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RESUMO

A gestao adequada de residuos de frutas e verduras (RFV) gerados em Centrais de
Abastecimento de Alimentos (Ceasa) ¢ um desafio ambiental e econdmico. A fermentagcao
escura (FE) surge como uma alternativa promissora para a valorizacdo desses residuos,
convertendo-os em bio-hidrogénio e em 4acidos organicos (AGVs). Entre os reatores
utilizados, o reator anaerobio de leito fluidificado (RALF) se destaca pela alta taxa de
retencdo de biomassa e capacidade de suportar elevadas cargas organicas. No entanto, a
literatura carece de estudos sistematicos sobre a adaptacdo e estabilidade de RALFs
operando com substratos complexos como a fragcdo liquida de residuos de frutas e
verduras (FLRFV). Diante disso, esta dissertagao avaliou o desempenho de um RALF na
producdo de hidrogénio, submetido ao aumento progressivo da concentragdo de FLRFV
(0 a 100%) no substrato, em substitui¢do a sacarose, em condi¢des mesofilicas (30 °C),
com um tempo de detenc¢do hidraulica (TDH) de 2 h, e carga organica volumétrica (COV)
constante de 60 kg DQO meator d”!, sem controle de pH. Na condi¢do de 100% de
sacarose, a produ¢do volumétrica de hidrogénio (PVH) e o rendimento (HY) foram de
4361 mL Hz L'waor d' e 2,6 mmol Ho g'DQO aplicada, respectivamente. Com a
substitui¢ao completa por FLRFV (100%), observou-se um declinio acentuado com a
PHV e o HY atingindo apenas 261 mL H> Lreator d”! € 0,2 mmol Hz g'DQO aplicada. Esta
queda foi associada a uma mudanca no perfil metabdlico da comunidade microbiana, com
actimulo de 4cido propidnico (APr) aliado a um pH consistentemente acido (faixa de 4,0
e 4,3), que suprimiu as bactérias produtoras de H» e desviou o fluxo de carbono para vias
acidogénica consumidoras de H> como a propionogénese e homoacetogénese. Contudo,
a andlise integrada com dados de literatura demonstrou que a natureza complexa da
FLRFV ndo ¢ um fator limitante absoluto. A operacdo do RALF com TDHs mais curtos
(1 h) e COVs mais elevadas (240 kg DQO mrcator d') mostrou-se uma estratégia eficaz
para reverter esse cenario, estabelecendo uma rota metabdlica butirica e elevando a PVH
em até 35 vezes. Portanto, a viabilidade da FLRFV para produg¢do de bio-hidrogénio esta
intrinsecamente ligada a uma janela operacional 6tima de TDH/COV, a qual exerce
pressdo seletiva favoravel as bactérias hidrogenogénicas, superando a complexidade

inicial do residuo.

Palavras-chave: Bio-Hidrogénio; Fermentacdo Escura; Reator De Leito Fluidificado;

Residuo 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> d”!, without pH control. Under the 100% sucrose condition, the
volumetric hydrogen production (HVP) and yield (YH) were 4361 mL Ha L reactor * d!
and 2.6 mmol Hx g' COD appiica, respectively. With complete replacement by VFA
(100%), a sharp decline was observed, with HVP and YH reaching only 261 mL H> L
reactor |+ ™ and 0.2 mmol Hz g! COD appiica. 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 H>
producing bacteria and diverted carbon flow to acidogenic H>-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”> 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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INTRODUCAO

As Centrais de Abastecimentos de Alimentos (CEASAs) configuram-se como
infraestruturas criticas no sistema de distribuicdo 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 pais,
representando um eixo fundamental para a seguranca alimentar (Da Silva Junior, 2025).

