
casca de batata nos rendimentos destes acidos.

Na fermentagido com 75,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de HCI
30% (reator 2) foi observado o maior rendimento de butanol com valor de apenas 17,60 mg.g’!
DQO adicionada. No reator 2 a fragdo de butanol verificada foi de 22,90%. O rendimento de

butanol por DQO adicionada na fermentagao da casca de batata hidrolisada com HCI 30% foi
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desfavorecido em propor¢des de HC1 30% entre 4,00 e 4,41 v.v'! e concentracdes de cascas de
batata entre 75,00 e 81,21 g.L"! de casca de batata.

O rendimento de etanol que mais se destacou foi de apenas 66,40 mg.g”' DQO
adicionada e ocorreu na fermentacdo com 60,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 7,83
% v.v'! de H2SO4 (reator 6). A fracio de etanol no reator 6 foi de até 67,6%. O rendimento por
DQO adicionada de etanol foi favorecido em elevadas propor¢ao de H2SO4 (7,00 e 7,83%). Isto
pode explicar a maior producdo de etanol no reator 6 com 7,83 % v.v'' de H2SO4. No entanto,
ndo foi possivel determinar a influéncia da concentragdo de casca de batata para este alcool.

Na fermentag¢io com 60,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada com 4,41% v.v'! de HCI
30% (reator 3) foi observado o maior rendimento de metanol de somente 19,30 mg.g"' DQO
adicionada. O rendimento por DQO adicionada de metanol na fermentac¢do da casca de batata
hidrolisada com HCI1 30% foi favorecida em concentra¢des de cascas de batata entre 60,00 e
81,21 g.L! de casca de batata. Entretanto, niio foi possivel determinar a influéncia da propor¢io
de HC1 30% sobre o rendimento de metanol.

Apesar da maior produtividade de Ha (1060,10 mLH2.L™") ter ocorrido no reator 5 da
fermentacdo da casca de batata hidrolisada com NaOH 6M (81,21 gL' de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v"! de NaOH 6M), o melhor rendimento de Hz por DQO adicionada
ocorreu em uma fermentacao diferente. O maior rendimento de H2 por DQO adicionada foi de
262 mLH2.g'DQO adicionada e ocorreu na fermentagdo de 75,00 g.L' de casca de batata
hidrolisada com 2,00% v.v'! de HCI 30%. Contudo no reator 5 (81,21 g.L'! de casca de batata
hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M) o rendimento de H> foi de 237,60 mLHz.g" 'DQO
adicionada, 9,30% inferior ao rendimento de H2 obtido no reator com HCI 30% (262 mLH2.g
'DQO adicionada). A condigio de 75,00 g.L"! de casca de batata hidrolisada por 2,00% v.v'!' de
HCI1 30%, de acordo com a superficie de resposta, se encontra na faixa 6tima de valores para a
producdo de Ha. A melhor produtividade de Hz de (655,40 mLH2.L!) nas fermentagdes com
HCI 30%, ocorreu na condi¢io mencionada, no reator 2 (75,00 g.L' de casca de batata
hidrolisada por 2,00% v.v' de HCI 30%). A composigdo de biogés deste reator foi formada por
46,10% de Hz. Na fermentagdo com HCI 30% foi observado que a produgdo de H: foi
influenciada positivamente em concentragdes entre 75,00 e 81,21 g.L"! de casca de batata. No
entanto o efeito da proporcao de HCI 30% nao foi significativo para a producdo de Hz. O grau
de acidificagdo neste reator foi de 60%. A producao de 4cido butirico foi favorecida (fragcdo de
45,75% de acido buririco). Isto indica que a cada mol de glicose convertida em 4cido butirico

