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RESUMO

Devido a sua demanda mundial juntamente com os problemas ambientais
causados pela queima dos derivados do petroleo, varias pesquisas estdo sendo
realizadas a fim de buscar fontes de energia renovavel. Dentre tais possibilidades, o
gas hidrogénio obtido por processos biolégicos, como fermentacdo e
fotofermentacdo, se mostra uma alternativa em potencial. Entretanto, poucos
estudos s&o realizados em climas tropicais como o Brasil. Na regido central do
Estado de S&o Paulo, estd localizada a denominada regido do cinturdo citricola, a
qual é responsavel por cerca de 80% da producdo de produtos citricos do pais,
gerando cerca de 670 mil toneladas em residuos organicos. Uma investigacao do
potencial de producdo de gas hidrogénio a partir de residuos citricolas se mostra
necessario, uma vez que além de tratar os residuos de forma correta, ainda é
possivel fazer seu aproveitamento energético. Neste sentido, a presente pesquisa
visou avaliar a producdo de gas hidrogénio utilizando residuos citricolas sob
condi¢cdes mesofilicas. Foram avaliados a producdo do biogas, a geracdo de &cidos
graxos volateis e alcoois durante os ensaios em reatores em batelada alimentados
com residuos citricolas, além da identificacdo das bactérias anaerdbias presentes no
consorcio produtor de gas hidrogénio. Foi aplicado tratamento acido no indculo para
a inibicdo da metanogénese. Foram montados 11 ensaios com agua residuaria
(Ensaio 1’ e 2), vinhaga (Ensaios 6-10) e efluente bruto (Ensaio 11-14) como
substratos. Os reatores alimentados com vinhacga citricola apresentaram maior
producdo de H2 (Ensaio 9) obtendo 210 mmol Hz L, enquanto que com 0s outros
residuos 15,88 mmol Hz2 L' (Ensaio 2) e 46,3 mmol H2 L' (Ensaio 14). Foi
observada presenca dos &cidos acético, butirico, caproico e dos alcoois etanol,
metanol e butanol, durante os ensaios. A identificacao filogenética demonstrou maior
diversidade bacteriana nos reatores alimentados com efluente bruto do que os
alimentados com vinhaga. Houve predominio do género Clostridium (63,2%) nos
reatores alimentados com efluente bruto e Caproiciproducens (64,9%) nos reatores
alimentados com vinhaca. Essa pesquisa contribuiu para o conhecimento do grande
potencial dos residuos citricolas, os quais sdo abundantes na regido, como substrato

na producéo biologica de gas hidrogénio.

Palavras-chaves: Bioproducdo de Hidrogénio. Consorcio Microbiano. Residuo
Citricola



ABSTRACT

Is known that renewable sources of energy are a great option to petroleum
derivate fuels. By its demand worldwide coupled with environment problems caused
by the combustion of petroleum derivates, many researches have been carried out
aiming renewable sources of energy. Among possibilities, hydrogen gas obtained by
biologic processes, as fermentation and photofermentation, has shown itself a
potential alternative. In the centre region of S&o Paulo State is located the called
citrus belt, which is responsible for 80% of all citrus products production, generating
about 670 thousand tons of organic wastes. An investigation of potential of hydrogen
gas generation using citrus wastes shows itself necessary, once for presenting a way
to the correct treatment for the waste, and to permit the energetic exploitation. In this
sense, the present research aims evaluate the hydrogen gas production using the
citrus waste under mesophilic conditions. Was evaluated the biogas production, the
volatile fatty acids and alcohols generation during the operation of the reactors fed
with citrus wastes, allied to the identification of anaerobic bacteria present in the H>
producing consortium. By the acid treatment of the inoculum, was observed the
inhibition of methanogenesis among the reactors. Was built 11 assays with
wastewater (Assays 1’ and 2), vinasse (Assays 6-10) and crude effluent (Assays 11-
14) as substrates. The reactors fed with citrus vinasse showed higher production of
H2 (Assay 9) obtaining 210 mmol Hz L*?, while the best productions of the other
wastes 15,88 mmol H2 L (Assay 2) and 46,3 mmol Hz2 L (Assay 14). It was
observed the presence of butyric, acetic, caproic acids allied to ethanol, methanol
and butanol alcohols during the assays. The phylogenetic identification revealed
higher bacteria diversity in the reactors fed with crude effluent than the ones fed with
vinasse. There was predominance of Clostridium gender (63,2%) in the reactor fed
with crude effluent and Caproiciproducens (64%) in reactors fed with vinasse. This
research showed the great potential of these citrus wastes, which are abundant in
the region, as substrates in the hydrogen gas biologic production.

Keywords: Hydrogen Bioproduction. Microbial Consortium. Citrus Wastes
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1 INTRODUCAO

Em fungdo do alto consumo energético mundial oriundo de combustiveis
fésseis e de seus conhecidos maleficios, medidas mitigadoras vém sendo estudadas
para frear essas exploracdes energéticas e acbes ambientais tém sido sugeridas na
busca por novas fontes de energia renovavel. Dentre as possibilidades estudadas
globalmente, o gas hidrogénio se mostra uma alternativa em potencial, podendo ser
utilizada como combustivel. energético do que os hidrocarbonetos. Seu elevado
potencial energético (142 KJ g?') (SILVA et al., 2018) é um dos pontos mais
interessantes, quando comparado ao etanol (27,3 KJ g) e a gasolina (51,6 kJ g*).
Além disso, o gas hidrogénio é reciclavel e de natureza ndo poluente, podendo ser
obtido de varias formas como, por exemplo, pela eletrdlise da 4gua, reforma a vapor
e de forma bioldgica, por meio da digestdo anaerobia (TAWFIK; EL-QELISH, 2014).

