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RESUMO

A utilizacéo de residuos industriais contendo carboidratos, lipideos e proteinas em abundancia
representa uma fonte alternativa de energia renovavel que vem ganhando destaque na
atualidade. Os residuos da agroindustria sucroalcooleira, a exemplo da vinhaca e do melaco de
cana-de-acUcar, sdo ricos em matéria orgénica e, portanto, quando submetidos ao processo de
digestdo anaerébia podem ser convertidos em hidrogénio, &cidos organicos e metano.
Mantendo-se o controle de parametros operacionais especificos é possivel inibir a formacéao de
metano e favorecer a producdo apenas de H: e/ou acidos. Nesse contexto, o objetivo deste
estudo foi utilizar a cofermentacdo de vinhaca e melaco visando a producdo de hidrogénio. Para
isto, numa primeira fase (F1), baseado no planejamento experimental de mistura Simplex
Lattice foram realizados testes em batelada para avaliar os efeitos sinérgicos e/ou antagbnicos
da vinhaga (V) e do melago (M) em busca da melhor composi¢éo percentual dos substratos
(100% de vinhaga: V1oo/Mo = R1, 75% de vinhaga + 25% de melago: V75/M2s = R2, 50% de
vinhaca + 50% de melaco: Vso/Mso = R3, 25% de vinhacga + 75% de melaco: Vs/M7s= R4 e
100% de melago: Vo/M100 = R5) que resultasse na méxima producdo de Hz e que utilizasse a
maior porcentagem possivel de vinhaga, por ser este o substrato que na industria
sucroalcoooleira é o residuo final do processo e de grande impacto ambiental. A partir da
melhor condicdo verificada em F1, foi implementada uma segunda fase (F2), também em
reatores batelada. Foram testadas a influéncia da concentracéo inicial em termos de demanda
quimica de oxigénio (DQO 6 e 9 g/L), a temperatura (T entre 35 e 45 °C) e o pH inicial (5,5 ¢
6,5) com base num planejamento fatorial completo (2%). O estudo avaliou duas variaveis
resposta: a taxa de producdo volumétrica (VHPRpqoap) € 0 rendimento volumétrico de
hidrogénio (VHYbgoap). Em F1, 0s resultados mostraram que o uso de vinhaga em 75% ou
mais causou instabilidade na producéo de H». Foram obtidos os valores maximos de 595,63
mL-H2/g-DQOapi € 50,63 mL-H2/(g-DQOxp.d), ambos verificados na condi¢do Vso/Mso, que,
de acordo com o teste de Tukey, foram resultados estatisticamente semelhantes aos observados
em Vas/Mzs e Vo/Mago. A vinhaga e 0 melago interagiram sinergicamente nas misturas. Modelos
quadraticos altamente significativos (p < 0,05) e com bons ajustes foram obtidos para o
rendimento (R? = 0,98) e a taxa de producio de Hz (R? = 0,92). Em F2, com a composi¢ao
inicial da alimentacdo fixa em 50% de cada substrato, foram registrados os valores maximos de
VHYpgoapl (1,56 L-H2/g-DQOap1) € VHPRpoapi (54,98 mL-H2/g-DQOap/d) na condicéo de
menor temperatura e maiores DQO e pH. O pH foi o fator mais influente e de efeito positivo
sobre as variaveis respostas. A temperatura revelou efeito influente negativo. O efeito da DQO
foi de influéncia desprezivel em relacdo a VHY e VHPR. Foram obtidos modelos lineares
significativos e bem ajustados para relacionar os fatores DQO, pH e T com cada resposta, todos
com R?>0,9.

Palavras-chave: fermentacdo escura; cosubstrato; biohidrogénio; planejamento simplex
lattice; planejamento fatorial completo.



ABSTRACT

Industrial residues abundant in carbohydrates, lipids, and proteins are currently gaining
prominence as alternative sources of renewable energy. Wastes from the sugar and alcohol
agroindustry, such as vinasse and sugarcane molasses, are rich in organic matter and, therefore,
when subjected to the anaerobic digestion process, can be converted into hydrogen, organic
acids, and methane. Maintaining control of specific operational parameters enables the
inhibition of methane formation and favors Hz and acid production. In this context, the objective
of this study was to use the co-fermentation of vinasse and molasses to produce hydrogen. To
this end, the first phase of the work (F1) consisted of the experimental planning of the Simplex
Lattice mixture with batch tests to evaluate the synergistic and antagonistic effects of vinasse
(V) and molasses (M). The purpose of this step was to find the percentage composition of the
substrates (100% vinasse: Vioo/Mo = R1, 75% vinasse + 25% molasses: V75/Mzs = R2, 50%
vinasse + 50% molasses: Vso/Mso = R3, 25% vinasse + 75% molasses: V2s/M7s = R4, 100%
molasses: Vo/Migo = R5) that would result in maximum H; production besides using the highest
possible percentage of vinasse, given the significative environmental impact of this final residue
from the sugar and alcohol industry. From the best condition verified in F1, the second phase
(F2), also in batch reactors, tested the influence of the initial concentration regarding chemical
oxygen demand (COD 6 and 9 g/L), temperature (T between 35 and 45 °C) and initial pH (5.5
and 6.5) based on a full factorial design (2%). The study evaluated two response variables: the
volumetric production rate (VHPRcopapi) and the volumetric hydrogen yield (VHY copapl).
Results obtained in F1 showed that using vinasse at 75% or more caused instability in H2
production. The maximum values of 595.63 mL-H2/g-CODgp and 50.63 mL-H2/(g-CODa4p.d)
occurred in the Vso/Msg condition, which, according to the Tukey test, were statistically similar
to those observed at V2s5/M7s and Vo/M1go. Vinasse and molasses interacted synergistically in
the mixtures. Highly significant (p < 0.05) quadratic models with good fits were obtained for
yield (R? = 0.98) and H: production rate (R? = 0.92). In F2, with the initial composition of the
feed fixed at 50% of each substrate, maximum values of VHY copapi (1.56 L-H2/g-CODgp1) and
VHPRDqoapi (54.98 mL-H2/g-CODapi/d) were recorded in the condition of lower temperature
and higher COD and pH. pH was the factor that exerted the greatest influence with a positive
effect on the response variables, while temperature revealed a negatively influential effect. The
effect of COD was negligible concerning VHY and VHPR. The linear models obtained were
significant and well adjusted (with R? coefficients above 0.9), relating the factors COD, pH,
and temperature.

Keywords: dark fermentation; cosubstrate; simplex lattice planning; full factorial design.
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1 INTRODUCAO

A busca por fontes de energias renovaveis, que agridam menos o meio ambiente quando
comparadas as fontes altamente poluidoras ja bastantes exploradas vindas de combustiveis
fosseis, tem sido cada vez mais abrangente e promissora. A producdo de biocombustiveis a
partir da digestdo anaerdbia é apresentada como uma alternativa viavel e eficiente de se produzir
energia renovavel (KARKI et al., 2021; ARCHANA et al., 2024). O processo fermentativo
consiste em varias etapas (hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogése), a partir das quais,
por meio dos devidos controles operacionais, substratos ricos em matéria organica podem ser
convertidos em biogas (principalmente metano e COz) e em outros produtos de alto valor
agregado como hidrogénio e &cidos graxos (LU et al., 2021; LOPEZ et al. 2023).

O hidrogénio é obtido nas fases acidogénicas e acetogénicas. Visando o favorecimento
destas etapas, podem ser aplicados alguns métodos de inibicdo da metanogénese, como o uso
de pH &cido, o tratamento prévio da fonte de incoculo e a aplicacdo de inibidores quimicos
(AMORIM et al., 2018; GAVAZZA et al., 2021; WU et al., 2021a).

Varios subprodutos e residuos tém sido utilizados como fonte de matéria orgénica para
0 processo digestivo. Nesse sentido, a digestdo anaerdbia tem sido utilizada ndo s6 para a
geracdo de energia, mas também como forma de tratamento dos residuos, reduzindo o seu
potencial poluidor e resultando em um digestato ainda rico em nutrientes que pode ser
reaproveitado, por exemplo, como suplementacdo nutricional em solos pobres em nutrientes
(KHANAL etal., 2021; MAGDALENA etal., 2023; ARCHANA et al., 2024). Os subprodutos
da agroindustria tém sido bastante utilizados para este fim. A vinhaca e 0 melago de cana de
acucar, por exemplo, advindos da industria sucroalcooleira, j& vem sendo estudados
individualmente devido as suas convenientes caracteristicas (LEE; WEE; CHO, 2014; HAN et
al., 2016; BERNAL et al., 2017; FUESS; ZAIAT, 2018; ADARME et al., 2019).

A vinhaca, subproduto da producéo de etanol, possui altas concentrac6es de carbono e
de nutrientes, sendo uma grande aliada da digestdo anaerobia, entretanto seus altos niveis de
potéssio, sulfato, compostos fendlicos e melanoidinas, podem dificultar a sua
biodegradabilidade, tornando-a tdxica para o processo digestivo (GODOI et al., 2019;
GARCIA-DEPRAECT et al., 2020; SILVA et al., 2021). O melaco, por sua vez, é um
subproduto da producdo de acucar, altamente rico em carboidratos e, portanto, bastante atrativo
para a producao fermentativa de energia renovavel, mas, quando utilizado separadamente pode

causar inibi¢do no processo digestivo devido ao seu alto contetdo de nitrogénio e de sais, logo,



17

a utilizacdo em conjunto com outro substrato, pode melhorar o processo anaerobio (ALBANEZ
etal., 2018; VILELA et al., 2021; ZHANG; WANG,; JIANG, 2021).

Além do substrato, outros fatores também exercem influéncia na producdo de
hidrogénio e acidos organicos via digestdo anaerobia, como o tipo de reator e regime de
alimentacdo, a temperatura, o0 pH, o inoculo e seu pré-tratamento (quando necessario), a
utilizacdo de cossubstratos e a relagdo carbono-nitrogénio (C/N) (ZHANG et al. 2023;
CREMONEZ et al., 2021).

A codigestdo de substratos pode contribuir para a melhora do processo digestivo, visto
que promove a mistura e diluicdo de compostos toxicos, o equilibrio de nutrientes e de pH, bem
como a melhora dos efeitos sinérgicos entre os microrganismos existentes (KARKI et al., 2021;
VOLPI; FUESS; MORAES, 2021; ZHANG et al. 2023).

Vérias combinacdes envolvendo subprodutos da industria sucroalcooleira ja foram
analisadas quanto a geracdo de biogéas. Vrieze et al. (2015) verificaram a utilizagdo de melaco
ou residuos de cozinha com lodo ativado, resultando em uma comunidade microbiana diversa
com producdo estavel de metano. Sousa et al. (2019) alcancaram alta produtividade e
rendimento de metano ao realizar a codigestdo de vinhaga com soro de queijo em comparagdo
com as monodigestdes. Gonzalez; Reyes; Romero (2017) testaram com efetividade a

cofermentacdo de vinhaca e torta de cana-de-agicar também em relagdo a producao de metano.

Apesar de promissores, estudos envolvendo codigestao entre vinhaca e melago visando
a producdo de H» ainda sdo escassos. A partir desta fermentagdo espera-se haver o equilibrio
entre a alta toxidade da vinhaca e a alta concentracdo de nitrogénio e de sais do melaco, fatores
estes que acabam inibindo a digestdo. Além disso, por se tratar de substratos provenientes da
mesma cadeia produtiva e de facil acesso, 0 processo assume carater mais sustentavel e de
menor custo, podendo ainda, durante o periodo de entressafra da cana-de-agucar no Brasil, a
vinhaca ser substituida unicamente pelo melago no processo digestivo (ALBANEZ et al., 2016;
2018; SANTANA JUNIOR; DUDA; OLIVEIRA, 2019; CAVALCANTE et al., 2020).

Os trabalhos de Albanez et al. (2016; 2018) realizaram a codigestéo de vinhaca e melaco
em biorreatores anaerobios de bateladas sequenciais (AnSBBR) objetivando a producdo
exclusiva de Hz. Albanez et al. (2016) testaram duas composicdes afluente (33% melago + 67%
vinhaca e 25% melaco + 75% vinhaca), trés concentragdes iniciais em termos de demanda
quimica de oxigénio (3, 6 e 9 g-DQOI/L), a estratégia de alimentagdo (batelada e batelada
alimentada) e a necessidade ou ndo de suplementacdo nutricional e de tratamento térmico do

inoculo. Os melhores resultados de eficiéncia de remocdo de matéria orgénica, rendimento
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molar de hidrogénio e produtividade foram relatados com a utilizacdo de 67% de vinhaca e 33%

de melago, a 6 g-DQO/L, em modo batelada, com choque térmico e sem suplementacéo.

No estudo de Albanez et al. (2018), com concentracdo afluente fixa em 3 g-DQOIJL,
foram avaliadas as composi¢fes 25% melaco + 75% vinhaca e 67% melaco + 33% vinhaca,
além da digestdo individual de melaco. Os autores obtiveram melhor estabilidade nos processos
com a monodigestdo do melago e com a cofermentacdo de 67% melago + 33% vinhaga. As
investigacOes de Albanez et al. (2016; 2018) ndo foram baseadas em planejamentos
experimentais, de modo que nao avaliaram o efeito de varios fatores e de suas interacdes,
positivas ou negativas, na codigestdo de vinhaca e melaco de cana-de-agUcar para a producao

de hidrogénio, havendo varias lacunas no conhecimento desse processo.

Com base nas lacunas existentes, os principais objetivos deste trabalho foi realizar
estudos em batelada para primeiramente avaliar os efeitos sinérgicos e/ou antagdnicos da
vinhaca e do melagco em diferentes propor¢es na mistura, de modo a identificar a melhor
composicdo (% vinhaca / % melago) para alcancar uma producao estavel e com alto rendimento
de Hy, e, a partir deste dado, em uma segunda fase, avaliar a influéncia da concentragéo inicial
de substrato em termos de demanda quimica de oxigénio, o pH inicial da fermentacdo e a

temperatura na producéo de Ho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a producéo de hidrogénio a partir da codigestdo anaerdbia de vinhaca e melago

de cana-de-agucar em reatores batelada.

2.2 Especificos

= Avaliar a eficiéncia de remocéo de matéria organica em termos de DQO, de carboidratos
e de solidos volateis totais na producdo de Hy;

= Avaliar a influéncia da proporcdo de vinhaca e melago e os seus efeitos interativos
(sinérgicos ou antagbnicos) na producdo de hidrogénio a partir planejamento
experimental simplex lattice.

= Obter modelos preditivos para a produgdo de H» (rendimento e a taxa de produgédo) em
funcéo da composicéo do substrato a partir do planejamento de mistura;

= Avaliar a influéncia da concentracao do substrato, do pH e da temperatura na producao
de Hz a partir do planejamento fatorial completo com 2 niveis e obter modelos preditivos
para o rendimento volumétrico de H: e a taxa de produgao volumétrica de H> em fungéo

dos trés fatores investigados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Subprodutos da industria sucroalcooleira no Brasil

No Brasil, a industria sucroalcooleira utiliza a cana-de-agtcar como fonte principal de
matéria organica para obtencao de acucar e alcool. O pais possui clima, extensao territorial e
tecnologias favoraveis ao seu desenvolvimento como grande produtor da matéria-prima. De
acordo com o segundo levantamento da safra brasileira 2023/24 de cana-de-agUcar, apresentado
em 17/08/2023 pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), ha estimativa de
alcance de 652,9 milhGes de toneladas de cana na safra atual, com producéo total de 40,9
milhdes de toneladas de acucar e 27,72 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2023).

A cadeia produtiva dessa agroindustria gera varios subprodutos (Figura 1). Bagaco,
palha da cana, torta de filtro, melago e vinhaga s&o os principais e apresentam aplicagdes
diversas, podendo ser reaproveitados em outros segmentos industriais (MORAES; ZAIAT,
BONOMI, 2015; OLIVEIRA et al., 2020a; VILELA et al., 2021).

Figura 1: Cadeia produtiva de agucar e etanol a partir da cana-de-aglcar com a geragdo de subprodutos.
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Fonte: Adaptado de Moraes; Zaiat; Bonomi (2015).
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Entre os residuos sélidos gerados pelo setor sucroalcooleiro, a palha e o bagaco,
resultantes das etapas de colheita e extracdo do caldo da cana, respectivamente, sio compostos
lignocelulosicos com ampla aplicagcdo para geragdo de vapor e eletricidade em quantidades
suficientes para suprir a demanda energética das usinas e ainda garantir um excedente a ser
vendido para redes elétricas. Outra finalidade é a conversdao da celulose e hemicelulose
presentes nestes subprodutos em carboidratos mais simples a serem fermentados visando a
producéo de etanol de segunda geracdo (E2G). Neste sentido, cada tonelada de cana processada
gera cerca de 140 kg de bagaco em base seca (LOVATO et al., 2019).

A torta de filtro, rica em nutrientes (ex.: calcio, nitrogénio, fésforo e magnésio), gerada
apos o tratamento do caldo por filtracdo, é geralmente aplicada como adubo no plantio
(GONZALEZ et al., 2015; GONZALEZ; REYES; ROMERO, 2017; ADARME et al., 2019).

O melago, subproduto liquido, resultante apés a centrifugacdo do aglcar, € comumente
destinado para a cadeia produtiva do alcool ou para racdo animal. A vinhaca, residuo fluido
advindo da producéo de etanol ap6s a etapa de destilacdo e retificacdo, é amplamente utilizada
como fertilizante por meio da aplicacdo direta no sistema de irrigacdo da cana-de-acgUcar
(FUESS; GARCIA; ZAIAT, 2018; LOVATO et al., 2019; ORDAZ-DIAZ; BAILON-SALAS,
2020).

As biomassas advindas da agroindustria contém quantidades elevadas de carbono
organico e isto as torna substratos adequados ao processo de digestdo anaerdbia para producao
de biogas, biohidrogénio e acidos carboxilicos (ADARME et al., 2019; CHAVES et al., 2021,
GAVAZZA et al., 2021). A fermentacdo a partir de subprodutos orgéanicos apresenta as
vantagens de utilizacdo de fontes renovaveis aliada ao fato de evitar a competicao de terra com
culturas alimentares (CAVALCANTE et al., 2017). Estudos utilizando subprodutos da cana-
de-acUcar na digestdo anaerobia tem apontado para ganhos energéticos e ambientais e visam a
necessidade de avaliar o efeito da mistura de dois ou mais desses substratos em relagdo aos
ganhos mencionados (VOLPI; FUESS; MORAES, 2021).

3.1.1 Melago: subproduto da producéo de agucar

Na cadeia produtiva do acUcar obtido a partir da cana-de-agucar, durante as etapas de
cristalizacéo e centrifugacédo, ocorre a separacdo dos cristais de sacarose, havendo a geracao de
uma solucéo residual concentrada, o melago. Nas usinas com destilaria anexa, por ainda conter
alta quantidade de acucares, o0 melago é encaminhado para as destilarias onde é misturado ao

caldo da cana para auxiliar na producdo de etanol, conforme exposto na Figura 2 (GODOI et
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al., 2019). E também utilizado para producéo de cachaca, rum, fermentos bioldgicos e racdes
animais servindo como fonte de energia para ruminantes que fermentam rapidamente os
acucares presentes (TORRES et al., 2021; ZHANG; WANG; JIANG, 2021; ZHENG et al.,
2021).

Figura 2: Fluxograma da producéo etanol a partir de melaco e caldo de cana-de-agUcar.
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Fonte: Adaptado de Godoi et al. (2019).

A cada tonelada de cana s&o gerados cerca de 40 a 60 kg de melago. O substrato possui
uma demanda quimica de oxigénio (DQO) elevada, em torno de 1000 g/L e é rico em
carboidratos, principalmente na forma de sacarose, glicose e frutose (VILELA et al., 2019;
CHAVES et al., 2021). De acordo com Meng et al. (2017), a partir da producdo de 4 toneladas
de aguUcar é gerada uma tonelada de melaco, que por sua vez, resulta em 0,2 toneladas de etanol.

Palmonari et al. (2020), caracterizaram 16 amostras de melago, coletadas em varios
locais do Brasil e observaram a sacarose como principal agucar fermentescivel e o acido latico
como o principal acido orgénico. Foram encontradas as seguintes variacdes percentuais na
composicdo das amostras: 75,7 a 79,6% de matéria seca; 2,2 a 9,3% de proteinas totais; 57 a
71% de agUcares totais; 39,2 a 67,3% de sacarose; 1,3 a 12,1% de glicose; 2,3 a 14,3% de
frutose; 1,6 a 12,8% de &cido lactico; 0,2 a 1% de &cido aceético; 10,2 a 16,3% de cinzas; 0,8 a
3,1% de Ca; 0,3 a 7,9% de K e 0,8 a 4,1% de sulfatos, além de outros constituintes em
porcentagens menores.

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas caracteristicas composicionais do melago de
cana-de-acucar, as quais variam conforme o clima da regido, o tipo e grau de maturacdo da cana

em uso. Sao destacaveis os elevados valores de DQO, carboidratos e nitrogénio total (NTK).
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Tabela 1: Caracteristicas composicionais do melaco de cana-de-agucar.

Referéncia pH DQO Carboidratos totais NTK  Pror SO
(9/L)
Park et al. (2010) 43  1.082,2 828,9* 378 059 264
Albanez et al. (2016) - 1.100 - - - -
Albanez et al. (2018) - 1.100 - - - -
Freitas; Menezes; Silva (2020) - 844,7 564,7 12,9 - -
Fuess; Zaiat; Nascimento (2020) - 1.275,8*  932,9* 8,4* - 10*
Miynat; Argun (2020) - 1.480 740 12,8%  0,27* -
Oliveira et al. (2020b) - 1.125* - 4,1* - 35,9*
Chaves et al. (2021) 56  1.089 970 314 046 -
Fuess et al. (2021a) 6,12 1.088,1*  958,5* - - 124,2*
Vilela et al. (2021) - 1.177,2*  644* 36,3* - 9,5*%

*Valores calculados considerando a densidade média do melago = 1,35 g/mL; DQO - demanda quimica de
oxigénio; NTK - nitrogénio total Kejldahl; Py - fosforo total; SO42 - sulfato.

Fonte: Autora (2023).

Aliado a alta concentracdo de acucares redutores, o melago também contém
aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos e algumas substancias formadoras de cor, como as
melanoidinas. Apresenta calor especifico em torno de 0,5 cal/kg/°C, o qual assim como a
viscosidade varia com o teor de solidos, agua e temperatura. Sua producdo anual € de
aproximadamente 55 milhdes de toneladas no mundo (ZHANG; WANG; JIANG, 2021).

Enguanto no Brasil o melago é proveniente da cana-de-agucar, em paises como a China
e a India, a beterraba também é bastante utilizada como fonte de carboidratos. Uma comparagio
entre as caracteristicas do melaco de cana e o melago de beterraba foi exposta por Satyawali;
Balakrishnan (2008). Conforme apresentado pelos autores, em relacdo aos teores de aclcares
totais, solidos totais e proteinas, o melaco de cana contém cerca de 75%, 46% e 3%, enquanto
0 melago de beterraba possui em média 77%, 48% e 6%, respectivamente.

Alguns autores avaliaram as concentragdes de solidos em amostras de melaco de cana.
Park et al. (2010), ao caracterizarem uma amostra, encontraram 578 g/L de solidos totais (ST),
501,2 g/L de solidos volateis totais (SVT), 11,6 g/L de sdlidos suspensos totais (SST) e 7,2 g/L
de sélidos suspensos volateis (SSV). Freitas; Menezes; Silva (2020) contabilizaram 6,2 g/L de
SST e 1,3 g/L de SSV. Chaves et al. (2021) encontraram 8,65 g/L de SSV.



24

Devido a composigédo rica em agucares, o subproduto apresenta-se como uma fonte
viavel de matéria organica para o processo fermentativo de producéo bioldgica de hidrogénio
(PARK et al., 2010; HAN et al., 2016; VILELA et al., 2021). A exemplo, melaco proveniente
de uma industria chinesa de refino de aclcar de beterraba, foi utilizado por alguns pesquisadores
no processo de fermentacdo anaerdbia. O substrato continha: 78 a 85% de matéria seca; 48 a
58% de acucares totais; 28 a 34% de carbono organico total (COT); 0,2 a 2,8% de nitrogénio
total Kejldahl (NTK); 0,15 a 0,8% de CaO, e, 2,2 a 4,5% de K>O como principais constituintes
(REN et al., 2006; LI et al., 2007; GUO et al., 2008; CHANG; LI; LIU, 2011; HAN et al.,
2012a, 2012b; LI; Al; REN, 2013; WANG; LI; REN, 2013; ZHU et al., 2013).

3.1.2 Vinhaga: subproduto da producédo de etanol

A producdo mundial de etanol tem sido feita a partir de diversas matérias-primas, as
quais podem ser classificadas em: biomassa acgucarada, rica em aglcares fermentesciveis
facilmente extraidos por pressdo ou difusdo (ex.: cana-de-agucar, beterraba, uva e sorgo
sacarino); biomassa amilacea, rica em amido (ex.: milho, trigo, mandioca, cevada e batata
doce); e, biomassa lignocelulosica, composta por lignina, celulose e hemicelulose (ex.: palha e
bagaco de cana-de-agucar). Os materiais amilaceos e lignoceluldsicos necessitam de uma etapa
de pré-tratamento (ex.: pirélise, explosdo a vapor, hidrolise acida e alcalina) para transformar
os carboidratos complexos em acucares fermentesciveis (WILKIE; RIEDESEL; OWENS,
2000; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; PARSAEE; KIANI DEH KIANI; KARIMI, 2019).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol (30%), utilizando como matéria-
prima principalmente a cana-de-agticar. E ultrapassado apenas pelos Estados Unidos (53%)
onde a producéo ¢é feita a partir do milho (HUANG et al., 2020; RFA, 2021). No geral, as
destilarias brasileiras produzem o etanol a partir do caldo da cana ou de uma mistura de melaco
com caldo quando ha usina de acuUcar anexa, conforme ja apresentado na Figura 2. O alcool
etilico produzido com estes materiais € denominado etanol de primeira geracdo (E1G)
(ADARME et al., 2019; GODOI et al., 2019; FUESS et al., 2021b).