foram gerados 2 mols de Ho.
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No trabalho de Zhu et al. (2008) foi analisado a produ¢ao de Hz a partir do residuo da
batata pré-tratadas. Os autores realizaram a trituragdo da batata em agua e, posteriormente,
submeteram a temperatura de 70 °C por alguns minutos. A fermentagdo ocorreu com 12,60 g.L°
! do residuo da batata, cultura mista sem pré-tratamento e sob a temperatura de 35 °C, pH 5,50
e agitacdo de 200 rpm. Zhu et al. (2008) observaram que a maior parte do substrato adicionado
foi convertido em 4cidos organicos volateis que compuseram a maioria dos produtos soluveis
na fermentagdo. As producdes de acidos aceticos e butiricos. Semelhante ao observado nas
fermentagdes das cascas de batatas hidrolisadas, independente do hidrolisante (NaOH 6M; HCI
30% e H2SO4) do presente trabalho. Além disso, os autores identificaram que a via metabolica
de producao de H2 na fermentagdo do residuo da batata foi a butirica de forma semelhante a
verificado na fermentacao da casca de batata hidrolisada com HCI1 30%. No entanto, Zhu et al.
(2008) observaram que apenas 10,00% da DQO adicionada foi convertida em H2. Os autores
afirmam que o consumo de H> para a producao de acidos organicos e a produgdo de metano
afetou o acumulo maximo de Hz. Semelhantemente, Xie et al. (2008) observaram a via
metabolica butirica para a produgdo de H2 na fermentacdo da batata sem e com pré-tratamento
com enzimas a-amilase e glucoamilase. Os autores utilizaram cultura mista pré-tratadas
termicamente e realizaram a fermentagao da batata sob a temperatura de 35 °C. Xie et al. (2008)
observaram que o pré-tratamento da batata elevou a producdo de H> em 19,81% e acelerou o
processo fermentativo. Estes resultados demonstram a importincia do pré-tratamento do
residuo na fermentagdo visando a produ¢do de Hz, reforcando os resultados do presente estudo
em que o pré-tratamento fisico-quimico da casca da batata elevou a producao de Ha.

Chu et al. (2012) avaliaram a producio de Hz a partir da fermentagdo de 150,00 g.L"! de
batata doce sob 35 °C e pH 7,50. Os autores também observaram que as produgdes de acido
butirico se destacou, seguido das producgdes de etanol e acido acético na fermentacdo. A
composi¢ao de acido butirico e acético foram de 51,00 e 23,00% respectivamente. O
rendimento de H> em funcdo da DQO adicionada foi de 42,30 mLH2.g"'DQO adicionada. No
reator 2 da fermentagdo de 75,00 g.L"' de casca de batata hidrolisada com HCI 30% as
produgdes dos acidos butiricos (45,75%) e acéticos (30,37%) também se destacaram., sendo
que a producao de Hz ocorreu via metabolica butirica. No entanto, observa-se que o rendimento
no reator 2 (262,00 mLH2.g'DQO adicionada) do presente estudo foi 83,85% superior ao
observado no trabalho de Chu et al. (2012). Isto reforca que a hidrolise acida realizada com HCI
30% na casca de batata favoreceu a producao de Hz na fermentacdo. Han et al. (2012) também
utilizando a hidrolise com HCI pré-trataram a palha de soja com 4,00% v.v"! de HCI. Os autores

verificaram o efeito do pré-tratamento na produgdo de Hz2. Han et al. (2012) observaram que a
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producdo de 752,50 mLH2.L 'foi 90,91% superior a observada na fermentacio da palha de soja
sem pré-tratamento. Estes resultados corroboram com os resultados observados neste estudo
em que a produgdo de Hz no reator 2 com 75 g.L"! de cascas de batatas hidrolisadas com 2%
v.v'lde HC130% (655,40 mLH>.L-!) foi 98,87% superior a observada na fermentacio de 83,40
g.L'! de casca sem hidrolise (2,87 mLH2.L ™).