Grande parte da producdo de hidrogénio se deve a reforma a vapor. Nos
Estados Unidos da América, 95% do hidrogénio consumido é gerado a partir da
reforma a vapor do gas natural (XIA et al., 2016). Nesse aspecto a producao
bioldgica do gas hidrogénio tem atraido grande atencdo mundial.

A digestdo anaerébia se mostra promissora em relacdo as outras formas
biolégicas de obtencdo de Hz, na qual podem ser utilizados como substrato: aguas
residuarias agroindustriais, residuos domésticos, efluentes industriais, entre outros
(ZHANG et al., 2017). Processos anaerobios podem ser aplicados no tratamento
desta carga organica e, como citado anteriormente, na recuperacao bioenergética.
Muitos carboidratos estdo presentes nos efluentes industriais e domésticos, 0s quais
podem ser utilizados como substratos, ou seja, possuem fontes de carbono para que
a fermentagcdo ocorra. Os carboidratos comumente encontrados em residuos
agroindustriais sdo as hexoses e pentoses, como por exemplo, glicose, xilose,
frutose e sacarose. Para cada um desses substratos, estequiometrias especificas de
rendimento da conversédo fermentativa dos carboidratos a gas hidrogénio podem
ocorrer nas rotas de geracdo dos acidos acetico, butirico e propiénico, assim como
nas rotas de geracgéo de alcoois, como butanol e etanol.

Varias fontes de in6culo tém sido testadas com eficiéncias confirmadas, na
maioria das vezes, microrganismos isolados de familias conhecidas como
produtoras de gas hidrogénio, principalmente Clostridiaceae e Enterobacteriaceae,

provenientes de amostras ambientais. Dai a importancia de se trabalhar com
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consorcios bacterianos na producdo biolégica de gas hidrogénio, focando,
principalmente, na utilizacdo de lodo de estacdes de tratamento de esgoto sanitario
e de aguas residuérias industriais, uma vez que em tais matrizes a diversidade de
bactérias anaerdbias é elevada. Entretanto, no emprego de culturas mistas advindas
de amostras ambientais é preciso inativar 0s microrganismos metanogénicos
presentes que podem consumir gas hidrogénio na rota metabdlica da geracao de
gas metano, resultando na aplicacdo de diversas técnicas de tratamento de indculo.
Ressalta-se que em climas tropicais como o Brasil onde as temperaturas médias
anuais de 27°C podem favorecer o estabelecimento de consorcios de bactérias
geradoras de Hz, torna possivel a geracdo de gas hidrogénio em reatores
ambientados apenas pelo clima. Assim como, tais temperaturas, favorecem o plantio
e o cultivo da cultura citricola no pais.

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de cultura citricola, com
a producdo de laranja em 2014, chegando a 16,9 milhdes de toneladas, e em
2017/18, chegando a 16 milhdes de toneladas, representando assim, 33% da
producdo mundial e 75% da exportagdo de suco de laranja mundialmente (USDA,
2018). O Estado de Séo Paulo representa 73% dessa producdo. A agroindustria
brasileira ocupa uma area de 28.840.726 ha, produzindo cerca de 597 milhfes de
toneladas de residuos provenientes de varios tipos de cultura, entre eles a citricola.
No ano de 2014, foram geradas pelas industrias citricolas brasileiras 8,4 milhdes de
toneladas de residuos de laranja (TORQUATO et al., 2017b). Os residuos citricolas
contém carboidratos que podem ser utilizados como fontes de carbono por bactérias
fermentativas. Glicose, frutose e sacarose estdo entre esses carboidratos, os quais
se apresentam em concentracdes préximas as adequadas (REZZADORI;
BENEDETTI; AMANTE, 2012) para que a producdo de Hz se torne viavel. Além
disso, a regido central do Estado de S&o Paulo esta localizada no denominado
cinturdo citricola, que engloba os Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo e é
responsavel por cerca de 80% da producéo do pais (NEVES et al., 2010).

Portanto, uma investigacdo do potencial de producdo de gas hidrogénio
utilizando residuos da agroindustria citricola, o qual é um recurso abundante no
Brasil, pode resultar em uma possibilidade de sua utilizacgdo como fonte
bioenergética, além de ser uma alternativa eficiente para tratamento adequado

desses residuos gerados.
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“No need for X-ray vision to see that something is not
right.”