Na China e India, respectivamente quarto e quinto maiores produtores de etanol do
mundo, a producéo é feita exclusivamente com a utilizacdo de melaco (ARIMI et al., 2014;
GEBREEYESSUS et al., 2020; RFA, 2021). Em territério nacional, durante os periodos de
entressafra, em que ndo ha geracdo de caldo, o melago acumulado do processamento de agucar
e devidamente estocado é utilizado como Unica fonte de carboidratos nas destilarias (FREITAS;

MENEZES; SILVA, 2020). Ha também, em menor propor¢ao, a producdo nacional de etanol
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de segunda geracdo (E2G), onde a matéria-prima € proveniente de materiais lignocelul6sicos,
a exemplo da palha e do bagaco da cana (ORDAZ-DIAZ; BAILON-SALAS, 2020; FUESS et
al., 2021b; VOLPI; FUESS; MORAES, 2021).

De acordo com Huang et al. (2020), em 2019, o cenario brasileiro passou a contar com
370 unidades sucroalcooleiras (capacidade nominal de 43.105 milhdes de litros de etanol) e trés
refinarias de E2G (capacidade de 127 milhdes de litros) destinando 0,25 milhGes de toneladas
de bagaco a producéo de etanol 2G no referido ano.

A 4gua residual proveniente das destilarias de etanol, a denominada vinhaca, é gerada
em temperaturas entre 85 e 90 °C e apresenta caracteristicas que dependem primeiramente do
tipo de material utilizado (agucarado, amilaceo ou lignocelulésico) e, mesmo em se tratando do
efluente derivado da mesma matéria-prima, a exemplo do caldo e/ou melago da cana-de-acucar,
séo observadas algumas particularidades, conforme apresentado na Tabela 2. Algumas dessas
diferencas sdo refletidas nas concentragfes de DQO, sulfato, aglcares e solidos do residuo
(GODOI et al., 2019; ORDAZ-DIAZ; BAILON-SALAS, 2020; VILELA et al., 2021).

Conforme é possivel observar na Tabela 2, o efluente das destilarias exclusivas de
melaco conta com maiores valores de DQO, potassio e fosforo (MORAES; ZAIAT; BONOMI,
2015). De acordo com Arimi et al. (2014), geralmente a vinhaga apresenta DQO entre 50 e 100
g/L, solidos dissolvidos totais (SDT) > 50 g/L, pH entre 4 e 6, aproximadamente 1 g/L de
nitrogénio total, 0,1 g/L de fosforo total e teor de potassio acima de 4 g/L.

No geral, a vinhaga proveniente de matérias-primas derivadas da cana-de-agucar (caldo
e/ou melago), apresenta menores concentragdes de DQO em relacdo ao efluente advindo de
outros materiais (ex.: milho, trigo, mandioca), porém, quanto a concentracdo de nutrientes (N,
P e K) e sulfato os valores sdo ndo sofrem muitas alteracdes (SILVA et al., 2021).

Silvaetal. (2021) afirmam que a eficiéncia das etapas envolvidas na producao de etanol
nas destilarias bem como a variedade e a maturacdo da cana-de-acUcar utilizada alteram as
fracbes orgénicas (parte biodegradavel, principalmente acglUcares e acidos organicos) e
inorganicas do efluente liquido resultante, e por isso, sdo fatores que interferem diretamente na
composicdo da vinhaca. Wilkie; Riedesel; Owens (2000), citam que além da matéria-prima,
aspectos como a agua de lavagem usada para limpar os fermentadores, a purga da agua de

resfriamento e da caldeira misturadas a vinhaga contribuem para sua a variabilidade.
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Referéncia Matéria- pH COT (ppm) DQO Carboidratos NTK K Pwota  SO4 ST SVT SST SSsv
Prima totais
(9/L)
Wilkie, Riedesel e Owens 44 - 89 - 123 512 019 348 - - - -
(2000) *
Espafia-Gamboa et al. (2011)* 4,63 - 90 - 069 795 0,10 249 - - - -
Espafia-Gamboa et al. (2012) 4 - 121 - 1,34 7,26 014 534 65,82 - 20,27 -
Lee; Wee; Cho (2014) 35 - 128,40 11,41 0,03 - - - 89,70 86,20 4,27 4,27
Melago
Leme; Seabra (2017)* 46 - 65 - 1,03 579 020 6,40 81,50 60,00 - -
Gebreeyessus et al. (2020) 40 - 172,92 - 1,72 - 528 - 232,72 164,01 34,13 18,16
Lertsriwong; Glinwong (2020) 4,6  50.750 126,59 - 2,27 - - - 121,88 - 26,30 -
Ramos et al. (2021) nd - 100,62 9,07 - - - 48,75 - - 14,97 11,67
Wilkie, Riedesel e Owens
(2000)* 42 - 38,25 - 054 256 0,06 2,08 - - - -
Siqueira; Damiano; Silva 4,43 41,33 098 277 007 263 3000 21,00
(2013)
Santos et al. (2014a)* 4,29 4.748 32,96 13,46 1,49 450 0,22 250 - - - 1,89
Santos et al. (2014b)* Caldo + 4,84 3.789 32,10 - 065 - 0,16 2,00 - - - -
Santos et al. (2014c)* Melago 4,97 4917 31,71 - 095 415 021 220 - - - -
Reis et al. (2015) 500 - 42,82 - 0,24 450 3,80 1,40 - - - 0,29
Leme; Seabra (2017)* 45 - 45,00 - 060 334 011 372 52,70 40,00 - -
Niz et al. (2019) 48 - 32,30 5,50 - - - - - - - 5,50
Santos et al. (2019) 4,63 - 42,93 4,73 - - - 2,00 - 21,57 - -




Tabela 2: Caracteristicas composicionais da vinhaca gerada a partir de derivados da cana-de-agucar: caldo, melaco e caldo + melago.

27

Referéncia Matéria- pH COT (ppm) DQO Carboidratos totais NTK K Pt S04 ST SVT SST  SSV
Prima
(mg/L)
Fuess et al. (2021b) 4,57 - 43,10 3,76 - - - 2,85 - 21,50 - -
(Bzeggj‘;; Menezes; Silva 46 - 32,03 7,68 - - - . - . 326 2,66
Gois et al. (2021) 442 - 37,88 12,93 0,08 - 0,08 - - 20,26 20,37 -
Caldo +
Piffer et al. (2021) Melago 578 - 28,09 2,61 0,65 - - 159 - - - 3,06
Ramos et al. (2021) - - 29,47 7,54 - - - 197 - - 1,91 1,41
Sanchez et al. (2021) 47 - 48,20 5,20 0,59 - 0,04 205 - - - -
Silva et al. (2021)* 432 - 30,00 5,37 0,58 2,57 0,22 1,45 16,8 - - -
\(’;’(i)'é‘(i)‘;;medese' e Owens 3,97 - 2600 - 067 155 017 1,65 - . - :
Espafia-Gamboa (2011)* 4,05 - 30,40 - 0,37 1,84 0,10 1,36 - - - -
Leme; Seabra (2017) * 4,15 - 24,00 - 0,43 1,65 0,11 0,68 23,70 20,00 - -
Del Nery et al. (2018) Caldo 42 - 19,22 - 035 147 010 065 1457 934 221 188
Santos et al. (2019) 45 - 17,85 3,93 - - - 1,23 - 14,04 - -
Adarme et al. (2019) - 8.570 18,07 - 0,41 2,24 2,51 1,99 23,01 - - 17,16
Fuess et al. (2021b) 4,23 - 19,00 3,90 - - - 1,45 - 14,00 - -

* Valores médios calculados a partir dos dados apresentados pelos autores. COT - carbono organico total; DQO- demanda quimica de oxigénio; NTK - nitrogénio total
Kejldahl; P - fosforo total como PO,*; K - potassio; SO, - sulfato; ST - slidos totais; SVT - sdlidos volateis totais; SST - sélidos suspensos totais; SSV - sdlidos suspensos

volateis.

Fonte: Autora (2023).
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A vinhaga de cana-de-agUcar contém altas concentragdes de alcoois, agucares, acidos
organicos (ex.: acético, butirico, férmico e latico) e, em menor quantidade, compostos que Ihe
conferem cor escura e que apresentam baixa biodegradabilidade, além da presenca de metais
pesados como cobre, niquel e zinco. Trata-se de um liquido escuro, de odor forte, pH &cido,
bastante corrosivo, com elevada DQO e teor de nutrientes, principalmente potassio. Destaca-se
também as expressivas quantidades de sélidos e de sulfato. Estas caracteristicas a tornam um
efluente com grande potencial poluidor (GODOI et al., 2019; PARSAEE; KIANI DEH KIANI;
KARIMI, 2019; SILVA et al., 2021).

Os acidos organicos e alcoois presentes na vinhaca variam bastante. Bernal; Menezes;
Silva (2021), encontraram principalmente acido lactico (7,79 g/L), etanol (4,59 g/L) e glicerol
(849 mg/L) em uma amostra de vinhaca de caldo + melaco. Ja Piffer et al. (2021) observaram
em maiores quantidades a presenca de glicerol (1,37 a 3,12 g/L), acido latico (305 a 967 mg/L),
acido acético (141 a 1.392 mg/L) e etanol (125 a 525 mg/L), enquanto Ramos et al. (2021)
destacaram os altos valores de acido butirico (2,93 g/L), isobutirico (2,7 g/L), propi6nico (1,56
g/L), latico (1,55 g/L), acetico (1,36 g/L) e glicerol (850 mg/L).

Godoi et al. (2019) realizaram a caracterizacdo composicional de 13 amostras de
vinhaca de uma biorrefinaria brasileira com producdo de aglcar anexa durante as safras 2015 a
2017. Alguns resultados foram: pH 4,72 £ 0,67; 1,54 a 3,96 g/L de potassio; 209 a 3.550 mg/L
de cloreto; 343 a 669 mg/L de magnésio; 292 a 641 mg/L de calcio; 27 a 57 mg/L de sodio;
0,13 a 0,44 mg/L de fluoreto; dureza aproximada de 3,4 g-CaCOz/L; ST em torno de 27 g/L,
SST de cerca 5 g/L; 33 £ 4 g/L de DQO; 0,75 a 1,32 mg/L de fendis totais, além de &cido latico
(0,61 a 6,45 g/L), metanol (0,34 a 4,55 g/L), glicerol (0,30 a 5,44 g/L) e acido acético (0,06 a
3,80 g/L) como principais compostos organicos sollveis.

Nas destilarias brasileiras sdo geradas de 10 a 15 L de vinhaca por litro de etanol
(ADARME et al., 2019; BERNAL; MENEZES; SILVA, 2021; GOIS etal., 2021). A cor escura
é resultante da presenca de corantes naturais, a exemplo de carotendides, clorofila, melanoidina,
polifendis (&cidos fendlicos, flavonoides e taninos) e de produtos resultantes da degradacéao de
hexoses em meio acido (ex.: 2- metilhexano, metilbenzeno e acido acético) (ARIMI et al., 2014;
GEBREEYESSUS et al., 2020).

As melanoidinas sdo polimeros complexos de cor marrom originados a partir do
aquecimento de acUcares e aminas principalmente durante a etapa de evaporacdo do caldo da
cana. Sua presenca causa a inibicdo de enzimas que degradam proteinas e de varios

microrganismos envolvidos na degradacdo de substratos (ARIMI et al., 2014,
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KORNILLOWICZ-KOWALSKA; RYBCZYNSKA-TKACZYK, 2021; RATNA; RASTOGI;
KUMAR, 2021).

Os polifenois sdo antioxidantes naturais que contém fenol, de coloracéo clara a amarelo-
castanho, liberados na etapa de moagem da cana para extracdo do caldo e possuem atividades
antimicrobianas, em menor efeito do que as melanoidinas, mas ainda assim podem afetar o
crescimento de microrganismos e a capacidade de remocdo de DQO (ARIMI et al., 2014;
CONTRERAS-CONTRERAS et al., 2020).

A depender da destinacdo final, a 4gua residual da producdo de etanol pode causar
enormes impactos ambientais. O descarte direto em rios e lagos apresenta efeitos toxicos,
carcinogénicos e mutagénicos em peixes e humanos. A aplicacdo no solo durante o plantio da
cana como fertilizante visando a devolucao de nutrientes, pratica muito comum pelas destilarias
brasileiras, apesar de aumentar a produtividade agricola e substituir o uso de fertilizantes
quimicos, causa varios problemas devido a sua alta carga poluidora. Alguns exemplos que
podem ser citados sdo: emissdes de gases do efeito estufa, salinizacdo do solo, lixiviacado de
metais e de compostos sulfurosos e contaminacéo dos lengois freaticos (BERNAL; MENEZES;
SILVA, 2021; RATNA; RASTOGI; KUMAR, 2021; SANCHEZ et al., 2021).

Conforme mencionado por Ratna; Rastogi; Kumar (2021), nos ecossistemas aquaticos
os principais efeitos toxicos da vinhaca sdo a reducéo da penetracdo da luz solar, do oxigénio
dissolvido e da atividade fotossintética, prejudicando a flora e a fauna aquatica. Nos
ecossistemas terrestres tem-se 0 aumento da salinizacdo, da acidificacdo, da desestabilizacao
estrutural e de metais toxicos no solo, além da diminuicdo da diversidade microbiana. Quanto
a intensidade desses efeitos terrestres, 0s autores enfatizam que depende da concentragdo da
agua residual e da duracédo da exposicao no solo.

Diante do carater poluidor demonstrado pelo uso direto da vinhaca na fertirrigagéo,
veem sendo estudadas novas estratégias para 0 seu tratamento antes da destinacdo final,
incluindo meétodos fisico-quimicos avancgados (ex.: adsorcdo, oxidagdo, eletrolise e osmose
reversa), bioldgicos (aerébios e anaerdbios) e combinados. Uma alternativa viavel € a utilizagdo
como substrato para a digestdo anaerobia por meio da qual obtém-se energia renovavel (biogas
ou biohidrogénio) destinada a geracdo de eletricidade e energia térmica, além de vinhaca
biodigerida com teor de matéria organica reduzido e niveis de nutrientes inalterados que
possibilitam a permanéncia da aplicacdo como biofertilizante. (MORAES; ZAIAT; BONOMI,
2015; FUESS et al., 2021b; VOLPI; FUESS; MORAES, 2021).



30

3.2 Fundamentos da digestao anaerdbia

A digestdo anaerdbia € um processo que ocorre basicamente em quatro etapas, na
auséncia de oxigénio, convertendo matéria organica complexa em biogés (principalmente
metano e COz) e em um efluente organico estabilizado que pode ser aplicado como
biofertilizante. E reconhecida como uma alternativa viavel para o tratamento e estabilizacéo de
residuos organicos agroindustriais, utilizando-os como fontes alternativas renovaveis de
matéria-prima para geracdo de energia, e, portanto, agrega valor as cadeias produtivas ja
consolidadas (CREMONEZ et al., 2021; KARKI et al., 2021; KHANAL et al., 2021).

Wu et al. (2021a) enfatizam que a digestdo anaerdbia diminui a dependéncia por
combustiveis fosseis na geracdo de energia, a deposicdo de residuos organicos em aterros
sanitarios e as emissdes de carbono, logo, contribui para a reducdo de impactos ambientais.

Durante a digestdo, diferentes grupos de microrganismos predominam em cada fase com
funcBes distintas. Na hidrolise, primeira etapa, mais lenta e limitante do processo, bactérias
hidroliticas fermentativas liberam enzimas extracelulares para digerirem a matéria organica
complexa (polissacarideos, lipideos e/ou proteinas) e transforma-las em compostos mais
simples e soltveis (agUcares, acidos graxos e aminoacidos) (KAINTHOLA; KALAMDHAD;
GOUD, 2019; ORDAZ-DIAZ; BAILON-SALAS, 2020; SILVA et al., 2021).

Em uma segunda fase, denominada acidogénese, os produtos da hidrolise, sob acéo de
bactérias fermentativas acidogénicas, sdo transformados em acidos organicos de cadeia curta
(ex.: &cido acético, butirico e propi6nico), hidrogénio, CO2, alcoois, cetona e aménia. A
producdo de &cidos promove a diminuicdo do pH do meio. Posteriormente, na acetogénese,
bactérias sintroficas acetogénicas convertem os produtos da acidogénese em acetato, hidrogénio
e COg, 0s quais, na quarta e ultima fase séo digeridos por arqueias metanogénicas estritamente
anaerobias sendo transformados em metano e CO; (LI; CHEN; WU, 2019; ORDAZ-DIAZ;
BAILON-SALAS, 2020; SILVA et al., 2021).

Na Figura 3 é apresentado um esquema da divisdo de fases no processo digestivo.

As bactérias produtoras de acetato sdo denominadas de homoacetogénicas. As arqueias
que consomem H; e CO> para produzir metano sdo chamadas hidrogenotroficas, enquanto
aquelas que consomem o acetato sdo as acetoclasticas. Todos os microrganismos envolvidos
no processo digestivo devem agir sinergicamente para que a degradagdo da matéria organica
ocorra de forma eficiente (KAINTHOLA; KALAMDHAD; GOUD, 2019).
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Figura 3: Diagrama da divisdo de fases do processo de digestdo anaerobia.

Carboidratos

Proteinas Lipideos

Hidrolise

Compostos organicos com cadeias menores

= Acidos volteis, Ha, COz. NH;, cetona € 4lc00iS g

Acetogénese

e Conversio de acidos volateis em acetato

Fonte: Adaptado de Cremonez et al. (2021).

Para 0s casos em que o substrato fonte de matéria orgédnica contém presenca
significativa de sulfato, pode haver uma quinta fase, a sulfetogénese, onde bactérias redutoras
de sulfato (BRS), agem reduzindo o sulfato a sulfeto e competem por H, e matéria organica
com as arqueias metanogénicas. A presenca de sulfeto no biogas o torna corrosivo e toxico,
sendo necesséria a aplicacdo de tratamentos pds-digestivos para a remocdo do enxofre (LI;
CHEN; WU, 2019; CHEN; YIN; WANG, 2021; SILVA et al., 2021).

Além do biogas contendo cerca de 70% de metano, que ha bastante tempo tem sido o
principal objeto de estudo ao considerar a conducdo completa da digestdo anaerdbia, outros
produtos de maior valor agregado como o hidrogénio, &cidos graxos voléateis, &cido latico e

acidos carboxilicos de cadeia média tem ganhado destaque. Visando a geracéo desses produtos
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de alta valoragdo sdo necessérias a aplicagdo de técnicas que possibilitem a inibicdo da
metanogénese. Desta forma, controlando-se os fatores que interferem na digestdo anaerdbia, a
mesma pode ser direcionada para a producdo especifica ou sequencial de biohidrogénio,
biometano e acidos organicos (KHANAL et al., 2021; LU et al., 2021; SILVA et al., 2021).

3.3 Producao fermentativa de hidrogénio

O hidrogénio é o combustivel gasoso com maior contetdo energético por unidade de
peso (143 kJ/g), sendo considerado uma alternativa promissora para a reducao de emissoes de
gases do efeito estufa ja que a partir da sua combustdo o Unico subproduto é a agua (CHEN;
YIN; WANG, 2021; NAIR; AGRAWAL; VERMA, 2022). E um gas incolor, inodoro e
inflamavel cuja eficiéncia energética é cerca de trés vezes maior do que a oferecida por
combustiveis originados de hidrocarbonetos. Pode ser utilizado como uma fonte alternativa de
energia eficaz, ecoldgica e renovavel (SARAVANAN et al., 2021; 2022). Sua producao ocorre
a partir de combustiveis fosseis, &gua ou biomassa por meio de processos fisico-quimicos ou
bioldgicos (CHAVES et al., 2021).

A producdo de hidrogénio a partir da digestdo anaerdbia € um processo bioldgico que
promove a fermentacao de biomassas. Neste caso, é gerado nas fases acidogénica e acetogénica.
A uncdo das 3 fases iniciais da digestdo, conhecida como fermentacao na auséncia de luz, € um
método produtivo que promove beneficios energéticos e ambientais devido a possibilidade de
utilizacdo de residuos organicos como fonte barata de matéria-prima renovavel, promovendo o
seu tratamento e a geracdo de energia sem a necessidade de uso de fonte luminosa (NIZ et al.,
2019; CHAVES et al., 2021).

Durante a acidogénese também séo gerados acidos organicos de cadeia curta 0s quais
podem favorecer ou prejudicar a producdo de hidrogénio. Assim, existem varias rotas
metabolicas que podem ser seguidas pelos microrganismos fermentativos a depender dos &cidos
produzidos, conforme representado pelas Equacbes (1) a (5) (CHAVES et al., 2021).
Geralmente, a formacdo de hidrogénio é favorecida pela producdo dos acidos acético (4 mol-
Hz/mol-glicose) e butirico (2 mol-Hz/mol-glicose), enquanto o consumo é realizado pelos

microrganismos produtores de acido propidnico (BANU et al., 2021; DAHIYA et al., 2021).

Rota do acido acético:
CeH1206 + 2H20 — 2C2H40- (acetato) + 2CO, + 4H> 1)
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Rota cido acético a partir de bactérias homoacetogénicas:

4H; + 2C0O2; — C2H40; (acetato) + 2H20 2
Rota do acido butirico:
CeH1206 — C4HgO- (butirato) + 2CO- + 2H; 3)
Rota do etanol:
CeH1206 + H2O — C2H40- (acetato) + CoHsO (etanol) + 2CO- + 2H> 4)
Rota do acido propidnico:
CeH1206 + 2H2 — 2C3HsO: (propianato) + 2H.0O (5)

Um outro &cido organico que também pode acompanhar a producao de hidrogénio é o
acido latico, ndo volatil, conforme apresentado pelas Equacbes (6) a (8) (BERNAL;
MENEZES; SILVA, 2021). O &cido latico pode consumir hidrogénio para produzir acido
propidnico (7) ou ainda se transformar em acido propio6nico e acido acético sem haver consumo
nem producdo de hidrogénio (8). Ja a formacdo de hidrogénio a partir de &cido latico pode ser
representada pela Equacéo (9) (FREITAS; MENEZES; SILVA, 2020).

Rotas do acido latico:

CeH1206 — 2C3HeOs3 (lactato) + 3C2H4O:> (acetato) + CO» (6)
C3HsO3 (lactato) + Ho — C3HeO2 (propianato) + H.O @)
3C3Hs03 (lactato) — 2C3HeO2 (propianato) + C2H40> (acetato) + CO2 + H20 (8)

CsHesO3(lactato) + 0.4C2H402(acetato) — 0.7C4HgO2(butirato) + CO2 + 0.4H,0 + 0.6H.  (9)

As principais bactérias fermentativas responsaveis pela producéo de biohidrogénio sdo
as espécies de Clostridium, Enterobacter sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp. e bacilos pp
(LERTSRIWONG; GLINWONG, 2020; BANU et al., 2021). Estes microrganismos podem ser
classificados em anaerobios obrigatorios formadores de esporos (ex.: Clostridium sp.) ou ndo
(ex.: Ethanoligenens harbinense) e anaerdbios facultativos (ex.: Citrobacter sp., Klebsiella sp.,
Enterobacter sp. e Bacillus sp). Os formadores de esporos sd@o 0s produtores essenciais
enguanto os microrganismos competitivos sdo: metanogénicos, homoacetogénicos, produtores
de 4cido propidnico e de 4cido lactico (CASTELLO et al., 2020; DAHIYA et al., 2021).
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A producdo de hidrogénio via fermentacéo escura € favorecida a partir do controle de
diversos parametros operacionais, destacando-se o tipo de substrato fonte de matéria organica,
a utilizacéo de cossubstratos, a relacdo Carbono/Nitrogénio (C/N), a manutencdo de ambiente
acido, a utilizagdo de indculos pré-tratados por métodos que possibilitem a destruicdo das

arqueias metanogénicas e a temperatura reacional.

3.3.1 Influéncia da temperatura

A temperatura do meio fermentativo afeta o crescimento, a diversidade e as atividades
enzimaticas dos microrganismos. Influencia, portanto, a transformagdo da matéria orgéanica
complexa em compostos mais simples e a hidrélise dos substratos que € a etapa limitante para
a producdo de hidrogénio (SILVA et al., 2021; HAQUE et al., 2022).

A fermentagdo na auséncia de luz é geralmente conduzida sob condigGes psicrofilicas
(15 a 25 °C), mesofilicas (25 a 45 °C) e termofilicas (45 a 65 °C), sendo as duas Ultimas as
faixas mais aplicadas. Como a maioria dos microrganismos se desenvolve bem em temperaturas
mesofilicas, este ambiente é o que apresenta mais estabilidade. Por outro lado, temperaturas
termofilicas diminuem a solubilidade do CO2, que por sua vez, produzird menos &cido
carbbnico, o qual estando presente em baixa concentracdo ndo aumentara a acidez do sistema
(SIDDIQUE; WAHID, 2018; ELREEDY:; FUJII; TAWFIK, 2019).

A temperatura 6tima para a producdo de hidrogénio ainda ndo é bem definida. Ha
inimeras divergéncias quanto a faixa ideal, visto que é especifica para cada substrato. No geral,
ambientes termofilicos fornecem taxa de hidrélise mais rapida, porém a operagdo em faixa
mesofilica é mais estavel e consome menos energia. Além disso, a aplicacdo de temperaturas
altas pode causar desativacdo e perda de enzimas, taxa rapida de morte celular microbiana e
conversdo incompleta do substrato (CHEN et al., 2022; HAQUE et al., 2022).

Algumas pesquisas sugerem que a faixa ideal seria entre 25 e 40 °C, onde as espécies
de Clostridium sdo os principais microrganismos produtores atuantes (ELBESHBISHY et al.,
2017; LOVATO et al., 2018). Entretanto, varios estudos relatam altas produgdes em
temperaturas maiores, onde prevalecem muitos microrganismos anaerobios estritos com
capacidade de esporulacéo e de geracdo de enzimas hidroliticas (HAQUE et al., 2022).

Haque et al. (2022) enfatizam o uso de temperaturas termofilicas moderadas (55 a 60
°C) e termofilicas extremas (65 a 90 °C) como abordagem potencial para melhorar a produgéo
de hidrogénio a partir de residuos agroindustriais, desde que sejam utilizados microrganismos

termofilicos no processo fermentativo. Essas culturas toleram maior estresse e pH do que as
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mesofilicas, 0 que resulta em maiores taxas de producéo e rendimentos. Os autores também
citam a necessidade de manutencdo de baixas pressGes parciais de hidrogénio no meio
fermentativo visando o aperfeicoamento de processos termofilicos. Ainda segundos 0s mesmos
pesquisadores, para casos de residuos agroindustriais ricos em matéria organica descartados em
temperaturas altas, o uso de fermentacGes termofilicas pode aprimorar o rendimento produtivo.