A casca de batata foi pré-tratada fisico-quimicamente para a producao fermentativa de
Haz por Sinha e Pandey (2014). Os autores realizaram a hidrolise do substrato com solucdo de
0,50% v.v'! de H2SO4 em autoclave a 121 °C por 15 minutos e a fermentag¢io do hidrolisado
sob a temperatura de 38 °C e pH 6,00. Sinha e Pandey (2014) observaram que casca de batata
pré-tratada possui alto potencial de produ¢do de H2 (90,00 mL.L.h!") e formagdes de 4acidos
acético (5,32 g.L!) e butirico (1,61 g.L!) que se destacaram na fermentacdo. Vi, Salakkam e
Reungsang (2017) também identificaram o bom potencial da fermentacao do residuo da batata
para a producdo de Ha. No entanto, os autores refor¢am a importancia da otimiza¢do das
condi¢des que podem afetar a producdo de Hz na fermentagdo. Vi, Salakkam e Reungsang
(2017) observaram a produ¢do méaxima acumulada de 3501,00 mLHa. L! a partir das condigdes
otimizadas de concentracio de amido da batata (27,63 g.L!), o pH inicial (6,05) e a
concentragio de FeSO4 (63,17 mg. L). Estes resultados demonstram que a otimizagio da
fermentagao do residuo da batata tem alto potencial de producdo de H2, como observados no
presente estudo em que foi verificado uma maxima produ¢io de Hz (1060,10 mL.L ") a partir
de 75,00 g.L-1 de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M. Além disso, os
resultados observados no trabalho de Sinha e Pandey (2014) corroboram com os observados
neste presente estudo em que as producdes de acidos acéticos e butiricos se destacam como
metabolitos soluveis na fermentacdo da casca de batata. As produgdes maximas destes acidos
foram de 1,27 gL' e 1,45 g.L'! para acidos acético e butirico, respectivamente. A maxima
produgio de 4cido acético ocorreu na fermentacio de 38,79 g.L"! de casca de batata hidrolisada
com 3,00% v.v'! de NaOH 6M (reator 7) e a maxima producdo de 4cido butirico ocorreu na

fermentagdo de 45,00 g.L! de casca de batata hidrolisada com 3,00% v.v'! de H2SO4 (reator 2).
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6 CONCLUSOES

- A melhor hidrélise da casca de batata para a producdo acumulada de Hz foi observada
utilizando o pré-tratamento com NaOH 6M. A fermentacdo onde foi verificada a maior
produtividade de Hz de 1060,10 mLH2.L™! ocorreu no reator com 81,21 g.L! de casca triturada
e hidrolisada com 3,00% v.v'! de NaOH 6M, durante 1 hora a 55 °C. Apesar deste resultado, os
melhores rendimentos de Hz por DQO adicionada e por carboidratos consumidos foram
observados na fermentacdo de 75,00 g.L'! de casca de batata hidrolisada com 2,00% v.v'! de
HCI 30%, durante 1 hora a 55 °C. Os melhores rendimentos foram de 262 mLH2.g'DQO

adicionada e 3120,95 mLHa.g"! de carboidrato consumido.

- O maior potencial de produgdo de Hz (762,09 mL.L™"), menor tempo para o inicio da
fermentagdo (14,56 h) (mais rapida adaptagdo dos microrganismos) € maior taxa maxima de
produgdo de H> (38,39 mL.L''.h") foram verificadas na fermentagio de 81,21 gL' de
hidrolisado da casca de batata pré-tratado com NaOH 6M (3,00% v.v!). A influéncia da
propor¢ao de H2SO4 foi observada sobre a producdo de H2 na fermentacdo de casca de batata
(75,00 g.L ") hidrolisada com H2S04 (3,00% v.v'!). Nesta fermentacao foi verificado o potencial
de producio (197,16 mL.L") e a fase lag de 45,02 horas. Na fermentacdo da casca de batata
com HCI 30% foi observada a menor taxa maxima de producio de Hz (5,57 mLH2.L'".h!"). O
pior desempenho cinético foi verificado na fermentacao da casca sem hidrdlise quimica (P: 2,86

mL.L"; Rm: 0,16 mL.L"".h™!'; A: 53,17 h).