Superman
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O gés hidrogénio e o futuro da energia mundial

A economia mundial atual gira em torno do uso de combustiveis fosseis, 0s
quais favorecem o aquecimento global, contribuindo com emissdes de gases que
aceleram o efeito estufa. Aliado a isso, a crescente demanda energética imposta
eleva os precos dos combustiveis convencionais, 0s quais estdo diminuindo,
expondo a dependéncia de tais economias dessa fonte energética (NIKOLAIDIS;
POULLIKKAS, 2017). Paises com grande demanda energética, apresentam as
maiores emissbes de gases do efeito estufa e de acordo com a Agéncia
Internacional de Energia (IEA, do inglés International Energy Agency) o setor de
energia vai aumentar as emissdes de CO2 de 50% em 2030 para 80% em 2050 (DA
SILVA VERAS et al.,, 2017). Segundo os autores (op. cit.), é estimado que a
populacdo mundial chegara em 7,5 bilhées em 2025 e que tal feito aumentara o
consumo de energia em 50-60% comparado com o atual consumo. De acordo com
Nikolaidis & Poullikkas et al. (2017), as fontes energéticas necessitam se mostrar
livres de emissbes de carbono e renovavel. Ainda apontado pelos autores, o maior
desafio de tal busca é o desafio de estocar e manter essa energia estocada para
gquando precisemos e pelo tempo que seja necessario. A partir disso, varias
pesquisas vém sendo feitas para encontrar uma fonte energética que seja limpa e
uma alternativa confidvel aos tradicionais combustiveis fosseis. Gas hidrogénio e
células combustiveis vém sendo apontadas como uma tecnologia energética em
potencial e apresenta uma transicdo a longo prazo para uma energia limpa e para o
sistema de transportes (DA SILVA VERAS et al., 2017). Entretanto, uma das
desvantagens do Hz é que essa fonte energética ndo esta disposta livremente na
natureza, entretanto, pode ser produzido a partir de uma fonte primaria de energia,
podendo ser utilizada na combustéo direta ou em uma célula combustivel, gerando
somente agua como coproduto (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017). Segundo os
autores (op. cit.), aliado a seu alto poder energético (Tabela 2.1-1), o gas hidrogénio
pode ter sua utilizacdo doméstica facilitada pela tecnologia de armazenamento
correta (gas sob alta pressao, liquido criogénico ou hidreto solido), podendo ser

transportada de modo convencional para abastecer células combustiveis.
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Tabela 2.1-1. Valores de combustao inferiores e superiores para varios combustiveis

Estado atemperatura Valor de combustdo  Valor de combustéo

Combustivel
e pressdo ambiente superior (MJ kg?) inferior (MJ kg™?)

Gas hidrogénio Gas 142 120
Géas metano Géas 55,5 50
Gés etano Géas 52 48
Gasolina Liquido 48 45
Diesel Liquido 45 43
Metanol Liquido 20 18

Fonte: Adaptado de NIKOLAIDIS & POULLIKKAS, 2017

Atualmente a produgéo de H2 esta em torno de 0,1 GT, dos quais a maioria
€ consumida localmente e pouco € usado como combustiveis de veiculos, visando
uso de geracdo de aquecimento domésticos e industriais em um futuro préximo
(NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017).

Governos ja vém fundando projetos, leis de incentivo e estudos na chamada
“Economia do gas hidrogénio”, favorecendo o uso mais eficiente desse combustivel
em cadeias locais de producdo (DA SILVA VERAS et al., 2017). Os processos de
obtencdo de H2 podem ser divididos em dois grandes grupos, tecnologias
convencionais e tecnologias renovaveis (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017) como

mostrado na Figura 2.1-1.
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As formas bioldgicas se mostram mais renovaveis e mais baratas uma vez
que microrganismos podem converter agua em H2z pela biofotélise, biofotdlise
indireta e ainda pela fotofermentacédo (DA SILVA VERAS et al., 2017). Segunda 0s
autores (op. cit.), a biofotdlise direta pode ser realizada a partir de um sistema de

fotossintese com microalgas, que convertem energia solar em energia quimica na

Fonte: Adaptado de NIKOLAIDIS & POULLIKKAS (2017)

forma de H2, de acordo com a equagéo 1 e com a Figura 2.1-2.

2H,0 + energia solar - 2H, + 0,

(1)




Figura 2.1-2. Biofotélise de uma alga verde ou cianobactéria

Fonte: DA SILVA VERAS et al., 2017
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Para a biofotdlise indireta, cianobactérias sdo adicionadas ao sistema,

fazendo com que acetato seja produzido durante o processo de fermentacéo
adicional e posteriormente convertido a Hz (Figura 2.1-3). Entre os dois processos a

biofotdlise indireta destaca-se com um custo menor de 135 $ m=2, estimando 1,42$

kg' de Hz, em contrapartida, a biofotélise tem um custo aproximado de 2,13 $ kg™

de Hoa.