FermentacBes em batelada que digeriram melaco de cana-de-agucar foram conduzidas
a 30 °C e 37 °C. No estudo conduzido a 30 °C houve rendimento de 6,02 mmol-H,/L/g-a¢Ucar
aliado a taxa de 142 mL-Hy/h (KUMAR et al., 2018). A 37 °C, o rendimento foi de 7,7 mL-
Ho/mL-reator com produtividade de 21,47 mL-Hx/h ou 9,38 mmol-Hz/L-reator/h (MIYNAT;
ARGUN, 2020).

Em se tratando de processos fermentativos continuos utilizando melago, Chaves et al.
(2021), em temperatura ambiente, obtiveram taxa produtiva 6tima de 1,44 L-H./L/h, enquanto
Fuess et al. (2021a) relataram o méaximo de 0,35 L-H/(L.h) a 55 °C. Chaves et al. (2021)
conduziram o processo em um reator anaerobio de leito fluidizado (RALF), com alimentacéo
de 25 g-DQOJ/L e sob tempo de detencéo de hidradlica (TDH) de 6 horas. Fuess et al. (2021a)
optaram por um reator anaerobio de leito estruturado (AnSTBR), TDH de 10 horas e carga
organica volumétrica (COV) de 86.0 kg-DQO/(m?3.d).

Vinhaga de cana-de-acUcar foi avaliada em reator batelada operado a 37 °C (11,6 g-
DQO/L), produzindo 58,41 mL-H2/g-DQOinicia 0u 649,07  mL-H2/g-DQOremovida
(POURESMAEIL; NOSRATI; EBRAHIMI, 2019). Lazaro et al. (2014) verificaram a producéo
em batelada de H, também a partir de vinhaca, entretanto sob duas condi¢des, mesofilicas (37
°C) e termofilicas (55 °C). A maxima taxa de producéo (1,02 mmol-H./h), aliada ao rendimento
de 1,88 mmol-H2/g-DQOasiente TOi alcancada a 37 °C enquanto o rendimento 6timo de 2,31
mmol-H2/g-DQOafiuente € taxa de apenas 0,06 mmol-Hz/h foram obtidos a 55 °C.

A partir da fermentacdo continua da vinhaca de cana-de-agUcar, em um RALF operado
a temperatura ambiente (26 a 35°C), TDH de 4 horas e COV de 155 kg-DQO/(m?3.d) foi obtido
rendimento de 2,4 mol-H>/mol-carboidrato e produtividade de 0,33 L-H/(L.h) (GOIS et al;
2021). Ja a 55 °C (RALF, TDH 4 horas e COV 60 kg-DQO/m®/d), Santos et al. (2014a)
conseguiram obter 2,77 mmol-Hzg-DQOadicionada € 0,67 L-Hz/(L.h). Sob temperatura
termofilica extrema de 70 °C em um AnSTBR conduzido com TDH de 19 horas e sob 39,1 g-
DQO/(L.d), Niz et al. (2019) relataram 690 mL-H/(L.d) e 1,8 mol-H>/mol-glicose.

Residuos como a vinhaca, que sdo gerados a altas temperaturas, podem ser beneficiados

pela digestdo em ambientes termofilicos, descartando necessidade do seu resfriamento ou
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mistura com outro liquido para diminuir a temperatura antes de seguir para a fermentacdo em
caso de reatores mesofilicos (ALBUQUERQUE et al., 2019).

3.3.2 Influéncia da inibicdo da metanogénese

Os microrganismos consumidores de hidrogénio podem ser suprimidos por meio da
aplicacdo de métodos que inibem a metanogénese. Dentre esses métodos destacam-se o pré-
tratamento do inéculo e a reducdo de pH abaixo do valor adequado para as arqueias
metanogénicas (WAINAINA et al., 2019; GAVAZZA et al., 2021; WU et al., 2021a).

Os pré-tratamentos do indculo, com exce¢do do choque térmico, sdo métodos
especificos pois agem sobre moléculas das células microbianas, enquanto o pH e a aplicacdo
de calor influenciam as func@es gerais dos microrganismos, sendo considerados métodos nédo
especificos. Sdo exemplos de inibidores especificos os tratamentos acidos e basicos, a adicdo
de acetileno, 2-BES (acido 2-Bromoetanosulfénico) e de cloroférmio (CHCIs)
(CAVALCANTE et al., 2017; AMORIM et al., 2018; DAHIYA et al., 2021).

Além de inibir as arqueais metanogénicas, o cloroférmio também pode dificultar a acdo
de bactérias redutoras de sulfato, homoacetogénicas e acetogénicas sintroficas
(CHIDTHAISONG; CONRAD, 2000; LIU et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2017).

O choque térmico é uma alternativa barata e eficiente onde os microrganismos
metanogénicos, nao formadores de esporos, sdo destruidos pelas altas temperaturas impostas,
propiciando o aumento de espécies formadoras de esporos, principalmente Clostridium sp. Isto
favorece as rotas dos acidos acético e butirico, logo, aumenta a producdo de H2, (AMORIM et
al., 2018; WAINAINA et al., 2019; DAHIYA et al., 2021).

Amorim et al. (2018) testaram a inibi¢do da metanogénese utilizando acetileno (1% v/v)
e tratamento térmico em autoclave (120 °C, 1 atm, 30 min) e verificaram que ambos os métodos
foram eficientes, visto que ndo houve producéo de metano. Entretanto, a maior producao de H>
(a partir de manipueira) foi verificada com a aplicacao de tratamento térmico ao lodo.

Viana et al. (2019) aplicaram trés tratamentos para inibir a metanogénese (adi¢do de
0,05 % v/v de cloroférmio, adicdo de HCI 2M e choque térmico a 90°C por 10 min seguido de
banho de gelo até 25 °C), obtendo maior rendimento de biohidrogénio (0,208 mol-Hz/mol-
glicerol) a partir do inoculo (liquido ruminal) pré-tratado com cloroférmio.

O pH influencia a solubilizacdo da matéria organica, a comunidade microbiana e 0s
produtos formados. Os diversos microrganismos envolvidos na digestdo exigem diferentes

faixas de pH ideais. Enquanto as arqueias metanogénicas tém seu pH 6timo entre 6,5 e 7,5, as
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bactérias produtoras de H, sdo favorecidas em pH entre 55 e 6,5 (ROMAO et al., 2018;
SIDDIQUE; WAHID, 2018; WAINAINA et al., 2019; WU et al., 2021a). No entanto a faixa
ideal de pH para a producao de hidrogénio por fermentacdo escura depende também de outros
fatores a exemplo do tipo de substrato. Ziara et al (2019) citam o pH entre 5 e 6 para residuos
de alimentos, valores de pH mais proximo da neutralidade para aguas residuais de
processamento animal e pH entre 6.5 e 8.5 para aguas residuais de lactato.

Silva et al. (2021) enfatizam a importancia do pH para as rotas metabolicas envolvidas
na producdo ou consumo de hidrogénio. Segundo os autores, 0 acetato e o butirato séo
metabdlitos predominantes em pH de 4 a 7 e o propionato em pH 7. Além disso, altas pressfes
parciais de H> podem inibir a formacdo de acetato e butirato e favorecer a formagédo de
propionato (ALl et al., 2021; DAHIYA et al., 2021). Isto porque a atividade da enzima
hidrogenase, responsavel pela producédo de bio-Hz, é diminuida em pressGes parciais altas. Por
outro lado, pressdes parciais baixas favorecem a transferéncia de H» da fase liquida para a fase
gasosa (SILVA et al., 2021).

Apesar da aplicacdo de pH éacido favorecer a producdo de hidrogénio, esta mesma
condi¢cdo também pode bloquear a atividade enzimatica das hidrogenases, aumentando a
duracéo da fase lag e inibindo o processo de fermentacdo escura (HAQUE et al., 2022).

Romao et al. (2018) avaliaram a producdo de H> com soro de queijo em pH 5,5 e 6,5,
havendo maior produtividade (129,33 mmol-HJ/dia/L) e rendimento (4,04 mol-Hz/mol-
substrato consumido) em pH 5,5. Kumar; Mohan (2018) analisaram condicdes de pH entre 4 e
10 aplicadas a residuos solidos vegetais e alcancaram 0 maximo de 1,22 L-H, em pH 6.

Oliveiraetal. (2020Db) citam pH ideal entre 5 e 5,3 para sistemas acidogénicos utilizando
vinhaca e pH em torno de 4,5 quando o melago é o substrato da fermentacdo. Em seu estudo,
0s autores conseguiram produzir hidrogénio termofilico a longo prazo a partir do melaco de
cana-de-acucar sob pH baixo (3,8). A principal via metabdlica foi a cofermentacdo de acetato
e lactato gerando acido butirico e hidrogénio, sendo obtido 1,18 mol-Hz/mol-carboidratos totais
em COV de 60 g/(L.d).

A producdo de hidrogénio termofilica a partir da vinhaca de cana-de-aclcar foi
maximizada em valores de pH entre 5 e 5,5. Em pH acima de 6 foi estabelecido um sistema
sulfidogénico-acidogénico e valores de pH abaixo 5 favoreceram a formagéo de lactato. Foi
registrado 0 maximo de 2074 mL-Hy/(L.d) em COV de 70 kg-DQO/(m®.d) (FUESS; ZAIAT;
NASCIMENTO, 2019).
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3.3.3 Influéncia da concentracéo e da codigestdo de substratos

A concentracéo do substrato também é um fator importante na producéo de hidrogeénio,
visto que pode influenciar as vias metabdlicas e a atividade microbiana. Concentracfes baixas
implicam em falta de carbono, inibindo a atividade das bactérias fermentativas. Por outro lado,
concentracOes altas podem provocar o acimulo de &cidos organicos, decaimento do pH e
aumento da presséo parcial de hidrogénio (PH2), 0 que também acaba retardando o metabolismo
bacteriano (YANG; WANG, 2019).

A fermentacdo escura em reatores batelada utilizando biomassas residuais da
agroindustria tem sido realizada com concentracGes variadas de substrato. Essas concentracdes
sdo comumente expressas em g/L, g-DQO/L ou g-SVI/L.

Kumar et al. (2018) otimizaram a concentrac¢ao de melago de cana (10, 20, 40 e 50 g/L)
para bioconversdo em hidrogénio. As menores concentragcbes de substrato (10 e 20 g/L)
mostraram-se inadequadas para fornecer carbono ao sistema visto que apresentaram menor
crescimento de bactérias. A maior concentracao (50 g/L) inibiu o crescimento microbiano. A
taxa maxima de producdo (142 mL-Hz/h) e o rendimento (6,02 mM-Hz/g-aclcar) foram
alcancados na concentracao de substrato de 40 g/L.

Concentragdes de vinhaga entre 1,7 e 49,8 g-DQO/L foram avaliadas por Pouresmaeil;
Nosrati; Ebrahimi (2019). Nos testes em batelada, 0 aumento da concentracdo do substrato de
1,7 a 11,6 g-DQO/L beneficiou o rendimento de hidrogénio enquanto em concentracGes
superiores houve inibicdo. O rendimento maximo (58,41 mL-H2/g-DQOinicia) foi obtido na
DQO de 11,60 g/L.

Residuos de alimentos foram digeridos sob diversas concentracdes (7,5 a 37,5 g-SV/L).
O maior rendimento (75,3 mL-H>/g-VS) foi verificado a 15 g-SV/L. Concentragdes de substrato
abaixo de 15 g-SV/L podem ter fornecido matéria organica insuficiente enquanto teores maiores
modificaram as vias metabolicas da fermentacdo do hidrogénio para a fermentagdo do acido
latico, reduzindo o pH, a atividade enzimatica e o rendimento (PU et al., 2019).

Quando o processo digestivo é realizado com mais de um substrato fonte de matéria
organica, passa a ser denominado de codigestdo anaerdbia e € realizado com o objetivo de
melhorar a eficiéncia da fermentagdo (SIDDIQUE; WAHID, 2018; KARKI et al., 2021).

A aplicacdo de cossubstratos visa solucionar o0s problemas enfrentados pela
monodigestdo por meio da diluicdo de compostos toxicos de residuos concentrados, do
equilibrio de nutrientes, da capacidade de tamponamento e da melhora dos efeitos sinérgicos

entre 0s microrganismos. Promove a estabilidade do sistema e facilita a biodegradacdo dos
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componentes (ALBUQUERQUE; RATUSZNEI; RODRIGUES, 2019; VOLPI; FUESS;
MORAES, 2021). Além disso, a producdo de um digestato de melhor qualidade também é
citada como possivel vantagem, porém é preciso atentar as quantidades dos substratos, ja que
proporcOes incompativeis podem resultar em sobrecarga organica, acidificagdo e falha do
sistema (KARKI et al., 2021).

A cofermentacdo utilizando efluentes derivados da cana-de-acucar possibilita ganhos
energéticos e ambientais. Consiste numa alternativa para agregar valor aos residuos dessa
biorrefinaria e aumentar a sustentabilidade do setor (GONZALEZ; REYES; ROMERO, 2017;
ALBUQUERQUE et al., 2019; SANTANA JUNIOR; DUDA; OLIVEIRA, 2019). Volpi;
Fuess; Moraes (2021) verificaram que a producdo de bionenergia a partir da codigestdo de
residuos das cadeias de processamento da cana-de-aclcar de primeira e segunda geracdo
aumentou em mais de 400% em relagdo a monodigestéo.

No processo digestivo, a geracdo de hidrogénio é promovida pelo carbono organico
presente no substrato, enquanto o nitrogénio é o principal nutriente requerido pelos
microrganismos para a sintese de proteinas. Esses nutrientes devem estar presentes em
concentracOes adequadas sendo comumente expressos pela relagdo carbono/nitrogénio (C/N).
Seus valores variam com o tipo e concentracdo do substrato, com a comunidade microbiana
presente e com as condig¢des operacionais (ELREEDY; FUJII; TAWFIK, 2019; CREMONEZ
etal., 2021). A codigestdo entre materiais com diferentes razdes C/N favorece o balanceamento
das necessidades nutricionais, evita 0 acumulo de acidos e contribui para a estabiliza¢éo do pH
e da fermentacdo (AHLBERG-ELIASSON et al., 2018; KARKI et al., 2021).

Substratos que apresentam relacdo C/N alta, ou seja, cuja disponibilidade de nitrogénio
é baixa, terdo o rapido consumo deste elemento por parte das bactérias fermentativas visando
atender as suas demandas proteicas, o que limita a formacao de novas células microbianas e
resulta em baixa producdo de Hz. Por outro lado, se a relagdo C/N é baixa (disponibilidade de
N alta), o nitrogénio pode ser acumulado no meio sob a forma de aménia, que por sua conhecida
toxicidade ira inibir o metabolismo dos microrganismos produtores de Hz (LI; CHEN; WU,
2019; CREMONEZ et al., 2021).

Chen; Yin; Wang (2021) mencionam que a inibicdo por amonia é favorecida em
relacBes C/N inferiores a 20, estando a faixa 6tima de producéo de H2 entre 20 e 130. Argun;
Onaran (2017) testaram o efeito da relacdo C/N (20 e 40) a partir de hidrolisado de residuos de
papel toalha, observando o rendimento maximo de 0,656 mol-Hz/mol-glicose em C/N = 20.
Elreedy; Fujii; Tawfik (2019) avaliaram o impacto de trés razdes (28,5, 57 e 114) utilizando
aguas residuais petroquimicas e verificaram a maior producéo de 87,6 mL-H,/L em C/N = 28,5.
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Outros pesquisadores mencionam o intervalo 6timo da razdo C/N entre 47 e 200. Lin;
Lay (2004) atingiram méaximas produtividade (4,8 mol-Hz/mol-sacarose) e taxa de producao de
hidrogénio (270 mmol-H/L-dia) a partir da sacarose em C/N = 47. O-Thong et al. (2008),
através da fermentacdo de efluente de 6leo de palma, otimizaram o rendimento de hidrogénio
na relacdo C/N de 74. Argun et al. (2008) testaram valores entre 20 e 200 a partir de solucéo de
po de trigo, alcangando maior rendimento (281 mL-H/g-amido) em C/N = 200. Ja Anzola-
Rojas et al. (2015) utilizaram aguas residuais sintéticas a base de sacarose nas razdes C/N de

40 a 190, obtendo o rendimento 6timo de 3,5 mol-Hz/mol-sacarose em C/N = 137.

3.3.4 Codigestdo com vinhaga e/ou melago

Estudos recentes investigaram a producao fermentativa de hidrogénio a partir da vinhaca
como substrato dnico (FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2019; NIZ et al., 2019;
LERTSRIWONG; GLINWONG, 2020; BERNAL; MENEZES; SILVA, 2021; GOIS et al.,
2021; PIFFER et al., 2021; RAMOS et al., 2021). Esta producdo apresenta maior eficiéncia
energética liquida (140 kJ/g-DQO) em comparacdo com outros efluentes industriais, como a
glicerina (69 kJ/g-DQO) e esgoto doméstico (52 kJ/g-DQO) (SILVA et al., 2021).

Apesar de ser rica em carbono e nutrientes e, portanto, adequada ao processo de digestao
anaerobia, outros compostos também presentes, como potéassio, sulfato, fendis e melanoidinas
podem causar toxicidade e dificultar a degradacdo microbiana da vinhaca, havendo a
necessidade de co-substratos com caracteristicas complementares que fornecam uma mistura
resultante que supere as desvantagens individuais dos materiais (ALBANEZ et al., 2016; 2018;
ALBUQUERQUE; RATUSZNEI; RODRIGUES, 2019; GARCIA-DEPRAECT et al., 2020).

Parsaee; Kiani Deh Kiani; Karimi (2019) apontam valores para a relagdo C/N da vinhaca
entre 11 e 15, valor abaixo do indicado para a produ¢do de hidrogénio (C/N > 20) segundo
alguns pesquisadores (ARGUN; ONARAN, 2017; ELREEDY; FUJII; TAWFIK, 2019;
CHEN; YIN; WANG, 2021). Este fator é mais um indicativo para o uso da cofermentacao.

Algumas combinag@es ja avaliadas foram: vinhaga + torta de filtro (GONZALEZ et al.,
2015; GONZALEZ; REYES; ROMERO, 2017) e vinhaca + soro de queijo (ALBUQUERQUE;
RATUSZNEI; RODRIGUES, 2019; LOVATO et al., 2019; SOUSA et al., 2019), entretanto
tendo o metano como produto principal. Sousa et al. (2019) alcangaram alta produtividade e
rendimento de metano ao realizarem a codigestdo de vinhaga com soro de queijo em
comparacao com as digestdes individuais. Quanto a produgéo de hidrogénio, pode ser citado o

estudo de Lee; Wee; Cho (2014), onde houve a combinacgdo de dgua residuaria de melaco com
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lodo de esgoto. Um rendimento de mais de 50 mL-H2/g-SVremovido fOi 0btido a partir de uma
mistura de 10% de lodo de esgoto e 90% de vinhaca.

O melaco, sendo rico em carboidratos simples, principalmente sacarose, também é uma
excelente fonte de matéria organica para a producdo de biohidrogénio (HAN et al., 2016;
VILELA et al.,, 2019; FREITAS; MENEZES; SILVA, 2020; MIYNAT; ARGUN, 2020;
OLIVEIRA et al., 2020b; CHAVES et al., 2021; FUESS et al., 2021a; FUESS; ZAIAT;
NASCIMENTO, 2021). Porém, quando utilizado separadamente, seus altos teores de
nitrogénio e sais podem causar a inibigdo por amonia, havendo a indicacdo da codigestdo para
garantir o equilibrio de nutrientes e a estabilidade do sistema (VRIEZE et al., 2015; ALBANEZ
etal., 2018).

Vrieze et al. (2015) analisaram a codigestdo de melago com lodo ativado, resultando em
uma comunidade microbiana diversa com producdo estavel de metano.

A cofermentacdo de vinhaga com melago é uma opgao promissora devido ao fato de que
esta adicdo pode contribuir para o equilibrio da relacdo C/N, o aumento da biodegradabilidade
da matéria organica e o fornecimento de nutrientes adicionais aos microrganismos
possibilitando maior rendimento de hidrogénio (HAGOS et al., 2017; KARKI et al., 2021).

A mistura de subprodutos da mesma cadeia produtiva (agucar e alcool) também ¢é
conveniente devido a facil disponibilidade dos materiais, tornando o processo mais sustentavel
e viavel economicamente (ALBANEZ et al., 2016; 2018; SOUSA et al., 2019). Além disso,
durante o periodo da entressafra brasileira de cana-de-agucar, em que ha escassez de vinhaca,
0 melaco, facilmente armazenado em temperatura ambiente, pode ser utilizado sozinho como
substrato (SANTANA JUNIOR; DUDA,; OLIVEIRA, 2019; CAVALCANTE et al., 2020).

A codigestdo entre vinhaga e melaco foi implementada em alguns estudos visando a
obtencdo de metano (ALBUQUERQUE et al., 2019; SANTANA JUNIOR; DUDA,;
OLIVEIRA, 2019). Santana Junior; Duda; Oliveira (2019) verificaram que 0 uso de melago
como fonte de carbono produz mais energia a partir da digestdo em reator anaerdbio (18,01
MJ/L-melaco) do que a partir da fermentacéo alcoodlica (8,3 MJ/L-melago).

Em se tratando da producéo de hidrogénio, o nimero de pesquisas € também escasso,
podendo-se citar as de Albanez et al. (2016; 2018), onde os autores, em reatores anaerobios de
bateladas sequenciais (AnSBBR), aplicaram algumas condic¢des operacionais.

Albanez et al. (2016) com um tempo de ciclo fixo em 3h, realizaram 0s seguintes
experimentos: i) 33% melaco + 67% vinhaga alimentados a 3 g-DQO/L em modo batelada com
e sem suplementacdo e com e sem tratamento prévio do inoculo; ii) 33% melago + 67% vinhaca

a 6 g-DQO/L em modos batelada e batelada alimentada sem suplementacéo e com tratamento
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prévio do inoculo; iii) 25% melago + 75% vinhaga a 6 g-DQO/L em modo batelada sem
suplementacdo e com tratamento prévio do inoculo; iv) 33% melaco + 67% vinhaca a 9 g-
DQO/L em modo batelada alimentada sem suplementacdo e com tratamento prévio do inoculo.
Os autores verificaram que porcentagens de vinhaga acima de 67% eram desfavoraveis
a0 processo, obtendo a méaxima produtividade de Hz (13,5 mol-Hz/m?/d) ao utilizarem 67% de
vinhaca e 33% de melago alimentados em modo batelada, na DQO afluente de 6000 mg/L., sem
suplementacdo de nutrientes e com lodo de um reator anaerébio de tratamento de efluentes de
um matadouro de aves pré-tratado com choque térmico (aquecimento a 90 ° C por 15 min
seguido de resfriamento em banho de gelo a 25 ° C).
Albanez et al. (2018) utilizando 0 mesmo tipo de inéculo, temperatura (30 °C) e agitacao
(200 rpm) aplicados por Albanez et al. (2016), testaram em modo batelada as seguintes
condigdes experimentais, com suplementacao nutricional em todos os casos: i) 100% melaco
nas concentracdes de 3 e 4 g-DQO/L; ii) 67% melago + 33% vinhaga na DQO de 3 g/L; iii)
25% melago + 75% vinhaca a 3 g-DQO/L. A melhor produtividade molar (3,8 mol-Hz/m®/d)
foi obtida na concentragédo afluente de 3000 mg-DQO/L com 3 horas de tempo de ciclo e 33 %
de vinhaga (67% de melago), havendo instabilidade no sistema ao aumentar o teor de vinhaga
para 75%.
Embora essas pesquisas tenham iniciado o estudo sobre a codigestdo entre vinhaga e
melaco visando a producao de hidrogénio, ha alguns pontos a serem destacados:
a) Os dois trabalhos ndo utilizaram planejamento experimental especifico de misturas
para avaliar a composicdo de vinhaca e melaco que resulte na melhor producéo de
H2 nem os efeitos interativos sinérgicos ou antagdnicos entre os substratos.
b) Nos dois estudos foram empregados indculo e reatores diferentes dos aplicados na
presente pesquisa;
c) A influéncia do pH inicial e da temperatura do meio na fermentagcdo ndo foram
avaliadas.
d) Nao foram avaliados os efeitos interativos entre os fatores estudados por Albanez et
al. (2016; 2018).

Diante dos estudos especificos apresentados, observa-se que o efeito de varios fatores e
de suas interagdes, positivas ou negativas, envolvidos na cofermentacdo escura de vinhaga e
melago de cana-de-agUcar para a producao de hidrogénio ainda nao foram verificados, havendo

varias lacunas processuais a serem investigadas.
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3.4 Planejamento experimental

O planejamento de experimentos € uma ferramenta bastante Gtil quando o objetivo é
investigar o efeito de varios fatores sobre varias propriedades ao mesmo tempo, de modo a
minimizar o nimero de experimentos e o custo associado, além de otimizar a propriedade em
estudo. E possivel modelar os dados obtidos a partir dos experimentos gerando modelos
empiricos que descrevem o comportamento do processo analisado na regido investigada
(MONTGOMERY, 2020).

A qualidade do ajuste dos modelos gerados é avaliada numericamente por meio da
analise de variancia (ANOVA), a partir da qual é possivel realizar testes estatisticos. Os testes-
F relativos a regressdo (Valor-F = média quadratica da regressdo/média quadratica do residuo)
e a falta de ajuste (Valor-F = média quadratica da falta de ajuste/média quadréatica do erro puro)
sdo bastante utilizados para este fim. No primeiro caso, o valor-F calculado pelos dados do
modelo deve ser maior do que o valor-F tabelado para o limite de confianca desejado e graus
de liberdade estabelecidos, indicando que a equacdo da regressdo € estatisticamente
significativa. No segundo caso, o valor-F calculado deve ser menor do que o valor-F tabelado,
indicando que ndo ha falta de ajuste no modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

Na linguagem do planejamento experimental a resposta é a propriedade que se deseja
estudar, os fatores sdo as variaveis que influenciam esta resposta e a superficie de resposta
consiste na funcdo que descreve a influéncia dos fatores sobre a variavel resposta. Quando 0s
fatores se influenciam mutualmente significa que ha interacdo entre eles, de forma que suas
analises ndo podem ser feitas individualmente e sim em conjunto (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Dentre 0s inuimeros tipos de planejamento existentes podem ser citados o0s
planejamentos de mistura simplex lattice e os fatoriais completo de dois niveis.

Experimentos de mistura simplex lattice consistem em uma classe especial de
experimentos de superficie de resposta na qual a resposta avaliada é composta de diversos
componentes. Se destacam por apresentarem 0s seus pontos experimentais organizados de
maneira uniforme (ou lattice) em uma L-simplex. Para experimentos binarios simples em que
é estudado apenas o efeito dos dois componentes na mistura é possivel modelar aspectos
lineares da superficie de resposta por meio de modelos lineares e quadraticos
(MONTGOMERY, 2020).