O destino majoritario dos residuos solidos da CEASA Maracanat ¢ o Aterro Sanitario da
Regido Metropolitana de Fortaleza — cerca de 25 toneladas por dia, sendo que
aproximadamente 17 toneladas por dia sdo de residuos de frutas e verduras (RFV) (Da
Silva Junior, 2025). Essa solu¢do resulta em um triplo problema: gera custos operacionais
com o transporte e descarte, desperdi¢ga um potencial econdmico e causa um impacto
ambiental relacionado com emissao de gases de efeito estufa. Como forma de mitigar esse
cenario, convertendo um passivo em uma fonte de receita e sustentabilidade, a digestao
anaerobia (DA) desponta como uma alternativa economicamente viavel e ecologicamente
sustentavel, permitindo a recuperacdo energética, a producao de biofertilizantes e o reuso
da 4gua do efluente tratado (Menezes et al., 2024b). A Figura 1 apresenta um sistema

proposto de beneficiamento de residuos organicos da CEASA.

Figura 1 — Sistema proposto de beneficiamento de residuos organicos da CEASA.
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A DA, portanto, abre um leque de possibilidades para o tratamento do RFV. Uma dessas
vias especificas inclui a fermentacao escura (FE) como parte de um processo de
aproveitamento energético. A FE ¢ um processo anaerdébio em que microrganismos
convertem matéria organica em acidos organicos, podendo ter como subproduto o gas
hidrogénio (Dahiya et al., 2021; Lukajtis et al., 2018; Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi,
2025; Sabah; Ilyes; Abdallah, 2021; Sarangi; Nanda, 2020), sem a presenga de luz, isto &,
nao necessitando de fonte de luz externa, sendo uma vantagem em relacdo a outros
processos bioldgicos de producdo de Hz, como a fotofermentagdo e a fotobiolise direta e
indireta (Arun et al., 2022; Bhurat et al., 2021; Kulkarni et al., 2023).

Dessa forma, a co-fermentagdo — fermentacdo de mais de um tipo de substrato — surge
como uma alternativa para a valorizacao de residuos, sendo capaz de processar mais de
uma fonte de residuos, como alimentares e de lodos ativados, lignoceluldsicos, e
agroindustriais citricolas (Cheng et al., 2016; Esteban-Gutiérrez et al., 2018; Leitao;
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 hidrogénio, a FE também ¢ um processo efetivo para a producao de uma gama
de acidos organicos de cadeia curta (AOCCs), intermediarios essenciais no processo
anaerobio e que possuem elevado valor como precursores na induastria quimica,
alimenticia e farmacéutica, como acido acético (AAc), butirico (Abu), latico (ALa) e
propionico (APr) (Leroy-Freitas et al., 2024; Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025).
O ABu, por exemplo, € um aditivo alimentar e quimico industrial amplamente utilizado
(Garduno; Baranova; Kinsley, 2023).

Esse processo anaerobio ¢ realizado principalmente por bactérias e tem a vantagem de
utilizar substratos de baixo valor agregado, como residuos organicos ricos em
carboidratos (Vendruscolo, 2015). A selecdao do tipo de reator ¢ decisiva para eficiéncia
do processo, uma vez que influencia em parametros como a retencdo da biomassa, a
transferéncia de massa e de calor, e a capacidade de suportar as cargas organicas desejadas
(Barca et al., 2015; Show; Zhang; Lee, 2008). Dentre os principais reatores utilizados
para a FE de residuos alimentares, incluem-se o reator anaerobio de tanque agitado
continuamente — continuous stirred tank reactor (CSTR), os reatores anaerobios de leito
estruturado — anaerobic structured bed reactor (AnSTBR) e os reatores anaerdbio de leito

fluidificado (RALF) — anaerobic fluidized bed reactor (AFBR).
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Os CSTR mantém um volume constante no reator, com entrada de substrato e saida de
efluente continuas e agitacdo constante do seu conteudo. Apesar de oferecer uma certa
estabilidade operacional, comparado com reatores em batelada, apresentam uma grande
demanda de energia, pela presenga do misturador, e ha uma dificuldade consideravel em
se reter a biomassa, principalmente em altas taxas de dilui¢do (Ellacuriaga; Gil; Gémez,
2023; Kastner; Somitsch; Schnitzhofer, 2012; Show; Zhang; Lee, 2008).