Figura 2.1-3. Processo de biofotolise indireta

1° Estéagio 2° Estagio

o |
SRR St

l T T

2H"

H:© —  Fotosistema — Material Celular Material Celular

Fonte: Adaptado de NIKOLAIDIS & POULLIKKAS (2017)

A fermentag&o no escuro é a conversao fermentativa de substrato orgéanico,

incluindo residuos organicos e biomassa para producdo de gas hidrogénio, sob

auséncia total de oxigénio e luz. A glicose, substrato preferido nesse caso, é cara e
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nao esta disponivel no ambiente de forma bruta. Entretanto, esse substrato pode ser
obtido a partir de residuos de agricultura e outros. O valor de pH tido como 6timo
para tal processo esta entre 5 e 6, fazendo com o que rendimento da producdo de
gas hidrogénio esteja intimamente ligado a tal valor (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS,
2017) pela questdo seletiva do meio como tratado mais a adiante nos pré-
tratamentos. O processo fermentativo apresenta varias vantagens frente a
fotofermentacéo e a biofotdlise, principalmente no que diz respeito a rendimento de
producédo, simplicidades do processo, pouco gasto de energia, uso de residuos, e
por continuar produzindo de forma continua sem a presenca de luz (DA SILVA
VERAS et al., 2017). A fermentacdo no escuro ainda ganha no quesito de espaco,
uma vez que em poucos metros € possivel produzir H2 em um reator.

James; Desantis; Saur (2016), trazem um esquema que representa toda
uma planta de biogeracdo de Hz (Figura 2.1-4) e acrescenta que o0 gas gerado seria
utilizado para combustdo em turbinas geradoras de eletricidade e que o excesso de
tal producdo poderia retornar a empresa por 11,93 délares por kg de H2 e 8,19
dolares pelo kg de H2 produzido.

Figura 2.1-4. Linha de produgéo para projetar um curto de Hz produzido via fermentacéo com
capacidade de 50,000 kg por dia
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Fonte: Adaptado de JAMES; DESANTIS; SAUR, 2016
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Do ponto de vista bioquimico, a produgédo de H2 nos processos biologicos é

realizado por meio de enzimas como [FeFe]-hidrogenase, [NiFe]-hidrogenase e
nitrogenase (MATHEWS; WANG, 2009), por exemplo no C. acetobutylicum,

microrganismo pertencente ao género Clostridium, que tem alto potencial de

geragdo de Hz. A Figura 2.1-5, mostra de forma simplificada o processo metabolico

de producédo de gas hidrogénio pelas bactérias anaerodbias estritas.

Figura 2.1-5. Fermentacdo anaerébia em microrganismo do género Clostridium
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No processo de fermentacdo anaerdbia, a glicose € convertida a piruvato,

gue por sua vez é convertido a Acetil-CoA, o qual pode ser convertido a acetato,

gerando 4 mols de H2; convertido a acetona e gerar 4 mols de Hz; ou ainda

convertido a Butiril-CoA, que por sua vez é convertido a butirato, gerando 2 mols de
H2 (MATHEWS; WANG, 2009). Segundo os autores (op. cit.), a enzima [FeFe]-
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hidrogenase € dez vezes mais ativa, tornando a principal responsavel pela producéo
enzimatica de Ha.

Como em consorcios ndo ha, muitas das vezes, somente microrganismos
anaerobios estritos, € preciso saber um pouco sobre como microrganismos

anaerobios facultativos se comportam e produzem Hz (Figura 2.1-6).

Figura 2.1-6. Fermentacao acida mista para producédo de biohidrogénio com E. coli
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Na Figura 2.1-6 pode-se observar que a maioria do piruvato gerado na
fermentacao é convertido pela piruvato-formato-liase produzindo formiato e Acetil-
CoA, sendo o Acetil-CoA convertido em acetato e etanol; dependendo das
condicBes uma porcao de piruvato pode ser convertida em lactato; aliado a isso, a
célula produz succinato. A auséncia de receptores de elétrons como oxigénio e
nitrato, requer alternativas na geracdo de NAD®*. Nas condi¢cdes anaerbbias o0s
produtos gerados durante a fermentacédo estdo em sua forma reduzida e ajudam a
célula a manter o suplemento de NAD* constante durante a glicélise. O formiato
produzido sob condi¢des anaerdbias pode ser quebrado em gas hidrogénio e dioxido
de carbono sob condi¢des acidas, mantendo o valor de pH do meio fermentativo e
diminuindo a concentragdo de formiato na célula. Microrganismos como a E. coli,
podem produzir H2 por meio da reducdo da quinona aliada a oxidacdo do hidrogénio
e por meio da evolucdo do hidrogénio ao longo fermentagdo &cida mista
(MATHEWS; WANG, 2009).
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Para que o processo de producdo de H2 ocorra é preciso inativar ou inibir o
processo natural da cadeia metanogénica e estes métodos serdo melhor explicados

na proxima secao.

2.1.1 Pré-tratamentos e inativacdo da metanogénese

O fato de a producéo biol6gica de hidrogénio apresentar um baixo custo
comparado aos demais processos, faz com que essa area de pesquisa seja mais
explorada a cada dia. Na literatura tém-se muito sobre as pesquisas realizadas com
microrganismos isolados e que ja tenham seus potenciais de producdo de H:
reconhecidos pela comunidade cientifica. Entretanto, isolar um microrganismo néo é
uma tarefa facil, pelo contrario, € extremamente ardua. Mais arduo ainda € manter
tais microrganismos isolados, uma vez que o simples fato de um efluente entrar em
contato com 0S microrganismos presentes em um reator j4 altera toda sua
microbiota. Por esse motivo e, aliado a diversidade metabdlica do consorcio,
inUmeras pesquisas vém trabalhando com consoércios bacterianos mistos a partir de
diversos lodos como fonte principal. Tal estratégia tem em sua principal vantagem a
exclusdo do processo de isolamento bacteriano e, aliado a isso, temos a chance de
sua utilizacdo como estd disposto na natureza. Entretanto, medidas devem ser
tomadas visando a inibicdo da oxidacao total da matéria organica, uma vez que a
reacao completa produz gas metano. Esse gas tem grande importancia mundial e se
apresenta como uma fonte alternativa de energia na atualidade e para o futuro.