44

A partir do experimento simplex lattice, o tipo de interacdo (sinérgica ou antagonica)
entre os componentes de uma mistura bifésica é avaliado a partir do termo de interacdo obtido
no modelo quadratico, o qual deve ser positivo para que a interacdo seja sinérgica. Isto significa
que o valor obtido pelo modelo quadratico para a variavel resposta é superior ao valor obtido
pelo modelo linear, o qual considera apenas as respostas dos componentes puros. No caso
contrario, quando o termo de interacdo bifasica é negativo, as previsées do modelo quadratico
sdo inferiores as previsdes do modelo linear, indicando interacdes antagbnicas ja que a resposta
obtida com os dois componentes misturados € sempre menor do que a soma de suas respostas
individuais (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Experimentos fatoriais de dois niveis sdo indicados para investigacGes preliminares,
quando o objetivo é verificar se determinados fatores exercem influéncia sobre a resposta
analisada, ndo sendo possivel descrever detalhadamente essa influéncia. No planejamento
fatorial completo sdo realizados experimentos em todas as combinacdes possiveis dos niveis
dos fatores. Quando o efeito de um fator depende do nivel do outro fator, havendo interacédo
entre eles, calcula-se o efeito de interacdo além dos efeitos principais de cada fator
(MONTGOMERY, 2020).

Apbs o calculo dos efeitos, é necessario verificar quais sdo significativos e passiveis de
interpretacdo. Considerando limite de confianca de 95%, sdo significativos os efeitos que
apresentarem valor-P > 0,05, intervalo de confianga (IC) incluindo o zero e valor em mddulo
do efeito padronizado (efeito/erro padrdo) < t-student para o grau de liberdade em questdo. O
grafico de pareto facilita a visualizacdo dessa analise (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

Para 0s casos em que os efeitos interativos nao forem significativos, o efeito individual
de cada fator pode ser visualizado a partir do grafico de médias marginais. Ja para 0s casos em
que as interacdes sdo significativas, a interpretagdo conjunta dos fatores para interagOes de
segunda ordem pode ser visualizada com o auxilio do gréafico quadrado de médias preditas que
contém as respostas médias de todas as combinacdes de niveis das variaveis (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi dividida em 2 fases, conforme apresentado na Figura 4. Na primeira fase
(F1) foi avaliado o efeito da composi¢do do substrato na produgdo de H», variando-se as
proporg¢des de vinhaca (V) e melago (M) em porcentagem de demanda quimica de oxigénio
(DQO), com base no planejamento experimental de mistura Simplex Lattice.

A condicéo de F1 que resultou na maior e mais estavel producdo de H: e que utilizou o
maximo possivel de vinhaca (efluente mais prejudicial ao meio ambiente) foi testada em uma
segunda fase (F2), com nova acidogénese da mistura, avaliando-se o efeito da concentracao do
substrato por meio da DQO, o pH e a temperatura a partir de um planejamento fatorial completo

com dois niveis.

Figura 4: Fluxograma da metodologia desenvolvida no trabalho.

Vioo/Mo
V75/Mas
Vso/Mso
2 componentes V,5/Mc
e 4 graus VoM 00
Coleta e
Caracterizagao Planejamento Y
dos substratos e Simplex Lattice Avaliar % VIM
inéculo
Avaliar o efeito
Melhor %V/M da Planejamento da DQO inicial,
fase | Fatorial 23 do pH e da
Temperatura
Duplicata e sem DQO (g/L):6e9
ponto central pH:55e 6,5
T (°C):35e45

Legenda: Vi e M;—porcentagens de vinhaga e melago, respectivamente, onde i varia de 0 a 100%; DQO — demanda
quimica de oxigénio e T — temperatura.
Fonte: Autora (2023).

4.1 Inoculo e substratos utilizados

A vinhaca e 0 melago de cana-de-agucar foram coletados na Usina Caeté S/A produtora
de acucar e élcool, unidade Matriz, localizada em Séo Miguel dos Campos, Alagoas. A vinhagca,

foi armazenada a -4°C e 0 melaco conservado em temperatura ambiente (27 + 3 °C). O indculo,
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proveniente de um reator anaerdbio de fluxo ascendente de manta de lodo (UASB) que trata

esgotos domésticos foi mantido resfriado em geladeira.

Na Tabela 3 séo apresentadas as principais caracteristicas fisico-quimicas dos substratos

e do indculo utilizados na pesquisa.

Tabela 3: Caracterizagdo do indculo e substratos utilizados.

Parémetro Vinhaga Melaco Inéculo
DQO total (g/L) 39,93+ 0,89 1169,57 £ 6,08  *23,76 £ 1,07
Carboidratos totais (g/L) 10,23 0,34 908,88 £13,07 -

Sélidos totais (g/L) 33,35+0,5 923,2 + 19,60 30+0,00
Solidos volateis totais (g/L) 23,9+ 1,60 806,4 + 24,00 24 + 0,00
Sélidos suspensos totais (g/L) 2,07 +0,13 8,35+ 0,45 20,7+ 1,10
Solidos suspensos volateis (g/L) 1,19 +0,19 4,15 £ 0,35 16,75+ 0,75
NTK (g/L) 0,36 7,24 -

COT (g/L) 10,86 - -

C/IN 29,84 - -

Ph 3,98+ 0,02 5,12 £ 0,05 6,38 + 0,08
S04 (g/L) 2,59 +0,07 20,53 + 0,61 -
DQO/S04? 15,44 56,96

HLa (g/L) 6,58 + 0,84 11,12 +1,85 -

*Demanda quimica de oxigénio (DQO) estimada com base nos sélidos suspensos volateis. NTK - nitrogénio
amoniacal; COT - carbono organico total; C/N — relagio carbono-nitrogénio; SO, - sulfato; HLa — cido latico;

+ - desvio padréo.

Fonte: Autora (2023).

4.2 Fase 1: influéncia da composi¢ao do substrato na producéo de H:

4.2.1 Planejamento de mistura simplex lattice

A influéncia das porcentagens de vinhaga (xv) e melaco (xm) na produgdo de Ha, bem
como os seus efeitos interativos (sinérgicos ou antagbnicos) na mistura utilizada como substrato
foram avaliados pelo planejamento Simplex Lattice de dois componentes e quatro graus,
possibilitando a avaliacdo de cinco condi¢des experimentais: condi¢do 1 (R1 - V1o0/Mo) com
100% de vinhaca, condicéo 2 (R2 - V7s/M2s) com 75% de vinhaga e 25% de melago, condigéo
3 (R3 - Vs50/Msg) com 50% de cada substrato, condigdo 4 (R4 - V2s5/Mz7s) com 25% de vinhacga
e 75% de melago e condigéo 5 (R5 - Vo/M10o) com 100% de melago.
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As variaveis resposta do planejamento simplex foram o rendimento volumétrico de
hidrogénio por carga aplicada (VHY pgoapi) em mL/g-DQO4p € a taxa de producdo volumétrica
de H> por carga aplicada (VHPRpgoap)) em mL/(g-DQOqp.d). Os dados experimentais da
producgédo acumulada de H» foram ajustados ao modelo de Gompertz Modificado (Equagéo (10)
aliado ao software OriginPro® 8 para determinacdo dos parametros cinéticos. Este € um dos
modelos mais utilizados para descrever a producdo de hidrogénio em testes em batelada
(POURESMAEIL; NOSRATI; EBRAHIMI, 2019; GAVAZZA et al., 2021; SILLERO;
SOLERA; PEREZ, 2022).

H(t) =P exp {—exp [% (A-t)+ 1] } (10)

Onde, H(t) é a producdo acumulada de hidrogénio em mL, P € o potencial maximo de
producéo de hidrogénio em mL, R € a taxa maxima de producédo de hidrogénio em mL/h, e é
a constante adimensional de Euler = Exp(1) = 2,718, A (h) € o intervalo de tempo necessario
para o inicio da produgéo exponencial de H> (fase lag) e t € o tempo (h).

Os resultados do experimento simplex lattice foram analisados em software estatistico,
por meio do ajuste aos modelos de regressdo linear e quadratico (Equagbes (11) e (12))
avaliados com um nivel de significancia de 5% (valores-p < 0,05) pela analise de variancia
(ANOVA) e com teste F de falta de ajuste para verificar a adequacdo dos modelos aos dados
(valores-p >0,05). O teste de Tukey no intervalo de confianga de 95% foi utilizado em conjunto
com a ANOVA de um fator para comparacao das médias.

y = byxy + byxy (11)
y = byXy + byxy + bymxyxm (12)
Onde, y é a variavel resposta (VHY pgoapi 0u VHPRDbgoap1), Xv € Xm S0 as porcentagens

de vinhaca e melago, respectivamente, e by, bm e bvm séo os coeficientes lineares e de interagéo

do modelo.

4.2.2 Fermentacao acidogénica e monitoramento

Os experimentos foram realizados em frascos de vidro Duran operados em modo

batelada e em duplicata, vedados com rolha de borracha nitrilica e tampa de plastico, com
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valvula de 3 vias acoplada a rolha para retirada de amostra gasosa. A concentracédo inicial do
substrato foi fixada em 6 g-DQO/L (ALBANEZ et a., 2016) e o pH inicial foi ajustado em 5,5
com adi¢do de NaOH 6M e/ou HCI 2M (LEE; WEE; CHO, 2014; AMORIM et al. 2018),
conforme necessidade. Para garantir o ambiente anaerobio dentro dos reatores, purgou-se gas
nitrogénio puro por cerca de 2 minutos (SILVA et al. 2017). Em seguida foram incubados a 35
°C e sob rotacdo de 120 rpm (LEE; WEE; CHO, 2014; SILVA et al., 2017).

Foram utilizados 12 reatores de 1130 mL de volume total e aproximadamente 65% de
volume reacional (AMORIM et al., 2018), onde 10 continham as diferentes proporgdes de
vinhaca e melago e 2 serviram como controle (sem substrato, apenas indculo e &gua). Para
manter as propor¢oes escolhidas dos substratos, ambos foram preparados na mesma DQO de 6
g/L, variando-se apenas os volumes de cada material, considerando um volume total de
substrato igual a 90% do volume util. Os 10% restante corresponderam a contribui¢cdo do
inéculo (POURESMAEIL; NOSRATI; EBRAHIMI; 2019; MIYNAT; ARGUN, 2020) pre-
tratado por choque térmico, conforme Maintinguer et al. (2008).

O monitoramento da fermentacdo foi feito por meio das analises de gas, pH, DQO,
carboidratos totais, sulfato e solidos (totais e suspensos). Os reatores foram operados até
estabilizacdo da producdo de H» (variacdo aproximada de 5% do volume de gés produzido)
(CHAVES et al. 2021). O gés H- foi analisado 5 vezes por semana. As séries de solidos bem
como as andlises de sulfato pH, DQO e carboidratos foram realizadas apenas no inicio e no

final da batelada.

4.3 Fase 2: influéncia da concentracéo do substrato, do pH e da temperatura na produgao
de Ho.

4.3.1 Planejamento fatorial completo 2°

Nessa fase foram realizados ensaios em batelada a fim de avaliar o efeito da
concentracdo do substrato em termos de DQO (x1), do pH (x2) e da temperatura (x3) nas
respostas VHY pgoapl (rendimento volumétrico de hidrogénio por carga aplicada) e VHPRpgoapl
(taxa de producédo volumétrica de Ha por carga aplicada) obtidas a partir da codigestao de 50%
de vinhaca com 50% de melaco (melhor condicdo de F1). Para o estudo foi desenhado um
planejamento fatorial completo com dois niveis (-1, 1) em duplicata, conforme matriz

apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4: Matriz do planejamento fatorial completo 22 utilizado na fase 2 (F2).

x1(g-DQOIL) x2 (pH) x3(°C) Cadigo da Condigéo
6(-) 55() 35() RM®s 5
9 (+) 55 (-) 35(-) RM% 5
6 (-) 6,5 (+) 35(-) RMb5 5
9(+) 6,5 (+) 35(-) RM%;
6 (-) 55 () 45 (+) RTC%s
9 (+) 55() 45 (+) RT%5
6 (-) 6,5 (+) 45 (+) RTC%;s
9 (+) 6,5 (+) 45 (+) RT%s

RM — Reator Mesofilico (35 °C); RT — Reator Termofilico (45°C).

Fonte: Autora (2022).

Os dados experimentais da producdo acumulada de H, foram ajustados ao modelo de
Gompertz Modificado (Equacédo (10) aliado ao software OriginPro® 8 para determinacao dos
parametros cinéticos. Com os resultados do planejamento fatorial, foi ajustado um modelo
linear com interacBes de primeira e segunda ordem (Equacdo (13), com um nivel de
significancia de 5% (valores-p < 0,05) para a analise estatistica de variancia (ANOVA) e com
testes F de regressdo e de falta de ajuste visando verificar a adequacdo dos modelos aos dados.
O teste de Tukey no intervalo de confianca de 95% foi utilizado em conjunto com a ANOVA

de um fator para comparacao das médias.

y = bg +bix; +byxy +bsxs +bipX Xy + by3x x5 + bysxoxs (13)

Onde, y ¢ a variavel resposta (P, Rm, £, VHYbgoapi 0U VHPRDQoap1), X1, X2 € X3 SA0 0S
valores codificados das variaveis independentes DQO, pH e temperatura, respectivamente, e

bo, b1, bz, bs, b1z, b1z € ba3sdo os parametros do modelo.

4.3.2 Fermentagdo acidogénica e monitoramento

Os experimentos foram realizados em frascos de vidro Duran em duplicata, todos
vedados com rolha de borracha nitrilica e lacre de aluminio, com uma valvula de 3 vias acoplada
as rolhas para retirada de amostras gasosas. Reatores de 120 mL (Figura 5) foram preenchidos

com 60 mL de meio reacional constituido por 90% da mistura de vinhaca e melaco na DQO
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desejada (6 e 9 g/L) e 10% de in6culo pré-tratado por choque térmico, conforme fase 1. O pH
foi ajustado com solucdes aquosas de NaOH ou de HCI para 5,5 e 6,5. Gas N foi fluxionado
no meio liquido por 1 minuto para garantir ambiente anaerdbio e os reatores foram colocados

em incubadoras com controle de temperatura a 35 e 45°C sob agita¢do constante de 120 rpm.

Figura 5: Esquema de montagem dos reatores na Fase 2.

Fonte: Autora (2022).

O monitoramento foi feito por meio das analises de gas, pH, DQO, carboidratos totais,
solidos totais e sélidos suspensos. Os reatores foram operados até estabilizacdo da producdo
acumulada de H» (variacdo préxima de 5%). O gas H: foi analisado 5 vezes por semana.
Amostras liquidas foram coletadas apenas na partida e na desativacdo da batelada.

4.4 Métodos analiticos

Os dados de produgdo em batelada s@o apresentados a partir das médias das duplicatas
e descontando-se o que foi produzido pelos reatores controle. O gas H> foi coletado com uso de
seringa acoplada as valvulas de 3 vias enquanto as amostras liquidas para monitoramento do
pH, DQO, carboidratos, sulfato, sélidos totais e solidos suspensos foram retiradas utilizando
seringa descartavel.

As andlises de DQO, pH e as séries de solidos foram realizadas de acordo com 0s
procedimentos detalhados no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(American Public Health Association - APHA, 2005). Os carboidratos totais foram

quantificados de acordo com o0 método de Dubois et al. (1956). Os gases foram determinados a
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partir de um cromatografo gasoso de alta resolu¢do marca Shimadzu, modelo GC 2010, munido
de detector de condutividade térmica (TCD), coluna Carboxen 1010 PLOT com capilar de silica
fundida (30m x 0,53mm), temperaturas do injetor, do detector e da coluna em 30, 200 e 230 °C,

respectivamente, e tendo argdénio como gas de arraste.

4.5 Avaliacédo do desempenho dos reatores

Para avaliar o desempenho dos reatores foram utilizados os seguintes parametros:

a) o rendimento volumétrico de hidrogénio por carga aplicada (VHYpgoapl - Equacéo (14) e

taxa de producédo volumeétrica de Ho por carga aplicada (VHPRpgoapi — Equagéo(15):

VHY mL-H, \ Volume de H, acumulado 14
DQOapl g-DQO,;/ grama de DQO aplicada na partida (14)
mL-H,/d\ Taxa maxima de produgio de H, (R,,)
VHPRpo0ap! = : — (15)
g-DQO,, grama de DQO aplicada na partida

b) as eficiéncias de remocédo de matéria organica em termos de DQO (Epqo - Equacao (16) e

de carboidratos (Ec - Equagéo (17):

DQO. .. -DQO
E 0/\— inicial final %100
e (/0) ( DQOinicial (16)
Cini ial ~ C in,
E. (%)= <M) *100 (17)
Cinicial

¢) orendimento molar por substrato consumido (HY - Equacdo (18) e a eficiéncia de conversédo
tedrica do substrato em hidrogénio (En2 — Equagdo (19), calculada a partir da producédo
maxima de 4 mol-Hz/mol-glicose com base na rota metabolica do acido acético, conforme

descrito anteriormente na Equacdo 1.

mol-H, mols de H, produzido
( ) (18)

mol-glicose ~mol de glicose consumida
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Ep (%)= S S *100 19
H2\/0 mol-H, ( )

mol-glicose

d) ataxa de producdo volumétrica por volume reacional (HPRvr — Equacéo (20):

mL-H2> Rn (7)) (20)

HPR ( =
VR Lreator-d

~ volume util do reator (L)

e) a eficiéncia de remogéo de biomassa (Esvr - Equacdo (21):

E. (%)=

SVT

(SVTinicial - SVTﬁnal

*100 21
SVTinicial ) 21)

f) orendimento (MHY pgoapi — Equacdo (22) e a taxa de producdo (MHPRpqoapi - Equagdo(23)

molares por carga aplicada:

MHY mmol-H, \ mmol de H, acumulado 2
DQOapl g-DQO,,;/ grama de DQO aplicada na partida (22)

lde H acumulado (R )
mmol-H, d) mmol de H, ““ = (R 23

MHPRpqoapi <

2-DQO B grama de DQO aplicada na partida

apl”

g) os rendimentos molares (MHYpgorem - Equacdo (24) e volumétricos (VHYbgorem -

Equacdo(25) por carga removida:

MHY mmol-H, | mmol de H, acumulado 24
DQOrem g-DQO,, . ~ grama de DQO removida (24)
VHY mL-H, \  mL de H, acumulado 25
DQOrem g-DQO, . ~ grama de DQO removida (25)

h) os rendimentos molares (MHYsvtap - Equacdo (26) e volumétricos (VHYsvtap -

Equacéo(27) por biomassa aplicada:
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MHY mmol-H, \ mmol de H, acumulado 26
SVTapl g-SVT,p ~ grama de SVT aplicado na partida (26)
VHY mL-H, | mL de H, acumulado 57
SVTapl g-SVT,, ~ grama de SVT aplicado na partida 27)

i) os rendimentos molares (MHYsvtrem - Equagdo (28) e volumétricos (VHYsvtrem -

Equacéo(29) por biomassa removida:

MHY (mmol-Hz ) ~ mmol de H, acumulado (28)
SVIrem \ 6 SVT,.,,/ grama de SVT removido

VHY ( mL-H, )_ mL de H, acumulado 29)
SVIrem \o_SVT,..,/ grama de SVT removido

J) as taxas de produgdo molar (MHPRsvtep - Equacdo (30) e volumétrica (VHPRsvTap -

Equacéo (31) por biomassa aplicada e o pH dos reatores ao final da batelada.

acum}llado R,)

PR mmol-H, _ mmol de H, dia (30)
SVI®l \ g-SVT,,.d)  grama de SVT aplicado na partida
LdeH acumulado (R.)
VHPR mL-H, |\ M- qn m (31)
SVTapl g-SVT,,.d/ grama de SVT aplicado na partida
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fase 1: influéncia da composi¢ao do substrato na producéo de H:

Esta secdo foi dividida em quatro partes. No item 5.1.1 sdo apresentadas as analises
referentes a caracterizacdo de cada meio reacional para amostras retiradas antes da partida
(caracterizacdo inicial) e ap0s a desativacdo (caracterizacdo final) dos reatores, bem como as
eficiéncias de remocdo de matéria organica em termos de carboidratos, demanda quimica de
oxigénio (DQO), sélidos volateis totais (SVT) e sulfato. No item 5.1.2 sdo expostos os dados
de producdo acumulada de H> e os pardmetros cinéticos obtidos a partir do ajuste ao modelo de
Gompertz modificado. Em 5.1.3 sdo apresentados os resultados de rendimento e taxa de
producdo de Hy, calculados em vérias unidades de medida. Por fim, a andlise estatistica de
variancia dos modelos gerados é exibida na subsecéo 5.1.4.

5.1.1 Caracterizagdo das misturas avaliadas e eficiéncias de remogéo

A Tabela 5 mostra a caracterizacdo inicial e final das misturas de vinhaca e melaco
investigadas, além das eficiéncias de remocdo em termos de carboidratos, DQO, SVT e sulfato.

Como o melago possui maior quantidade de agucar, quanto maior sua propor¢do na
mistura, mais elevada € a concentracdo de carboidratos no reator antes da digestdo (Cinicia).
Conforme observado na Tabela 5, enquanto na monodigestdo da vinhaca (R1) havia 1,68 g/L
de carboidratos, na monodigestdo do melago esse valor subiu para 4,50 g/L (R5). As
concentrages finais (Crinar) Variaram entre 0,9 g/L (R1) e 1,24 g/L (R5).

A eficiéncia de remogdo de carboidratos manteve-se entre 46,49 % (R1) e 74,75 % (R4).
As condi¢Ges com 75% (R4) e 100% (R5) de melaco exibiram as melhores conversoes,
provavelmente devido a maior disponibilidade de agicar no melago para ser consumida pelos
microrganismos. Situacdo semelhante foi observada por Ramos; Silva (2018), que ao avaliarem
a codigestao de vinhaca com soro de leite, registraram conversdes superiores de carboidratos
com 0 aumento da propor¢do de soro na mistura, uma vez gque o soro tinha concentracdo de
carboidratos maior do gque a vinhaca.

Chaves et al. (2021) conseguiram remocdes de carboidratos entre 50% e 70%, a partir
da fermentacdo acidogénica do melago de cana-de-aclcar em reator anaerobio de leito
fluidizado (RALF). Também com melaco, Oliveira et al. (2020b), em reator anaerdbio de leito

estruturado acidogénico (AnSTBR-A), e Kumar et al. (2018), em reatores batelada, observaram
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eficiéncias entre 40% a 42% e 46% a 73%, respectivamente. Albanez et al. (2016; 2018),
utilizando codigestdo de vinhaca e melaco em reatores anaerébios de bateladas sequenciais
(AnSBBR), relataram valores variando de 73 % a 95 % e 84 % a 95 %, respectivamente. Para
a monodigestdo de vinhaga, Fuess; Zaiat; Nascimento (2019) citam porcentagens de remogao
entre 50,8 % e 76 % em AnSTBR.

Tabela 5: Caracteristicas iniciais e finais e eficiéncias de remog&o nos reatores avaliados na Fase 1.

Parametro R1 R2 R3 R4 R5

Cinicial (9/L) 1,68 +£ 0,03 2,01+0,03 3,39+ 0,07 4,03 £ 0,00 4,50 £ 0,02
Ciinal (9/L) 0,90 + 0,00 0,95 + 0,00 1,22 +0,02 1,02 + 0,05 1,24 £ 0,03
Ec (%) 46,49 £ 0,72 52,91 £ 0,92 63,93 £ 0,06 74,75 £ 1,25 72,52 £ 0,51
DQOinicial (9/L) 6,03 £ 0,07 6,35+0,17 6,49 £ 0,01 6,54 £ 0,09 6,60 = 0,00
DQOfinal (9/L) 5,22 + 0,04 4,80 + 0,15 4,77 £0,04 4,86 £ 0,02 4,96 + 0,04
Ebqo (%) 13,49 £ 0,36 24,34 + 0,35 26,53 £ 0,49 25,64+1,34 24,85 + 0,58
SV Tinicial (9/L) 6,21 £ 0,20 6,48 £ 0,72 5,84 + 0,26 6,88 + 0,38 6,40 + 0,58
SV Trinal (9/L) 3,39 +£0,20 3,18 £0,30 2,90 +£0,10 3,96 £0,14 3,74 £ 0,28
Esvt (%) 4547 +1,/41 50,93 + 0,83 50,33 + 0,49 42,52 £ 1,22 41,58 £ 0,94
SO4%inicial (Mg/L) 286,35 + 50,50 216,92 + 10,96 178,20+ 9,20 134,19+ 7,77 83,09 + 6,31
SO/ final (Mg/L) 231,25+ 46,31 185,56 + 7,97 171,45+9,81 123,45+ 7,05 77,28 £5,99
Eso4? (%) 19,59 +£1,99 14,43 £ 0,65 3,81 +£0,54 8,01 £ 0,07 7,01 £0,15
(DQO/SO+%)inicial 21,06 + 3,58 29,27 £ 0,71 36,44 + 1,81 48,71 + 3,53 79,39 + 6,01
pHinal 5,27 £0,03 5,03 £0,06 4,70 £ 0,02 4,39 £ 0,00 4,16 + 0,01

R1 = Vloo/Mo; R2 = V75/M25; R3 = V50/M50; R4 = V25/|V|75; R5 = Vo/Mloo; Cinicial, Cfinal e Ec - Concentra@éo de
carboidrato inicial e final e eficiéncia de remocao; DQOinicial, DQOrinal € Epgo - Concentragdo de DQO inicial e
final e eficiéncia de remocéo; SV Tinicial, SV Tinal € Esvt - Concentracdo de sélidos volateis totais inicial e final e
eficiéncia de remoc&o; SO4%inicia, SO4%final € Esos®- concentracéo inicial e final e eficiéncia de remocdo de
sulfato; £ - desvio padréo.

Fonte: Autora (2023)

Os ensaios foram conduzidos em DQO inicial constante (= 6 g/L), havendo variacdo
entre 6,03 g/L (R1) e 6,60 g/L (R5). Apos a digestéo, as concentracdes oscilaram entre 4,77 g-
DQO/L (R3) e 5,22 g-DQO/L (R1). A eficiéncia de remocdo de matéria organica em termos de
DQO apresentou valor minimo de 13,49 % (R1) e maximo de 26,53 % (R3). Tais eficiéncias
encontram-se dentro da faixa esperada para reatores acidogénicos, em torno de 20%; isto porque
nestes biorreatores a remogdo de matéria organica € promovida apenas pela conversdo do

substrato para Hz e CO- e ndo pela transformacao de &cidos organicos em metano, como € o
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caso de reatores metanogénicos, que por sua vez apresentam altas remocdes (LI et al., 2007;
NUALSRI; KONGJAN; REUNGSANG, 2016; CHAVES et al., 2021; TAVARES et al., 2022).