O AnSTBR apresentou resultados satisfatorios de producao de hidrogénio com residuos
de frutas e verduras (RFV) no estudo de Menezes et al., (2024a). Nessa pesquisa, foram
investigados os comportamentos do AnSTBR para os tempos de detencdo hidraulica
(TDH) de 12, 6 e 3 h, onde a condic¢ao operacional com TDH de 6 h proporcionou maior
taxa de produc¢do de H, (TPH), com valores de 2100 mL Hz Lreator d”.

O RALF, utiliza particulas de suporte para imobilizacdo da biomassa, que ¢ mantida em
estado fluidificado por um fluxo ascendente de afluente ou de recirculacio (Barca et al.,
2015; Cavalcante de Amorim et al., 2009; Haroun; Idris, 2009; Jafari et al., 2013;
Menezes et al., 2019). Os RALFs sdo conhecidos pela elevada capacidade de suportar
cargas organicas elevadas, pela excelente transferéncia de massa gés-liquido e de calor e
pela alta concentragdo 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 produgdo de bio-hidrogénio,
sendo a otimizagdo das condigdes operacionais, a sele¢cdo apropriada do meio suporte e o
controle do sistema de fluidizacdo 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 parametros operacionais como temperatura, pH,
carga organica volumétrica (COV) e TDH (Barca et al., 2015; Rawoof et al., 2021). Dados
da literatura apontam um pH oOtimo para producdo de H» via fermentacdo escura
geralmente em uma faixa de 5,5 e 6,0 (De Amorim; Sader; Silva, 2012; Rawoof et al.,
2021; Shida et al., 2009). Nao obstante, outros autores relatam o comportamento do reator
em faixas mais 4dcidas, 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 pardmetros operacionais, como o pH, torna-se mais critica e de dificil

previsdo quando se considera a natureza intrinsicamente complexa e variavel do
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substrato, uma realidade do residuo de frutas e verduras (Da Silva Junior et al., 2022,
2025; Menezes et al., 2024a, 2024b).

A literatura ¢ robusta quanto a produ¢ao de hidrogénio em RALFs com substratos modelo
e de facil degradagao, como glicose e sacarose. No entanto, carece de estudo sistematico
sobre o desempenho e estabilidade operacional do reator frente a substitui¢do progressiva
por substratos complexos, como a FLRFV. Esta lacuna compreende especialmente a falta
de compreensao sobre os limites operacionais ¢ as mudangas metabolicas que ocorrem

durante o aumento da concentragao de FLRFV.
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2 PERGUNTAS DA PESQUISA E HIPOTESE
2.1  Pergunta de pesquisa

Como um RALF hidrogenogénico mesofilico se comportara durante a transicdo de
substrato de sacarose para alimentagdo com a fra¢do liquida de residuos de frutas e
verduras gerados na Ceasa Maracanat?

2.2 Hipétese

O RALF sera capaz de suportar elevadas cargas organicas volumétricas (COV)

provenientes dos RFV da Ceasa Maracanau.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho de um RALF para producdo de bio-hidrogénio utilizando como

substrato a fracdo liquida do residuo de frutas e verduras (FLRFV).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a substituicdo gradativa da sacarose pela FLRFV, a co-
fermentagdo dos dois substratos, e seu impacto em um reator
hidrogenogénico.

e Avaliar o efeito do TDH na produgdo fermentativa de hidrogénio.
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4 FERMENTACAO ESCURA DE RESIDUOS DE FRUTAS E VERDURAS
UTILIZANDO REATORES ANAEROBIOS DE LEITO FLUIDIFICADO: UMA
REVISAO DE LITERATURA

4.1 Residuos de Frutas e Verduras (RFV)

Os residuos de frutas e verduras (RFV), Figura 2, representam um desafio significativo
na gestao de residuos sélidos devido a sua alta perecibilidade e ao grande volume gerado
globalmente (Asquer; Pistis; Scano, 2013; Ji et al., 2017; Magama; Chiyanzu; Mulopo,
2022). A producao agricola intensiva e o crescimento populacional resultaram em um
consideravel aumento da geracdo de residuos, com perdas de alimentos que atingem cerca
de um ter¢o da producao total, correspondendo a aproximadamente 1 bilhdo de dolares

anuais (Sarangi et al., 2023).

Figura 2 — Residuos de Frutas e verduras.

Fonte: elaborada pelo autor (2025).