A rota metabdlica da metanogénese € mostrada na Figura 2.1.1-1.

Figura 2.1.1-1. Rota metabdlica da metanogénese
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O processo de redugédo do CO2 para metano utiliza elétrons provenientes da
oxidacao de H2 (WELANDER; METCALF, 2005). Logo no inicio da rota metabdlica, o
CO:2 gerado durante o processo fermentativo reage com o Metano-furano e com dois
protons provenientes da quebra hidrogenotrofica da molécula de Hz. Mais a frente na
rota, a coenzima Fa20 sofre reducao para a forma Fa20H2, que por sua vez transporta
esses elétrons para a 5-Metil THMPT. H4 consumo de H2 no processo em que a
enzimas Hidrogenase e a Heterodissulfeto Redutase auxiliam na formacdo da
Coenzima M, essencial na formagéo de CH4. S&o necessérios 4 mols de Hz para a
formacédo de um mol de CH4 (Equacao 2). Por apresentar um AG. negativo, a reacado

€ tida como espontanea e ocorrera na natureza.

COZ + 4‘H2 i CH4_ + 2H20 AGOI = —131k] mOl_l CH4, (2)

Para que se possa produzir somente gas hidrogénio, é preciso interromper a
cadeia metanogénica. Evitando assim, o consumo de H2 gerado durante a etapa
fermentativa. Para efetuar essa quebra da cadeia, pré-tratamentos sao utilizados
visando a inativagcdo de microrganismos capazes de capturar esse Hz produzido e
transforma-lo em gas metano. As Archaeas metanogénicas sdo as principais
responsaveis por tal processo. Outros microrganismos como bactérias
homoacetogénicas, produtoras de acido latico, produtoras de propionato e redutoras
de sulfeto também estdo entre os microrganismos que devem ser inativados
(RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2018). A inativacdo ou até mesmo inibi¢cdo
desses microrganismos é realizada com base em sua fisiologia, metabolismo e
morfologia. Os microrganismos tidos como produtores de H2 como Clostridium spp.,
Bacillus spp. e Enterobacter spp. (ETCHEBEHERE et al.,, 2016) possuem a
capacidade de produzir uma espécie de capsula protetora em torno de seu material
genético (enddsporo), possibilitando que, caso sofra algum estresse ambiental e
fisiologico, seja capaz de sobreviver quando as condi¢des voltarem a ser favoraveis.
Os microrganismos consumidores de H2 em sua grande maioria ndo possuem tal
capacidade de esporulacdo. Portanto, qualquer estresse mais efetivo no ambiente
em que estdo inseridos pode levar a uma selecdo e consequente inativacdo ou até
mesmo inibicdo dessas espécies.

Varios pré-tratamentos podem ser aplicados no consorcio bacteriano, como

por exemplo: alteracbes na alcalinidade e acidez do meio, tratamentos por
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irradiacdo, por adicdo de compostos quimicos inibidores, tratamento térmico,
congelamento e descongelamento, secagem e desidratacdo (RAFIEENIA;
LAVAGNOLO; PIVATO, 2018; ROSSI et al., 2011; SIQUEIRA; REGINATTO, 2015).
A escolha do pré-tratamento ideal varia de acordo com a disponibilidade de material,
custo e, apos efetuado o processo, se houve ou ndo a producédo de gas metano.

O processo térmico ou choque térmico € o mais utilizado e amplamente
difundido dentre as pesquisas na producdo de Hz tendo agucares como substrato e
também com amostras complexas aplicadas como substrato. Microrganismos
metanogénicos hidrogenotroficos sdo extremamente sensiveis ao aquecimento,
assim como os produtores de acido latico, os quais sao inibidos com temperatura
acima de 50°C (RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2018). De acordo com a
literatura a duracdo e intensidade do pré-tratamento térmico sdo cruciais para o
sucesso na inativacdo dos microrganismos indesejados. Periodos muito curtos e
temperatura mais amenas nao tem efeito inibitério na maioria dos consumidores de
H2. Entretanto, temperaturas muito elevadas podem afetar os microrganismos
produtores de gas hidrogénio, fazendo com que o rendimento e producao final sejam
minimas. A variacdo de temperatura € de 65-100°C e a duracdo varia entre 15
minutos a 2 horas de exposicdo a essa condicdo (SIVAGURUNATHAN et al., 2016).
O processo de secagem e desidratacdo € considerado um tratamento térmico
(SIQUEIRA; REGINATTO, 2015), portanto, o tempo de secagem e de desidratacao
deve ser testado exaustivamente para encontrar condi¢cbes O6timas para o0
tratamento. Por ser um dos métodos mais baratos, o tratamento térmico é
amplamente utilizado e sua eficicia na inibicdo pode ser comprovada através das
concentracbes de metabdlitos gerados durante o processo fermentativo, como por
exemplo, a baixa producdo dos &cidos latico e propidnico. Portanto, grande parte
dos microrganismos consumidores de Hz permanecem inativados. Entretanto, a
longo prazo, tal processo de inativagdo se mostra ineficaz, sendo necesséaria a
repeticdo do tratamento térmico periodicamente (SHANMUGAM et al., 2016).