Albanez et al. (2016; 2018), Chaves et al. (2021) e Fuess; Zaiat; Nascimento (2019)
conseguiram até 24%, 27%, 23,3% e 13,7% de remoc¢édo de DQO, respectivamente, a partir da
fermentacgdo acidogénica de subprodutos da cana-de-agucar.

Em relacdo ao teor de solidos volateis totais nas misturas, no inicio houve variacéo entre
5,84 g/L (R3) e 6,88 g/L (R4) e no final entre 2,90 g/L (R3) e 3,96 g/L (R4). A remocdo de
SVT, como é mostrado na Tabela 5, ficou entre 41,58 % (R5) e 50,93 % (R2). Sillero; Solera;
Perez (2022) observaram eficiéncia méxima de 38,16% ao estudarem a producéo de hidrogénio
a partir da codigestdo em batelada de vinhaca, lodo de esgoto e esterco de aves. Tena et al.
(2020), por sua vez, alcangaram 37% com a mistura digestiva de vinhaca e lodo de esgoto.

A remocdo de solidos volateis € um parametro muito importante na analise de
desempenho de residuos organicos na producdo de hidrogénio por meio de processo
fermentativo (TENA et al., 2020; SILLERO; SOLERA; PEREZ, 2022).

A concentracdo inicial de sulfato cresceu com o aumento da porcentagem de vinhaca
nos reatores, apresentando valores maximos e minimos de 286,35 mg-SO42/L (V100/Mo) € 83,09
mg-SO4%/L (Vo/M1oo). Além disso, observou-se maiores remogdes de sulfato em R1 (19,59%)
e R2 (14,43%), indicando que nestes casos pode ter havido transformacdo significativa de
sulfato em sulfeto de hidrogénio. Varios autores destacam os altos teores de sulfato na vinhaca
como um dos fatores que podem causar a diminuicédo da producédo de H; e favorecer a geracédo
de sulfeto de hidrogénio (H2S) (ALBUQUERQUE; RATUSZNEI; RODRIGUES, 2019;
GARCIA-DEPRAECT et al., 2020; SILVA et al., 2021).

As relagdes DQO/SO42 mantiveram-se entre 21,06 (R1) e 79,10 (R5). Omil et al. (1998)
e Silva et al. (2020) citam que as vias redutoras de sulfato podem ser dificultadas com o uso da
relacgio DQO/SOs* mantida acima de 0,67, situagdo em que a matéria organica ndo sera
totalmente oxidada pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS).

N&o foi detectada nenhuma producdo de metano nas condicOes estudadas, o que
comprova a eficiéncia do pré-tratamento térmico aplicado ao lodo fonte de indculo, conforme
ja foi confirmado por Amorim et al. (2018), Chaves et al. (2021) e Gavazza et al. (2021).

Ao final das bateladas, o pH dos reatores (Tabela 5) diminuiu em relagcéo ao pH inicial
estabelecido (5,5) com valores entre 4,16 (R5) e 5,27 (R1). Esta faixa de pH favoreceu a
inibicdo de arqueias metanogénicas, 0 que também pode ter contribuido para a auséncia de
metano nos reatores (ELBESHBISHY et al., 2017; ROMAO et al., 2018; SIDDIQUE; WAHID,
2018; LI; CHEN; WU, 2019; WU et al.,, 2021a; 2021b). Por se tratar de fermentacdo
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acidogénica este comportamento do pH j& era esperado, visto que a producdo de Hz vem
acompanhada pela formacéo de acidos organicos que tendem a diminuir o pH do meio (SILVA
etal., 2021). Além disso, 0 ndo uso de alcalinizante como agente tamponante também corrobora
para o fato observado.

Apesar de a vinhaga ter sido caracterizada com menor pH do que o melago (Tabela 3),
guanto maior a porcentagem deste Ultimo na mistura digestiva, menor foi o pH final (Tabela 5).
Isto pode estar associado a quantidade elevada de carboidratos presente no melago, ocasionando
uma producdo mais elevada de acidos volateis na acidogénese com consequente decréscimo do
pH (L1; CHEN; WU, 2019; ORDAZ-DIAZ; BAILON-SALAS, 2020; SILVA et al., 2021).

5.1.2 Producdo acumulada de H: e pardmetros cinéticos

A Figura 6 juntamente com as informacdes apresentadas no Apéndice A mostram 0s
dados experimentais de producdo acumulada em relagdo ao tempo para as cinco condi¢fes
operacionais, bem como a curva de ajuste dos dados ao modelo de Gompertz Modificado.

Figura 6: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado em funcdo da % de vinhaga
(V) e melago (M) nas misturas (R1 = V1go/Mo, R2 = V75/M2s, R3 = V50/Mso, R4 = V25/M7s € R5 = Vo/Mioo).
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Fonte: Autora (2023).
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A Tabela 6 apresenta os dados de producdo volumétrica de H. por hora para as
condi¢cBes experimentais estudadas na fase 1. Observa-se que as situacGes com maiores
proporcoes de vinhaga na mistura (V1o0/Mo € V7s5/Mzs) apresentaram problemas de instabilidade
visto que ndo conseguiram manter producdes altas de Hz por muito tempo.

Os decréscimos observados em curto espaco de tempo nas condi¢Bes R1 e R2, ja que
ndo houve deteccdo de metano no gas produzido, podem ser devido ao fato de que possiveis
BRSs, por terem se beneficiado dos maiores teores de sulfato fornecidos pela vinhaca (Tabela
5) tenham se multiplicado e competido com as bactérias acidogénicas para transformar o sulfato
e 0o Hoem H>S (LI; CHEN; WU, 2019; CHEN; YIN; WANG, 2021; SILVA et al., 2021). O uso
do melago como co-substrato pode ter diluido o sulfato e inibido a acdo das BRSs.

De acordo com a Figura 6, percebe-se que a adicdo de melaco em qualquer proporcéo
melhorou a producdo acumulada de hidrogénio em comparagdo com a monodigestdo de
vinhaga. Em cerca de 15 dias (352 horas) de operagéo, as condi¢cbes com maiores porcentagens
de vinhaga resultaram em 899,31 + 29,61 mL-H> (R1) e 2.084,92 + 1,53 mL-H: (R2). Neste
mesmo periodo, 0s demais reatores apresentaram resultados superiores e aproximados entre si
sendo produzidos 2.590,75 + 20,11 mL-Hz em R3 (Vso/Mso), 2.522,34 + 74,97 mL-H, em R4
(V25/M75) € 2.480,26 £ 55,56 mL-Hz em R5 (Vo/M1o).



Tabela 6: Producfes volumétricas diarias de Hy para as condigdes operacionais da fase 1 (R1 = Vigo/Mo, R2 = V75/Mzs, R3 = V50/Msg, R4 = V25/M75 € R5 = Vo/Migo).

R1 R2 R3 R4 R5
Tempo (h) mLn2 Tempo (h) mLn2 Tempo (h) MLz Tempo (h) mLn2 Tempo (h) mLn2

0 0,00 £ 0,00 0 0,00 = 0,00 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00

17 3,37 +£0,15 17 6,74 £ 3,72 18 55,81 £ 0,75 18 70,94 £ 0,04 19 84,30 + 7,56
40 97,11 + 5,85 40 153,59 + 0,68 40 176,00 £ 7,25 41 184,11 £ 0,18 41 155,68 £ 1,01
64 144,27 + 0,26 64 198,32 £ 4,81 65 262,80 + 0,61 66 239,16 + 4,45 66 200,75 = 2,51
89 142,76 + 7,61 89 217,60 + 6,05 90 268,71 + 0,06 90 257,61 £ 9,92 91 231,97 £ 2,73
136 127,48 + 5,40 136 216,99 + 5,90 137 245,67 +7,13 137 241,96 + 17,68 138 215,53 £ 2,89
165 149,84 + 5,29 165 234,86 + 7,94 166 260,94 + 9,60 166 259,11 + 6,42 167 253,93 £ 2,62
184 116,12 £ 2,03 185 229,58 + 0,35 185 271,96 + 0,48 186 258,73 £ 7,01 186 266,84 + 9,11
208 73,62 £ 3,36 208 229,52 + 4,25 209 273,53 £0,17 209 257,85 £ 10,24 210 267,20 10,72
232 28,60 + 0,09 232 219,62 + 2,86 233 261,09 + 3,11 233 255,75 + 10,34 234 268,79 = 8,48
305 8,32 + 0,06 305 212,61 +9,91 306 249,81 + 3,26 306 245,30 + 3,36 306 264,08 + 6,43
352 7,82 +0,01 352 165,48 * 6,68 353 264,44 + 391 353 251,83 £5,78 354 271,21 = 1,50
376 256,95 + 4,68 377 249,79 + 0,86 377 269,57 £ 4,82

Fonte: Autora (2023).
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Todos os casos apresentaram dados com bom ajuste (R? > 0,98) ao modelo de Gompertz
Modificado. A Tabela 7 traz os parametros cinéticos obtidos com o modelo de regressdao. Os
trés maiores valores de potencial maximo de producdo (P) foram similares, observados nas
condigdes R3 (3.113,27 mL-H2), R4 (3.035,74 mL-H>) e R5 (3.135,02 mL-H>) e representaram
mais do que o triplo do alcangado pela monodigestéo da vinhaca (R1 - 934,44 mL-Hy).

Tabela 7: Pardmetros cinéticos do Modelo de Gompertz Modificado para as condigdes da Fase 1 (R1 = V1g0/Mo,
R2 = V75/|V|25, R3 = V5o/|\/|50, R4 = V25/|V|75 eR5= Vo/Mmo).

Parametro R1 R2 R3 R4 R5

P (mL) 934,44 +33,46 2.332,83+125,59 3.113,27+172,17 3.035,74 + 162,77 3.135,02 + 198,66

Rm (mL/h) 5,56 £ 0,48 8,73+054 10,07 +0,63 9,73+0,59 9,33+0,55
A (h) 26,13 +6,94 36,65 + 7,37 30,20 + 8,05 28,19+7,79 34,41+7,85
R? 0,99 +0,00 0,99 +£0,00 0,99 £ 0,00 0,99 +£0,00 0,99 +£0,00

P - Potencial maximo de producdo de Hz; Rm- Taxa maxima de producdo de Hp; A (h) - Duragéo da fase lag; R?
- Coeficiente de regresséo.

Fonte: Autora (2023).

As taxas méximas de producdo (Rm) também foram maiores e bastantes aproximadas
para as condicdes R3 a R5, com valor superior de 10,07 mL-Hz/h em R3 (Vs0/Msp). Quanto a
duracdo da fase lag, apesar de em R1 a producdo exponencial de H: ter iniciado mais
rapidamente, em 26,13 h, a estabilidade da producdo diaria (Tabela 6) ndo permaneceu por
muito tempo, havendo decaimento em cerca de 8 dias de operacdo. O reator R2, por sua vez,
com a maior duracéo da fase lag (36,65 h), também apresentou instabilidade na producéo diéria,
com decréscimo iniciado em aproximadamente 10 dias. Os demais reatores, com fases lag de
30,20 h (R3), 28,19 h (R4) e 34,41 h (R5) conseguiram manter a producao estavel.

A Tabela 8 apresenta os parametros de Gompertz Modificado obtidos por diversos
estudos de producdo de H, operados em modo batelada.

Percebe-se que os valores dos parametros variam bastante conforme o tipo de substrato
utilizado e as condicGes operacionais aplicadas. Enquanto Lee; Wee; Cho (2014), por exemplo,
utilizando agua residuéria de melaco e lodo de esgoto, obtiveram potencial de produ¢do maximo
de apenas 14,3 mL-H; e fase lag com duracdo de 8,77 h, a sua taxa m&xima de producéo (5,88
mL-H>/h) foi maior do que a obtida por Gavazza et al. (2021) (2,01 mL-H2/h), que a partir de

efluente de mandioca observaram valor superior de P (2.471 mL-H,) e da fase lag (187 h).
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Tabela 8: Pardmetros de Gompertz Modificado para diversos estudos de produgéo de H, em batelada.

Substrato Condicdes operacionais P (mL) (Rn?L Ih) A (h) R? Referéncia
80% Efluente de Vg =0,5L, 17,3gpgol/L, 14,3 5,88 8,77 - Lee; Wee; Cho
melaco + 20% 35 °C, pH 5,7, 120 rpm (2014)
Lodo de esgoto  Indculo de produgdo de H»
Melago Vr =1L, 40 gpgolL, 1.710 142 9,18 0,99 Kumar et al.
30 °C, pH 6,8, 200 rpm (2018)
Enterobacter aerogenes
Efluente de Vr = 1,7 L, 20 gogo/L, 1.183,91 1,15 225,83 0,99 Amorim et al.
Mandioca 30 °C, pH 5,5, Indculo de (2018)
rimen bovino
Vinhaca Vr=0,3L, 11,6 gooo/L, 203,29 7,47 2,15 0,99 Pouresmaeil;
36 °C, pH 5,5, Indculo de Nosrati;
ETE de laticinios. Ebrahimi (2019)
50% Vinhaga + Vg =120 mL, 54,04 gpgo/L, 101,28 3,10 0 0,92 Tenaetal.
50% Lodo de 55 °C, pH 5,5, inoculo de (2020)
esgoto produgdo termofilica de H
Efluente de Vr =1,725 L, 20 gpgolL, 2.471 2,01 187 0,99 Gavazzaetal.
Mandioca 40 °C, pH 5,5, intculo: (2021)
substrato autofermentado
50% Vinhaca + Vg =120 mL, 50,86 gpgo/L, 114,18 0,35 0 0,97 Sillero; Solera;
50% Lodo de 55 °C, pH 5,5, In6culo de Perez (2022)
esgoto + 10 g/L  Producédo termofilica de H.
esterco de aves
100% Vinhaca 934,44 5,56 26,13
- ) QO/ L,
50% Melago °C, pH 5,5, indculo de ETE 0,99 Este estudo
100% Melago 3.135,02 9,33 34,41

P - Potencial maximo de producédo de Hz; Rm - Taxa maxima de producéo de Ha; A (h) - Duracéo da fase lag;
R? - Coeficiente de regressdo; Vg = volume reacional; ETE — Estacio de tratamento de efluente.

Fonte: Autora (2023).

Outra comparagéo interessante pode ser feita entre os trabalhos de Kumar et al. (2018)

e Sillero; Solera; Perez (2022). Os autores realizaram a digestdo com pelo menos um subproduto

da cana-de-acUcar. Kumar et al. (2018) com a monodigestdo de melaco, relatam valores de P,

Rm e Aiguais a 1.710 mL-H>, 142 mL-H./h e 9,18 h, respectivamente, enquanto Sillero; Solera;

Perez (2022), com a codigestdo de vinhaca, lodo de esgoto e esterco de aves, citam valores

bastantes inferiores (114,18 mL-H>, 0,35 mL-H/h e 0 h). Sdo destacaveis os altos valores de P
e Rm alcancados neste trabalho com as condi¢Ges R3 (50% Vinhaca/50% Melago), R4 (25%
Vinhaca/75% Melaco) e R5 (100% Melaco).
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5.1.3 Rendimento e taxa de producéo de H»

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados de rendimento e taxa de producéo de Ho,
molares e volumétricas, em relacdo a carga aplicada e aos solidos voléteis totais. Os resultados
de rendimento de produgdo molar de H» por substrato consumido (HY) revelaram maiores
valores para as condi¢cdes R2 (1,38 mol-Hz/mol-glicose) e R3 (1,05 mol-Hz/mol-glicose),
representando aproximadamente 1000% e 50% a mais do que o alcancado pelas monodigestfes
dos substratos nos casos R1 (0,09 mol-Hz/mol-glicose) e R5 (0,73 mol-Hz/mol-glicose). Além
disso, ndo houve diferenca significativa entre R4 e R5.

Em comparacdo com o HY maximo de 4 mol-Hz/mol-glicose, as eficiéncias de
conversdo teorica dos substratos em H> (En2) aumentaram de 2,23 % (R1) a 34,57 % (R2).
Argun; Onaran (2017), em sistema batelada explorando hidrolisado de residuos de papel toalha,
obtiveram méaximo de 0,656 mol-Hz/mol-glicose. Amorim et al. (2018), a partir de agua
residuéria de mandioca observaram um valor superior, 1,66 mol-Hz/mol-glicose consumida.

A codigestdo de vinhaca com 25% (R2), 50% (R3) e 75% (R4) de melago aumentou o
rendimento de H, por carga aplicada (Tabela 9) em 120% (466,69 mL/g-DQOxp), 194%
(596,63 mL/g-DQO4p) e 184% (577,00 mL/g-DQOg4pi), respectivamente, em relacdo a
monodigestdo da vinhaga que resultou em apenas 202,90 mL/g-DQOgp. Logo, a presenga do
melaco foi benéfica para o sistema.

Em comparagdo com a monodigestdo do melago (R5 - 567,12 mL/g-DQOgp), a adi¢do
de 25% (R4) e 50% (R3) de vinhaga n&o provocou alteracdes significativas nesses rendimentos,
conforme teste de Tukey, havendo acréscimos de apenas 2% e 5%, respectivamente. Por outro
lado, com a adicéo de 75% de vinhaca (R2), o rendimento diminuiu em 21%. Isto mostra que a
presenca de vinhaca em 75% ou mais na mistura ndo beneficiou o rendimento por carga
aplicada.

A taxa de producéo de H> por carga aplicada (Tabela 9), com comportamento similar ao
apresentado pelo rendimento, embora de forma mais inibida, também melhorou com a adigéo
de melaco ao meio reacional, aumentando cerca de 50% entre R1 (30,11 mL-H/g-DQOapi/d) e
R2 (44,89 mL-H./g-DQOqp/d) e permanecendo sem alteragdo significativa em relagdo aos
casos R3 (50,63 mL-H./g-DQOg4pi/d), R4 (48,61 mL-H2/g-DQOgp/d) e R5 (46,18 mL-H./g-
DQOgp/d). Quanto ao rendimento por carga removida, acréscimo de 50% foi observado entre
a monodigestdo da vinhaga (R1 — 1.503,92 mL-H>/g-DQOrem) € a condi¢do Vso/Mso (R3 —
2.249,01 mL-H./g-DQOrem), permanecendo estatisticamente semelhante aos casos R4
(2.250,02 mL-H2/g-DQOrem) € R5 (2.282,13 mL-H2/g-DQOrem).
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Tabela 9: Parametros indicadores de desempenho para as condi¢Oes avaliadas na Fase 1 (R1 = V100/Mo, R2 = V75/Mys, R3 = V50/Mso, R4 = V25/M75 € R5 = Vo/Migp).

Parametro Unidade R1 R2 R3 R4 R5

HY mol-Hy/mol-glicose 0,09+0,00d 1,38+0,10 a 1,05+0,04 b 0,74+001c 0,73£0,01c

En2 % 2,23+0,07d 34,57 + 2,56 a 26,37 £1,02b 18,44 +0,35¢C 18,35+0,27 c
HPRvr mL-Hy/(L.d) 181,55 + 6,69 ¢ 285,06 +5,39 b 328,82 +4,08a 317,71+ 12,08 ab 304,65 + 6,53 ab
MHY bqoapl mmol-Hz/g-DQOgp 7,37+0,33 ¢ 16,22+0,44 b 21,66 +0,16 a 20,95+0,86 a 20,59 +0,47a
VHY bqoapl mL-Hz/g-DQOxpi 202,90+ 9,07 c 466,69 £ 12,13 b 596,63 + 4,45 a 577,00 + 23,65 a 567,12+ 12,84 a
MHPRDQoap! mmol-Hz/(g-DQOzpid) 1,09 + 0,05 b 1,63+0,07a 1,84 +0,03a 1,76 0,09 a 1,68+ 0,04 a
VHPRbQosap! mL-H2/(g-DQO¢p1.d) 30,11+1,46 b 4489+204a 50,63 + 0,63 a 48,61 +254a 46,18 +101a
MHYbqorem mmol-H2/g-DQOrem 54,60+ 391b 66,62 + 0,85 ab 81,66 £ 0,89 a 81,69 + 7,66 a 82,86+ 0,04 a
VHYbqorem mL-H2/g-DQOrem 1.503,92 £107,58 b 1.834,96 + 23,48 ab 2.249,01+24,40 a 2.250,02 £ 211,09 a 2.282,13+1,23 a
MHY svTapi mmol-Ha/g-SV T 7,16 £0,46 b 15,89+1,78a 2409+121a 19,90 £ 0,57 a 21,23+240a
VHY svapl mL-H2/g-SV T 197,11+ 12,77 b 437,75+4892 a 663,43 +33,20 a 548,20 + 15,67 a 584,80 + 66,17 a
MHPRsvTapi mmol-Hz/(g-SVTad) 1,06 £0,07 b 1,60 £ 0,15 ab 2,04+0,12a 1,68 + 0,03 ab 1,73+0,19 ab
VHPRsvTapl mL-Ha/(g-SVTapi.d) 29,25+2,01b 43,99 +4,11 ab 56,30 +3,21a 46,18 + 0,80 ab 47,62 +5,36 ab
MHY svtrem mmol-Hz/g-SV T rem 15,74 +£0,53 b 31,21 +4,01ab 47,86 £ 2,86 a 46,82 £ 2,69 a 51,07 +6,97 a
VHY svrrem mL-H/g-SVTrem 433,50 + 14,66 b 859,58 + 110,55 ab 1.318,06 + 78,89 a 1.289,44 + 74,05 a 1.406,49 +191,95a

A analise comparativa entre as medias para cada pardmetro deve ser feita na horizontal por meio das letras que as seguem, onde os valores que ndo compartilham uma mesma
letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05); HY - rendimento molar por substrato consumido; Ew - eficiéncia de conversdo do substrato em Hy;
HPRyr —taxa de produgéo volumétrica por volume reacional; MHY pgoapt, VHY bgoapt, MHPRpgoapi € VHPRpgospl - Rendimentos e taxas de produgéo, molares e volumétricos,
por carga aplicada; MHY pgorem € VHY bgorem - Rendimentos molar e volumétrico por carga removida; MHY svrapl, VHY svrapl, MHPRsvTap € VHPRsvrap - Rendimentos e
taxas de producédo, molares e volumétricos, por biomassa aplicada; MHY sytrem € VHY svtrem - rendimento molar e volumétrico por biomassa removida.

Fonte: Autora (2023).



64

O rendimento em relagdo a biomassa aplicada, mostrou-se aproximadamente trés vezes
maior para a condicdo Vso/Mso (R3 - 663,43 mL-H./g-SVTap) em comparacdo com a
monodigestdo da vinhaga (R1 - 197,11 mL-H2/g-SVTep) € estatisticamente similar a digestdo
de apenas melaco (R5 - 584,80 mL-H2/g-SVTap). Quanto a taxa de producdo de Hx por
biomassa aplicada, o resultado minimo de 29,25 mL/g-SVTap/d foi obtido em R1 e 0 maximo
de 56,30 mL/g-SVTan/d em R3. J& 0 rendimento por biomassa removida, resultou no extremo
inferior de 433,50 mL-H2/g-SVTiem em V100/Mo € extremo superior de 1.406,49 mL-H2/g-
SV Trem em Vo/Migo.

Os resultados expostos sugerem uma maior dificuldade em produzir H> a partir da
digestdo da vinhaca e a necessidade de um co-substrato mais biodegradavel como o melago
para melhorar a fermentacdo. A influéncia negativa do aumento da propor¢édo de vinhagca em
sistemas de codigestdo também foi relatada nos trabalhos de Albanez et al. (2016; 2018) e
Lovato et al. (2019), onde os autores realizaram as codigestdes vinhaga/melaco e vinhaga/soro
de leite, ambos em AnSBBR, para producao de hidrogénio e metano, respectivamente.

O efeito inibitdrio da vinhaca pode ser devido a sua baixa biodegradabilidade conferida
por compostos toxicos como melanoidinas e polifenodis que lhe conferem cor escura e pela
presenca de metais pesados como cobre, niquel e zinco, além das expressivas quantidades de
solidos e de sulfato que podem inibir a acdo dos microrganismos (GODOI et al., 2019;
PARSAEE; KIANI DEH KIANI; KARIMI, 2019; GARCIA-DEPRAECT et al., 2020;
KORNILLOWICZ-KOWALSKA; RYBCZYNSKA-TKACZYK, 2021; RATNA; RASTOGI;
KUMAR, 2021; SILVA et al., 2021).

Albanez et al. (2016) testaram as proporgdes 33% melacgo + 67% vinhaca e 25% melaco
+ 75% vinhaca em diferentes concentragdes afluente, verificando os melhores resultados, 2,2
mmol-H2/g-DQOxgplicada, 2,9 Mmol-H2/g-DQOremovida € 2,9 mMol-H2/g-SV Tapiicado/d, em modo
batelada com 67% de vinhaca e DQO afluente de 6 g/L. Albanez et al. (2018), por sua vez, na
condigdo com maior porcentagem de vinhaca (75%) relataram instabilidade na producéo com
decréscimo até ndo haver mais deteccdo de H2 no reator. Ao utilizar 67% de melago e 33% de
vinhaca, os resultados foram 0,5 mmol-H2/g-DQOQalimentada, 2,5 MmMol-H2/g-DQOremovida € 1,4
mol-H2/g-SV T alimentado/d.

Fuess; Zaiat; Nascimento (2019), relataram rendimento maximo de 3,1 mmol-H./g-
DQOq utilizando apenas vinhaca em AnSTBR. Para Garcia-Depraect et al. (2020), em CSTR
alimentado também com vinhaca, as produgdes maximas foram 3,5 mmol-H2/g-DQOadicionada,
21,3 mmol-H2/g-DQOremovida € 128,1 mL/g-SV Tadicionado. J& Pouresmaeil; Nosrati; Ebrahimi
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(2019), trabalhando com vinhaga em reatores batelada, citam rendimentos de 58,41 mL/g-
DQOinicial € 649,07 mL/g-DQOremovida.

Pesquisas tem mostrado melhor eficiéncia na producao de H: a partir da codigestéo de
substratos reais. A Tabela 10 resume os resultados de alguns estudos que utilizaram vinhaca
e/ou melago para producgdo de biohidrogénio. Os méximos rendimentos obtidos pelos autores
citados na Tabela foram inferiores a todas as condi¢Ges analisadas neste estudo de codigestao.

