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RESUMO 

 

A gestão adequada de resíduos de frutas e verduras (RFV) gerados em Centrais de 

Abastecimento de Alimentos (Ceasa) é um desafio ambiental e econômico. A fermentação 

escura (FE) surge como uma alternativa promissora para a valorização desses resíduos, 

convertendo-os em bio-hidrogênio e em ácidos orgânicos (AGVs). Entre os reatores 

utilizados, o reator anaeróbio de leito fluidificado (RALF) se destaca pela alta taxa de 

retenção de biomassa e capacidade de suportar elevadas cargas orgânicas. No entanto, a 

literatura carece de estudos sistemáticos sobre a adaptação e estabilidade de RALFs 

operando com substratos complexos como a fração líquida de resíduos de frutas e 

verduras (FLRFV). Diante disso, esta dissertação avaliou o desempenho de um RALF na 

produção de hidrogênio, submetido ao aumento progressivo da concentração de FLRFV 

(0 a 100%) no substrato, em substituição à sacarose, em condições mesofílicas (30 °C), 

com um tempo de detenção hidráulica (TDH) de 2 h, e carga orgânica volumétrica (COV) 

constante de 60 kg DQO m-3
reator d-1, sem controle de pH. Na condição de 100% de 

sacarose, a produção volumétrica de hidrogênio (PVH) e o rendimento (HY) foram de 

4361 mL H2 L-1
reator d-1 e 2,6 mmol H2 g-1DQO 

aplicada, respectivamente. Com a 

substituição completa por FLRFV (100%), observou-se um declínio acentuado com a 

PHV e o HY atingindo apenas 261 mL H2 Lreator d
-1 e 0,2 mmol H2 g

-1DQO 
aplicada. Esta 

queda foi associada a uma mudança no perfil metabólico da comunidade microbiana, com 

acúmulo de ácido propiônico (APr) aliado a um pH consistentemente ácido (faixa de 4,0 

e 4,3), que suprimiu as bactérias produtoras de H2 e desviou o fluxo de carbono para vias 

acidogênica consumidoras de H2 como a propionogênese e homoacetogênese. Contudo, 

a análise integrada com dados de literatura demonstrou que a natureza complexa da 

FLRFV não é um fator limitante absoluto. A operação do RALF com TDHs mais curtos 

(1 h) e COVs mais elevadas (240 kg DQO m-3
reator d

-1) mostrou-se uma estratégia eficaz 

para reverter esse cenário, estabelecendo uma rota metabólica butírica e elevando a PVH 

em até 35 vezes. Portanto, a viabilidade da FLRFV para produção de bio-hidrogênio está 

intrinsecamente ligada a uma janela operacional ótima de TDH/COV, a qual exerce 

pressão seletiva favorável às bactérias hidrogenogênicas, superando a complexidade 

inicial do resíduo. 

 

Palavras-chave: Bio-Hidrogênio; Fermentação Escura; Reator De Leito Fluidificado; 

Resíduo De Frutas E Verduras. 



 

 

 

 

ABSTRACT  

 

Proper management of fruit and vegetable waste (FVW) generated in Food Supply 

Centers (Ceasa) is an environmental and economic challenge. Dark fermentation (DF) 

emerges as a promising alternative for the valorization of these wastes, converting them 

into bio-hydrogen and organic acids (FAs). Among the reactors used, the anaerobic 

fluidized bed reactor (AFBR) stands out for its high biomass retention rate and capacity 

to support high organic loads. However, the literature lacks systematic studies on the 

adaptation and stability of AFBRs operating with complex substrates such as the liquid 

fraction of fruit and vegetable waste (LFVW). Given this, this dissertation evaluated the 

performance of a hydrocarbon-based reactor (RALF) in hydrogen production, subjected 

to a progressive increase in the concentration of volatile fatty acids (VFA) (0 to 100%) in 

the substrate, replacing sucrose, under mesophilic conditions (30 °C), with a hydraulic 

retention time (HRT) of 2 h, and a constant volumetric organic loading rate (LOR) of 60 

kg COD m reactor
-3 d-1, without pH control. Under the 100% sucrose condition, the 

volumetric hydrogen production (HVP) and yield (YH) were 4361 mL H2 L reactor
 -1 d-1 

and 2.6 mmol H2 g-1 COD applied, respectively. With complete replacement by VFA 

(100%), a sharp decline was observed, with HVP and YH reaching only 261 mL H2 L 

reactor
 -1 d-1 and 0.2 mmol H2 g

-1 COD applied. This decrease was associated with a change in 

the metabolic profile of the microbial community, with an accumulation of propionic acid 

(APr) coupled with a consistently acidic pH (range of 4.0 and 4.3), which suppressed H2 

producing bacteria and diverted carbon flow to acidogenic H2-consuming pathways such 

as propionogenesis and homoacetogenesis. However, integrated analysis with literature 

data demonstrated that the complex nature of FLRFV is not an absolute limiting factor. 

Operating the RALF with shorter HRTs (1 h) and higher VOCs (240 kg COD m reactor
-3 d-

1) proved to be an effective strategy to reverse this scenario, establishing a butyric 

metabolic pathway and increasing PVH by up to 35 times. Therefore, the viability of 

FLRFV for bio-hydrogen production is intrinsically linked to an optimal operating 

window of HRT/VOC, which exerts selective pressure favorable to hydrogenogenic 

bacteria, overcoming the initial complexity of the residue. 

 

Keywords: Biohydrogen; Dark Fermentation; Fluidized Bed Reactor; Fruit and 

Vegetable Waste. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As Centrais de Abastecimentos de Alimentos (CEASAs) configuram-se como 

infraestruturas críticas no sistema de distribuição de produtos hortifrutigranjeiros no 

Brasil. Conforme a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a rede conta com 

62 unidades estrategicamente posicionadas em centros urbanos ao redor do país, 

representando um eixo fundamental para a segurança alimentar (Da Silva Júnior, 2025). 

O destino majoritário dos resíduos sólidos da CEASA Maracanaú é o Aterro Sanitário da 

Região Metropolitana de Fortaleza – cerca de 25 toneladas por dia, sendo que 

aproximadamente 17 toneladas por dia são de resíduos de frutas e verduras (RFV) (Da 

Silva Júnior, 2025). Essa solução resulta em um triplo problema: gera custos operacionais 

com o transporte e descarte, desperdiça um potencial econômico e causa um impacto 

ambiental relacionado com emissão de gases de efeito estufa. Como forma de mitigar esse 

cenário, convertendo um passivo em uma fonte de receita e sustentabilidade, a digestão 

anaeróbia (DA) desponta como uma alternativa economicamente viável e ecologicamente 

sustentável, permitindo a recuperação energética, a produção de biofertilizantes e o reuso 

da água do efluente tratado (Menezes et al., 2024b). A Figura 1 apresenta um sistema 

proposto de beneficiamento de resíduos orgânicos da CEASA.  

 

Figura 1 – Sistema proposto de beneficiamento de resíduos orgânicos da CEASA. 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
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A DA, portanto, abre um leque de possibilidades para o tratamento do RFV. Uma dessas 

vias específicas inclui a fermentação escura (FE) como parte de um processo de 

aproveitamento energético. A FE é um processo anaeróbio em que microrganismos 

convertem matéria orgânica em ácidos orgânicos, podendo ter como subproduto o gás 

hidrogênio (Dahiya et al., 2021; Łukajtis et al., 2018; Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 

2025; Sabah; Ilyes; Abdallah, 2021; Sarangi; Nanda, 2020), sem a presença de luz, isto é, 

não necessitando de fonte de luz externa, sendo uma vantagem em relação a outros 

processos biológicos de produção de H2, como a fotofermentação e a fotobiólise direta e 

indireta (Arun et al., 2022; Bhurat et al., 2021; Kulkarni et al., 2023). 

Dessa forma, a co-fermentação – fermentação de mais de um tipo de substrato – surge 

como uma alternativa para a valorização de resíduos, sendo capaz de processar mais de 

uma fonte de resíduos, como alimentares e de lodos ativados, lignocelulósicos, e 

agroindustriais citrícolas (Cheng et al., 2016; Esteban-Gutiérrez et al., 2018; Leitão; 

Moni; Maria, 2022; Perez-Esteban et al., 2024; Rocha; Sakamoto; Varesche, 2024; Vidal-

Antich et al., 2021; Wang et al., 2021; Zeng et al., 2024)  

Além do hidrogênio, a FE também é um processo efetivo para a produção de uma gama 

de ácidos orgânicos de cadeia curta (AOCCs), intermediários essenciais no processo 

anaeróbio e que possuem elevado valor como precursores na indústria química, 

alimentícia e farmacêutica, como ácido acético (AAc), butírico (Abu), lático (ALa) e 

propiônico (APr) (Leroy-Freitas et al., 2024; Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025). 

O ABu, por exemplo, é um aditivo alimentar e químico industrial amplamente utilizado 

(Garduno; Baranova; Kinsley, 2023). 

Esse processo anaeróbio é realizado principalmente por bactérias e tem a vantagem de 

utilizar substratos de baixo valor agregado, como resíduos orgânicos ricos em 

carboidratos (Vendruscolo, 2015). A seleção do tipo de reator é decisiva para eficiência 

do processo, uma vez que influencia em parâmetros como a retenção da biomassa, a 

transferência de massa e de calor, e a capacidade de suportar as cargas orgânicas desejadas 

(Barca et al., 2015; Show; Zhang; Lee, 2008). Dentre os principais reatores utilizados 

para a FE de resíduos alimentares, incluem-se o reator anaeróbio de tanque agitado 

continuamente – continuous stirred tank reactor (CSTR), os reatores anaeróbios de leito 

estruturado – anaerobic structured bed reactor (AnSTBR) e os reatores anaeróbio de leito 

fluidificado (RALF) – anaerobic fluidized bed reactor (AFBR). 
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Os CSTR mantêm um volume constante no reator, com entrada de substrato e saída de 

efluente contínuas e agitação constante do seu conteúdo. Apesar de oferecer uma certa 

estabilidade operacional, comparado com reatores em batelada, apresentam uma grande 

demanda de energia, pela presença do misturador, e há uma dificuldade considerável em 

se reter a biomassa, principalmente em altas taxas de diluição (Ellacuriaga; Gil; Gómez, 

2023; Kastner; Somitsch; Schnitzhofer, 2012; Show; Zhang; Lee, 2008). 

O AnSTBR apresentou resultados satisfatórios de produção de hidrogênio com resíduos 

de frutas e verduras (RFV) no estudo de Menezes et al., (2024a). Nessa pesquisa, foram 

investigados os comportamentos do AnSTBR para os tempos de detenção hidráulica 

(TDH) de 12, 6 e 3 h, onde a condição operacional com TDH de 6 h proporcionou maior 

taxa de produção de H2 (TPH), com valores de 2100 mL H2 Lreator d
-1. 

O RALF, utiliza partículas de suporte para imobilização da biomassa, que é mantida em 

estado fluidificado por um fluxo ascendente de afluente ou de recirculação (Barca et al., 

2015; Cavalcante de Amorim et al., 2009; Haroun; Idris, 2009; Jafari et al., 2013; 

Menezes et al., 2019). Os RALFs são conhecidos pela elevada capacidade de suportar 

cargas orgânicas elevadas, pela excelente transferência de massa gás-líquido e de calor e 

pela alta concentração de microrganismos dentro do reator (Almeida et al., 2025; Barca 

et al., 2015; Show; Zhang; Lee, 2008).  

Portanto, este reator representa uma alternativa eficaz para a produção de bio-hidrogênio, 

sendo a otimização das condições operacionais, a seleção apropriada do meio suporte e o 

controle do sistema de fluidização fundamentais para o sucesso e a escalabilidade do 

processo (Almeida et al., 2025; Ferreira et al., 2020; Menezes et al., 2019; Tapia-Venegas 

et al., 2015). 