Aeracado também pode ser apontado como um tratamento, teoricamente,
eficaz. Sabe-se que microrganismos consumidores de H2 sdo estritamente
anaerobios e muito sensiveis a presenca de gas oxigénio, portanto, o processo de
se borbulhar gas oxigénio no indculo apresenta um grande potencial de inativacéo
desses microrganismos (RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2018). Entretanto,

existem a apenas alguns poucos artigos relatando tal tratamento e outro ponto que
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se faz pertinente, € o baixo rendimento de H2z quando comparado a outros
tratamentos de indculo. Rafieenia; Lavagnolo; Pivato (2018) ainda explicitam que tal
método ndo tem uma longa duracdo quando comparado ao tratamento térmico, por
exemplo, o que o torna problematico.

Os tratamentos alcalino e acido atuam da mesma forma que os demais aqui
apresentados com excecdo de que a alteracdo no valor de pH altera também a
permeabilidade e concentragdo de cargas ao longo da membrana celular, fazendo
com que as enzimas acabem perdendo suas fungdes, ocasionando assim, a morte
do microrganismo (WANG; YIN, 2017). A sensibilidade dos microrganismos nao-
esporulantes faz com que a alteracdo dos valores de pH sejam uma grande
ferramenta em sua inativacdo. Entre os acidos mais utilizados para tal tratamento
temos HCI, HCIO4, H2SO4 e HNOg; entre as bases temos NaOH e KOH. Rafieenia;
Lavagnolo; Pivato (2018) apontam que a eficacia dos tratamentos acidos e alcalinos
dependem intimamente das condi¢cdes impostas e também da origem do inéculo. Os
autores também afirmam que tais tratamentos apresentam producdes e rendimentos
menores na producao de gas hidrogénio, assim como a necessidade de repeticdo do
tratamento para manter o consoércio produtor de H2. Outro fator apontado pelos
autores seria a implantacédo de tal método em escalas maiores, 0 que necessitaria
de materiais especificos para construcdes de tais reatores e de um alto custo de
manutencgao.

O processo de irradiacdo é considerado uma nova tecnologia no que diz
respeito aos tratamentos para selecdo de comunidades bacterianas. Micro-ondas,
ultrassom, radiacdo gama e irradiacdo infra-vermelho séo técnicas incluidas nesse
pré-tratamento. O processo por ultrassom utiliza ondas sonoras para criar altas
temperaturas e pressdo no meio. Por meio deste processo, radicais altamente
reativos sao formados, o que pode causar a ruptura da parede celular (WANG; YIN,
2017). O processo por meio de micro-ondas, cria altas temperaturas e friccdo em
liquidos polares pelo uso de ondas eletromagnéticas com frequéncias de 300MHz a
300GHz (RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2018). A radiacdo gama ocasiona a
mudanca fisica, quimica e biolégica das propriedades celulares, criando assim,
radicais livres com DNA n&o-esporulantes (YIN; HU; WANG, 2014). A irradiagao por
infra-vermelho, por meio da sua radiagdo com frequéncia maior que a de micro-
ondas, causa a quebra da parede celular de microrganismos mais sensiveis,

ocasionando sua morte e inibi¢ao.
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O pré-tratamento por congelamento e descongelamento consiste em varios
ciclos ou em um longo ciclo de congelamento e descongelamento do in6culo a
temperatura ambiente. Em decorréncia da grande flutuacado de temperatura, cristais
de gelo podem ser criados dentro da célula e causando também um inchaco celular,
0 que, consequentemente, leva a danos celulares e ruptura dos agregados celulares
(WANG; YIN, 2017). Os tratamentos por inibidores quimicos também podem ser
feitos em ciclos ou em ciclo unico.

Os inibidores quimicos podem ser muito seletivos em sua atividade inibitoria,
deixando intactos os microrganismos produtores de gas hidrogénio. Os compostos
comumente utilizados para tal processo incluem o acido bromometano sulfénico
(BESA, do inglés), cloroférmio, iodopropano e &cidos graxos. Foi verificado que a
Metil-Coenzima M redutase é a principal enzima responsavel pela producédo de gas
metano e essa enzima sofre uma inibicdo na presenca de BESA em determinadas
concentracfes: a producdo acetoclastica de gas metano é totalmente inibida por 1
mmol BESA e o bloqueio da reducédo de H2 pode ser atingida com 50 mmol BESA. O
Cloroférmio bloqueia a funcdo de enzimas corrinoides e inibe a MCR (Metil-
coenzima M Redutase) (WANG; YIN, 2017).