Lee; Wee; Cho (2014) melhoraram a performance de desempenho de lodo de esgoto na
fermentacdo acidogénica com a adicdo de aguas residuais de melago ao processo digestivo.
Com o substrato diluido 10 vezes, o rendimento de H» saiu de zero (100% lodo) para 0,9 mL/g-
SVremovido (80% lodo), 16,3 mL/g-SVremovido (60% lodo), 23,3 mL/g-SV emovido (40% lodo) e
35,8 mL/g-SVremovido (20% lodo).

Ramos; Silva (2018), observaram aumento no rendimento de hidrogénio em 82% (0,82
mmol-H2/g-DQO) e na taxa de producdo em 117% (1,41 L-H/d/L) ao adicionar 2 g-DQO/L de
soro de queijo a fermentacdo da vinhaca. Tena et al. (2020), utilizando 25% de vinhaca e 75%
de lodo de esgoto, alcangaram 43,25 mL/g-SV Tadicionado, aUMenNtando em 14 vezes o rendimento
obtido a partir da digestdo de 100% de lodo de esgoto. Sillero; Solera; Perez (2022), por sua
vez, com a codigestdo de vinhacga (50%) e lodo de esgoto (50%) relataram 9,66 mL-H2/g-
DQOadicionada (18,97 mL/g-SV Tadicionado) € CONSeguiram aumentar o rendimento para 22,34 mL-
H2/g-DQOadicionada (27,10 mL-H2/g-SVTadicionado) 20 adicionar 10 g/L de esterco de aves na

mistura original de vinhaca e lodo.
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Tabela 10: Comparacéo entre resultados de estudos de producéo de H; a partir da digestdo anaerdbia de vinhaca e/ou melago.

Substrato

Condic0es

Rendimento

Taxa de Producgéo

Referéncia

80% Efluente de melago + 20%
Lodo de esgoto

67% Vinhaga + 33% Melaco

33% Vinhaga + 67% Melaco

Vinhaga (10 gogo/L) + Soro de
queijo (2 gogo/L)

Vinhaca

Vinhaca

Vinhaga de tequila

75% Vinhaca +
25% Lodo de esgoto

50% Vinhaca + 50% Lodo de
esgoto + esterco de aves (10 g/L)

50% Vinhaga + 50% Melaco

Batelada, 17,3 gpgo/L, 35 °C, pH 5,5

AnSBBR, 6 gogolL, 30 °C

AnSBBR, 3 gDQo/L, 30°C

AFBR, 55 °C, TDH 8 h

ANnSTBR, 55 °C, 40 gpgo/L

Batelada, 11,6 gogo/L, 36 °C, pH 5,5

CSTR, 42 gpgolL, 35 °C, pH 5,8

Batelada, 54,04 gpoo/L, 55 °C, pH 5,5

Batelada, 50,86 gpqo/L, 55 °C, pH 5,5

Batelada, 6,49 gbgo/L, 35 °C, pH 5,5

35,8 m L'Hzlg'SVTrem

59,61 mL-H2/g-DQOxp
a78,57 mL-Hz/g-DQorem

413,55 mL-H./g-DQOgpi,
467,74 mL-HZ/g'DQOrem

24,05 mL-H2/g-DQOxp

290,92 mL-H2/g-DQOxup
4114,39 mL-H»/g-DQOrem

58,41 mL-H/g-DQOg
649,07 mL-Hzlg-DQOrem

296,40 mL-H2/g-DQOxp
586,64 mL-H2/g-DQOrem
128,1 mL-Ha/g-SV T

43,25 mL-H,/g-SV T

22,34 mL-H2/g-DQOxg
27,10 mL-H2/g-SV T i

596,63 ML-H/g-DQOxp,
2.249,01 mL-H2/g-DQOrem
663,43 ML-H2/g-SV T
1.318,06 ML-Ha/g-SVTrem

b1,41 L-Ho/(L.d)

2,9 mol-Ha/(g-SVT4p1.d)

1,4 mol-Ha/(g-SV T ap1.d)
40,1 L-Ha/(L.d)

1,41 L-HJ/(L.d)

0,76 L-H/(L.d)

0,67 L-Hy/(L.d)

9,1 L-HJ/(L.d)

0,620 L-Ha/(L.d)

b0,070 L-Ho/(L.d)

0,051 L'HZ/(g'DQOapI,d)
0,056 L-H2/(g-SV T d)
0,33 L-Ha/(L.d)

Lee; Wee; Cho (2014)

Albanez et al. (2016)

Albanez et al. (2018)

Ramos; Silva (2018)

Fuess; Zaiat; Nascimento
(2019)

Pouresmaeil; Nosrati; Ebrahimi
(2019)

Garcia-Depraect et al. (2020)

Tena et al. (2020)

Sillero; Solera; Perez (2022)

Este estudo

aConvertido de mmol para mL a partir de dados disponiveis no artigo e da equagdo dos gases perfeitos (PV=nRT); Calculado com dados do artigo; AnSBBR - Reator
anaerdbio de bateladas sequenciais; AnSTBR - Reator anaerdébio de leito estruturado; AFBR - Reator anaerdbio de leito fluidizado; CSTR - Reator continuo de tanque agitado.

Fonte: Autora (2023).
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Na Tabela 11 sdo mostrados os resultados da analise de variancia (ANOVA) dos

modelos lineares e quadraticos gerados para as variaveis respostas (rendimentos e taxas de

producdo volumétricos por carga aplicada).

Tabela 11: ANOVA para os modelos lineares e quadréaticos da Fase 1.

Modelo Resposta R? (%) Fonte GL SQ MQ Valor-F  Valor-P
Regresséao 1 147428 147428 16,51 0,004
Residuo 8 71451 8931
VHYpqoap 67,36 .
Falta de ajuste 3 69504 23168 59,51 0,000
. Erro puro 5 1947 389
Linear
Regressao 1 256,94 256,94 6,82 0,031
Residuo 8 301,41 37,677
VHPRDQOapl 46,02 R
Falta de ajuste 3 272,76 90,921 15,87 0,005
Erro puro 5 28,65 5,730
Regressao 2 212968 106484 126,12 0,000
Residuo 7 5910 844
VHYDQOapl 97,30 ;
Falta de ajuste 2 3964 1982 5,09 0,062
g Erro puro 5 1947 389
(i
Quadratico Regressao 2 51347 256736 4004 0,000
Residuo 7 44,88 6,412
VHPRogow 91,96 Falta de ajuste 2 16,24 8,118 1,42 0,325
Erro puro 5 28,65 5,730

VHY pgospl - rendimento volumétrico de H, por carga aplicada; VHPRpgoapl - taxa de produgéo volumétrica de
H; por carga aplicada; GL - grau de liberdade; SQ - soma quadratica; MQ - média quadratica.

Fonte: Autora (2023).

Os valores calculados de F para as regressdes (MQregressao/MQresiduo) referentes aos

modelos quadraticos do rendimento e da taxa de producdo de Hx (F-calcz7) foram 126,12 e

40,04, respectivamente, contra apenas 16,51 e 6,82 dos modelos lineares (F-calcis). Ja 0s

valores tabelados de F, no nivel de 95% de confianca, sdo 4,74 (F-tab,7) para os modelos

quadraticos e 5,32 (F-taby,s) para os modelos lineares. Logo, comparando os F calculados com

os F tabelados, é possivel confirmar a maior significancia dos modelos quadréaticos a partir do

teste F de regresséo.

Em analise semelhante, o teste F de falta de ajuste nos da F calculados (MQfaita de

ajuste/ MQerro puro) iguais a 59,51 e 15,87 para os modelos lineares (F-calczs) contra 5,09 e 1,42

para os modelos quadraticos (F-calc2;s), enquanto os valores tabelados séo 5,41 (F-tabss) e 5,79
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(F-tab25), respectivamente; assim, o teste mostra falta de ajuste para os modelos lineares e
confirma a alta significancia dos modelos quadraticos.

Os modelos lineares, mesmo sendo estatisticamente significativos (p < 0,05),
apresentam baixos R? (0,67 e 0,46) e destacéavel falta de ajuste. Isto indica mé previsio de dados
a partir dessas regressdes. Os fatores de interagdo de dois componentes adicionados aos
modelos quadraticos provocam melhora nos ajustes. Nestes casos, 0s R? (0,98 e 0,92) mostram
que cerca de 67% e 46% da variabilidade das respostas, rendimento e taxa e producéo,
respectivamente, sdo explicadas pelos componentes puros, enquanto 31% e 46% representam a
variabilidade da interacao bifésica e 0s 2% e 8% restantes séo inexplicaveis.

Os altos R? e os valores de P > 0,05 (0,062 e 0,325) no teste F de falta de ajuste mostram
a superioridade dos modelos quadraticos.

Na Tabela 12 sdo apresentados os coeficientes de regressdo, 0s erros padrdo e 0s
significados estatisticos obtidos pelos modelos quadraticos para as varidveis respostas. Os
componentes puros apresentam influéncia positiva (bv e bm > 0) para o rendimento e a taxa de
producéo de hidrogénio, havendo maiores contribuicdes a partir do melaco (553,20 e 45,22) do
que da vinhaca (209,70 e 30,89).

Tabela 12: Coeficientes de regressdo, erro padréo e significados estatisticos do modelo quadréatico na fase 1.

Resposta Coeficiente Estimativa Erro padréo Valor-P
by 209,70 19,3

VHY poozl bwm 553,20 19,3
bvm 774,10 84,7 0,000
by 30,89 1,69

VHPRpooz! bwm 45,22 1,69
bvm 48,43 7,66 0,000

VHY pgospl - rendimento volumétrico de H, por carga aplicada; VHPRpgospi - taxa de producdo volumétrica de
H; por carga aplicada.

Fonte: Autora (2023).

Os termos de interacdo bifasica entre os componentes, altamente significativos (valores-
p < 0,05), revelam que as misturas apresentam efeitos sinérgicos (bvm > 0), com coeficientes
774,1 para o rendimento e 48,43 para a taxa de produgédo. Assim, os dois componentes, vinhaca
e melago, interagem sinergicamente entre si, contribuindo para a melhora do rendimento e da

taxa de producdo de hidrogénio.
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Os modelos quadraticos resultam nas Equacdes (32) e (33), a partir das quais € possivel
prever as respostas de rendimento e de taxa de producéo de hidrogénio, respectivamente, para

quaisquer proporc¢des de vinhaca e melaco.

VHY pooapl = 209, 7xy + 552,2xy + 774, 1xyxy R>=97,3% (32)

VHPRpooap1 = 30,89%y +45,22xy; +48,43xyxy  R*=91,96% (33)

Na Tabela 13 s&o resumidos os rendimentos e taxas de producdo obtidos
experimentalmente, bem como os previstos pelos modelos quadraticos.

Como as respostas para os dois componentes misturados obtidas a partir dos modelos
quadraticos completos (contendo termos lineares e interativos) sdo maiores do que a soma das
suas respostas individuais previstas a partir da parte linear dos modelos quadraticos
(desconsiderando termos interativos) isso confirma que a vinhaca e 0 melago interagem
sinergicamente nas misturas, ou seja, as previsdes dos modelos quadraticos completos sao

maiores do que as previsoes das partes lineares dos mesmos modelos.

Tabela 13: Rendimentos e taxas de producdo de H, experimentais e previstos para as condi¢des da fase 1.

) Rendimento (mL-H2/g-DQOap) Taxa de Produgdo (mL-H2/(g-DQOap1.d))
Misturas Experimental Previsto' Previsto? Experimental Previsto? PrevistoP
V100/Mo 202,90 £ 9,07 ¢ 209,70 209,70 30,11+ 1,46 30,89 30,89
V75/Mas 466,69 + 12,13 b 295,45 440,59 44,89 +2,04d 34,47 43,55
Vs0/Mso 596,63 + 4,45 a 381,20 574,73 50,63 + 0,63 d 38,06 50,17
Vas/M7s 577,00 + 23,65 a 466,95 612,09 48,61 +2,54d 41,64 50,72
Vo/Muoo 567,12 + 12,84 a 552,70 552,70 46,18 +1,01d 45,22 45,22

Médias que compartilham uma mesma letra ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
'Valores obtidos pela parte linear do modelo quadrético (sem interagdes sinérgicas ou antagdnicas). 9Valores
obtidos pelo modelo quadréatico considerando interagBes sinérgicas ou antagénicas.

Fonte: Autora (2023).

O efeito sinérgico identificado na mistura é devido a maior capacidade de
tamponamento do sistema e ao equilibrio de nutrientes como enxofre, potassio e nitrogénio.
Além disso, conforme enfatizado por Gonzélez; Reyes; Romero (2017), a mistura de substratos
e o melhor equilibrio nutricional podem contribuir para a maior versatilidade da comunidade

microbiana, ampliando a tolerancia dos microrganismos a condi¢des operacionais diversas.
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5.2 Fase 2: influéncia da concentracao do substrato, do pH e da temperatura na produgéo
de H2

Esta secdo foi dividida em sete partes. Em 5.2.1 é apresentada a caracterizagdo das
condicBes avaliadas na fase 2 e as eficiéncias de remocao de matéria organica (carboidratos,
DQO, SVT e sulfato). No item 5.2.2 sdo expostos os dados de producdo acumulada de Ha, 0s
parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Gompertz Modificado e os resultados de
rendimento e taxa de producdo de H,. Em 5.2.3 € apresentada a analise de significancia dos
efeitos nas varidveis resposta. As interac@es entre DQO e pH, DQO e T bem como pH e T em
relagdo ao rendimento e a taxa de producdo de H> séo discutidas nos itens 5.2.4, 5.2.5 e 5.2.6,

respectivamente. Em 5.2.7 é exposta a analise estatistica de variancia dos modelos de regresséo.

5.2.1 Caracterizagdo das misturas avaliadas e eficiéncias de remocéao

Na Tabela 14 é apresentada a caracterizagdo inicial e final das condi¢des investigadas,
além das eficiéncias de remocédo em termos de carboidratos, DQO e SVT. Apesar de o substrato
utilizado neste trabalho ser uma mistura de efluentes reais, foi possivel estabelecer a DQO
inicial dos reatores préximo aos valores desejados de 6 g/L (variagdo de 5,00 a 5,72 g/L) e 9
g/L (variacdo de 9,04 a 9,60 g/L), enquanto os valores finais variaram de 3,93 a 4,44 g/L e de
7,92 a 8,55 g/L, respectivamente.

Os reatores operados a 6 g-DQO/L apresentaram maiores eficiéncias de remocéo (19,20
a 25,70%) do que os operados a 9 g-DQO/L (8,92 a 14,45%), independente da temperatura e
do pH. Provavelmente, a maior a concentracdo de substrato (9 g-DQO/L) forneceu matéria
orgénica em excesso para 0os microrganismos, facilitando a producdo excessiva de acidos
organicos. Isto provoca mudancas nas vias metabolicas, diminui o pH, a capacidade de
tamponamento e a atividade enzimatica, resultando em menores taxas de remogéo de DQO,
solidos volateis e carboidratos (PU et al., 2019).

As condigdes testadas resultaram em conversdes de DQO préximas do esperado para
reatores acidogénicos. Essa remocao reflete a conversdo do substrato em Hy, CO; e &cidos
graxos dentro da digestdo anaerobia incompleta. Conforme citado por Li et al. (2007) e Chaves
et al. (2021), para casos como esses, em que nao transformacéo de acidos organicos em metano,
as remog0Oes ficam em torno de 20%. Silva et al. (2017) relatam que remog0es inferiores
também sdo comuns, j& que em seus reatores acidogénicos que codigeriam residuos de

alimentos e glicerol todas as amostras resultaram em conversdes abaixo de 20%.



Tabela 14: Caracteristicas iniciais e finais e eficiéncias de remogao nos reatores avaliados na Fase 2.

71

Parametro RMSs 5 RM®5 RMS5 RM%35 RTS5 RT%s RT%:s RT%;s
Cinicial (9/L) 3,32+ 0,03 6,63 + 0,00 3,31+0,19 6,19 + 0,35 3,29+ 0,00 6,51 £0,14 3,34 £0,09 6,87 £ 0,04
Crinal (Q/L) 0,91 +0,02 2,34 +0,02 0,76 + 0,04 1,60 £0,01 1,96 £ 0,24 4,45 + 0,03 1,70 £ 0,04 4,04 = 0,06
Ec (%) 72,59 £ 0,75 64,71 £ 0,30 76,98 + 2,40 74,01 £1,71 40,39 £ 7,07 31,50 +1,85 49,04 + 0,08 41,20 + 0,56
DQOinicial (9/L) 5,72+0,15 9,38 £ 0,02 5,20+0,19 9,04 £ 0,07 5,29 £ 0,06 9,33+£0,12 5,00 £0,15 9,60 £ 0,24
DQOfinal (9/L) 4,44 + 0,02 8,55+ 0,14 4,14 + 0,06 7,92 + 0,05 3,93 +0,34 8,00 £ 0,22 4,04 £ 0,00 8,21£0,29
Ebqo (%0) 21,75+1,65 8,92 £1,69 20,37 £1,73 12,38 £0,12 25,70 £5,69 14,33 +1,19 19,20 + 2,66 14,45 £ 0,85
SV Tinicial (9/L) 5,79 + 0,03 8,94 + 0,34 5,27 + 0,26 8,26 + 0,22 6,17 +0,14 9,96 £0,19 6,01 £0,21 8,60 £ 1,08
SV Tfinal (9/L) 5,09 £0,13 7,98 £ 0,27 4,17 £ 0,25 6,62 + 0,29 5,19 £ 0,02 9,01+£0,35 5,20+0,19 7,53 +0,95
Esvt (%) 12,01+1,71 10,73 £ 0,41 20,76 £ 0,87 19,94 + 1,33 15,87 + 2,09 9,57+1,80 13,51+0,19 12,45 £ 0,05
pHfinal 4,38 £ 0,04 4,48 +0,11 4,73 +0,01 4,57 0,03 4,88 0,11 4,98 £ 0,01 5,01 £0,00 5,00 £ 0,00

RM?s5- 35 °C, 6 g-DQO/L e pH 5,5; RM%3 - 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RMP5 - 35 °C, 6 g-DQO/L e pH 6,5; RM%s - 35 °C, 9 g-DQOIL e pH 6,5; RT%s - 45 °C, 6 g-

DQO/L e pH 5,5; RT%gs - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RT%;s - 45 °C, 6 g-DQO/L e pH 6,5; RT%s - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5.

Cinicial, Crinal € Ec - Concentracdo de carboidrato inicial e final e eficiéncia de remocéo; DQOiniciai, DQOrinal € Epgo - Concentracdo de DQO inicial e final e eficiéncia de

remogao; SV Tinicial, SV Trinal € Esvt - Concentracdo de solidos volateis totais inicial e final e eficiéncia de remocgao; + - desvio padrao.

Fonte: Autora (2023).
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As concentracdes iniciais de solidos volateis totais (Tabela 14) aproximaram-se dos
valores em termo de DQO, alcancando de 5,27 a 6,17 g-SVT/L (DQOiniciai = 6 g/L) e de 8,26 a
9,96 g-SVT/L (DQOiniciar = 9 g/L). Os teores finais resultaram em 4,17 a 5,20 g-SVT/L
(DQOinicial = 6 g/L) e 6,62 a 9,01 g-SVT/L (DQOiniciar = 9 g/L). As variagOes na eficiéncia de
remocdo (Esvt) foram semelhantes as da DQO, oscilando entre 12,01% e 20,76% nas
concentracdes de 6 g-DQOJL e entre 9,57% e 19,54% nas concentragdes de 9 g-DQO/L. E
possivel que o rapido acumulo de &cidos favorecido na maior concentracdo de substrato tenha
inibido a taxa de hidrélise, resultando em menores remoces de solidos volateis (GHIMIRE et
al., 2018; PU et al., 2019).

A concentracdo de carboidratos no inicio das bateladas (Tabela 14) oscilou de 3,29 a
3,34 g/L para os reatores operados a 6 g-DQO/L e de 6,19 a 6,87 g/L para os iniciados a 9 g-
DQOI/L, com concentragdes finais flutuando de 0,76 a 1,96 g-carboidratos/L e de 1,60 a 4,45
g-carboidratos/L, respectivamente. Além das condigdes com maior concentragao de substrato
(9 g-DQO/L), independente do pH e temperatura, terem resultado em menores conversoes de
carboidratos do que as observadas com a concentracdo inferior de 6 g-DQO/L, é ainda mais
destacavel a anélise sob o0 ponto de vista da variacdo da temperatura.

Maiores eficiéncias de remocéo de carboidratos (Ec) foram verificadas a 35°C (64,71 a
76,98%) do que a 45°C (31,50 a 49,04%), independente da concentracdo e do pH. O fato de o
inoculo utilizado ter sido proveniente de um reator mantido a temperatura ambiente, e, portanto,
contendo microrganismos mais facilmente adaptaveis a 35 °C pode ter contribuido para a maior
conversdo de carboidratos nesta temperatura do que a 45°C. Fato analogo foi observado por
Azbar et al. (2009) e Magdalena et al. (2023), onde in6culos mesofilicos apresentaram melhor
desempenho na fermentacdo acidogénica mesofilica do que termofilica.

Tavares et al. (2022) ao avaliarem a producéo de hidrogénio a partir de agua residuaria
de mandioca também verificaram baixas remogdes de carboidratos em faixas termofilicas (22
a 27 %). Albanez et al. (2016) ao promoverem a codigestédo de vinhaga e melaco em AnSBBR
a 30°C, relataram remocdes de DQO em torno de 18% e de carboidratos proximas a 85%.

Pu et al. (2019) avaliaram as remocdes de DQO, solidos volateis e carboidratos durante
a fermentacdo de residuos de alimentos sob as concentragdes iniciais de 0, 7,5, 15, 22,5, 30 e
37,5 g-SVI/L. Foram testadas condic¢des utilizando indculo com e sem pré-tratamento térmico.
Para o substrato tratado termicamente, o acréscimo na concentragdo de 0 a 15 g-SV/L aumentou
de 4,8% para 36,3% a eficiéncia de remocdo de DQO, havendo decréscimo nas demais
concentracfes. O comportamento da variacao na eficiéncia de remocao de sélidos volateis foi

analogo ao da DQO, com valor méximo de 40,5% a 15 g-SV/L. Quanto a degradacdo de
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carboidratos, a eficiéncia méxima de 88,1% foi alcancada a 7,5 g-VS/L e decresceu com 0
aumento da concentracdo do substrato. Os autores concluiram que concentraces exageradas
de substrato dificultam a transferéncia de massa e restringem o processo digestivo, diminuindo
as taxas de conversdes em termos de DQO, sélidos volateis e carboidratos.

Ainda na Tabela 14, observa-se que houve decréscimo no pH final de todos os reatores
em relacdo aos valores iniciais estabelecidos em 5,5 e 6,5. Isto porque, além de néo ter sido
utilizado alcalinizante para tamponar os sistemas, 0s acidos organicos produzidos junto ao H;
durante a fermentacgdo acidogénica acabam diminuindo o pH do meio (SILVA et al., 2021).

O pH final dos reatores operados a 35 °C oscilou entre 4,38 e 4,73 enquanto nos reatores
mantidos a 45 °C a variacao foi de 4,88 a 5,01. Os ambientes acidos aliados ao pré-tratamento
térmico do inoculo colaboraram para a inibicdo da metanogénese, visto que ao longo das
bateladas ndo foi detectada nenhuma producdo de metano. Isto comprova a eficiéncia de
inibicdo das arqueias metanogénicas, conforme experiéncia ja verificada em outros estudos
(AMORIM et al., 2018; CHAVES et al., 2021; GAVAZZA et al., 2021).

Os maiores pHs finais observados nos reatores termofilicos ja eram esperados, pois em
tais ambientes, ha diminuicdo da solubilidade do COg, resultando em baixa concentracdo de
acido carb6nico no meio e menor acidez do sistema (SIDDIQUE; WAHID, 2018; ELREEDY;
FUJII; TAWFIK, 2019).

5.2.2 Producéo de H e pardmetros cinéticos

A Figura 7 e o Apéndice B (Tabela B1 e Figuras B1 a B8) trazem os dados de producgéo
acumulada de hidrogénio em relagéo ao tempo e as curvas de ajuste ao modelo de regresséo.

Os reatores mesofilicos, RM%5 (847,87 + 13,78 mL-H,), RM% s (561,33 + 26,14 mL-
Hz) e RM%s (461,16 + 2,64 mL-H), com excecdo de RMCss, apresentaram as maiores
produgdes acumuladas. A condi¢do de maior DQO (9 g/L) e pH (6,5) aliada a menor
temperatura (35°C) culminou no melhor resultado, que foi cerca de 9 vezes maior do que a 0
valor alcancado pelo reator que apresentou a menor producdo (RT®s).

Por sua vez, as producdes minimas acumuladas, 169,92 + 8,26 mL-H, (RM®s) e 95,27
+ 11,36 mL-H (RT5 ) foram obtidas com a combinag&o de menor DQO (6 g/L) e pH (5,5).
Os demais reatores, todos termofilicos, resultaram nos valores intermediarios de 177,77 + 3,49
mL-Hz (RT%5), 333,23 + 2,72 mL-H, (RT%;) e 389,96 + 1,42 mL-H, (RT%3s).
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Figura 7: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para as condi¢des da fase 2.
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Fonte: Autora (2023).

As oito condic¢des operacionais testadas resultaram em dados com bom ajuste ao modelo
de Gompertz Modificado (R? > 0,98), conforme apresentado na Tabela 15. Verifica-se que o
potencial maximo de producgdo (P) variou entre 114,43 mL-H, (RT%s) e 925,05 mL-H;
(RM%), a taxa méaxima (Rm) oscilou entre 0,16 mL-Hz/h (RT% ) e 1,24 mL-Ha/h (RM%;5) e a
fase lag (1) durou de 0,00 (RM5s) a 36,30 horas (RT%s).

Na Tabela 15 também sdo exibidos os resultados de rendimento e taxa de producdo de
H.. O rendimento volumétrico manteve-se entre 0,30 L-H2/g-DQOap (RT% ) e 1,56 L-Ha/g-
DQOap (RM%5) e a taxa de producéo volumétrica apresentou valor minimo de 12,01 mL-Ha/g-
DQOapi/d (RT® 5) @ maximo de 54,98 mL-H,/g-DQO4p/d (RM%s). A Tabela B2 do Apéndice
B traz os resultados de desempenho em outras unidades usuais da literatura.