O desempenho do RALF depende de parâmetros operacionais como temperatura, pH, 

carga orgânica volumétrica (COV) e TDH (Barca et al., 2015; Rawoof et al., 2021). Dados 

da literatura apontam um pH ótimo para produção de H2 via fermentação escura 

geralmente em uma faixa de 5,5 e 6,0 (De Amorim; Sader; Silva, 2012; Rawoof et al., 

2021; Shida et al., 2009). Não obstante, outros autores relatam o comportamento do reator 

em faixas mais ácidas, com pH abaixo de 4,5, (Barros; Silva, 2012; Carosia et al., 2017; 

Cavalcante de Amorim et al., 2009; Ferreira et al., 2018; Menezes; Silva, 2019; Santos et 

al., 2014a, 2014b, 2014c; Shida et al., 2009, 2012). 

A variabilidade dos parâmetros operacionais, como o pH, torna-se mais crítica e de difícil 

previsão quando se considera a natureza intrinsicamente complexa e variável do 
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substrato, uma realidade do resíduo de frutas e verduras (Da Silva Júnior et al., 2022, 

2025; Menezes et al., 2024a, 2024b). 

A literatura é robusta quanto à produção de hidrogênio em RALFs com substratos modelo 

e de fácil degradação, como glicose e sacarose. No entanto, carece de estudo sistemático 

sobre o desempenho e estabilidade operacional do reator frente à substituição progressiva 

por substratos complexos, como a FLRFV. Esta lacuna compreende especialmente a falta 

de compreensão sobre os limites operacionais e as mudanças metabólicas que ocorrem 

durante o aumento da concentração de FLRFV. 
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2 PERGUNTAS DA PESQUISA E HIPÓTESE 

2.1 Pergunta de pesquisa 

 

Como um RALF hidrogenogênico mesofílico se comportará durante a transição de 

substrato de sacarose para alimentação com a fração líquida de resíduos de frutas e 

verduras gerados na Ceasa Maracanaú? 

 

2.2 Hipótese 

 

O RALF será capaz de suportar elevadas cargas orgânicas volumétricas (COV) 

provenientes dos RFV da Ceasa Maracanaú. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o desempenho de um RALF para produção de bio-hidrogênio utilizando como 

substrato a fração líquida do resíduo de frutas e verduras (FLRFV). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a substituição gradativa da sacarose pela FLRFV, a co-

fermentação dos dois substratos, e seu impacto em um reator 

hidrogenogênico. 

• Avaliar o efeito do TDH na produção fermentativa de hidrogênio. 
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4 FERMENTAÇÃO ESCURA DE RESÍDUOS DE FRUTAS E VERDURAS 

UTILIZANDO REATORES ANAERÓBIOS DE LEITO FLUIDIFICADO: UMA 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1 Resíduos de Frutas e Verduras (RFV) 

 

Os resíduos de frutas e verduras (RFV), Figura 2, representam um desafio significativo 

na gestão de resíduos sólidos devido a sua alta perecibilidade e ao grande volume gerado 

globalmente (Asquer; Pistis; Scano, 2013; Ji et al., 2017; Magama; Chiyanzu; Mulopo, 

2022). A produção agrícola intensiva e o crescimento populacional resultaram em um 

considerável aumento da geração de resíduos, com perdas de alimentos que atingem cerca 

de um terço da produção total, correspondendo a aproximadamente 1 bilhão de dólares 

anuais (Sarangi et al., 2023). 

 

Figura 2 – Resíduos de Frutas e verduras. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
 

A otimização da gestão de resíduos sólidos nas CEASAs, com ênfase nos RFVs, através 

da valorização via digestão anaeróbia, permite a conversão de passivos ambientais em 

produtos de elevado valor agregado como biogás e biofertilizantes (Areeshi, 2022; Da 

Silva Júnior, 2025). Em comparação com outros resíduos de origem vegetal, como os 

lignocelulósicos (palhas, bagaço de cana, serragem, entre outros), os RFV se diferenciam 

por seu alto teor de umidade e de carboidratos solúveis, o que os torna altamente 
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biodegradáveis (Asquer; Pistis; Scano, 2013; Da Silva Júnior et al., 2022; Ji et al., 2017; 

Menezes et al., 2024a). A co-digestão anaeróbia de RFV, juntamente com lodos de esgoto 

municipal, revelou ser uma alternativa eficaz para o manejo de resíduos sólidos urbanos 

(Anhuradha; Arrrivukkarasan, 2020; Rizk et al., 2007). 

Os RFVs são compostos por diversos açúcares, amidos e outros compostos orgânicos 

facilmente biodegradáveis, resultando em elevados rendimentos de hidrogênio (Menezes 

et al., 2024a; Vendruscolo, 2015). Cieciura-Włoch, Borowski e Otlewska (2020) 

reportaram um HY de 52 mL/gSV de RFV tratados, com uma COV de 17 gSV m-3 d-1. 

Porém, a caracterização dos RFVs pode variar significativamente, dependendo da fonte 

e da estação, o que afeta a eficiência da produção de bio-H2 (Martínez-Mendoza et al., 

2022). 

A sacarose, um dissacarídeo simples composto por frutose e glicose, é um substrato de 

referência para estudos de produção de bio-hidrogênio devido à sua alta 

biodegradabilidade e facilidade de conversão (Tunçay et al., 2017). Estudos demonstram 

que a sacarose pode gerar altos rendimentos de hidrogênio em uma ampla faixa de pH 

(4,0 a 9,0) (Choi; Ahn, 2015; Ferreira et al., 2018; Muñoz-Páez et al., 2013; Wang; Lin; 

Chang, 2006). A otimização de parâmetros como pH inicial, a concentração de substrato 

e a concentração da biomassa são cruciais para maximizar a produção de hidrogênio a 

partir da sacarose (Tunçay et al., 2017). Por esse motivo é frequentemente utilizada em 

estudos como comparativo de eficiência de conversão com outros substratos complexos 

como os RFVs (Wang et al., 2022; Zhao et al., 2008). 

 

4.2 Digestão anaeróbia 

 

A digestão anaeróbia (DA) é um processo bioquímico complexo que ocorre na ausência 

de oxigênio, no qual microrganismos decompõem a matéria orgânica em subprodutos 

como biogás (CH4, CO2, H2S e H2) e digestato (Adekunle; Okolie, 2015; Dessie et al., 

2023; Nkuna et al., 2024; Rongwong et al., 2018; Wang; Tester, 2023). Este processo é 

amplamente reconhecido pela sua capacidade de converter resíduos em recursos 

energéticos renováveis e é uma tecnologia consolidada para o tratamento de águas 

residuárias (Rongwong et al., 2018). A DA é composta por quatro etapas bioquímicas: 

hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese (Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar 

et al., 2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester, 2023; Zheng; Li, 2024). 
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4.2.1 Hidrólise 

 

A etapa inicial e frequentemente limitante nos processos de DA de substratos complexos. 

Durante esta fase, polímeros orgânicos mais complexos e insolúveis (Nkuna et al., 2024; 

Prasanna Kumar et al., 2024; Wang; Tester, 2023) – como carboidratos, lipídios e 

proteínas – são quebrados em partículas mais simples e solúveis – açúcares, ácidos graxos 

de cadeia longa e glicerol, e aminoácidos, respectivamente – por enzimas extracelulares 

secretadas por bactérias com capacidade hidrolítica (Jiang; Zhang; Li, 2023; Nkuna et al., 

2024; Prasanna Kumar et al., 2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester, 2023). Esta etapa 

é essencial porque torna as moléculas grandes e insolúveis acessíveis para o 

processamento microbiano nas fases seguintes (Prasanna Kumar et al., 2024). 

 

4.2.2 Acidogênese 

 

Os monômeros produzidos na hidrólise são fermentados por bactérias acidogênicas, 

convertendo-os em ácidos orgânicos de cadeia curta (AOCCs), ou Ácidos Orgânicos 

Voláteis (AOVs) – como ácido propiônico (APr), butírico (ABu) e lático (ALa) –, além 

da produção de hidrogênio (H2) e dióxido de carbono (CO2) (Jiang; Zhang; Li, 2023; 

Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al., 2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester, 

2023). Esta etapa também é conhecida como fermentação (Dessie et al., 2023; Wang; 

Tester, 2023). A acidogênese é essencial, pois os AOVs são intermediários importantes 

para a produção subsequente de metano (Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al., 2024). 

 

4.2.3 Acetogênese 

 

Na acetogênese, os AOVs intermediários da acidogênese – como APr e ABu – são ainda 

mais metabolizados por bactérias acetogênicas. O principal produto da acetogênese é o 

ácido acético (AAc), além de H2 e de CO2. Os AOVs de cadeia longa resultantes da 

hidrólise dos lipídios podem sofrer oxidação anaeróbia, gerando hidrogênio que pode ser 

utilizado na metanogênese hidrogenotrófica (Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al., 

2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester, 2023). 

 

4.2.4 Metanogênese 
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A etapa final da DA, em que as arqueias metanogênicas convertem o AAc, H2 e CO2 em 

CH4 e CO2, existem duas vias principais: metanogênese acetotrófica, onde o acetato é 

diretamente transformado em CH4 e CO2; e a metanogênese hidrogenotrófica, que utiliza 

H2
 como fonte de energia e CO2 como fonte de carbono para produzir CH4. O metano é o 

principal componente do biogás e serve como fonte de energia renovável (Da Silva Júnior, 

2025; Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al., 2024; Rongwong et al., 2018; Shahzad 

et al., 2024; Wang; Tester, 2023; Zheng; Li, 2024). 

 

4.3 Produção de Hidrogênio na Fermentação Escura 

 

A fermentação escura (FE) é uma variação da DA que se concentra na produção de ácidos 

orgânicos. Este processo utiliza microrganismos fermentativos para degradar a matéria 

orgânica em condições anaeróbias, na ausência de luz, resultando na produção de H2 e de 

outros subprodutos, como AOVs (Bhurat et al., 2021; Bundhoo, 2017; Mokhtarani; 

Zanganeh; Moghtaderi, 2025; Nguyen et al., 2020). A FE é considerada uma ótima 

alternativa para a produção de hidrogênio limpo, devido às suas características não 

poluentes e ao uso de resíduos orgânicos (Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025; 

Nemitallah et al., 2024; Sekoai; Chunilall; Ezeokoli, 2023). 

A FE compartilha as primeiras etapas da DA, especificamente a hidrólise e a acidogênese 

(Bundhoo, 2017; Zheng; Li, 2024). Durante a acidogênese, ao invés de prosseguir para a 

metanogênese, a rota metabólica é desviada para otimizar a produção de hidrogênio 

(Sołowski; Ziminski; Cenian, 2021). Para evitar a rota metanogênica no reator, é preciso 

interferir, seja na biota do lodo – via pré-tratamento térmico, químico ou biológico (Kan, 

2013) –, seja nas condições operacionais do reator (controle de pH, redução de TDH ou 

regulação de COV) (Lee et al., 2014; Liu et al., 2011). 

As bactérias envolvidas na FE são tipicamente anaeróbias e podem transformar substratos 

orgânicos complexos em compostos mais simples, liberando H2 (Bhurat et al., 2021; 

Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025). Contudo, a produção de H2 na FE é 

frequentemente acompanhada pela formação de AOVs, que podem atuar como inibidores 

metabólicos e reduzir o rendimento de H2, se acumulados (Sekoai; Chunilall; Ezeokoli, 

2023). 