Todos os pré-tratamentos aqui apresentados influenciam diretamente nos
metabdlitos produzidos ao longo da fermentacdo. Entretanto, as condicbes de
operacdo, fonte de in6culo e tipo de substrato podem interferir nos metabdlitos
produzidos concomitantemente aos pré-tratamentos aplicados no consércio.
Portanto, os pré-tratamentos sdo essenciais na inibicAo da metanogénese, mas
também deve-se conhecer bem o substrato em que esse consorcio sera inserido. O
substrato é de suma importancia, pois toda fonte de nutrientes envolvidos no
metabolismo de sobrevivéncia do consorcio bacteriano quanto no metabolismo de
producdo de H: desejado é retirado dele. No item a seguir, discutiu-se sobre o

substrato utilizado na presente pesquisa.

2.2 Acitricultura e a producéao de biohidrogénio

No ramo da citricultura, principalmente focando na cadeia produtiva do suco
de laranja, o Brasil representa 34% da producéo de laranja e 3/4 da producéo de

suco mundialmente (USDA, 2018). Nosso pais consegue incriveis 76% de
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participacdo na producdo de suco de laranja no mundo. Essa producdo gera um
produto interno bruto (PIB) de US$ 6,5 bilh6es percorrendo todos os pontos da
cadeia produtiva e gera cerca de 200 mil empregos diretos e indiretos. O impacto
proveniente de tal cadeia € direto no que diz respeito a economia de mais de 350
municipios de Sdo Paulo e Triangulo Mineiro, também conhecido como “Cinturao
Citricola” (Figura 2.2-1).

Figura 2.2-1. Visao geral do “Cintur&o Citricola” em ambito nacional

Fonte: SOUZA et al., (2013)

Como resultados temos altos indices de IDH (indice de Desenvolvimento
Humano com escala de 0,000 a 1) em cidade citricolas como Araraquara (0,815),
Botucatu (0,800), Bebedouro (0,780), Limeira (0,775) e Matdo (0,773) (NEVES,;
TROMBIN, 2017), todas localizadas dentro do “Cinturdo” no Estado de S&o Paulo
(Figura 2.2-2).

O volume das exportagdes aumentou 14,42% em 2018 (CITRUSBR, 2019),
0 que resulta em maior residuo sendo gerado. Entretanto, tais dados de geracdo de

residuos sdo obscuros e pouco divulgados.
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Figura 2.2-2. Cinturdo Citricola, no Estado de Sao Paulo, com suas medidas
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Fonte: AGRI1, (2016)

Torquato et al., (2017b) afirma que em 2014 foram gerados cerca de 8,4
milhdes de toneladas de residuos provenientes da industria citricola. Esses
residuos, em sua maioria, contém componentes como carboidratos em
concentracfes favoraveis para sua reutilizacdo como substrato para fermentacéo,
como apontado por Rezzadori, Benedetti e Amante (2012).

Aguas residuérias sdo dispostas no corpo receptor da cidade em que a
industria citricola se localiza. Dessa forma, esse residuo normalmente é direcionado
ao sistema de tratamento de agua da industria para, entdo, ser despejado no rio.
Outro residuo gerado é o efluente bruto citricola que por apresentar coloragcédo
escura, quase preta, deve ser, provavelmente, proveniente do processo de limpeza
e do processo de producdo, ou seja, um residuo misto. Entretanto, apresenta
caracteristicas proximas a agua residuaria como por exemplo Demanda Quimica de
oxigénio (DQO), valor de pH e concentracdo de carboidratos. Outro residuo gerado
nesses processos € a vinhaca citricola, que devido as suas caracteristicas fisicas,
como viscosidade e coloracdo, e quimicas, apresenta maior concentracdo de
carboidratos, acidos graxos volateis e alcoois em sua composi¢ao. Provavelmente, a
vinhaca € proveniente do meio do processo de fabricacdo do suco de laranja, pois
ainda possui uma alta concentragao de carboidratos, a qual poderia ser aproveitada
em uma etapa futura do processo industrial. Esses residuos citricolas aliados a
digestédo anaerdbia podem resultar em uma utilizagéo viavel para a producéo de Ha.

Como citado anteriormente, a regido em que a presente pesquisa foi

realizada se localiza no “Cinturdo Citricola”, e visa, apoiado em Torquato et al.,
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(2017b) mostrar o uso de residuos citricolas como substrato da producéo biologica
de Hz. Entretanto, pouco tem se estudado sobre tal substrato abundante em nossa
regido, aplicado na producdo de biogas. A Tabela 2.2-1 mostra a quantidade de
trabalhos encontrados em duas bases de dados, Science Direct e Scielo,
envolvendo residuos de citricultura e a producdo de gas hidrogénio. Os descritores
utilizados nas buscas também sdo mostrados, enfatizando a baixa investigacdo e

interesse por um residuo abundante em nossa regiéo.