A otimizacdo da gestdo de residuos sélidos nas CEASAs, com énfase nos RFVs, através
da valorizagdo via digestdo anaerdbia, permite a conversao de passivos ambientais em
produtos de elevado valor agregado como biogas e biofertilizantes (Areeshi, 2022; Da
Silva Janior, 2025). Em comparacdo com outros residuos de origem vegetal, como os
lignoceluldsicos (palhas, bagaco de cana, serragem, entre outros), os RFV se diferenciam

por seu alto teor de umidade e de carboidratos soluveis, o que os torna altamente
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biodegradaveis (Asquer; Pistis; Scano, 2013; Da Silva Junior et al., 2022; Ji et al., 2017,
Menezes et al., 2024a). A co-digestdo anaerobia de RFV, juntamente com lodos de esgoto
municipal, revelou ser uma alternativa eficaz para o manejo de residuos solidos urbanos
(Anhuradha; Arrrivukkarasan, 2020; Rizk et al., 2007).

Os RFVs sdo compostos por diversos acgucares, amidos e outros compostos organicos
facilmente biodegradaveis, resultando em elevados rendimentos de hidrogénio (Menezes
et al., 2024a; Vendruscolo, 2015). Cieciura-Wtoch, Borowski e Otlewska (2020)
reportaram um HY de 52 mL/gSV de RFV tratados, com uma COV de 17 gSV m™ d..
Porém, a caracterizagdo dos RFVs pode variar significativamente, dependendo da fonte
e da estacdo, o que afeta a eficiéncia da produgdo de bio-H, (Martinez-Mendoza et al.,
2022).

A sacarose, um dissacarideo simples composto por frutose e glicose, ¢ um substrato de
referéncia para estudos de produgdo de bio-hidrogénio devido a sua alta
biodegradabilidade e facilidade de conversdo (Tungay et al., 2017). Estudos demonstram
que a sacarose pode gerar altos rendimentos de hidrogénio em uma ampla faixa de pH
(4,0 2 9,0) (Choi; Ahn, 2015; Ferreira et al., 2018; Mufioz-Péez et al., 2013; Wang; Lin;
Chang, 2006). A otimizagdo de pardmetros como pH inicial, a concentragao de substrato
e a concentragdo da biomassa sdo cruciais para maximizar a producao de hidrogénio a
partir da sacarose (Tuncay et al., 2017). Por esse motivo ¢ frequentemente utilizada em
estudos como comparativo de eficiéncia de conversdo com outros substratos complexos

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

4.2  Digestao anaerobia

A digestdo anaerdbia (DA) ¢ um processo bioquimico complexo que ocorre na auséncia
de oxigénio, no qual microrganismos decompdem a matéria organica em subprodutos
como biogas (CHa, CO2, H2S e H») e digestato (Adekunle; Okolie, 2015; Dessie et al.,
2023; Nkuna et al., 2024; Rongwong et al., 2018; Wang; Tester, 2023). Este processo ¢
amplamente reconhecido pela sua capacidade de converter residuos em recursos
energéticos renovaveis e ¢ uma tecnologia consolidada para o tratamento de aguas
residuarias (Rongwong et al., 2018). A DA ¢ composta por quatro etapas bioquimicas:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (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 Hidrodlise

A etapa inicial e frequentemente limitante nos processos de DA de substratos complexos.
Durante esta fase, polimeros organicos mais complexos e insoluveis (Nkuna et al., 2024;
Prasanna Kumar et al., 2024; Wang; Tester, 2023) — como carboidratos, lipidios e
proteinas — s3o quebrados em particulas mais simples e soliveis — agucares, acidos graxos
de cadeia longa e glicerol, e aminoacidos, respectivamente — por enzimas extracelulares
secretadas por bactérias com capacidade hidrolitica (Jiang; Zhang; Li, 2023; Nkuna et al.,
2024; Prasanna Kumar et al., 2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester, 2023). Esta etapa
¢ essencial porque torna as moléculas grandes e insoluveis acessiveis para o