A produção de H2 via FE de RFV representa uma excelente alternativa para a gestão de 

resíduos e a geração de energia renovável (Abubackar et al., 2019; Magama; Chiyanzu; 

Mulopo, 2021; Mohanakrishna et al., 2023). Esta tecnologia oferece uma alternativa mais 
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limpa em relação aos combustíveis fósseis, com o hidrogênio possuindo alto poder 

energético (142 MJ/kg), liberando somente vapor de água como produto de sua 

combustão (Jain et al., 2024; Singh Yadav; Vinoth; Yadav, 2018). 

Todavia, não é interessante pensar em um reator hidrogenogênico isolado, uma vez que o 

processo gera, além de H2, um efluente rico em AOVs e outros subprodutos. Para que 

essa tecnologia seja economicamente viável e ambientalmente sustentável, esse reator 

deve ser integrado em um sistema de biorrefinaria, em que seu efluente (resultante da FE) 

pode ser direcionado para um segundo estágio, como um reator metanogênico (via DA), 

otimizando os resultados de produção de CH4, de remoção de matéria orgânica e de 

estabilidade (Da Silva Júnior et al., 2025; Devens et al., 2025b; Mazzanti et al., 2025b; 

Ramos; Silva, 2020; Ribeiro et al., 2024a; Zheng; Li, 2024). 

A seleção e o pré-tratamento apropriados do inóculo são etapas cruciais para a eficácia 

dos processos fermentativos na produção de bio-hidrogênio (Mokhtarani; Zanganeh; 

Moghtaderi, 2025; Sahil et al., 2024; Wang; Yin, 2019). Bactérias formadoras de esporos, 

principalmente do gênero Clostridium, são amplamente utilizadas por sua habilidade 

comprovada de produzir hidrogênio em ambientes anaeróbios (Correa-Villa; Moreno-

Cárdenas; De Bruijn, 2024; Kang et al., 2024). A presença de bactérias láticas pode 

influenciar a produção de hidrogênio de forma competitiva, dependendo das condições 

operacionais e das propriedades do substrato (Correa-Villa; Moreno-Cárdenas; De Bruijn, 

2024). 

A eficácia da produção de hidrogênio por fermentação escura está fortemente ligada à 

variedade e ao metabolismo dos microrganismos envolvidos, que funcionam como 

catalisadores biológicos na transformação de compostos orgânicos em bio-hidrogênio 

(Dzulkarnain et al., 2022; Wang; Yin, 2019). Clostridium é um dos gêneros bacterianos 

mais estudados, notável por sua alta capacidade fermentativa e resistência a condições 

desfavoráveis (Sachdeva Taggar et al., 2024; Sarangi; Nanda, 2020). 

Bactérias do gênero Clostridium, por serem anaeróbias estritas e esporuladas, são 

resistentes e têm facilidade de permanência em reatores de fermentação (Sarangi; Nanda, 

2020). Espécies como Clostridium butyricum demonstram alta eficiência na produção de 

hidrogênio e são frequentemente empregadas em pesquisas experimentais (Kang et al., 

2024). 

Embora as culturas puras sejam eficazes, consórcios originados de lodos anaeróbios, de 

esgotos ou de compostos de solo (sedimentos de manguezais e cobertura de solos 

agrícolas) são frequentemente utilizados em sistemas de fermentação escura. Essas 
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comunidades exibem maior robustez, versatilidade metabólica e capacidade sinergética 

para elevar a produção de hidrogênio (Cabrol et al., 2017; Dzulkarnain et al., 2022). 

Porém, para otimizar os processos, é necessário entender detalhadamente as interações 

microbianas (Dzulkarnain et al., 2022). O uso de consórcios microbianos em vez de 

culturas puras tem se revelado uma abordagem promissora para melhorar a conversão de 

co-substratos em bio-hidrogênio (Mumtha; Mahalingam, 2024). 

A engenharia metabólica e genética tem se estabelecido como uma estratégia 

contemporânea para melhorar a produção biológica de hidrogênio. Ao alterar as vias 

bioquímicas, pode-se direcionar o fluxo de elétrons para a produção de hidrogênio, 

diminuindo a formação de subprodutos indesejáveis e melhorando a eficiência global do 

processo (Kothari et al., 2017; Sivaramakrishnan et al., 2021). 

Uma prática comum para promover o aumento de populações produtoras de hidrogênio, 

especialmente as que formam esporos, e inibir microrganismos metanogênicos é o pré-

tratamento do inóculo através de choques térmicos ou de adição de ácidos (Sachdeva 

Taggar et al., 2024; Sahil et al., 2024).  

 

4.4 Co-fermentação de resíduos agroindustriais 

 

A co-fermentação é um processo biotecnológico que envolve a fermentação conjunta de 

dois ou mais tipos de substratos com o intuito de gerar produtos de elevado valor 

agregado, como biometano, bio-hidrogênio, AGVs e biopolímeros, superando as 

limitações de sistemas de um único substrato (Ali; Mansor; Alam, 2018; Faria; Carvalho; 

Conte-Junior, 2023; Zeng et al., 2024). 

Almeida et al.,  (2023) avaliou o efeito da temperatura e da COV na metanogênese, 

utilizando RALFs mesofílicos e termofílicos, para a co-digestão do soro de leite e de 

glicerol em reatores de um e dois estágios. Os autores relataram que o RALF mesofílico 

foi mais tolerante a maiores COVs, com melhores resultados com uma COV de 20 

kgDQO m-3
reator d

-1, com produção volumétrica de CH4 5800 mL CH4 Lreator
-1 d-1. Por sua 

vez, PVH do RALF acidogênico termofílico para a mesma COV foi de 2500 mL H2 Lreator 

d-1. Os pesquisadores concluíram que um sistema em dois estágios com um RALF 

acidogênico termofílico seguido de RALF metanogênico mesofílico obteve maior 

produção energética que um RALF termofílico em único estágio. 

A co-fermentação de resíduos oferece uma série de vantagens ambientais e econômicas, 

tais como: 
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4.4.1 Aumento da eficiência do processo e produção de biogás 

 

A combinação de resíduos pode otimizar a relação carbono/nitrogênio (C/N), equilibrar 

micronutrientes, diluir inibidores e melhorar a capacidade de tamponamento da 

alimentação dos reatores, resultando em uma maior estabilidade do processo e em um 

aumento de produção de biogás (Ofosu; Aklaku, 2010; Shrestha et al., 2023).A co-

digestão de efluentes municipais e de resíduos alimentares pode otimizar a produção de 

biogás (Ounsaneha et al., 2021). 

 

4.4.2 Produção de AGVs e outros biocompostos 

 

A co-fermentação de lodos ativados e de resíduos alimentares se mostrou eficaz para 

produção de AGVs, onde a composição dos alimentares influenciam diretamente no 

rendimento e no perfil de fermentação (Esteban-Gutiérrez et al., 2018; Perez-Esteban et 

al., 2024; Vidal-Antich et al., 2021, 2022). Nesses casos, os estudos apontaram pH e 

temperatura como fatores críticos para otimização da produção de ácidos orgânicos 

(Esteban-Gutiérrez et al., 2018; Perez-Esteban et al., 2024). 

 

4.5 Pré-tratamento de lodo para eliminação arqueias metanogênicas 

 

Um problema chave para otimizar a produção de bio-hidrogênio é a supressão ou 

eliminação de arqueias metanogênicas, que competem pelos substratos dos 

microrganismos produtores de H2, reduzindo a eficiência do processo (Alibardi et al., 

2012; Zhu et al., 2011). A inibição de arqueias por pré-tratamento térmico é uma estratégia 

bem estabelecida (Argun; Kargi, 2009). 

 

4.5.1 Pré-tratamento térmico 

 

Existem diversas metodologias de pré-tratamento térmico aplicadas ao lodo anaeróbio 

para aprimoramento da produção de H2, via inibição da atividade metanogênica e 

melhoria da hidrólise da matéria orgânica (Alibardi et al., 2012; Kan, 2013). Dentre 
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aquelas, destacam-se: o tratamento térmico a temperaturas moderadas e via choque 

térmico: 

• Temperaturas moderadas (70 – 90°C por curtos períodos): este método 

objetiva inativar de forma seletiva as arqueias metanogênicas, mais 

sensíveis ao calor que as bactérias produtoras de H2, conforme ilustrado 

na Figura 3 (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006). Estudos 

revelaram que o pré-tratamento do lodo anaeróbio a 70 °C por 30 minutos 

pode inibir efetivamente a metanogênese e selecionar as bactérias 

hidrogenogênicas (Hasyim et al., 2011), enquanto outros demonstram que 

o tratamento a 90 °C pode ser eficaz na inibição dos microrganismos 

metanogênicos, embora não selecione somente bactérias hidrogenogênicas 

(Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006).  

 

Figura 3 – Pré-tratamento térmico moderado. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
 

• Choque térmico: envolve a aplicação de bruscas variações de temperatura, 

o que pode favorecer bactérias hidrogenogênicas em relação às arqueias 

metanogênicas. Este método é eficaz na inativação de esporos de arqueias 

metanogênicas, permitindo a seleção de bactérias hidrogenogênicas. O 

pré-tratamento térmico repetido em duas vezes, por 5 horas cada, foi 

considerado mais eficaz na seleção de bactérias produtoras de H2 em 

diferentes fontes de lodos anaeróbios, a partir da fermentação de trigo 

moído, conforme ilustrado na Figura 4 (Argun; Kargi, 2009). No entanto, 

García e Cammarota (2019) revelam que o pré-tratamento térmico com 
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períodos breves de aquecimento moderado, seguido de repouso de 6 horas 

(choque térmico) foi eficiente em eliminar competidores do hidrogênio e 

potencializar a atividade das bactérias produtoras, tornando o processo de 

fermentação escura mais eficiente para geração de bio-hidrogênio. 

 

Figura 4 – Pré-tratamento por choque térmico. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
 

A escolha da melhor alternativa para supressão de arqueias metanogênicas depende de 

diversos fatores, incluindo a eficiência energética, o custo e o impacto na comunidade 

bacteriana desejada (Argun; Kargi, 2009; Kan, 2013). Através da literatura analisada, a 

melhor solução para eliminação das arqueias em prol das bactérias hidrogenogênicas é o 

pré-tratamento térmico à temperatura moderada, de 90 °C, por períodos controlados (10 

– 30 minutos) (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Magdalena; González-

Fernández, 2020), seguido de choque térmico, com resfriamento por 6 horas até a 

temperatura ambiente (García; Cammarota, 2019). 

O pré-tratamento a temperaturas moderadas oferece um equilíbrio entre a inativação 

eficaz das arqueias sensíveis ao calor e a preservação da viabilidade das bactérias 

hidrogenogênicas (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Lay et al., 2011). 

Temperaturas muito elevadas podem ser muito agressivas, resultando na destruição de 

algumas bactérias produtoras de H2 e na formação de compostos que inibem a 

fermentação (Kan, 2013). É importante ressaltar que a temperatura ideal para o pré-
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tratamento térmico pode variar dependendo do tipo de lodo utilizado e da composição da 

comunidade microbiana (Ennouri et al., 2016; Vítěz et al., 2020). 

Além do pré-tratamento térmico, outros métodos como a utilização de clorofórmio e o 

pré-tratamento ácido, também foram investigados para inativação de microrganismos 

metanogênicos (Argun; Kargi, 2009; Hu; Chen, 2007). Porém, o pré-tratamento térmico 

é amplamente preferido em relação a esses últimos métodos devido à sua simplicidade, 

eficácia e custo-benefício em muitas aplicações (Argun; Kargi, 2009). 

 

4.5.2 Pré-tratamento com clorofórmio 

 

O pré-tratamento de lodos anaeróbios por meio de agentes químicos como o clorofórmio 

(CHCl3) representa uma estratégia eficaz para inativar microrganismos metanogênicos e, 

portanto, otimizar a produção de H2 (Hu et al., 2009; Hu; Chen, 2007). O clorofórmio 

tem sido relatado como um potente agente químico inibidor da atividade metanogênica 

em sistemas de DA. 