Para verificar se os resultados das respostas diferem estatisticamente entre si, foi
realizado o teste de Tukey aliado a ANOVA de um fator com nivel de significancia de 5%. Em
se tratando do rendimento em L-H2/g-DQOxp, 0s pares 1,48 (RM%s) e 1,56 (RM%s), 1,00
(RM%s) e 1,11 (RT55) bem como 0,30 (RT%s) e 0,32 (RT% ) ndo diferem entre si. Quanto a
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taxa de produgdo em mL-H2/g-DQOqp/d, as equidades s&o entre a dupla 51,65 (RM%5) e 54,98
(RM%;s) e entre o trio 17,47 (RM55), 12,01 (RT%s) e 13,00 (RT%s).

Tabela 15: Pardmetros cinéticos do Modelo de Gompertz Modificado, rendimento e taxa de producdo para as
condicOes da Fase 2.

P Rm A (h) R? VHY bQoapl VHPRDQOoap!
RMbss 183,77 +7,98d 0,25+0,01e 0,68+0,08c 0,9864 050+0,01cd 17,47x056¢€
RM%s 629,88+51,99b 082+001b 20,01+487b 09875 1,00+0,04b 35,12+0,50 ¢
RM6s 501,87+435¢c 0,67+0,00c 0,00+0,00c 0,9874 1,48+0,06a 51,65+2,04a
RM%;s 92505+2055a 1,24+0,0la 1,89+189c 0,9879 1,56+0,01a 54,98 + 0,05 a
RT%s 114,43+1333d 0,16+002f 2791+658ab 0,9913 0,30+0,04¢ 12,01 +146e€
RT%s 211,00 +3,64d 0,30£0,01e 36,30+093a 0,9913 0,32+0,00de 13,00+0,07e
RT%s 399,73+2,85¢ 054+0,01d 14,58+0,01bc 0,9908 1,11+0,02b 43,39+£0,90 b
RT%s 481,64+298c 064+000c 1257+240bc 0,9916 0,68+0,01c 26,66 +0,53d

RMb5s5- 35 °C, 6 g-DQOI/L e pH 5,5; RM%;s - 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RM&; - 35 °C, 6 g-DQO/L e pH
6,5; RM%; - 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5; RT® s - 45 °C, 6 g-DQO/L e pH 5,5; RT%;5 - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH
5,5; RT% - 45 °C, 6 g-DQO/L e pH 6,5; RT% - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5.

P (mL) - Potencial méximo de produc¢do de Hz; Rm (mL/h) - Taxa méxima de producdo de Ha; A (h) - Duragéo
da fase lag; R? - Coeficiente de regressdo; VHY pgoapi (L-H2/g-DQO4p) - rendimento volumétrico por carga
aplicada e VHPRpgoapi (ML-H2/g-DQO4,i/d) - taxa de producdo volumétrica por carga aplicada.

A analise comparativa entre as médias para cada parametro deve ser feita na vertical por meio das letras que as
seguem, onde os valores que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente diferentes pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autora (2023).

Ao comparar os reatores sob mesmas condi¢6es combinadas de DQO e pH, em todos
0s casos, 0s ambientes mantidos a 35 °C resultaram em valores de P, Rm, VHYbgoapl €
VHPRDbooap! Superiores aos obtidos a 45°C (RM%s > RT% s, RM%5s > RT% 5, RM%5s > RT%s
e RM% s> RT%5). Assim, 0 aumento da temperatura ndo foi benéfico para o sistema. A hipétese
para explicar este fato € que a aplicacdo de temperatura mais alta pode ter causado desativagdo
e perda de enzimas, taxa rapida de morte celular microbiana e conversdo incompleta do
substrato (CHEN et al.; 2022).

Quanto a fase de adaptacao dos microrganismos (fase lag), houve maior duragdo com o
incremento da temperatura (RM®%5s < RT%5s, RM%5 < RT%5 RM®%s < RT%5s e RM%;s <
RT%s). O indculo fonte de microrganismos utilizado nos reatores foi coletado de um sistema
que tratava efluente a temperatura ambiente. Certamente isso permitiu que 0s microrganismos
presentes na cultura mista se adaptaram mais rapidamente na condicdo mesofilica do que

termofilica, conforme verificado por Kargi; Eren; Ozmihci (2012).
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No estudo de Kargi; Eren; Ozmihci (2012), em que solucéo de soro de queijo em po foi
usada como matéria-prima para a producdo de gas hidrogénio por fermentacdo acidogénica a
35 °C e 55 °C, foi verificada maior fase lag na temperatura termofilica, uma vez que a cultura
original era mesofilica parcialmente adaptada a 55 °C. Como essa cultura foi obtida a partir de
fermentacgdo escura mesofila, a producéo a 35 °C ocorreu sem fase lag considerével.

Em relacdo ao pH inicial, mantendo constantes temperatura e DQO, a mudanca de pH
5,5 para 6,5 provocou aumento nos valores de P, Rm, VHYbgoapi € VHPRpgoapl (RM®%5 >
RM® 5, RM% 5 > RM% 5, RT% 5 > RT®% 5 e RT%5 > RT%s) e decréscimo na duragdo da fase lag
(RM®5 < RM®5, RM% 5 < RM%5, RT% 5 < RT%5s e RT%5 < RT%5). As menores fases lag e
maiores producgdes sdo devido a facilidade de adaptacdo dos microrganismos ao ambiente com
pH 6,5 por ser mais proximo do pH 6,38 em que o inoculo foi coletado (HAQUE et al., 2022;
MAGDALENA et al., 2023).

Do ponto de vista da concentracdo inicial do substrato, fixando temperatura e pH,
percebe-se que o incremento na DQO de 6 g/L para 9 g/L reforgou os valores de P, R,
VHY booapl, VHPRDQqosp! € A em quase todos os casos (RM% s> RM® s, RM% 5> RM® s, RT % s
> RT%s), exceto nas condigdes de temperatura e pH superiores (RT%s > RTS%s).
Majoritariamente, a menor concentracdo de substrato forneceu inferior quantidade de matéria
organica a ser degradada pelos microrganismos, resultando em producBes menores de
hidrogénio (KUMAR et al., 2018; PU et al., 2019).

5.2.3 Analise de significancia dos efeitos

Na Tabela 16 séo expostos os efeitos principais e interativos de segunda e terceira ordem
gerados pelo planejamento fatorial 2% com intervalo de confianca de 95% (t-student = 2,31)
para as variaveis resposta rendimento e taxa de producdo.

Tanto para o rendimento volumétrico de hidrogénio por carga aplicada “VHYbgoapl”
(R? = 0,99512, ajuste = 0,99084 e EPMQ = 0,0021313) quanto para a taxa de produc&o
volumétrica por carga aplicada “VHPRpgoap” (R? = 0,99613, ajuste = 0,99275 e EPMQ =
1,99295), o efeito principal da DQO e o efeito interativo de terceira ordem (DQO*pH*T) nédo
foram significativos, ja que apresentam valor-P > 0,05, intervalo de confianca (IC) incluindo o
zero e [t(8)| < t-student (2,31). Neste caso, descartam interpretagdo. Além disso, como as
interacOes de segunda ordem (DQO*pH, DQO*T e pH*T) foram todas significativas, os efeitos

principais do pH e da temperatura ndo podem ser interpretados isoladamente e sim em conjunto.
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Tabela 16: Efeitos principais e interativos do planejamento fatorial 23,

Resposta Fator Efeito DP (EP) t(8) Valor-P IC de 95%
Média Global 0,868125 0,011541 75,2186 0,000000  (0,8415; 0,8947)
DQO 0,041250 0,023083 11,7871 0,111742  (-0,0120; 0,0945)
pH 0,681250 0,023083 29,5134 0,000000  (0,6280; 0,7345)

VHY poosp! T -0,531250 0,023083 -23,0150  0,000000  (-0,5845; -0,4780)

(L-H2/g-DQOgp) DQO*pH -0,218750 0,023083 -9,4768 0,000013  (-0,2720; -0,1655)
DQO*T -0,251250 0,023083 -10,8848  0,000004  (-0,3045; -0,1980)
pH*T -0,096250 0,023083 -4,1698 0,003123  (-0,1495; -0,0430)

DQO*pH*T -0,011 0,02308  -0,4874 0,639065  (-0,0645; 0,0420)
Média Global 31,7838 0,352930 90,0569 0,000000  (30,9699; 32,5976)

DQO 1,3100  0,705859  1,8559 0,100563  (-0,3177; 2,9377)
pH 24,7675  0,705859 350884  0,000000  (23,1398; 26,3952)
VHPRogos T -16,0400  0,705859 -22,7241  0,000000  (-17,6677; -14,4123)
(ML-H/g-DQO.p/d) DQO*pH  -8,0100  0,705859 -11,3479  0,000003  (-9,6377; -6,3823)
DQO*T -9,1825  0,705859 -13,0090  0,000001  (-10,8102; -7,5548)
pH*T 22450  0,705859 -3,1805  0,012987  (-3,8727; -0,6173)

DQO*pH*T -0,8475 0,705859  -1,2007 0,264223  (-2,4752; 0,7802)
VHY pgoapl - rendimento volumétrico de H, por carga aplicada; VHPRpgoapi - taxa de producéo volumétrica por
carga aplicada; DQO - demanda quimica de oxigénio; T - temperatura; DP (EP) — desvio padrdo (erro puro); t(8)
— efeito/EP; IC — intervalo de confianga.

Fonte: Autora (2023)

Os gréficos de pareto (Figuras 8 e 9) facilitam a analise de significancia dos efeitos.
Considerando probabilidade de erro de 5% e nivel de confianca de 95%, aqueles com efeito
padronizado antepostos a linha tracejada (|t(8)| < t-student|) ndo s&o significativos. 1sso permite
estabelecer a ordem de influéncia dos fatores DQO, pH e Temperatura sobre as respostas.

Tanto para VHYpooap (Figura 8) quanto para VHPRpgoapl (Figura 9), o fator mais
significativo foi o pH com efeito positivo, seguido pela temperatura com efeito negativo. A
significancia desses fatores ja era esperada. A DQO, por sua vez, apesar de ter seu efeito
individual sem significancia, apresentou interacdes significativas e de efeito negativo com 0s
demais fatores principais (pHe T).

Conforme destacado por Silva et a. (2021), a temperatura reacional afeta o crescimento
e a diversidade dos microrganismos, influenciando diretamente na etapa de hidrélise dos
substratos. Os autores destacam a melhora da producdo de hidrogénio com o aumento da
temperatura, ja que esta condi¢do fornece taxa de hidrolise mais rapida. Por outro lado, Chen
et al. (2022) e Haque et al. (2022) enfatizam que a aplicacdo de temperaturas altas pode causar

desativacdo e perda de enzimas, taxa rdpida de morte celular microbiana e conversdo
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incompleta do substrato, vindo a apresentar efeito negativo sobre a producéo de hidrogénio,

conforme foi verificado neste trabalho.

Figura 8: Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para VHY pgoapi com a = 0,05.
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Fonte: Autora (2023).

Figura 9: Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para VHPRpgoap com a = 0,05.
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Fonte: Autora (2023).

Silva et al. (2021) também enfatizam a importancia do pH na producgdo ou consumo de
hidrogénio, ja que influencia na solubilizacdo da matéria organica, na comunidade microbiana

e nos produtos formados. Segundo o trabalho de Ziara et al (2019), a faixa ideal de pH depende
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bastante do tipo de substrato. Os autores citam o pH 6timo entre 5 e 6 para residuos de
alimentos, valores de pH mais préximo da neutralidade para dguas residuais de processamento
animal e pH entre 6.5 e 8.5 para aguas residuais de lactato.

A interpretacdo conjunta dos fatores considerando as interagOes significativas de
segunda ordem ¢é facilitada a partir da analise dos graficos quadrados de médias preditas que
contém as respostas médias de todas as combinagfes de niveis das variaveis. Neste caso tem-
se os efeitos das interacbes DQO*pH (Figuras 10 e 11), DQO*T (Figuras 12 e 13) e pH*T
(Figuras 14 e 15) em relacdo VHY pgoapi € VHPRDQOapI-

5.2.4 Efeito da interacdo DQO*pH sobre VHY pgoapl € VHPRDQOoap!

Quanto ao efeito da interacdo DQO*pH sobre VHY pgoapl (Figura 10) e VHPRpQoapi
(Figura 11), observa-se que no menor pH, ao elevar a DQO de 6 g/L para 9 g/L, o rendimento
e a taxa de producdo de H» foram incrementados em +65% e +63,2%, enquanto em pH 6,5
houve reducdes de -13,9% e -14,1%, respectivamente. Sob outra perspectiva, em ambas as
concentracOes iniciais de substrato, o aumento do pH de 5,5 para 6,5 beneficiou tanto o
rendimento (acréscimos de +225% a 6 g-DQO/L e +69,7% a 9 g-DQO/L) quanto a taxa de
producéo (acréscimos de +222,4% a 6 g-DQO/L e +69,7% a 9 g-DQO/L).

Figura 10: Grafico de médias preditas DQO*pH para VHY pgospi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).
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Figura 11: Gréfico de médias preditas DQO*pH para VHPRpgoapi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).

Os aumentos observados em VHY pqoapi (Figura 10) e VHPRpgoaspi (Figura 11) sob pH
5,5 com a elevagédo da DQO séo explicados pelo fato de que a maior concentracao de substrato
(9 g-DQO/L) forneceu quantidade superior de matéria organica a ser degradada pelos
microrganismos, resultando em producfes maiores de hidrogénio (POURESMAEIL;
NOSRATI; EBRAHIMI, 2019). Situacdes semelhantes foram relatadas por outros autores ao
investigarem o efeito da concentracdo do substrato na producdo de hidrogénio a partir de
residuos agricolas, conforme exemplos descritos adiante.

No trabalho de Kumar et al. (2018), o acréscimo da concentracdo de melago entre 10 e
40 g/L favoreceu a fermentacdo do substrato, atingindo taxa méaxima de 142 mL-Ha/h.
Entretanto, a partir de 50 g/L houve inibicdo do crescimento bacteriano e decréscimo da
producéo.

Pouresmaeil; Nosrati; Ebrahimi (2019) ao implementarem a digestdo de vinhaga entre
1,7 e 11,6 g-DQO/L verificaram o beneficiamento do rendimento de hidrogénio, enquanto
efeito negativo foi observado em DQO acima de 11,6 g/L. O valor maximo de 58,41 mL-H>/g-
DQOinicial foi alcancado a 11,6 g-DQO/L e reduziu até 1,28 mL-H2/g-DQOinicial Na concentracao
méaxima testada de 49,8 g-DQO/L. O decréscimo foi atribuido a toxicidade da vinhaca, a
superacidificacdo do sistema e ao aumento da presséo parcial no headspace.

Residuos de alimentos pré-tratados termicamente, em concentrac@es superiores (22,5,
30 e 37,5 g-SVIL) e inferiores (0 e 7,5 g-SV/L) a 15 g-SV/L, apresentaram decréscimo no
rendimento de hidrogénio. O &pice da producdo foi 75,3 mL-H/g-SV (PU et al., 2019). Os
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pesquisadores concluiram que nas concentragdes mais baixas houve insuficiéncia de matéria
organica, enquanto as concentracGes mais altas favoreceram o crescimento de bactérias do
acido latico, provocando queda do pH e diminuigdo da atividade enzimatica.

Aumento na produgdo de hidrogénio ao elevar a concentragao afluente na mistura de
67% de vinhaga com 33% de melago foi observado no estudo de Albanez et al. (2016).
Enquanto a 3 g-DQO/L foram produzidos 0,7 mmol-H2/g-DQOapiicada (0,8 mmol-Ha/g-
DQOremovida) € 0,6 mol-H2/g-SVT/d, na concentragédo de 6 g-DQO/L os resultados expandiram
para 2,2 mmol-H2/g-DQOapiicada (2,9 mmol-H2/g-DQOremovida) € 2,9 mol-Ha2/g-SVT/d.

A partir dos estudos citados é possivel observar que concentracdes baixas de substrato
podem ser insuficientes para o desenvolvimento das bactérias. Em contrapartida, concentracdes
relativamente altas também podem retardar o metabolismo bacteriano ao provocar acimulo de
acidos organicos, decaimento do pH e aumento da pressdo parcial de hidrogénio (Px2) no
headspace, a qual provoca acréscimo na quantidade de H. dissolvida no meio de fermentacéo e
reduz significativamente o rendimento do processo.

O comportamento inverso das respostas observado em pH 6,5 com o aumento da DQO
pode ser devido ao fato de que a aplicacdo simultanea dos valores superiores de dois fatores
(pH 6,5 e DQO 9 g/L) tenha provocado um acumulo exagerado de gas no inicio da batelada e
aumentado a PH2, 0 que inibe a atividade das hidrogenases e a continuidade da produgdo do gés.
Isto porque houve colaboracdo mutua dos fatores para o aumento da pressdo parcial no meio,
onde o maior pH facilitou a adaptacdo dos microrganismos ao ambiente menos éacido
(MAGDALENA et al., 2023) e a maior concentragdo de substrato disponibilizou mais
carboidrato para a digestdio (POURESMAEIL; NOSRATI; EBRAHIMI, 2019).

Sob o ponto de vista dos acréscimos verificados no rendimento (Figura 10) e na taxa de
producdo (Figura 11) em ambas as concentracdes iniciais de substrato com o aumento do pH,
tais fatos podem ser justificados com base na pesquisa de Magdalena et al. (2023). A possivel
explicacdo para o melhor desempenho em pH 6,5 seria a maior facilidade de adaptacdo dos
microrganismos ao ambiente com pH mais proximo do habitat natural deles (pH 6,38 do in6culo
- Tabela 3). Em adicdo, um menor acimulo de acidos organicos neste pH pode ter contribuido
para a diminuicdo da fase lag e a maior producédo de Hz, segundo citado por Haque et al. (2022).

No estudo de Magdalena et al. (2023), foram testados os pHs iniciais 5, 6, 7 e 8 na
fermentacdo de residuos alimentares, resultando na producdo maxima de 136 mL-H2/g-SVinicial
em pH 6. O pH original do in6culo que era proximo a 6 foi responsavel pelo maior rendimento
em pH 6 quando comparado com os demais casos. Foram obtidos 64,2 mL-H2/g-SVinicial em pH
5, 55 mL-H2/g-SVinicia em pH 7 e 38,3 mL-H2/g-SVinicia €m pH 8.
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Infantes et al. (2011) ao verificarem a influéncia do pH (4 e 6) e da temperatura (26 e
40 °C) na fermentacdo acidogénica de solucéo de glicose, justificaram a maior producao de H>
obtida em pH 5 e 26 °C, devido ao cultivo utilizado no teste ter sido previamente adaptado para
condicdo de pH 5 em temperatura ambiente por seis meses.

Haque et al. (2022) destacam que ambientes com elevada acidez podem bloquear a
atividade enzimatica das hidrogenases responsaveis pela producdo de hidrogénio, aumentando
a duracdo da fase lag e inibindo o processo de fermentacédo escura.

Sunyoto et al. (2017), avaliando o efeito do pH inicial (4, 6 e 8) na producgédo de
hidrogénio de residuos alimentares verificaram pior desempenho em um pH inicial menor (pH
4), onde as culturas necessitaram de um periodo de tempo maior para se adaptarem as condicdes
ambientais e produzirem hidrogénio. A taxa de producdo e o rendimento atingiram os picos de
651 mL-Hj/L/dia e 1.044 mL-HJ/L, respectivamente, em pH inicial 6, por ser o0 ambiente que
promoveu maior ativagdo da enzima hidrogenase, inibicdo das arqueias metanogénicas e
formacéo de solventes. Em pH 8 houve rapido acimulo de acidos e decréscimo do pH, enquanto
em pH 4 houve diminuicédo da atividade da hidrogenase.

No trabalho de Tang et al. (2022), foi avaliado o efeito do pH (4 a 11) na producéo de
hidrogénio a partir de efluente sintético preparado com agtcar mascavo. O pH 5 resultou no
maior rendimento de 70,94 mL-H>/g-SSV que foi 3 vezes maior do que o obtido no pH 4, o
qual, por sua vez, causou efeito inibitorio no crescimento de bactérias hidroliticas e acidificou
0 processo, aumentando a duracéo da fase lag. O rendimento no pH 5 foi aproximadamente
10%, 31%, 35%, 49%, 17% e 81% superior ao observado nos pHs 6, 7, 8,9, 10 e 11.

5.2.5 Efeito da interagdo DQO*T sobre VHY pgoapi € VHPRpQoapi

Os efeitos da interagdo DQO*T sobre VHYpgoapl € VHPRDbgoap S80 observados nas
Figuras 12 e 13, respectivamente. A 35°C, quando a DQO foi elevada de 6 g/L para 9 g/L, 0s
valores de VHY pqoapi € VHPRpooapl apresentaram aumentos de +29,3% e +30,4%, enquanto a
45°C as respostas foram reduzidas em -29,6% e -28,4%, na devida ordem. Por outra
perspectiva, com as duas concentracdes testadas, ao elevar a temperatura de 35 °C para 45 °C
houve diminuicdo em VHYpgoap (-39,4% a 6 g-DQO/L e -156% a 9 g-DQO/L) e em
VVHPRpqoapl (-24,8% a 6 g-DQO/L e -127,2% a 9 g-DQO/L).
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Figura 12: Gréfico de médias preditas DQO*T para VHY pgoapi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).

Figura 13: Gréfico de médias preditas DQO*T para VHPRpgozpi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).

A elevacdo da DQO na temperatura de 35° C provocou aumento nas respostas. A maior
concentracdo de substrato (9 g-DQO/L) nesta temperatura de 35 °C forneceu quantidade
superior de matéria organica a ser degradada pelos microrganismos, por isso resultou em
maiores produc@es de hidrogénio (KUMAR et al., 2018; PU et al., 2019).

Em contrapartida, a elevacdo da DQO na temperatura de 45 °C provocou decréscimos
em VHYpgoapl € VHPRpooapi. Isto pode ser devido ao aumento da P2 no meio. Ao aplicar

temperatura e DQO maiores, provavelmente houve um actmulo inicial exagerado de gas,
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inibindo a continuidade da produgéo. Neste caso, 0 aumento da pressao parcial foi possibilitado
pela temperatura termofilica que forneceu maior taxa de hidrolise e de formacdo de H:
(HAQUE et al., 2022) e pela maior concentracdo de substrato que disponibilizou mais
carboidrato para a digestdo (POURESMAEIL; NOSRATI; EBRAHIMI, 2019).

As maiores taxas de hidrdlise e de formacdo de produtos possibilitadas na digestdo
anaerdbia termofilica fazem com que haja maior acimulo de hidrogénio no meio reacional.
Quando o gas vai sendo produzido sem haver retirada simultanea, ocorre 0 aumento da pressao
parcial do hidrogénio e transferéncia da fase gasosa para a fase liquida, prejudicando o
metabolismo bacteriano (HAQUE et al., 2022).

Quanto ao comportamento das respostas com 0 aumento da temperatura nas duas
concentragOes testadas, os ambientes mesofilicos resultaram em valores de VHYpgoapl €
VHPRpqoap Superiores aos obtidos na condigdo termofilica. O aumento da temperatura foi
prejudicial para o processo digestivo. A aplicagdo de temperatura mais alta provavelmente
causou desativacdo e perda de enzimas, taxa rapida de morte celular microbiana e conversao
incompleta do substrato (CHEN et al., 2022). Além disso, o indculo mesofilico pode ter
contribuido para o baixo desempenho a 45 °C (MAGDALENA et al., 2023).

De acordo com Haque et al. (2022), a maioria dos estudos apresentam maiores
producBes de hidrogénio com o aumento da temperatura, entretanto, para casos em que 0
substrato possui concentracdo elevada de carboidratos, a exemplo da mistura entre vinhaca e
melaco, o efeito pode ser inverso. Sattar et al. (2016), por exemplo, verificaram esse fato ao
quantificarem o efeito da temperatura na producao de H> a partir de diversos residuos da cultura
do arroz. Enquanto palha, casca e farelo de arroz, que contém baixo teor de carboidratos,
tiveram a producdo favorecida em condi¢6es termofilicas (55°C), restos de arroz (alimento)
ricos em carboidratos apresentaram melhor producao em temperatura mesofilica (37 °C).

Um possivel melhor desempenho na temperatura de 45 °C seria obtido com a utilizacdo
de um indculo proveniente de tratamento termofilico ou até mesmo indculo mesofilico
aclimatado para a temperatura desejada, em concordancia com o relatado por Haque et al.
(2022) e Infantes et al. (2011), respectivamente.

O estudo de Azbar et al. (2009) avaliou a fermentacéo acidogénica de efluente de soro
de queijo nas temperaturas de 36 e 55 °C, observando maiores rendimento e taxa de producgéo
especifica de Hz2 a 36 °C (9,2 mmol-H./g-DQO e 5,1 mL-H2/g-SSV/h) do que a 55 °C (8,1
mmol-H2/g-DQO e 1,1 mL-H./g-SSV/h). O baixo desempenho em ambiente termofilico foi
atribuido a utilizacdo de um lodo anaerdbio mesofilico como inéculo e a maior producédo de

acido propionico. Situacdo semelhante foi relatada por Magdalena et al. (2023), onde a digestdo



85

de residuos alimentares em pH inicial de 5,5 resultou na maior producéo de hidrogénio a 37 °C
(93 mL-H2/g-SViniciar) do que nas temperaturas de 25 °C e 50 °C. Neste caso, 0 inoculo também
foi coletado de uma fonte mesofilica.

Lovato et al. (2018), a partir da codigestao de soro de queijo com glicerina verificaram
maior produtividade de H2 a 30°C do que a 35°C, trazendo como justificativa que o exagerado

crescimento da biomassa a 35°C teria provocado rapido decréscimo na producao.

5.2.6 Efeito da interagdo pH*T sobre Rm, VHY bgoapi € VHPRDQOapI

Os efeitos da interagdo pH*T sobre VHYpqoapi € VHPRDpgoap S80 visualizados nas
Figuras 14 e 15, respectivamente. Nas duas temperaturas avaliadas, quando o pH variou de 5,5
para 6,5, observou-se aumentos em VHYpqoapi (+102,7% a 35 °C e +190,3% a 45 °C) e
VHPRDpqoapi (+102,7% a 35 °C e +180,2% a 45 °C). Sob o ponto de vista do pH, nos dois
valores testados, 0 aumento da temperatura provocou decréscimo em VHY pqoapi (-141,9% em
pH 5,5 e -68,9% em pH 6,5) e VHPRpqoapi (-110,4% em pH 5,5 e -52,2% em pH 6,5).

Figura 14: Grafico de médias preditas pH*T para VHY pgoapi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).



86

Figura 15: Gréafico de médias preditas pH*T para VHPRpgoapi (IC = 95%).
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Fonte: Autora (2023).