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

4.2.2 Acidogénese

Os monomeros produzidos na hidrélise sdo fermentados por bactérias acidogénicas,
convertendo-os em 4cidos organicos de cadeia curta (AOCCs), ou Acidos Organicos
Volateis (AOVs) — como acido propidnico (APr), butirico (ABu) e latico (ALa) —, além
da produ¢do de hidrogénio (H»2) e didxido de carbono (CO») (Jiang; Zhang; Li, 2023;
Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al., 2024; Shahzad et al., 2024; Wang; Tester,
2023). Esta etapa também ¢ conhecida como fermentagdo (Dessie et al., 2023; Wang;
Tester, 2023). A acidogénese ¢ essencial, pois os AOVs sdo intermediarios importantes

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

4.2.3 Acetogénese

Na acetogénese, os AOVs intermediarios da acidogénese — como APr e ABu — sdo ainda
mais metabolizados por bactérias acetogénicas. O principal produto da acetogénese € o
acido acético (AAc), além de H, e de CO,. Os AOVs de cadeia longa resultantes da
hidrolise dos lipidios podem sofrer oxidagdo anaerdbia, gerando hidrogénio que pode ser
utilizado na metanogénese hidrogenotrofica (Nkuna et al., 2024; Prasanna Kumar et al.,

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

4.2.4 Metanogénese
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A etapa final da DA, em que as arqueias metanogénicas convertem o AAc, H> e CO2 em
CH4 e CO», existem duas vias principais: metanogénese acetotrofica, onde o acetato é
diretamente transformado em CH4 e CO»; e a metanogénese hidrogenotrofica, que utiliza
H> como fonte de energia e CO, como fonte de carbono para produzir CHs. O metano € o
principal componente do biogas e serve como fonte de energia renovavel (Da Silva Junior,
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  Producao de Hidrogénio na Fermentaciao Escura

A fermentagao escura (FE) é uma variagdo da DA que se concentra na produgao de acidos
organicos. Este processo utiliza microrganismos fermentativos para degradar a matéria
organica em condi¢des anaerdbias, na auséncia de luz, resultando na produgdo de H» e de
outros subprodutos, como AOVs (Bhurat et al., 2021; Bundhoo, 2017; Mokhtarani,
Zanganeh; Moghtaderi, 2025; Nguyen et al., 2020). A FE ¢ considerada uma 6tima
alternativa para a producdo de hidrogénio limpo, devido as suas caracteristicas nao
poluentes e ao uso de residuos organicos (Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025;
Nemitallah et al., 2024; Sekoai; Chunilall; Ezeokoli, 2023).

A FE compartilha as primeiras etapas da DA, especificamente a hidrdlise e a acidogénese
(Bundhoo, 2017; Zheng; Li, 2024). Durante a acidogénese, ao invés de prosseguir para a
metanogénese, a rota metabolica ¢ desviada para otimizar a producdo de hidrogénio
(Sotowski; Ziminski; Cenian, 2021). Para evitar a rota metanogénica no reator, € preciso
interferir, seja na biota do lodo — via pré-tratamento térmico, quimico ou biologico (Kan,
2013) —, seja nas condigdes operacionais do reator (controle de pH, redu¢do de TDH ou
regulacdo de COV) (Lee et al., 2014; Liu et al., 2011).

As bactérias envolvidas na FE sdo tipicamente anaerdbias e podem transformar substratos
organicos complexos em compostos mais simples, liberando H> (Bhurat et al., 2021;
Mokhtarani; Zanganeh; Moghtaderi, 2025). Contudo, a producdo de H> na FE ¢
frequentemente acompanhada pela formac¢ao de AOVs, que podem atuar como inibidores
metabolicos e reduzir o rendimento de H», se acumulados (Sekoai; Chunilall; Ezeokoli,
2023).

A produgdo de H» via FE de RFV representa uma excelente alternativa para a gestao de
residuos e a geracdo de energia renovavel (Abubackar et al., 2019; Magama; Chiyanzu;

Mulopo, 2021; Mohanakrishna et al., 2023). Esta tecnologia oferece uma alternativa mais
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limpa em relacdo aos combustiveis fosseis, com o hidrogénio possuindo alto poder
energético (142 MlJ/kg), liberando somente vapor de agua como produto de sua
combustdo (Jain et al., 2024; Singh Yadav; Vinoth; Yadav, 2018).