Hu et al., (2009) mostraram que o tratamento do lodo granular anaeróbio com este agente 

é capaz de transformar um sistema produtor de biometano em um sistema produtor de 

bio-hidrogênio. Os pesquisadores atribuem a inibição à toxicidade direta do CHCl3 para 

as arqueias metanogênicas – mais sensíveis a este componente que as bactérias 

hidrogenogênicas – perturbando suas membranas celulares e inativando enzimas 

essenciais para seu metabolismo. 

Ning et al., (2012), ao analisar a estabilidade da produção de H2 e a diversidade 

microbiológica em lodos anaeróbios pré-tratados com CHCl3 com diferentes 

concentrações deste agente, concluíram que a concentração de 0,050% de clorofórmio era 

a mais adequada, considerando a produção cumulativa, máxima taxa de produção e 

rendimento de hidrogênio, bem como a eficiência de utilização do substrato. 

 

 

4.6 Reator Anaeróbio de Leito Fluidificado (RALF) 

 

O RALF constitui uma tecnologia avançada para o tratamento de águas residuárias, 

caracterizada pela elevada taxa de transferência de massa gás-líquido e pela eficiente 

imobilização da biomassa. Essa configuração favorece processos como a fermentação 

escura, permitindo maior estabilidade operacional, biomassa com elevada produção de 
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substâncias poliméricas extracelular (EPS, em inglês) e melhor desempenho na conversão 

de matéria orgânica (Barca et al., 2015; Chen et al., 2024; Kumar et al., 2018). Este 

método é relevante dada a crescente necessidade de fontes de energias sustentáveis e 

métodos eficazes de gestão de resíduos (Dhanya et al., 2020; Preethi et al., 2019; Rawoof 

et al., 2021; Sivanesan et al., 2024). 

 

4.6.1 Funcionamento do RALF 

 

O RALF é caracterizado por um leito de partículas que são fluidizadas por um fluxo 

ascendentes de gás ou líquido, conforme ilustrado na Figura 5 (Gao et al., 2022). Esta 

fluidização confere ao sistema excelentes características de interface gás-sólido e de gás-

líquido, o que é decisivo para a eficiência de processos biológicos (Liu et al., 2024; Yang; 

Wang; He, 2022). No cenário da produção de bio-hidrogênio, essas partículas servem 

como meio suporte para adesão de microrganismos anaeróbios, formando um biofilme 

(Barca et al., 2015). 

 

Figura 5 – Esquema ilustrativo de um reator anaeróbio de leito fluidificado. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Dentre os fatores que interferem no funcionamento de um RALF incluem: 
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• Meio suporte: partículas como argila expandida (Dos Reis; Silva, 2011; 

Menezes et al., 2019; Shida et al., 2009, 2012; Silva et al., 2019) ou carvão 

ativado granular (Zhang et al., 2007) são bastante utilizadas para 

imobilizar a biomassa microbiana. Além dessas, ainda são opções a resina 

de poliéster e perlita vitrificada (Saucedo-Terán et al., 2004), poliestireno 

(Siqueira; Damiano; Silva, 2013), sepiolita e perlita comercial (Arnaiz; 

Gutierrez; Lebrato, 2006). A definição do material suporte é esssencial, 

pois afeta a formação do biofilme, logo, a eficiência do reator (Barca et 

al., 2015; Shida et al., 2009). Porosidade, densidade e superfície 

específica dos materiais de suporte influenciam a adesão dos 

microrganismos e o desempenho do reator (Arnaiz; Gutierrez; Lebrato, 

2006; Barca et al., 2015; Saucedo-Terán et al., 2004). Materiais de baixa 

densidade oferecem vantagens operacionais como menores requisitos de 

energia e um equilíbrio adequado para o crescimento do biofilme 

(Saucedo-Terán et al., 2004). 

 

• Sistema de fluidificação: uma bomba impulsiona o fluxo 

ascendente de água residual do leito de partículas, mantendo-as em um 

estado fluidificado (Gao et al., 2022). A velocidade ascensional do fluido 

é um parâmetro crítico que determina o regime de fluidização e o 

desempenho do reator (Chen et al., 2024; Dos Reis; Silva, 2011). Uma 

velocidade apropriada é necessária para garantir a fluidificação 

homogênea do leito, evitando colmatações e minimizando perdas de 

biomassa (Estrada-Arriaga et al., 2012; Sarrouh; Converti; Da Silva, 

2008). Além disso, esse sistema impõe um esforço de cisalhamento 

contínuo das partículas do meio suporte do RALF, promovendo uma 

renovação constante das células microbianas e, por conta deste estresse, 

estimulam a produção de EPS, ajudando a formar uma camada de 

proteção que ajuda a adesão dos microrganismos à biomídia (Koerich; 

Rosa, 2021; Melo et al., 2022; Menniti et al., 2009). As EPS são matrizes 

complexas, formadas por polissacarídeos, proteínas, lipídios e DNA, que 

compõe a (Babiak; Krzemińska, 2021; Melo et al., 2022; Pereira et al., 

2019). 
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No estudo de Dos Reis e Silva (2011), foram utilizados dois RALFs, 

construídos em acrílico, com diâmetro interno de 5,3 cm e altura de 190 

cm, resultando em um volume de 4192 cm3, utilizando lodo de tratamento 

de águas residuárias suínas como inóculo para ambos os reatores, 

adotando velocidades ascensionais de 1,24 cm/s e de 1,88 cm/s, onde a 

menor velocidade gerou uma maior produção volumétrica de H2. 

 

4.6.2 Condições operacionais 

 

A eficiência, estabilidade e viabilidade de vários processos biológicos e químicos são 

fortemente influenciadas pelas condições operacionais, particularmente em sistemas 

como reatores de digestão anaeróbia e tratamento de águas residuárias (Amin et al., 2021; 

Arslan et al., 2016; Naderi et al., 2023). 

As condições operacionais em um RALF para FE são críticas para otimização da 

produção de bio-hidrogênio. Dentre elas encontram-se: 

 

• Temperatura: Um dos fatores ambientais mais importantes é a 

temperatura, que afeta de forma direta as taxas de reação biológica e a 

atividade enzimática (Deng et al., 2023; Shaukat et al., 2023; Tian et al., 

2024). A temperatura é um fator chave, com processos ocorrendo em 

faixas tanto mesofílicas (30 – 40 °C) quanto termofílicas (50 – 60 °C) 

(Ferreira et al., 2020, 2018; Muñoz-Páez et al., 2013). Estudos mostram 

que a temperatura mesofílica de 30 °C foi eficaz em vários experimentos, 

como na produção de H2 a partir do melado de cana-de-açúcar (Ferreira et 

al., 2020) e águas residuárias de refrigerantes (Menezes et al., 2019).  

 

• pH: regula a ação de microrganismos e enzimas, a solubilidade de 

nutrientes e a formação de produtos em diversos sistemas biológicos e 

químicos (Bermúdez-Penabad; Kennes; Veiga, 2017; Peng; RuiYang; 

ChunHao, 2022; Shaukat et al., 2023). Alterações no pH podem resultar 

na inibição da atividade microbiana ou na mudança da rota metabólica, 

gerando subprodutos indesejados (Arslan et al., 2016; Silva-Illanes et al., 

2017; Zagrodnik; Duber; Seifert, 2022). Este é um dos parâmetros mais 

importantes a ser controlado durante a FE para a produção de H2, 
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usualmente mantido em uma faixa ácida entre 5.0 e 6.5 (Barca et al., 2015; 

De Amorim; Sader; Silva, 2012; Hussien et al., 2024). Contudo, um pH de 

cerca de 3,5 no efluente foi observado em um estudo com glicose como 

substrato (De Amorim; Sader; Silva, 2012). Quanto à adição de 

tamponante, (Shida et al., 2012) mostram que a adição de bicarbonato de 

sódio (NaHCO3) impactou em um menor HY, de 2,45 para 1,90 mol H2 

mol-1 glicose. Por outro lado, foi notado aumento de 30% e de 176%, 

respectivamente, com a utilização de NaHCO3 e de carbonato de cálcio 

(CaCO3) para co-fermentação de resíduo agroindustrial citrícola (Rocha; 

Sakamoto; Varesche, 2024). 

 

• Tempo de Detenção Hidráulica (TDH) e Carga Orgânica Volumétrica 

(COV): constituem fatores interligados que definem a permanência do 

substrato e dos microrganismos no reator, influenciando diretamente na 

eficiência do processo bioquímico (De Vela, 2021; Liu et al., 2018; 

Pechaud et al., 2022). Um TDH mais longo possibilita um maior tempo de 

contato entre os microrganismos e o substrato, mas pode diminuir a 

eficiência do reator (Fan et al., 2023; Muda et al., 2011). Por outro lado, a 

redução do TDH e o aumento da COV podem melhorar a produtividade, 

mas também podem resultar na lavagem de microrganismos e na 

instabilidade do processo (Leite et al., 2023; Shang et al., 2025). O TDH é 

essencial para o desempenho do reator. TDHs curtos (1 – 8 horas) são 

frequentemente usados em RALFs (De Amorim; Sader; Silva, 2012; Shida 

et al., 2009). Em um estudo, o TDH variou de 8 a 0,5 h, com a COV 

variando 7,92 a 137,09 kgDQO m-3 d-1, mostrando que a COV tem um 

impacto significativo na produção de H2 (Menezes et al., 2019), enquanto 

Almeida et al., (2025) alterou as condições de COV de 20 a 240 kgDQO 

m-3 d-1, obtendo maiores HY em menores TDH (3 e 1 h). A produção de 

hidrogênio geralmente aumenta com a diminuição do TDH até um ponto 

ideal (Ferreira et al., 2018; Shida et al., 2009). 

 

• Concentração do substrato: afeta a velocidade da reação, o crescimento 

microbiano e a obtenção de produtos (Arslan et al., 2016; Nwokolo et al., 

2020). Uma concentração inadequada pode restringir a produção, ao passo 
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que uma concentração excessiva pode resultar na inibição do processo ou 

no acúmulo de subprodutos indesejados (Bühlmann et al., 2021; Deng et 

al., 2023). A concentração inicial do substrato afeta diretamente o 

rendimento de hidrogênio. (De Amorim; Sader; Silva, 2012) avaliam o 

efeito de diferentes concentrações de glicose (de 2 a 25 g L-1), com TDH 

variando de 8 a 1 h, em RALFs, atingindo maior HY (2,49 mol H2 mol-

1
glicose) com TDH de 2h e concentração de 2 g L-1, enquanto a maior PVH 

(1,46 L h-1 L-1) foi obtida na condição operacional com concentração de 

10 g L-1 e TDH de 1h. Por sua vez, diferentes substratos foram utilizados 

diluídos em seus respectivos tratamentos, como melaço de cana-de-açúcar, 

resíduos de refrigerantes ou águas residuárias vinícolas, para produção de 

H2 (Ferreira et al., 2020; Menezes et al., 2019; Policastro et al., 2022). 
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5 ADAPTAÇÃO DO REATOR ANAERÓBIO DE LEITO FLUIDIFICADO 

AO AUMENTO DA CONCENTRAÇÃO DE RESÍDUO DE FRUTAS E VEGETAIS 

 

5.1 Introdução 

 

Estima-se que foram desperdiçados, no Brasil, entre 23 e 82 milhões de toneladas de 

alimentos em 2024(UNEP, 2024). No nordeste brasileiro, esta realidade não é diferente: 

estudos apontam perdas na ordem de 9,5 toneladas/semana de frutas e verduras no Centro 

de Abastecimento de Alimentos (Ceasa) de Salvador, Bahia (Santos et al., 2020); na Ceasa 

de Maracanaú, Ceará, a produção de resíduo de frutas e verduras chega à ordem de 17 

toneladas/dia (Da Silva Júnior et al., 2022). Portanto, o problema gerado pela produção 

desse resíduo pode ser mitigado através da digestão anaeróbia, possibilitando sua 

recuperação energética, produção de biofertilizantes e reuso da água do efluente tratado 

(Menezes et al., 2024b). 