- As produgdes dos 4cidos acético e butirico foram favorecidas nas fermentagdes com os trés
hidrolisantes quimicos (NaOH 6M, HCI 30% e H2SOs4). Nas fermenta¢des com NaOH 6M e
H2S04 ocorreu possivelmente a via metabdlica do acido acético para a produgdo de H2. No
entanto, em reatores com concentragdes baixas de carboidratos pode ocorrido a
homoacetogénese, influenciando o consumo de Hz2 e COa. Na fermentagdo da casca de batata
com HCI 30% as condigdes do meio favoreceram a producgdo de 4cido butirico o que pode ter
contribuido para a producdo de Hz via rota metabdlica do acido butirico. Contudo, em alguns
reatores com elevadas propor¢des de HC1 30% (4,00 e 4,41% v.v'") foi favorecida a produgdo
de acido propionico que contribuiu para o consumo de Hz. No ensaio com H2SO4 foi observada
uma maior variedade de acidos organicos, como os acidos isobutirico, isovalérico e caproico.

O é4cido caproico, de cadeia média, pode ter ocorrido a partir das reagdes o acético e um doador
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de elétron como etanol. A influéncia da casca de batata e propor¢des de hidrolisantes sobre as

producdes de alcoois e acidos variaram de acordo com o hidrolisante utilizado.

- Estatisticamente, avaliando o Planejamento Experimental a partir do DCCR e a otimizagao
por meio da RSM, foram verificados que os efeitos da concentragdo de casca foi
significativamente positivo para o aumento da producdo de H2 nos ensaios com os trés
hidrolisantes (NaOH 6M, HCl 30% e H2SOa4). A variavel de propor¢cdo de hidrolisante
influenciou significativamente somente a fermentagdo da casca de batata hidrolisada com

H>SOa4.

-A validagdo permitiu verificar graus de precisao do modelo de produgdo de Hz entre 74,50%
e 92,00%, confirmando a melhor eficiéncia na fermenta¢ao da casca de batata hidrolisada com

NaOH 6M sobre os demais hidrolisantes (HCI 30% e H2SOs4).

- A diminuicao das concentracdes de celulose e hemicelulose da casca de batata apds a hidrolise
quimica indicaram a liberagao de carboidratos no meio liquido, sugerindo a quebra da estrutura
de lignina e cristalinidade da celulose. Diferentemente dos ensaios com NaOH 6M e HCI 30%,
a porcentagem de lignina aumentou apds a hidrolise com H2SO4 ocorrido devido ao aumento

da densidade do hidrolisado por causa da formacao de estruturas condensadas de alta densidade.

- A analise microscopica permitiu observar que o pré-tratamento permitiu a quebra do selo de
lignina e mudangas na estrutura rigida da superficie da casca de batata, facilitando a
disponibiliza¢do dos aglcares fermentdveis na etapa de fermentagcdo e, consequentemente,

conversao em de carboidratos em alcoois, dcidos organicos volateis e Ha.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Utilizar concentragdes de casca de batata em um novo planejamento experimental utilizando
delineamento do composto central rotacional (DCCR), acima de 81,21 g/L., com o proposito de
se determinar a concentragdo Otima de casca para cada hidrolise quimica realizada nesta
pesquisa e maximizar a producdo acumulada de hidrogénio.

-Realizar andlise de viabilidade econdmica entre os trés compostos hidrolisantes utilizados,
com o objetivo de levar em considerag¢ao o uso destas técnicas em maiores escalas.

-Analisar outros compostos quimicos hidrolisantes realizando um novo planejamento
experimental, levando-se em consideragdo a viabilidade econdmica.

-Avaliar os compostos inibitorios dos reatores dos trés ensaios e realizar analises

microbioldgica para entender melhor a diminui¢do da produgao acumulada de hidrogénio.
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