Foram observados melhores desempenhos das respostas nos ambientes menos acidos,
tanto a 35 °C quanto a 45 °C. Novamente, a justificativa ¢ dada pela maior facilidade de
adaptacdo dos microrganismos ao ambiente com pH mais proximo do pH do in6culo (6,38 —
Tabela 3), resultando no aumento das producdes de hidrogénio, em concordancia com a
observagédo de Magdalena et al. (2023).

Ja o efeito negativo dessa interacdo causado em VHY pgoapi € VHPRDpgoapi pela elevacéo
da temperatura nos dois pHs testados foi semelhante ao observado para a interagdo DQO*T. O
aumento da temperatura ndo foi benéfico para os sistemas. A temperatura mais alta pode ter
causado desativacao e perda de enzimas, taxa rapida de morte celular microbiana e conversédo
incompleta do substrato (CHEN et al., 2022).

5.2.7 Anélise de varidncia (ANOVA) dos modelos lineares

A analise de variancia utilizada para verificar a qualidade dos ajustes dos dados aos
modelos lineares gerados para as variaveis resposta em fungdo dos efeitos € exposta na Tabela
17. Como os efeitos de terceira ordem (DQO*pH*T) foram todos insignificantes e ainda a
exclusdo dos mesmos nio alteram significativamente o valor do R? dos modelos, tais efeitos
foram desconsiderados no calculo da ANOVA para possibilitar a avaliacdo da falta de ajuste

por meio dos testes F.
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Os modelos apresentaram bons justes, com R? > 99%. Isto indica que, para as respostas,
mais de 99% das variagdes totais em torno das médias sao explicadas pelas regressdes, restando
menos de 1% para os residuos; além disso, os modelos tiveram valor maximo explicavel
superiores a 99%.

Ao realizar o teste F da razdo MQregressio/MQresiduo (Tabela 17) tem-se: F calculados (F-
calcs9) iguais 296,69 e 327,13 para VHYbqoapi € VHPRDqoapi, respectivamente. Como esses
valores s&o superiores ao F tabelado (F-tabso = 3,37) no nivel de 95% de confianga, é possivel
verificar que os modelos estatisticos encontrados sdo significativos.

Por outro lado, para o teste F da razdo MQfaita de ajuste/ M Qerro puro, tem-se: F calculados (F-
calcyg) iguais a 0,24 e 1,44 para VHY pgoapi € VHPRDgoapI, respectivamente, que sdo menores
do que o valor tabelado (F-tabig = 5,32). Isto mostra que ndo ha falta de ajuste dos dados e
confirma a significancia dos modelos lineares, indicando que os mesmos podem ser utilizados
para fazer previsdes sobre 0 comportamento das respectivas respostas com a varia¢do da DQO,
do pH e da temperatura. A boa predicdo dos modelos também é confirmada pelos os valores-p

equivalentes as faltas de ajustes, visto que sdo todos ndo significativos (> 0,05).

Tabela 17: ANOVA para os modelos lineares das variaveis resposta da Fase 2.

Resposta R?(%) Fonte GL SQ MQ Valor-F  Valor-P

Regresséo 6 3,473086 0,578848 296,69

Residuo 9 0,017556 0,001951
VHY pqoap! 99,497  Faltade ajuste 1 0,000506 0,000506 0,24 0,639065
(L-H2/g-DQOg4p1) Erro puro 8 0,017050 0,002131

Total 15 3,490642

% maxima de variacdo explicavel: 99,512

Regressao 6 4,103,779  683,96316 327,13

Residuo 9 18,817 2,090778
VHPRpgoapl 99,553  Faltade ajuste 1 2,873 2,873 1,44 0,264223
(mL-H./g-DQO4,/d) Erro puro 8 15,944 1,993

Total 15 4.122,596

% maxima de variacdo explicavel: 99,613

VHY pgoapi— rendimento volumétrico por carga aplicada; VHPRpqosp - taxa de producdo volumétrica por carga
aplicada; GL — grau de liberdade; SQ — soma quadratica; MQ — média quadratica.

Fonte: Autora (2023).
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Na Tabela 18 sdo apresentados os coeficientes de regressdo com seus respectivos erros

padréo e significado estatisticos para cada parametro dos modelos lineares gerados.

Tabela 18: Coeficientes de regressdo, erro padréo e significados estatisticos dos modelos lineares em F2.

Resposta Fator Coeficiente DP (EP) IC de 95% Valor-P
Constante  0,868125 0011541  (0,8415; 0,8947) 0,000000
DQO 0,020625 0011541  (-0,0060; 0,0472) 0,111742
pH 0,340625 0011541  (0,3140; 0,3672) 0,000000
VHY boospl T -0,265625 0011541  (-0,2922; -0,2390) 0,000000
(L-H2/g-DQO4)
DQO*pH  -0,109375 0011541  (-0,1360; -0,0828) 0,000013
DQO*T -0,125625 0011541  (-0,1522; -0,0990) 0,000004
pH*T -0,048125 0011541  (-0,0747; -0,0215) 0,003123
Constante  31,78375 0352930  (30,9699; 32,5976)  0,000000
DQO 0,65500 0352930  (-0,1589; 1,4689) 0,100563
pH 12,38375 0352930  (11,5699; 13,1976)  0,000000
VHPRbgoa! T -8,02000 0,352930  (-8,8339; -7,2061) 0,000000
(mL-H2/g-DQOgi/d)
DQO*pH  -4,00500 0352930  (-4,8187; -3,1911) 0,000003
DQO*T -4,59125 0352930  (-5,4051; -3,7774) 0,000001
pH*T -1,12250 0,352930  (-1,9364; -0,3086) 0,012987

VHY pgoapl - rendimento volumétrico por carga aplicada; VHPRpqoapi - taxa de produgdo volumétrica por carga
aplicada; DQO - demanda quimica de oxigénio; T - temperatura; DP (EP) - desvio padrao (erro puro); IC -
intervalo de confianca.

Fonte: Autora (2023).

Resgatando os coeficientes de regressao apresentados na Tabela 18 € possivel escrever
0s modelos lineares para as respostas do planejamento, conforme apresentado nas Equacoes
(34) e (35):

VHY bpgoapl = 0,868 + 0,021x; + 0,341x; - 0,266X%3 - 0,109x1X2 - 0,126X1X3 -

0,048%0xa (34)

VHPRpqoapi = 31,784 + 0,655x1 + 12,384x%> - 8,020x3 - 4,005X1X2 -

4,591x:X3 - 1,123%oX3 (35)

Nas Figuras 16 e 17 é possivel ratificar o bom ajuste dos modelos a partir da observagado
de proximidade entre os valores preditos e os valores observados experimentalmente para as

respostas em analise.



Figura 16: Gréfico de valores observados versus valores preditos para VHY pgoapl (IC = 95%).
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Figura 17: Grafico de valores observados versus valores preditos para VHPRpgoapi (IC = 95%).
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6. CONCLUSAO

A codigestdo anaerobia promovida com a utilizacdo da vinhaca e do melago de cana-
de-agcucar como substratos resultou em altas producGes de hidrogénio. Este processo
fermentativo pode ser considerado uma boa op¢éo para a geragdo do gas e o consequente
tratamento da vinhaca antes de sua aplicacdo na fertirrigacdo visto que ao final do processo
houve ainda remocao de matéria organica em torno de 20% (remocéo de DQO).

Ao testar o efeito interativo de diferentes composicdes de vinhaga e melago na produgéo
de hidrogénio (Fase 1), verificou-se que os substratos apresentaram efeitos sinérgicos na
codigestdo, ou seja, a mistura de substratos beneficiou tanto o rendimento quanto a taxa de
producéo do gas.

A monodigestdo da vinhacga, apesar de apresentar producdo elevada de biohidrogénio,
foi bastante instavel, com rapido decaimento da produtividade diaria. Os altos teores de sulfato
presentes na vinhaca prejudicaram a fermentacdo. Verificou-se que a adicdo de melago
melhorou o processo digestivo em relagdo a monodigestéo de vinhaga. Além disso, foi possivel
obter modelos quadraticos significativos para as respostas do planejamento de mistura Simplex
Lattice (rendimento e taxa de produgéo).

As condigdes com monodigestdo de vinhaca e 50% de cada substrato resultaram nos
piores e melhores rendimentos e taxas de producédo por aplicacdo de DQO e de biomassa. A
utilizacdo de 75% e 100% de melago apresentou resultados estatisticamente semelhantes aos
obtidos com a codigestdo de 50% melago + 50% vinhaca. Ja a condi¢cdo com 25% de vinhaca e
75% de melaco, por sua vez, apesar de resultar no maior rendimento por substrato consumido,
apresentou instabilidade na producdo, com rapido decaimento, ndo sendo indicada para
aplicacdo em larga escala.

A combinacao de 50% de vinhaca com 50% de melaco foi escolhida como a melhor a
ser reavaliada na segunda fase do trabalho quanto ao efeito de outros pardmetros no meio
reacional. Esta foi a condi¢do utilizando o méximo possivel de vinhagca como cosubstrato que
resultou na maior e mais estavel producdo de hidrogénio. A nivel industrial, em caso de escassez
da vinhaca, como no periodo de entressafra brasileiro da cana de agucar, essa condi¢do pode
ser substituida pela combinacdo de 25% de vinhaca com 75% de melaco ou ainda pela
monodigestdo de melago, sem haver grandes prejuizos a producdo de hidrogénio, j& que estas
situacOes apresentaram resultados de rendimento e taxa de producdo sem diferencas

significativas do ponto de vista estatistico.
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Quanto ao efeito das variaveis DQO, pH e temperatura na producéo de hidrogénio (fase
2), foi constatado o pH como o fator mais influente e de efeito positivo sobre o rendimento e a
taxa de producéo volumétrica, enquanto a temperatura revelou efeito com significancia negativa
e a DQO apresentou influéncia desprezivel.

A combinagdo da menor temperatura (35°C) com a maior DQO (9 g/L) e o maior pH
(6,5) foi responsavel pelos maiores valores do rendimento e da taxa de producéo, entretanto ndo
houve diferenca significativa entre estes resultados e os apresentados pela combinacdo da
menor temperatura com a DQO de 6 g/L e o maior pH. Isto indica que quaisquer destas
condicBes poderia ser implementada sem prejuizo a producéo de hidrogénio.

Os modelos lineares relacionando os fatores DQO, pH e T com as variaveis respostas,
apesar de apresentarem bom ajuste dos dados, apenas descrevem o comportamento do processo
analisado na regido investigada, havendo necessidade de estudos complementares e de
experimentos extras baseados em planejamentos de superficie de resposta que possam otimizar
os resultados.

Por fim, destaca-se que o tratamento térmico aplicado ao lodo fonte de inoculo é

realmente eficiente ja que ndo houve producdo de metano em nenhuma das fases estudadas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

S X X

Analisar os acidos organicos volateis produzidos a partir da codigestdo de vinhaca e
melaco;

Estudar o possivel alongamento de cadeia dos acidos carboxilicos produzidos junto com
o hidrogénio a partir da codigestdo de vinhaca e melaco visando a obtencdo de acidos
de cadeia média;

Estudar a producdo de acido caproico a partir da codigestdo entre vinhaca e melaco;
Estudar a producdo de acido latico a partir da codigestdo entre vinhaca e melago;
Validar os modelos de regressao obtidos;

Realizar um planejamento composto central com os fatores significativos identificados
na fase 2 para identificar os valores 6timos dos fatores que maximizam as variaveis
resposta;

Estudar a codigestdo entre vinhaca e melaco de cana-de-acUcar para producdo de

hidrogénio em reatores continuos;
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APENDICE A - DADOS DE PRODUCAO VOLUMETRICA ACUMULADA DE H, AO LONGO DO TEMPO NAFASE 1 E

GRAFICOS INDIVIDUAIS AJUSTADOS AO MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO

Tabela Al: Dados de producéo de acumulada de H, em mL ao decorrer do tempo em horas (h) para as condi¢des da fase 1.

R1 (V100/Mo) R2 (V75/M2s5) R3 (Vs0/Mso) R4 (V25/Mp7s) R5 (Vo/M1o0)
Tempo Hzacumulado Tempo Hzacumulado Tempo Hz:acumulado Tempo Hzacumulado Tempo Hzacumulado
0 0,00 = 0,00 0 0,00 = 0,00 0 0,00 = 0,00 0 0,00 = 0,00 0 0,00 = 0,00
17 3,37 £0,15 17 6,74 + 3,72 18 55,81 £ 0,75 18 70,94 £ 0,04 19 84,29 £ 7,56
40 100,47 £ 5,70 40 160,33 £ 4,41 40 231,81 £ 8,00 41 255,05 £ 0,23 41 239,97 £ 8,57
64 244,74 £ 5,96 64 358,65 + 9,22 65 494,61 + 7,39 66 494,21 + 4,23 66 440,72 + 11,08
89 387,51 + 13,57 89 576,25 + 3,17 90 763,31+ 7,45 90 751,82 + 14,15 91 672,69 + 13,81
136  514,99+18,97 136 793,25 +2,73 137 1.008,98 +14,58 137 993,78 + 31,83 138 888,22 + 16,70
165 664,83 + 24,26 165 1.028,11 +£ 10,68 166 1.269,92 + 24,18 166 1.252,88 + 38,25 167 1.142,15 £ 19,32
184  780,95+26,29 185  1.257,69+11,03 185  1.541,88+23,70 186  1.511,62+4525 186  1.408,98 + 28,42
208 854,57 + 29,65 208 1.487,20 £ 15,28 209 1.815,41 £ 23,87 209 1.769,47 £ 55,50 210 1.676,18 + 39,14
232 883,18+2955 232 1.706,83+18,14 233  2.07650+20,76 233  2.02522+6584 234  1.944,97 + 47,63
305 891,49 + 29,62 305 1.919,44 £+ 8,23 306 2.326,31 £ 24,02 306 2.270,51 £ 69,19 306 2.209,05 £ 54,06
352  899,31+29,61 352 2.084,92 + 1,55 353  2590,75+20,11 353  2.522,34+7497 354  2.480,25 + 55,56
376 2.847,71 £15,43 377 2.772,13+74,11 377 2.749,83 £ 60,37

Fonte: Autora (2023).
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Figura Al: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para R1 (V100/Mo).
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Figura A2: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para R2 (V75/Mzs).
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Figura A3: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para R3 (Vso/Mso).
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Figura A4: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para R4 (V2s5/Mpys).
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Figura A5: Producdo acumulada de H; e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para R5 (V100/Mo).
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APENDICE B - DADOS DE PRODUCAO VOLUMETRICA ACUMULADA DE H;
AO LONGO DO TEMPO NA FASE 2 E GRAFICOS INDIVIDUAIS AJUSTADOS AO

MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO

condic@es da fase 2 (continua).

Tabela B1: Dados de producéo de acumulada de H, em mL ao decorrer do tempo em horas (h) para as

RMb®s5 RM%s RMbSs5 RM®%;
H mL-H> h mL-H> h mL-H> h mL-H>
0 0,00 + 0,00 0 0,00 + 0,00 0 0,00 0,00 0 0,00 + 0,00
19 4,08 £0,07 19  1,19+0,04 20  17,72£0,10 20 2584+174
45 11,19 £0,39 46 26,71 +0,99 46 39,37 £0,12 46 61,66+ 3,36
69  19,38+0,81 70  53,35+0,38 70 60,79 £0,05 70  98,02+314
94  27,58+1,33 94 78,96 +0,31 95  8157+0,25 95  137,03+5,46
117 3544 +1,70 118 104,40 +0,33 118 102,57 £ 0,41 118 17545+7,12
166 43,48 + 2,54 166 129,08 + 0,06 167 123,51 0,49 167 214,18 £5,80
189  51,49+2,90 189 154,04 +0,25 190 144,31 +0,24 190 254,72 +5,99
213 59,31+321 214 179,44 £ 0,44 214 165,22 +0,39 214 293,70 +5,96
237 67,21 +357 237  204,81+0,79 238 185,59 +0,58 238 331,49 +6,40
259 74,67 +3,95 260 230,11+0,36 260 205,65+ 0,44 260 369,75 + 6,64
333 81,96 +4,53 334  254,81+1,53 334 225,88 +0,55 334 407,27 +6,54
356 89,17 + 4,89 356  280,15+2,48 357 245,99 +0,39 357  44521+6,77
382 96,65 +5,32 382 305,23 +3,69 382 265,78 +0,61 383 482,06 6,86
427 104,07 5,59 428 331,07 +4,37 428 286,25+ 1,20 428 519,56 +5,92
501 111,57 +6,03 502 357,08 6,10 502 306,20 + 0,99 502 558,03+ 7,74
546 118,97 +6,36 547 384,96 + 8,70 547  327,15+1,19 548 595,80 +8,75
571 126,48 6,68 571 411,07 £ 11,65 572  346,73+1,30 572 632,08 +9,26
598 133,62 +6,93 598 437,21 + 14,18 599 366,44 + 1,58 599 668,54 + 9,41
670 140,85+ 7,35 670 462,56 + 16,26 670 385,77 + 1,87 671 707,25+ 12,55
691 148,29 +7,81 691 488,12 + 18,53 692 405,12 +2,28 692 742,54 + 12,50
718 155,45+ 7,87 718 512,84 %2114 718 424,04+2,25 719 777,30+ 12,84
766 162,87 +8,09 766 537,52 + 23,58 767 442,59 2,44 767 813,11+ 13,58
837 169,92 +8,26 838 561,33 26,14 838 461,16 +2,64 838 847,87 +13,78
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Tabela B1: Dados de producdo de acumulada de H2 em mL ao decorrer do tempo em horas (h) para as
condices da fase 2.

RTSs RT%s RTS%:s RT%:s
H mL-H2 h mL-H: h mL-H: h mL-H:
0 0,00 £ 0,00 0 0,00 + 0,00 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00
20 2,47 +1,19 21 1,94 £ 0,79 21 14,59 £ 0,22 24 19,66 + 0,33
44 7,06 + 1,64 44 11,13 £ 0,37 45 30,74 £ 0,49 46 39,57 £ 0,85
92 11,88+ 2,14 92 19,84 + 0,05 93 46,61 £ 0,32 70 59,54 + 0,98
117 16,53 + 2,68 118 28,77 £ 0,40 118 62,56 + 0,55 93 79,34 +0,75
142 21,03 = 3,28 142 37,62 £ 0,65 143 79,17 £ 0,50 167 98,57 +1,18
166 25,73+ 3,84 167 46,46 £ 1,00 167 95,29 + 0,65 189 117,14 + 1,16
188 30,22 + 4,25 188 55,11 £1,05 189 110,71 +£1,07 215 136,76 £ 1,11
213 34,95+4,85 213 64,08 + 1,03 213 126,67 + 1,02 239 156,38 + 0,76
287 39,46 5,48 287 72,62 0,95 287 141,36 + 1,13 263 175,80 + 0,65
309 43,86 £ 5,95 309 81,20+ 1,01 309 156,20 + 1,90 334 194,78 + 0,24
334 48,26 £ 6,16 335 89,95+ 1,23 335 172,20 + 2,20 359 213,89 + 0,07
356 52,95 + 6,77 356 98,52 + 1,61 357 188,27 + 2,13 383 232,30 +0,11
380 57,49 + 7,33 380 107,31+ 1,85 381 203,77 £ 2,05 406 250,85+ 0,03
452 62,01 +7,83 452 115,79 + 1,99 453 219,09+ 1,71 431 268,96 + 0,15
476 66,35 = 8,25 476 124,12 £1,99 477 234,24 + 1,79 503 286,42 = 0,36
500 70,73 + 8,63 501 132,24 + 2,11 501 248,34 + 2,16 526 304,04 + 0,54
524 75,08 £ 9,24 525 140,23 + 2,30 525 262,87 + 2,50 550 321,83+0,48
548 79,31 + 9,65 549 148,23 + 2,37 549 276,94 + 2,40 574 339,48 £ 0,55
620 83,36 + 9,98 621 155,98 + 2,33 621 290,94 + 2,94 597 356,16 + 0,95
644 87,36 £ 10,42 644 163,37 + 2,65 645 305,21 £ 2,80 669 373,23+ 1,06
670 91,36 +10,88 669 170,68 + 3,00 669 319,41 +2,84 693 389,96 £ 1,42
692 95,27 +£11,36 692 177,77 £ 3,49 693 333,23 +£2,72

RM?s5 - 35 °C, 6 g-DQO/L e pH 5,5; RM%5- 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RM®s - 35 °C, 6 g-DQO/L e pH
6,5; RM%;s - 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5; RT3 - 45 °C, 6 g-DQO/L e pH 5,5; RT% - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH
5,5; RT%ys - 45 °C, 6 g-DQOIL e pH 6,5; RT%s - 45 °C, 9 g-DQO/L.

Fonte: Autora (2023)



Figura B1: Producéo acumulada de H, e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para RMCss.
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Figura B3: Producdo acumul
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Figura B5: Produgéo acumulada de H, e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para RT® s.
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Figura B6: Produgédo acumulada de H, e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para RT%s.
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Figura B7: Produgéo acumulada de H, e ajuste ao modelo de Gompertz Modificado para RT%s.
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Tabela B2: Parametros indicadores de desempenho para as condicfes avaliadas na Fase 2.

119

Parametro RMCs 5 RM® s RMSs RM®%s RT%s RT%s RT%s RT%s

HY 0,32+0,01d 0,60 + 0,06 bc 0,80 £ 0,06 ab 0,83+ 0,07 ab 0,32+0,02d 0,38 £ 0,00 cd 0,92 +0,02 a 0,64+0,01b
Enz 7,97 +£0,34d 1511 +156bc 19,95+154ab 20,77+177ab 8,11+0,42d 9,42+0,11 cd 2295+044a 16,09+0,21 b
HPRvr 0,0+0,01e 0,33+0,01b 0,27 0,00 c 0,50+£0,00 a 0,06 +0,01 f 0,12+ 0,00 e 0,22+0,00d 0,26 + 0,00 ¢
MHY bqoapi 17,98+0,40cd 36,21+1,62Db 53,71+2,29a 56,73+ 0,48 a 1091+142e  11,53+0,08 de 40,33+0,90 b 24,61 +£0,52c
VHY bqoapl 0,50 + 0,01 cd 1,00+ 0,04 b 1,48 + 0,06 a 1,56+ 0,01 a 0,30+0,04 e 0,32 +£ 0,00 de 1,11+0,02b 0,68+0,01c
MHPRbgoapr 0,63 £0,02 e 1,28 +0,02¢c 1,88 +0,07 a 2,00+ 0,00 a 0,41+0,05e 0,44 +0,00 e 1,48+0,03 b 0,91+0,02d
VHPRDQOapl 17,47+ 0,56 e 35,12+0,50 ¢ 51,65+ 2,04 a 54,98 £ 0,05 a 12,01 +146e 13,00+0,07e 43,39+0,90 b 26,66 + 0,53 d
MHY bgorem 0,08 + 0,00 de 0,42 0,06 ab 0,27 £ 0,03 bc 0,46 + 0,00 a 0,04 +0,00 e 0,08 £ 0,01 de 0,21 £ 0,03 cd 0,17 £ 0,01 cde
VHYbqorem 2,22+£0,11 de 1151+168ab 7,31+£0,92 bc 12,61 + 0,00 a 1,19+0,11e 2,23+0,2de 5,92 £ 0,95 cd 4,70 £ 0,18 cde
MHY svTapi 17,77 +£0,79d 37,98+0,32b 53,14+288a 62,13 + 0,65 a 8,81+124d 10,15+0,39d 31,56 £ 0,82 bc 26,19+ 3,38 ¢
VHY svtapl 0,49+0,02d 1,05+0,00 b 1,46 + 0,08 a 1,71+0,02 a 0,26 +0,04d 0,30+0,01d 0,93 £ 0,02 bc 0,77+0,10c
MHPRsvTapi 0,63+0,03c 1,34+0,03b 1,86 + 0,09 a 2,19+0,04 a 0,35+0,05¢c 0,42+0,02c 1,23+0,03b 1,03+£0,13b
VHPRsvTapl 17,27 +0,93 ¢ 36,89+0,81b 51,11+ 261 a 60,22+ 1,19 a 10,32+1,37¢ 12,19+046¢C 36,16 + 0,88 b 30,23+3,95b
MHY svTrem 0,15 + 0,03 cd 0,35+0,01a 0,25 + 0,00 ab 0,31+0,02 ab 0,06 £0,02d 0,11 +0,02d 0,24 £ 0,00 bc 0,21 £ 0,03 bc
VHY svtrem 4,16 £ 0,79 cd 9,72+0,30 a 7,02 £0,07 ab 8,61+0,48 ab 1,69+0,45d 3,20+0,48d 6,90 = 0,07 bc 6,17 £ 0,77 bc

RMSs5- 35 °C, 6 g-DQO/L e pH 5,5; RM%5s- 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RM&;5 - 35 °C, 6 g-DQO/L e pH 6,5; RM%s - 35 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5; RT% s - 45 °C, 6 g-
DQO/L e pH 5,5; RT% - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH 5,5; RT%s - 45 °C, 6 g-DQO/L e pH 6,5; RT%;s - 45 °C, 9 g-DQO/L e pH 6,5.
HY (mol-Hz/mol-glicose) - rendimento molar por substrato consumido; En. (%) - eficiéncia de conversdo do substrato em H; HPRyr (L-Ha/d/L-reator) - taxa de produgdo
volumétrica por volume reacional; MHY pgoapi (Mmol-Hz/g-DQO4p1), VHY bgoapt (L-H2/g-DQOap1), MHPRpgoap (Mmol-Ha/g-DQOi/d) e VHPRpgoap (ML-H2/g-DQO4p/d) -
rendimentos e taxas de produgdo, molares e volumétricos, por carga aplicada; MHY pgorem (Mol-H2/g-DQOrem) € VHYpgorem (L-H2/g-DQOrem) - rendimentos molar e
volumétrico por carga removida; MHY syrapr (MMOI-Ha/g-SVTap1), VHY svrapt (L-H2/g-SVTap1), MHPRsyrap (MMOI-Ha/g-SVTapi/d) € VHPRsyrap (ML-H2/g-SVTapi/d)) -
rendimentos e taxas de producdo, molares e volumétricos, por biomassa aplicada; MHY sytrem (Mol-H2/g-SVTrem) € VHY svrrem (L-H2/g-SVTrem) - rendimento molar e

volumétrico por biomassa removida.

A analise comparativa entre as médias para cada parametro deve ser feita na horizontal por meio das letras que as seguem, onde os valores que ndo compartilham uma mesma
letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autora (2023).
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