Os RFVs são particularmente adequados para essa aplicação (Azevedo et al., 2025; 

Mazzanti et al., 2025a; Menezes et al., 2024b) devido seu alto valor de umidade e aos 

seus compostos orgânicos prontamente biodegradáveis, como carboidratos, que são ideais 

para fermentação escura. As rotas metabólicas chave desse processo incluem a conversão 

de glicose em acetato (AAc), butirato (Abu), lactato (ALa) e etanol, com a produção 

concomitante de H2 e CO2 (Lim; Nandong, 2022; Silva et al., 2024; Sultana et al., 2023a; 

Yahaya et al., 2022). 

A fermentação escura é um processo biotecnológico de grande relevância no contexto da 

produção de energia renovável (Blanco; Oliveira; Zaiat, 2019; Sultana et al., 2023b). 

Trata-se de uma via metabólica que utiliza matéria orgânica para produção de bio-

hidrogênio (H2), ácidos orgânicos voláteis (AOVs) e outros subprodutos, na ausência de 

luz. Este processo é altamente eficaz para converter materiais orgânicos, como restos de 

comida (An; Xu; Dai, 2024; Melikoglu; Tekin, 2024; Sultana et al., 2023a), e resíduos 

agroindustriais (Antonopoulou et al., 2012; Blanco; Oliveira; Zaiat, 2019; Melikoglu; 

Tekin, 2024; Wagh et al., 2024), dentre eles, os resíduos de frutas e verduras, em energia 

renovável. 

Os desafios associados à utilização do RFV incluem a variação na carga orgânica e 

composição, que pode afetar a estabilidade do processo e a eficiência de produção de 

hidrogênio. O RFV é composto principalmente por carboidratos de fácil degradação que 

pode gerar uma alta produção de ácidos. A fermentação desse substrato também é 
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sensíveis a variações de cargas orgânicas a depender da operação e tipo de reator utilizado. 

Tais fatores afetam a estabilidade e eficiência do processo de produção de hidrogênio. 

A produção de bio-hidrogênio pode ser aprimorada em sistemas de digestão anaeróbia de 

dois estágios para o RFV (Mazzanti et al., 2025a; Menezes et al., 2024b; Sukphun et al., 

2023). No primeiro estágio, a fase acidogênica ou hidrogenogênica é enfatizada, com o 

objetivo de maximizar a produção de hidrogênios e AOVs. Essa abordagem não só 

otimiza a produção, como também melhora a estabilidade do processo, permitindo o 

controle mais eficaz das condições de operação dos reatores, como pH e temperatura, 

otimizando, também a produção de metano no reator subsequente, uma vez que os AOVs 

estarão prontamente pré-digeridos, evitando que haja acúmulo de ácidos orgânicos no 

reator metanogênico, fator inibitório de produção de metano pelas arqueias 

metanogênicas (An; Xu; Dai, 2024; Devens et al., 2025a; Hou et al., 2025; Mazzanti et 

al., 2025a; Ribeiro et al., 2024b; Sukphun et al., 2023). 

O RALF é uma das escolhas para a fase acidogênica ou hidrogenogênica em sistemas de 

dois estágios. Neste reator, o substrato é introduzido na base de uma coluna contendo 

material de suporte, e o fluxo ascendente de líquido – por meio de altas vazões de 

recirculação – provoca fluidização do leito de partículas (Devens et al., 2025a; 

Ouppatampanon et al., 2024). O RALF melhora a transferência gás-líquido, além de 

prevenir a formação de zonas mortas (curto-circuito) e de permitir a preservação da 

biomassa (Ouppatampanon et al., 2024). 

Este reator é ideal para operações com alta carga orgânica volumétrica (COV), permitindo 

baixos tempos detenção hidráulica (TDH), com altas taxas de e produção de biogás 

(Almeida et al., 2022; Devens et al., 2025a; Menezes, 2018; Ribeiro et al., 2024b) e é a 

configuração mais prevalente para sistemas de recuperação de fósforo via 

biomineralização, mais uma alternativa para produção de biofertilizante (Ouppatampanon 

et al., 2024; Riewklang et al., 2023). 

Este estudo almeja desenvolver uma pesquisa abrangente que considere as diferentes 

concentrações de substrato, a influência do TDH e o processo de adaptação do RALF à 

fração líquida do resíduo de frutas e verduras (FLRFV). 

Ademais, para uma análise mais abrangente dos limites e potencialidades do RALF no 

tratamento da FLRFV, este trabalho discute e contextualiza os resultados sob a luz de 

dados operacionais complementares (Almeida et al., 2025), que investigaram o efeito de 

TDHs decrescentes (e COVs progressivas) sobre o mesmo substrato, permitindo uma 
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visão integrada das estratégias para viabilizar a produção de bio-hidrogênio a partir deste 

resíduo complexo. 

 

5.2 Metodologia 

 

5.2.1 Configuração experimental 

 

O estudo foi realizado por meio de um RALF (Figura 6) constituído em aço inoxidável, 

com diâmetro interno de 2,2 cm, altura total de 150 cm, com um volume total de 750 cm³, 

volume útil de 570 cm³, volume de leito de partículas 160 cm³.  

 

Figura 6 – Configuração experimental do RALF utilizada. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

5.2.2 Meio suporte e inóculo 
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Utilizou-se como material suporte do reator argila expandida, que foi devidamente 

peneirada, mantendo uma faixa de diâmetros entre 2,8 mm e 3,35 mm, para separação de 

materiais pulverulentos e de grânulos maiores que os desejados. 

Para devida eliminação de arqueias metanogênicas, foi realizado o pré-tratamento térmico 

do lodo de cervejaria. O lodo foi triturado, diluído em água (50% v/v) e aquecido a 90°C 

por 10 min (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Magdalena; González-

Fernández, 2020), em homogeneização constante, e resfriado por 6 h, até atingir a 

temperatura ambiente (García; Cammarota, 2019). 

O material destinado ao inóculo foi composto de lodo pré-tratado (10% v/v do barrilete), 

água, 5 g L-1 de sacarose e meio nutricional (Tabela 1), e mantido em batelada por 21 

dias, com uma vazão de recirculação de 25 L h-1, sendo realimentado com sacarose 

sempre que houvesse consumo de 80% do carboidrato da solução. Após esta etapa o reator 

passou a ser operado de forma contínua, em condições mesofílicas (30 °C). 

 

Tabela 1 – Meio nutricional utilizado na alimentação do RALF. 

Composto Concentração (mg L-1) 

𝐾𝐻2𝑃𝑂4 85,0 

𝐾2𝐻𝑃𝑂4 21,7 

𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4 ∙ 7𝐻2𝑂 33,4 

𝐹𝑒𝐶𝑙3 ∙ 6𝐻2𝑂 0,5 

𝐹𝑒𝑆𝑂4 ∙ 7𝐻2𝑂 5,0 

𝐶𝑎𝐶𝑙2 ∙ 2𝐻2𝑂 62,3 

𝐶𝑜𝐶𝑙2 ∙ 6𝐻2𝑂 0,15 

𝑆𝑒 0,05 

(𝑁𝐻2)2𝐶𝑂 125 
Fonte: Adaptado de Del Nery, (1993). 

 

5.2.3 Alimentação e substrato 

 

A FLRFV apresentou uma Demanda Química de Oxigênio (DQO) de 116 g L-1, conforme 

dados de caracterização da Tabela 2. O pré-tratamento do RFV envolveu trituração 

seguida de centrifugação, resultando em uma fração líquida que foi coletada e armazenada 

a 4°C para evitar a biodegradação antes de seu uso como alimentação do reator. 

 

Tabela 2 – Caracterização do RFV da Ceasa Maracanaú. 
Parâmetros RFVTriturado RFVLíquido 

Demanda Química de Oxigênio total (DQOt) (gDQO L-1) 162,8±3,1 115,9±4,2 

Sólidos Totais (ST) (%) 15,0 9,2±0,3 

Umidade (%) 85,0 90,8±0,3 

Sólidos Voláteis (SV) (% ST) 94,6 93,1±0,1 



38 

 

 

Proporção DQO/SV (kg DQO kg SV-1) 1,7±0,1 1,4±0,2 

Carboidratos totais (g L-1) 55,0 45,7±3,0 

Lipídios (%) 1,21±0,1 0,7±0,1 

Proteínas bruta (%) 1,3±0,1 1,2±0,1 

Nitrogênio Total (g kg-1
substrato) 28,2±0,7 15,2±0,1 

Proporção C/N (gDQO g NT-1) 5,8 7,6 

pH n.d 4,5±0,1 

Ácido Acético (mg L-1) n.d 176,7±36,2 

Ácido Lático (mg L-1) n.d 258,2±128,9 

Ácido Isobutírico (mg L-1) n.d 505,1±150,1 

Fonte: Da Silva Júnior (2025) e Da Silva Júnior et al. (2025). 

 

5.3 Programa experimental 

 

O reator foi operado nas seguintes condições: COV (60 kgDQO m-3 d-1), TDH de 2h, pH 

sem correção 4,5 e DQO de 5,0 gO2 L
-1. As condições A1 até A5, são as fases de adaptação 

do reator conforme Tabela 3 e Tabela 4: A operação durou 94 dias, incluindo alimentação 

com sacarose (A1), co-fermentação de sacarose e RFV (A2 – A4) e, por último, somente 

com RFV pré-tratado (A5), que foi diluído em concentrações crescentes. 

 

Tabela 3 – Etapas de adaptação do RALF à FLRFV. 
Etapa % Sacarose % FLRFV Dias de operação 

A1 100 0 1 – 29 

A2 75 25 30 – 36 

A3 50 50 37 – 74 

A4 25 75 75 – 86 

A5 0 100 87 – 93 

 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Cabe ressaltar que se optou por não realizar o controle ativo do pH afluente ao longo deste 

estudo, visando observar a autorregulação do sistema frente à introdução progressiva da 

FLRFV. Esta abordagem almeja avaliar a robustez do RALF e a resiliência da 

comunidade microbiana em condições mais próximas das aplicações em escala real, onde 

o controle fino de pH pode ser economicamente inviável. 

 

Tabela 4 – Condições de operação do RALF. 

Parâmetro 
Condição de operação 

A1 A2 A3 A4 A5 

TDH (h) 2 2 2 2 2 

DQO (kgDQO.m-3) 5 5 5 5 5 

COV (kgDQO m-3 d-1) 60 60 60 60 60 

Nota: TDH – Tempo de detenção hidráulica; DQO – Demanda Química de Oxigênio; COV – Carga 

orgânica volumétrica. 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
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5.4 Métodos analíticos 

 

A DQO (total, particulada e solúvel), os Sólidos Totais (ST), os Sólidos Fixos (SF), os 

Sólidos Suspensos Totais (SST), os Sólidos Voláteis (SV), os Sólidos Suspensos Voláteis 

(SSV), o Nitrogênio Kjeldahl Total (NKT), a NH4
+-N, o Fósforo Total (PT), o pH e a 

concentração de carboidratos foram determinados por APHA (2012).  

Ácidos Graxos Voláteis Totais (AGVt) foram determinados utilizando titulação direta 

(DiLallo; Albertson, 1961). A composição de carboidratos totais foi determinada via 

metodologia de Dubois et al. (1956). A identificação de ácidos graxos voláteis (AGV) foi 

realizada através de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) Shimadzu UFLC 

HPLC System. 