Todavia, ndo € interessante pensar em um reator hidrogenogénico isolado, uma vez que o
processo gera, além de Hz, um efluente rico em AOVs e outros subprodutos. Para que
essa tecnologia seja economicamente viavel e ambientalmente sustentavel, esse reator
deve ser integrado em um sistema de biorrefinaria, em que seu efluente (resultante da FE)
pode ser direcionado para um segundo estagio, como um reator metanogénico (via DA),
otimizando os resultados de produ¢do de CHs, de remocdo de matéria organica e de
estabilidade (Da Silva Junior et al., 2025; Devens et al., 2025b; Mazzanti et al., 2025b;
Ramos; Silva, 2020; Ribeiro et al., 2024a; Zheng; Li, 2024).

A selecdo e o pré-tratamento apropriados do indculo sdo etapas cruciais para a eficacia
dos processos fermentativos na producdo de bio-hidrogénio (Mokhtarani; Zanganeh;
Moghtaderi, 2025; Sahil et al., 2024; Wang; Yin, 2019). Bactérias formadoras de esporos,
principalmente do género Clostridium, sdao amplamente utilizadas por sua habilidade
comprovada de produzir hidrogénio em ambientes anaerdbios (Correa-Villa; Moreno-
Cardenas; De Bruijn, 2024; Kang et al., 2024). A presen¢a de bactérias laticas pode
influenciar a produgdo de hidrogénio de forma competitiva, dependendo das condic¢des
operacionais e das propriedades do substrato (Correa-Villa; Moreno-Cardenas; De Bruijn,
2024).

A eficacia da producao de hidrogénio por fermentacdo escura esta fortemente ligada a
variedade e ao metabolismo dos microrganismos envolvidos, que funcionam como
catalisadores biologicos na transformac¢do de compostos organicos em bio-hidrogénio
(Dzulkarnain et al., 2022; Wang; Yin, 2019). Clostridium ¢ um dos géneros bacterianos
mais estudados, notavel por sua alta capacidade fermentativa e resisténcia a condigdes
desfavoraveis (Sachdeva Taggar et al., 2024; Sarangi; Nanda, 2020).

Bactérias do género Clostridium, por serem anaerdbias estritas e esporuladas, sao
resistentes e tém facilidade de permanéncia em reatores de fermentacao (Sarangi; Nanda,
2020). Espécies como Clostridium butyricum demonstram alta eficiéncia na produgio de
hidrogénio e sdo frequentemente empregadas em pesquisas experimentais (Kang et al.,
2024).

Embora as culturas puras sejam eficazes, consorcios originados de lodos anaerdbios, de
esgotos ou de compostos de solo (sedimentos de manguezais e cobertura de solos

agricolas) sdo frequentemente utilizados em sistemas de fermentagdo escura. Essas
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comunidades exibem maior robustez, versatilidade metabolica e capacidade sinergética
para elevar a produgdo de hidrogénio (Cabrol et al., 2017; Dzulkarnain et al., 2022).
Porém, para otimizar os processos, ¢ necessario entender detalhadamente as interagdes
microbianas (Dzulkarnain et al., 2022). O uso de consorcios microbianos em vez de
culturas puras tem se revelado uma abordagem promissora para melhorar a conversao de
co-substratos em bio-hidrogénio (Mumtha; Mahalingam, 2024).

A engenharia metabolica e genética tem se estabelecido como uma estratégia
contemporanea para melhorar a produgdo biologica de hidrogénio. Ao alterar as vias
bioquimicas, pode-se direcionar o fluxo de elétrons para a producdo de hidrogénio,
diminuindo a formag¢ao de subprodutos indesejaveis e melhorando a eficiéncia global do
processo (Kothari et al., 2017; Sivaramakrishnan et al., 2021).