Tabela 2.2-1. Procura sistematica de literatura acerca de producgéo biolégica de H2 associado a
residuo citricola

Fonte Descritor Trabalhos Encontrados Trabalho pertinentes
Citrus + biohydrogen 73 2
Orange + biohydrogen 208 0
SCIENCE DIRECT Citrus wastes +biohydrogen 71 0
Orange wastes +biohydrogen 165 2
Citric wastes + biohydrogen 219 0
Citrus + biohydrogen 0 0
Orange + biohydrogen 0 0
SCIELO Citrus wastes +biohydrogen 0 0
Orange wastes +biohydrogen 0 0
Citric wastes + biohydrogen 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor

Os artigos encontrados sdo, em sua maioria, artigos internacionais que se
baseiam no uso de residuos solidos de laranja aplicados a producdo de
biocombustiveis (TAGHIZADEH-ALISARAEI et al., 2017); ou entdo, focados em
apresentar varios possiveis usos e aplicacdes dos residuos provenientes da laranja
(RAFIQ et al., 2016; REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012; SHARMA et al.,
2017). Somente um artigo esteve intimamente relacionado com a producdo de gas
hidrogénio, especificamente, Torquato et al. (2017b). Os autores utilizaram vinhaca e
agua residuaria citricola como substratos para producéao biologica de gas hidrogénio
em reatores anaerobios em batelada, tendo como in6culo um consorcio bacteriano
proveniente de lodo tratando esgoto doméstico.

Ha trabalhos que mostram a producao bioldgica de H2 utilizando substratos
que podem estar presentes em agua residuarias industriais provenientes da

citricultura. Carboidratos como frutose, sacarose, glicose, entre outros mono e
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polissacarideos, sdo apontados como constituintes do residuo citricola
(REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012). A frutose por ser o carboidrato
presente nas frutas em geral, apresenta um grande potencial de producdo de H:
quando aplicado como substrato (MAINTINGUER et al., 2017; PACHIEGA et al.,
2018a). A frutose por evitar uma etapa na via glicolitica pode ser consumido mais
facilmente no processo fermentativo, enfatizando seu grande potencial de converséo
energética. A sacarose pode ser adicionada no processo de preparo do produto,
principalmente, no que tange adogamento de sucos por exemplo. Entretanto, com as
politicas de produtos naturalmente adocados, ou seja, somente com 0 acgUcar
contido na fruta, essa fonte energética pode sofrer uma queda quanto a presenca
delas nos residuos. Por outro lado, caso haja polissacarideos maiores, pelo
processo de hidrdlise € possivel que haja a geracdo desse carboidrato nos produtos,
possibilitando a sua utilizacdo no processo fermentativo para producao bioldgica de
H2. Varios trabalhos apontam que essa fonte energética possui um grande potencial
de conversao (PACHIEGA et al., 2018a, 2018b; SALEM et al., 2018; TORQUATO et
al., 2017a; YIN; WANG, 2017), uma vez que por meio do favorecimento da rota de
producgéo de acido acético, gera-se 8 mol de Hz por mol de carboidrato consumido. A
glicose, por ser um dos monossacarideos mais presentes nos polissacarideos,
potencialmente esta presente em quase todos os residuos provenientes da industria
de alimentos em geral. Sua rota de consumo € extremamente conhecida e ja tem
seu potencial de producdo de H2 comprovado por varios autores (ALY et al., 2018;
CAROSIA et al, 2017; MAINTINGUER et al.,, 2017; MARONE et al.,, 2014,
PACHIEGA et al., 2018a; PATTRA et al., 2008; SUBUDHI et al., 2013).

Por este motivo a presente pesquisa se mostra de suma importancia para
nossa regido, para a industria citricola e para as futuras pesquisas que venham a se
interessar por esse residuo tdo abundante e com um grande potencial de uso em

varios setores.
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“We stopped checking for monsters under our bed
when we realized they were inside us.”
The Joker
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“And in my soul, | swear, until my dream of a world
where dignity, honour and justice become the reality
we all share, | will never stop fighting. Never!”

Superman
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6 CONCLUSOES

Os pré-tratamentos realizados no lodo granular foram eficientes para inibicdo
da metanogénese. Entretanto, alguns (diluicdo serial, congelamento e sacagem)
foram inativaram também os miccroganismos produtores de Hz. O tratamento acido
se mostrou mais eficiente e favoreceu uma maior producdo de Ho.

O consorcio anaerébio gerado a partir do inéculo com pré-tratamento acido
mostrou potencial mais elevado na producdo biolégica de Hz a partir de residuos
citricolas como substrato, apresentando resultados bastante expressivos e que
poderdo embasar pesquisas futuras na utilizacdo desses residuos para obtencéo de
bioenergia.

Foi observado maior producao de Hz para o ensaio 9, realizado com vinhaca
a 69 g DQO L%, resultando em 210, 19 mmol Hz L™t em 221,5 horas. Foi verificado o
favorecimento da rota de producdo de etanol em praticamente todos 0s ensaios,
assim como a geracdo de metanol, o que evidencia a presenca de pectina nos
residuos citricolas testados.

Foram identificados predominios de microrganismos pertencentes a classe
Clostridia presentes nos consorcios dos reatores alimentados com VIN e EB. Para o
consorcio alimentado com efluente bruto foi majoritaria a presenca da bactéria
Clostridum Benijirinckii, classificada como produtora de Hz e o principal género de
bacterias produtoras de gas hidrogénio. Vale ressaltar que o consoércio presente nos
reatores alimentados com EB apresentaram maior diversidade bacteriana do que 0s
alimentados com VIN, reforcando a hipotese de que compostos presentes na

vinhaca citricola tenham um potencial elevado de seletividade.



92

“If you want to make the world a better place, take a
look at yourself, and then make a change.”

Michael Jackson
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