O volume produzido de biogás foi medido através de um gasômetro tipo tambor Ritter 

TG 0.5 acoplado ao headspace do reator. A composição de H2, CO2 e CH4 do biogás foi 

mensurada através de cromatografia gasosa (CG) Shimadzu Nexis GC-2030. Na Tabela 

5 encontram-se as frequências de realizações das análises. 
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Tabela 5 – Frequência e Metodologias das Análises 
Análise Unidade Frequência Metodologia 

Vazão L h-1 Diária  

pH - Diária  

DQO mg L-1 3x na semana APHA (2012) 

Eficiência de remoção de DQO %, gDQOr.gDQOadd
-1 3x na semana  

Carboidratos mg L-1 3x na semana Dubois et al. (1956) 

Eficiência de remoção de 

Carboidrato 
%, gremovida gadicionada

-1 3x na semana  

Vazão de biogás NmL.d-1 Diária  

PVH NmL H2.Lreator
-1.d-1 Diária  

Vazão de H2 NmL H2.d-1 Diária  

HY NL H2.g-1DQOadd
-1 3x na semana  

Conversão de H2 %, gDQOH2.gDQOrem
-1 3x na semana  

SST e SSV % 3x na semana APHA (2012) 

AGVt mgAAc.L-1 Diária 
(DiLallo; Albertson, 

1961) 

 

Nota: HY – Hydrogen Yield (Rendimento de Hidrogênio); NL – Volume do gás normalizado em CNTP; 

SST – Sólidos Suspensos Totais; SSV – Sólidos Suspensos Voláteis; DQO – Demanda Química de 

Oxigênio; PVH – Produção Volumétrica de H2; AGVt – Ácidos Graxos Voláteis totais, 

 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

 

5.5 Indicadores de Desempenho 

 

Os indicadores de desempenho do reator foram calculados com base nas equações listadas 

abaixo. 

A taxa de carga orgânica (TCO) teórica aplicada (Equação 1), expressa a razão entre a 

concentração de carboidratos (Carbo) afluente e o TDH do reator, representando a carga 

diária de substrato passível de conversão aplicada ao sistema. 

 

 𝑇𝐶𝑂𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎 =
𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜

𝑇𝐷𝐻𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
 (1) 

Carbo – concentração de carboidratos (𝑘𝑔 𝑚−3); 

TDHteórico – (dia); 

TCOteórica – (𝑘𝑔𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑚−3𝑑−1); 

A produção volumétrica de bio-hidrogênio (Equação 2) foi quantificada por meio de dois 

indicadores principais: a PVH e o HY (Equação 3). A PVH, expressa em mL H2 L
-1

reator 

d-1, foi calculada a partir do volume de hidrogênio produzido em condições padrão, 

refletindo a produtividade do sistema. 

 



41 

 

 

 𝑃𝑉𝐻 =
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜𝐻2

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜
×

1

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 ú𝑡𝑖𝑙 𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟
  (2) 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜𝐻2
 – (L); 

Tempo (h); 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 ú𝑡𝑖𝑙 𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟 – (L); 

 

 𝐻𝑌 =
𝑃𝑉𝐻

𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜
 (3) 

PVH – (𝑚𝑜𝑙𝐻2
𝑑−1𝑚−3); 

𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜 – (𝑚𝑜𝑙ℎ𝑒𝑥𝑜𝑠𝑒𝑑−1𝑚−3); 

HY – Rendimento de hidrogênio (𝑚𝑜𝑙𝐻2
𝑚𝑜𝑙ℎ𝑒𝑥𝑜𝑠𝑒

−1 ) 

 

O HY (rendimento de hidrogênio), por sua vez, expresso em mol de H2 por mol de hexose 

consumida (mol H2 mol-1
hexose), relaciona a PVH (convertida para base molar) com a 

quantidade de carboidratos consumida (Carboconsumido, em molhexose m-3 d-1), 

representando a eficiência de conversão do substrato em hidrogênio. 

Para interpretar os resultados à luz das vias metabólicas, foi calculada (Equação 4)  a 

produção teórica de hidrogênio (H2 teórico), em mol L-1
 d-1, é um indicador 

estequiométrico baseado nas concentrações efluentes de ácido butírico ([ABu]), ácido 

acético ([AAc]) e ácido propiônico ([APr]), todos em mol L-1, permitindo inferir o 

predomínio de rotas produtoras ou consumidoras de H2. 

 

 𝐻2 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜 = 2[𝐴𝐵𝑢] + 2[𝐴𝐴𝑐] − [𝐴𝑃𝑟] (4) 

 

𝐻2 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜 – Produção molar diária de hidrogênio (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐿−1); 

[AAc] – concentração de ácido acético (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐿−1); 

[ABu] – concentração de ácido butírico (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐿−1); 

[APr] – concentração de ácido propiônico (𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐿−1); 

 

Finalmente, a ocorrência e magnitude da homoacetogênese, uma via metabólica que 

consome H2 para produzir acetato, foram quantificadas (Equação 5) pelo cálculo da 

produção de ácido acético via homoacetogênese (AAc(homoacetogênese)), em mol L-1. Este 

parâmetro, desenvolvido por Menezes e Silva, (2019), é estimado pela diferença entre a 

produção teórica e experimental de H2, fornecendo uma medida direta da inibição 

metabólica que impacta o rendimento final do processo. 
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 𝐴𝐴𝑐(ℎ𝑜𝑚𝑜𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑔ê𝑛𝑒𝑠𝑒) =
2[𝐴𝐴𝑐] + 2[𝐴𝐵𝑢] − [𝐴𝑃𝑟] − 𝐻2

6
 (5) 

 

𝐴𝐴𝑐(ℎ𝑜𝑚𝑜𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑔ê𝑛𝑒𝑠𝑒) – Produção de ácido acético durante homoacetogênese 

(𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐿−1); 

 

5.6 Resultados e discussões 

 

5.6.1 Operação do Reator: 

O desempenho do reator na produção de bio-hidrogênio e na conversão de matéria 

orgânica foi avaliada de forma abrangente com base nos dados operacionais do RALF, 

coletados ao longo de 5 fases operacionais, resumidos na Tabela 6.  

Conforme os dados da Tabela 6, observa-se uma correlação inversa (Pearson = -0,957) 

entre a introdução progressiva da FLRFV no substrato e na PVH do RALF. Enquanto o 

sistema foi alimentado exclusivamente com sacarose, um carboidrato de fácil degradação, 

a PVH manteve-se elevada, atingindo um valor médio de 4361 mL H2 Lreator d-1. No 

entanto, a substituição gradual pela FLRFV resultou em um declínio acentuado dessa 

taxa, que chegou a apenas 261 mL H2 Lreator d
-1 quando se utilizou 100% de FLRFV. A 

grande produção de hidrogênio no caso em que há somente sacarose se deve ao fato de a 

sacarose ser facilmente assimilada pelos microrganismos (Tunçay et al., 2017) e de não 

precisar de um processo avançado de hidrólise, já possuindo concentração de açúcares 

prontamente disponíveis.   

Verifica-se que a FLRFV, mesmo sendo um substrato rico em carboidratos (Da Silva 

Júnior et al., 2025), apresenta uma menor concentração de carboidratos disponíveis, em 

comparação à sacarose pura, e de rápida assimilação, caracterizando-se por possuir 

compostos cuja hidrólise é mais demorada. 

Em segundo lugar, a relação carboidrato/DQO é menos favorável na FLRFV, uma vez 

que esse substrato incorpora outros constituintes, como lipídios e proteínas, os quais não 

são diretamente convertidos em hidrogênio pelas vias fermentativas usuais. Ademais, a 

presença de AGVs no próprio resíduo, como ABu, APr e ALa, pode exercer efeito 

inibitório sobre as linhagens bacterianas hidrogenogênica ou, ainda, favorecer rotas 

metabólicas competidoras que consomem H2, como a homoacetogênese. 
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Augusto et al., (2024), ao avaliarem a produção de H2 através da fermentação escura do 

melaço de soja, investigaram o papel da homoacetogênese através de análise microbiana 

e cinética, e concluíram que a essa rota consumiu quase 60% do H2 produzido. Os 

pesquisadores apontaram, além da ocorrência desse processo, a presença de 

microrganismos endógenos no substrato analisado. Há probabilidade de que as mesmas 

questões apontadas pelos autores tenham ocorrido no presente estudo. O pré-tratamento 

do RFV não envolve esterilização do substrato, que, naturalmente já apresenta 

microrganismos autóctones consumidores de H2 que podem alterar a biota 

hidrogenogênica estabelecida durante a adaptação à sacarose. 

 

5.6.2 Conversão e consumo de substrato 

 

O RALF foi alimentado com COV de 60 kg DQO m-3 d-1 em todas as fases de adaptação, 

considerada uma carga alta de matéria orgânica para tratamento. O reator apresentou 

eficiência de remoção entre 14,2% e 28,4% (Figura 7), consistente com a literatura para 

processos de fermentação escura para produção de H2 com RALFs – que são 

frequentemente operados com TDH curtos (Dos Reis; Silva, 2011; Marques et al., 2019; 

Ramos; Silva, 2020) – cujo objetivo é a conversão da matéria orgânica em subprodutos 

como ácidos orgânicos e hidrogênio, ao invés de sua completa mineralização (Da Silva 

Júnior et al., 2025). 

 

Figura 7 – DQO e remoção de DQO durante a adaptação do RALF. 
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Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 



44 

 

 

Observa-se que a remoção de DQO aumentou conforme houve a substituição gradual da 

sacarose por RFV (Figura 7). Esse comportamento pode ser atribuído à natureza mais 

complexa e heterogênea desse substrato em comparação com a sacarose. Enquanto a 

sacarose é prontamente convertida em produtos fermentativos simples, a FLRFV contém, 

além de carboidratos, frações significativas de proteínas, lipídios e outros compostos 

orgânicos mais complexos, que demandam etapas adicionais de hidrólise e de 

metabolismo microbiano. Consequentemente, há um maior consumo da matéria orgânica 

para a síntese de AOVs e outros intermediários metabólicos, o que se reflete no aumento 

da eficiência de remoção de DQO, ainda que nem todo carbono orgânico seja direcionado 

para produção de bio-hidrogênio. 

Paralelamente, a taxa de conversão de carboidratos se manteve consistentemente alta e 

estável (entre 84,3% e 95,0%), conforme Figura 8, o que confirma a estabilidade e 

eficácia do processo durante a transição, demonstrando que a maioria dos açúcares está 

sendo eficientemente quebrada em moléculas mais simples (Da Silva Júnior et al., 2025). 

 

Figura 8 – Concentração de carboidratos afluente e efluente durante a adaptação ao 

substrato. 
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Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
 

5.6.3 pH  

 

O pH se manteve consistentemente ácido (faixa de 4,0 a 4,3) em todas as etapas de 

adaptação (Figura 9). Embora essa condição extremamente ácida seja tradicionalmente 

inibitória para arqueias metanogênicas, ela também pode sê-la para algumas cepas de 

bactérias produtoras de H2, cujo pH ótimo de produção se situa próximo a 5,5 (Barca et 
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al., 2015; De Amorim; Sader; Silva, 2012; Hussien et al., 2024). Dessa forma, o ambiente 

ácido, somado ao potencial acúmulo de AOVs inibidores oriundos da FLRFV, criou uma 

condição operacional que suprimiu a atividade hidrogenogênica e permitiu o 

estabelecimento de uma microbiota alternativa, culminando no colapso da produção de 

H2, observados nos estágios finais da adaptação. 

 

Figura 9 – pH do RALF durante a adaptação ao substrato. 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Estudos apontam uma faixa ótima de pH para produção de H2 entre 5,5 e 6,0 (Carosia et 

al., 2017; Muri et al., 2018; Rawoof et al., 2021; Zhang et al., 2007). Contudo, não é 

incomum que RALFs operem em faixas de pH abaixo de 4,5. Isto é relatado na literatura, 

tanto para faixas de pH próximas a 4,0 (Ferreira et al., 2018; Santos et al., 2014a, 2014b, 

2014c) quanto para faixas menores que 4,0 (Barros; Silva, 2012; Carosia et al., 2017; 

Cavalcante de Amorim et al., 2009; Menezes; Silva, 2019; Shida et al., 2009, 2012). 

Condições mais ácidas são frequentemente utilizadas para inibição da atividade 

metanogênica, que competem com microrganismos hidrogenogênicos pelos substratos 

orgânicos. Essa inibição é fundamental, pois as arqueias metanogênicas consomem o 

hidrogênio produzido para formação de CH4, diminuindo, assim o HY (Agudelo-Patiño; 

Ortiz-Sánchez; Alzate, 2024; Cisneros-Pérez et al., 2017; Rawoof et al., 2021). 

O controle do pH é essencial, uma vez que o acúmulo de AOV pode levar à queda 

adicional do pH, inibindo a atividade microbiana e a produção de H2 (Shida et al., 2012; 

Yan et al., 2023). A adição de substâncias tampão, como bicarbonato de sódio, pode ser 

utilizada para manter o pH na faixa desejada (De Amorim et al., 2017; Shida et al., 2012). 
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De Amorim, Sader e Silva (2012) mostraram faixas bem mais ácidas para RALF 

alimentado com sacarose em todas as concentrações de substrato analisadas, com valores 

de pH abaixo de 4,1, chegando a 3,3, corroborando com os resultados obtidos com a 

operação utilizando como substrato exclusivamente a sacarose (A1). 

Por sua vez, Ferreira et al. (2018) utilizando o mesmo material suporte (argila expandida), 

com lodo pré-tratado termicamente e alimentando um RALF mesofílico com sacarose a 

5,0 g L-1 a um TDH de 2h, obteve um HY de 2,55 mol H2 mol-1
sacarose (aproximadamente 

6,6 mmol H2 g
-1 DQOaplicada) com um pH médio do reator de 4,2. Isto é, os resultados obtidos 

pelos autores foram maiores que os obtidos na operação do RALF na condição A1, que 

alcançou um desempenho de 2,6 mmol H2 g
-1DQOaplicada. 

Comparando os dados da Tabela 6 com o estudo de Rego et al., (2022), que operou com 

COV de 60 kg DQO m-3 d-1, TDH de 2h, e utilizou como substrato a vinhaça da cana-de-

açúcar, os autores obtiveram um pH entre 4,5 e 5,2, com H2 de 15% do biogás, com HY 

de 0,27 mmol H2 g
-1 DQOaplicada. A análise revela que: 

• a condição A2 (pH 4,1) apresentou melhor desempenho, com 33,5% de H2 

na composição do biogás e HY de 1,8 mmol H2 g
-1 DQOaplicada, superando 

o teor de hidrogênio de Rego et al., (2022), porém com rendimento 

convertido ainda moderado; 

• nas condições A3 e A5 (pH 4,2 e 4,3, respectivamente), houve queda 

acentuada para apenas 1,5 – 7,8 % de H2 e HY de 0,2 – 0,8 mmol H2 g
-1 

DQOaplicada, valores inferiores à referência tanto em teor quanto em 

rendimento. 

 

5.6.4 Produção de hidrogênio 

 

Em contrapartida, a produção de H2 (Figura 10) e o HY (Figura 11) reduziram, 

demonstrando que o RALF passou a ter uma maior taxa de consumo de matéria orgânica, 

conforme perde sua capacidade hidrogenogênica e se torna acidogênica. Esse cenário 

indica que apesar da eficiente degradação do substrato, o carbono e a energia estão sendo 

desviados para vias metabólicas que não resultam em produção de H2, tendo como 

possíveis causas: 

• Produção de outros subprodutos: a formação de AOV como APr ou 

butanol ao invés de AAc e ABu, ou produção de etanol, que são vias menos 
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favoráveis para produção de hidrogênio (Bhurat et al., 2020; Marques et 

al., 2019). 

• Condições operacionais subótimas: fatores como pH, TDH, TCO ou a 

concentração de inibidores podem não estar otimizados para a produção 

de H2, favorecendo a degradação geral da DQO em detrimento do HY 

(Amorim et al., 2014; Marques et al., 2019; Yan et al., 2023). 

 

Figura 10 – Produção Volumétrica de Hidrogênio do RALF durante adaptação ao 

substrato. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Figura 11 - Rendimento de Hidrogênio durante adaptação ao substrato. 

 
Fonte: elaborada pelo autor (2025). 
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Enquanto a condição com 100% de sacarose (A1) apresentou produção volumétrica H2 

(PVH) de 4361 mL H2 Lreator d-1 e um rendimento de H2 (HY) de 2,6 mmol H2 g-

1DQOaplicada (Figura 11). A introdução gradual da FLRFV resultou em um declínio 

acentuado, atingindo apenas 261 mL H2 Lreator d-1 e 0,2 mmol H2 g-1 DQOaplicada na 

condição com 100% de FLRFV (A5). A composição de H2 no biogás também reduziu 

drasticamente de 34,29% para 1,53%, confirmando a perda da capacidade 

hidrogenogênica do reator. 

A análise geral dos parâmetros de desempenho e dos metabólitos formados revela uma 

correlação inversa e significativa entre a introdução progressiva da (FLRFV) e o 

rendimento de hidrogênio (HY). Este declínio está diretamente associado ao aumento 

substancial da concentração de ácido propiônico (APr) no efluente, que elevou de 204,0 

mg L⁻¹ para 318,0 mg L⁻¹ com a transição de 100% de sacarose para 100% de FLRFV. O 

incremento paralelo na razão APr/AAc indica um desvio metabólico crítico para a via de 

produção de propionato, uma rota consumidora de hidrogênio, conforme estequiometria 

da Equação 6. Este desvio, termodinamicamente favorecido em condições de pH ácido, 

representa um fator crítico para a supressão da produção de H2 (Hawkes et al., 2002; 

Khanal et al., 2004; Valdez-Vazquez; Poggi-Varaldo, 2009). 

 

 C₆H₁₂O₆ +  2H₂ →  2CH₃COOH +  CH₃CH₂COOH +  2H₂O (6) 

 

A quantificação da produção teórica de H2, calculada pelo modelo estequiométrico 

(Equação 4), revela substantivas perdas metabólicas ao longo do processo de adaptação 

ao novo substrato. Os dados experimentais demonstram uma redução de mais de 90% no 

rendimento absoluto de hidrogênio (HY), que decaiu de 2,6 mmol H₂ g-1DQOaplicada para 

apenas 0,2 mmol H₂ g⁻¹DQOaplicada com a transição completa para a FLRFV. 

Paralelamente, a produção volumétrica de hidrogênio (PVH) sofreu redução equivalente, 

passando de 4361 para 261 mL H2 Lreator d
-1.  

Esta drástica diminuição na produção real de H2, quando confrontada com o potencial 

estequiométrico do substrato e com o acúmulo de AOVs particularmente o aumento de 

66% na concentração de ácido propiônico (APr), corrobora a ativação de vias metabólicas 

consumidoras de H2. Destaca-se a homoacetogênese (Equação 7) como rota 

predominante, além da possível inibição microbiana generalizada mediada pela forma 

não dissociada dos AOVs em pH ácido (Huang et al., 2022; Levin; Chahine, 2010; Ren 
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et al., 2007; Rosa et al., 2009; Saady, 2013; Siriwongrungson; Zeng; Angelidaki, 2007; 

Tanisho; Ishiwata, 1995; Zhu; Béland, 2006). 

 

 4H₂ +  2CO₂ →  CH₃COOH +  2H₂O (7) 

 

Os resultados indicam que a microbiota do RALF, aclimatada à sacarose, não foi capaz 

de competir ou se adaptar eficientemente aos inibidores naturais e à complexidade da 

FLRFV. A rota metabólica predominante mudou de uma hidrogenogênica (associada ao 

AAc e ao ABu) para uma acidogênica não hidrogenogênica (associada ao APr e ao AAc, 

via homoacetogênese), consumindo os elétrons que seriam destinados à produção de 

hidrogênio (Alzate-Gaviria et al., 2007; Menezes et al., 2024b; Sivaramakrishnan et al., 

2021). 

 

5.6.5 Ácidos Orgânicos Voláteis (AOVs) 

 

A composição e as concentrações de AOVs formados variam significativamente 

dependendo do tipo de substrato e das condições operacionais do reator (Huang et al., 

2022; Jeong; Kim; Lee, 2014; Lata et al., 2002). 

O acúmulo de AOVs (Figura 12) como ABu, AIs-Bu, AAc, APr, AVa e AIs-Va exerce um 

impacto relevante e até mesmo inibitório na produção de H2 (Eryildiz; Lukitawesa; 

Taherzadeh, 2020; Kawano et al., 2005). Portanto, um desequilíbrio na relação de 

produção e consumo desses ácidos pode levar à inibição do processo, por meio da queda 

de pH provocada pelo acúmulo de AOVs, alterando a atividade enzimática das bactérias 

hidrogenogênicas, resultando em menor produção de H2 (Kawano et al., 2005; Sekoai; 

Chunilall; Ezeokoli, 2023). 
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Figura 12 – Ácidos Voláteis Totais afluente e efluente durante adaptação ao substrato. 
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Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Quando os carboidratos são convertidos, eles podem seguir diferentes vias metabólicas, 

produzindo não apenas H2, mas também uma variedade de AOVs, como acetato, butirato 

e propionato. A produção ótima de hidrogênio está frequentemente associada à formação 

de AAc e ABu como principais produtos finais. Se a rota metabólica for desviada para 

produção de outros AOVs, como APr e ALa, ou para produtos como etanol, o rendimento 

de hidrogênio pode diminuir (Bhurat et al., 2020; Marques et al., 2019). Os valores de 

COV excessivamente altos podem acarretar no acúmulo de AOVs, resultando em 

menores HY (Wainaina et al., 2020; Zhang et al., 2013). 

Esse comportamento está intrinsicamente relacionado à complexidade composicional da 

FLRFV e às alterações no perfil de AOVs. A FLRFV, embora rica em carboidratos e com 

elevada taxa de conversão (superior a 84% em todas as etapas), contém compostos de 

maior complexidade, como lipídios e proteínas. Conforme pode ser observado Figura 13, 

o acúmulo de APr, que aumentou de 204,0 mg L-1 para 318,0 mg L-1, associou-se à via de 

propionogênese (Equação 6), consumidora de H2. Paralelamente, observou-se um pico de 

AOVs totais na condição A4 (2626,6 mgAAc L-1), com predominância de ácido acético 

(AAc) e butírico (ABu), os quais, em pH consistentemente ácido (4,0-4,3), atuaram em 

seu estado não dissociado, inibindo ainda mais os microrganismos hidrogenogênicos. 
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Figura 13 – Concentração Ácidos Orgânicos Voláteis efluente durante adaptação ao 

substrato. 

Nota: ALa: ácido lático; APr: ácido propiônico; AAc: ácido acético; AIsoBu: ácido isobutírico; ABu: ácido 

butírico; AVal: ácido valérico; HIsVa: ácido isovalérico;  

 

Fonte: elaborada pelo autor (2025). 

 

Em concentrações elevadas e valores de pH mais baixo, o ABu pode inibir a produção de 

H2 porque uma fração maior desse ácido permanece em seu estado não dissociado 

(Noguer et al., 2022), ocorrendo o mesmo com o AAc que pode promover a produção de 

hidrogênio em processos fermentativos. Em contrapartida, concentrações mais elevadas 

de APr foram encontradas em sistemas com menor produção de H2, visto que o acúmulo 

desse ácido está associado ao consumo do mesmo (Jain et al., 2024). 

O resumo dos dados de operação do RALF em todas as etapas está descrito na Tabela 6 

abaixo: 
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Tabela 6 – Características do substrato e resultados de produção de biogás 

Parâmetro  
Condição operacional 

A1     A2   A3   A4    A5 

TDH (h) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

COV (kgDQO∙m-3∙d-1) 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0 

pH efluente 4,0 ± 0,1 4,1 ± 0,2 4,3 ± 0,1 4,3 ± 0,1 4,2 ± 0,1 

DQO (kgDQO∙m-3) 5696 ± 612 6014 ± 661 5213 ± 150 5203 ± 452 5586 ± 344 

DQO removida (%) 22,3 ± 1,8 15,9 ± 3,1 14,2 ± 3,9 25,2 ± 2,8 28,4 ± 2,8 

Carboidrato afluente (kg∙m-3) 5920 ± 347 5775 ± 590 4303 ± 57 4155 ± 57 3360 ± 505 

Carboidrato convertido (%) 84,3 ± 13,9 93,3 ± 2,8 90,3 ± 5,7 95,0 ± 1,6 92,3 ± 2,4 

AGVt (mgAAc∙L-1) 1235 ± 21 1231 ± 23 1456 ± 243 2627±1247 1180 ± 39 

H2 biogás (%) 34,3 ± 0,8 33,5 ± 9,0 7,8 ± 6,4 1,6 ± 0,3 1,5 ± 0,7 

PVH (mL H2 Lreator d-1) 4361 ± 753 2988 ± 766 1127 ± 618 1038±374 261 ± 81 

HY (mmol H2 g-1DQOadicionada) 2,6 ± 0,3 1,8 ± 0,4 0,8 ± 0,5 0,7 ± 0,3 0,2 ± 0,1 

Nota: HY – Hydrogen Yield (rendimento de hidrogênio); PVH- produção volumétrica de hidrogênio; AGVt – ácidos graxos voláteis totais; TDH – Tempo de detenção hidráulica; 

DQO – Demanda Química de Oxigênio; COV – Carga orgânica volumétrica. 

 

Fonte: elaborada pelo autor (2025) 
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5.6.6 Perspectivas a partir da variação do TDH 

 

Os resultados apresentados demonstram de forma clara o impacto negativo da 

substituição do substrato modelo (sacarose) pela FLRFV 100% nas condições 

operacionais testadas neste estudo (TDH de 2 h e COV de 60 kgDQO m-3
reator d

-1). Porém, 

é imperativo contextualizar esses achados dentro de um espectro operacional mais amplo, 

particularmente no que tange ao parâmetro TDH. 

Um estudo paralelo de Almeida et al., (2025), utilizando o mesmo substrato (FLRFV 

100%) e configuração de reator (RALF), investigou sistematicamente o efeito da redução 

do TDH – e consequente aumento da COV – no desempenho hidrogenogênico. Os 

resultados listados de forma comparativa na Tabela 7 são elucidativos. 

A análise do perfil de AOVs proveniente desse trabalho, apresentada na Erro! Fonte de 

referência não encontrada., permite compreender a transição metabólica que não foi 

capturada no presente estudo. 
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Tabela 7 – Comparação do desempenho do RALF operando com FLRFV 100% sob diferentes condições de TDH e COV. 

Condição Reator 
TDH 

(h) 
Substrato 

Concentração 

do Substrato 

(mg L-1) 

COV 

(kgDQO.mreator
-3 d-1) 

PVH 

(mL H2 Lreator
-1 d-1) 

HY 

 
pH 

Principal 

metabólito 

Almeida et al. (2025) RALF 12 RFV 10 20 0,0 0,0 b 3,9 Lactato 

Menezes et al. (2024a) AnSTBR 6 RFV 5 20 2094 5,13 a N.M. Lactato 

Almeida et al. (2025) 
RALF 

6 RFV 10 40 0,0 0,0 b 4,2 
Lactato / 

Butirato 

Este estudo (A5) 
RALF 

2 RFV 5 60 261 0,2 a 4,2 
Propionato / 

Acetato 

Almeida et al. (2025) RALF 3 RFV 10 80 3000 904 b 4,6 Butirato 

Almeida et al. (2025) 
RALF 

1 RFV 10 240 9200 821 b 4,5 
Butirato / 

Acetato 

 

Nota: HY – Hydrogen Yield (rendimento de hidrogênio); PVH- produção volumétrica de hidrogênio; TDH – Tempo de detenção hidráulica; DQO – Demanda Química de 

Oxigênio; COV – Carga orgânica volumétrica. 

a: mmol H2 g-1DQOaplicada 

b: mol H2 mol-1sacaroseadicionada 

 

Fonte: elaborada pelo autor (2025) 
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Enquanto o presente estudo, com TDH de 2 h, registrou uma produção irrisória (261 mL 

H2 Lreator
-1 d-1) e um desvio metabólico para vias consumidoras de H2 (propionogênese), 

Almeida et al., (2025) demonstraram que a aplicação de TDHs curtos (1 e 3 horas) e 

COVs mais elevadas (80 e 240 kgDQO.mreator
-3 d-1, respectivamente) foram capazes de 

reverter este cenário, estabelecendo uma rota butírica, caracteristicamente 

hidrogenogênica, e elevando a PVH em até 35 vezes. 

A análise da Erro! Fonte de referência não encontrada. revela uma nítida transição 

metabólica impulsionada pelo TDH. Nos TDHs mais longos (12 e 6 horas), observa-se a 

dominância do ALa e a presença de AIsBu, indicando uma rota metabólica de baixo 

rendimento ou não produtoras de H2 (Alzate-Gaviria et al., 2007; Menezes et al., 2024b; 

Sivaramakrishnan et al., 2021). À medida que o TDH é reduzido para 3 e 1 h, ocorre uma 

mudança intensa: o ALa é drasticamente reduzido e a rota butírica se estabelece como 

dominante, com concentrações de Abu de 1050 mg L-1. Esta via é estequiometricamente 

associada à produção de hidrogênio (Equação 8). 

 

 𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 𝐶3𝐻7𝐶𝑂𝑂− + 2𝐻𝐶𝑂3
− + 3𝐻+ + 2𝐻2   (8) 

 

Este contraste sugere fortemente que a condição operacional A5 (TDH = 2 h e COV = 60 

kgDQO.mreator
-3 d-1) pode representar uma zona crítica para o consórcio microbiano ao 

processar a FLRFV 100%. Nesta janela operacional, a comunidade bacteriana parece não 

ser suficientemente pressionada para selecionar vias metabólicas de alta produtividade, 

ou não possui tempo hábil para conversão eficiente, permitindo o estabelecimento de rotas 

competidoras, como as produtoras de APr e ALa, e a acidificação crítica do meio. 

Portanto, a natureza do substrato, embora crítica, não é um fator limitante absoluto. Seu 

impacto deletério pode ser mitigado por uma estratégia operacional que utilize TDH como 

uma ferramenta para moldar o consórcio microbiano e forçar o metabolismo para as vias 

desejadas. 
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5.7 Conclusão 

 

O presente estudo avaliou a adaptação de um RALF ao aumento progressivo da 

concentração da (FLRFV) como substrato para produção de bio-hidrogênio. Os 

resultados demonstraram uma correlação inversa significativa entre a introdução da 

FLRFV e a PVH. Enquanto o sistema operou exclusivamente com sacarose (Etapa A1), 

obteve-se valores elevados de PVH (4361 𝑚𝐿 𝐻2 𝐿𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑−1) e de HY (2,6 mmol g-

1DQOadicionada). No entanto, com a substituição gradual pela FLRFV, observou-se um 

declínio acentuado na produção de H2, chegando a um PVH de 261 𝑚𝐿 𝐻2 𝐿𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑−1 e 

HY de 0,2 mmol g-1DQOadicionada na condição de 100% de FLRFV (Etapa A5).  

Esse comportamento está diretamente associado a: 

• Mudança da composição do substrato; 

• Substituição do consórcio hidrogenogênico por microrganismos 

endógenos do substrato, com rotas desfavoráveis à produção de H2, como 

homoacetogênicas e produtoras de lactato. 

Apesar da elevada conversão de carboidratos (acima de 84%) e do aumento da redução 

de DQO com a introdução da FLRFV, a produção de H2 foi comprometida, indicando um 

desvio metabólico para acidogênese sem geração significativa de bio-hidrogênio. 

Conclui-se que, embora a FLRFV seja um substrato rico em carboidratos, sua composição 

complexa e a presença de inibidores naturais limitam sua aplicação direta em sistemas de 

fermentação escura para produção de H2 sem otimizações operacionais adicionais. 

Em conclusão, a queda no HY com a substituição do substrato é um fenômeno 

multifatorial impulsionado por uma mudança no perfil metabólico para vias acidogênicas 

consumidoras de H2, uma inibição microbiana induzida pelo ALa e pelo pH baixo, e o 

consumo competitivo do H2 produzido por microrganismos homoacetogênicos. Estes 

resultados destacam a necessidade de otimizar as condições operacionais, como TDH e 

COV, e considerar o pré-tratamento do resíduo para suprimir as vias competitivas e 

inibitórias, viabilizando assim a FLRFV como substrato sustentável para a produção de 

bio-hidrogênio.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta dissertação investigou a produção de bio-hidrogênio a partir da FLRFV em RALF, 

frente ao desafio de gestão desses resíduos gerados nas Ceasas. O estudo focou na 

adaptação do reator à substituição gradual de um substrato modelo (sacarose) pelo resíduo 

complexo (FLRFV) sob carga orgânica elevada e constante, sem controle de pH. 

Os resultados demonstraram que, enquanto o sistema operou com sacarose, a produção 

foi elevada. No entanto, a introdução da FLRFV resultou em um declínio acentuado e 

sistemático no rendimento e na produção do biogás. Esta queda foi correlacionada com 

uma mudança crítica no metabolismo microbiano, caracterizada pelo acúmulo de ácido 

propiônico. Estas condições criaram um ambiente inibitório para as bactérias produtoras 

de H2, desviando o fluxo metabólico para rotas consumidoras de hidrogênio, como a 

propionogênese e a homoacetogênese. 

Evidenciou-se que a natureza complexa da FLRFV e o consequente desvio metabólico 

foram os principais fatores para o colapso na produção de H2. Contudo, dados 

comparativos com Almeida et al. (2025) apontam para um caminho promissor: a 

otimização do TDH como um parâmetro-chave para superar a complexidade inicial do 

resíduo. A operação do RALF com TDHs substancialmente mais curtos (1 hora) e COVs 

mais elevadas mostrou-se uma estratégia eficaz para suprimir vias metabólicas 

competidoras e estabelecer um consórcio microbiano capaz de converter a FLRFV em H2 

com produtividade significativa. 

Conclui-se, portanto que a viabilidade da FLRFV para a produção de bio-hidrogênio está 

intrinsecamente ligada a uma janela operacional ótima de TDH/COV, a qual deve ser 

rigorosamente definida para exercer uma pressão seletiva favorável às bactérias 

hidrogenogênicas. 

Para estudos futuros, recomenda-se o desenvolvimento de modelos computacionais 

avançados para superar as limitações identificadas, incluindo a criação de modelos 

cinéticos adaptativos com termos de inibição específicos para AOVs, e a implementação 

de modelos dinâmicos que integrem dados bioquímicos para simular o comportamento 

do consórcio microbiano. Estas ferramentas permitem prever respostas de sistemas a 

variações operacionais e otimizar estrategicamente o processo de produção de bio-

hidrogênio a partir de resíduos complexos. 
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