Uma pratica comum para promover o aumento de populagdes produtoras de hidrogénio,
especialmente as que formam esporos, e inibir microrganismos metanogénicos € o pré-
tratamento do indculo através de choques térmicos ou de adicdo de acidos (Sachdeva

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

4.4  Co-fermentacio de residuos agroindustriais

A co-fermenta¢@o € um processo biotecnologico que envolve a fermentagdo conjunta de
dois ou mais tipos de substratos com o intuito de gerar produtos de elevado valor
agregado, como biometano, bio-hidrogénio, AGVs e biopolimeros, superando as
limitagdes de sistemas de um Unico 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 metanogénese,
utilizando RALFs mesofilicos e termofilicos, para a co-digestdo do soro de leite e de
glicerol em reatores de um e dois estagios. Os autores relataram que o RALF mesofilico
foi mais tolerante a maiores COVs, com melhores resultados com uma COV de 20
kgDQO m 3 eator !, com producio volumétrica de CHa 5800 mL CHa Lyeator ' d™!. Por sua
vez, PVH do RALF acidogénico termofilico para a mesma COV foi de 2500 mL H> Lreator
d!. Os pesquisadores concluiram que um sistema em dois estagios com um RALF
acidogénico termofilico seguido de RALF metanogénico mesofilico obteve maior
producdo energética que um RALF termofilico em Unico estagio.

A co-fermentagdo de residuos oferece uma série de vantagens ambientais e econdmicas,

tais como:
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4.4.1 Aumento da eficiéncia do processo e producio de biogas

A combinagdo de residuos pode otimizar a relagdo carbono/nitrogénio (C/N), equilibrar
micronutrientes, diluir inibidores e melhorar a capacidade de tamponamento da
alimentacdo dos reatores, resultando em uma maior estabilidade do processo e em um
aumento de produgdo de biogas (Ofosu; Aklaku, 2010; Shrestha et al., 2023).A co-
digestdo de efluentes municipais e de residuos alimentares pode otimizar a produgdo de

biogas (Ounsaneha et al., 2021).

4.4.2 Produciao de AGVs e outros biocompostos

A co-fermentagdo de lodos ativados e de residuos alimentares se mostrou eficaz para
produgdo de AGVs, onde a composicdo dos alimentares influenciam diretamente no
rendimento e no perfil de fermentag¢do (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 criticos para otimizacdo da producdo de acidos organicos

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

4.5  Pré-tratamento de lodo para eliminacio arqueias metanogénicas

Um problema chave para otimizar a producao de bio-hidrogénio ¢ a supressio ou
eliminagdo de arqueias metanogénicas, que competem pelos substratos dos
microrganismos produtores de H, reduzindo a eficiéncia do processo (Alibardi et al.,
2012; Zhuetal., 2011). A inibi¢do de arqueias por pré-tratamento térmico ¢ uma estratégia

bem estabelecida (Argun; Kargi, 2009).

4.5.1 Pré-tratamento térmico

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

para aprimoramento da producdo de H», via inibicdo da atividade metanogénica e

melhoria da hidrolise da matéria organica (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 periodos): este método
objetiva inativar de forma seletiva as arqueias metanogénicas, mais
sensiveis ao calor que as bactérias produtoras de H», conforme ilustrado
na Figura 3 (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006). Estudos
revelaram que o pré-tratamento do lodo anaerdbio a 70 °C por 30 minutos
pode inibir efetivamente a metanogénese e selecionar as bactérias
hidrogenogénicas (Hasyim et al., 2011), enquanto outros demonstram que
o tratamento a 90 °C pode ser eficaz na inibi¢do dos microrganismos
metanogénicos, embora ndo selecione somente bactérias hidrogenogénicas

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

Figura 3 — Pré-tratamento térmico moderado.
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Choque térmico: envolve a aplicagao de bruscas variagcdes de temperatura,
o que pode favorecer bactérias hidrogenogénicas em relagdo as arqueias
metanogénicas. Este método € eficaz na inativagao de esporos de arqueias
metanogénicas, permitindo a selegdo de bactérias hidrogenogénicas. O
pré-tratamento térmico repetido em duas vezes, por 5 horas cada, foi
considerado mais eficaz na selecdo de bactérias produtoras de H> em
diferentes fontes de lodos anaerobios, a partir da fermentagdo de trigo
moido, conforme ilustrado na Figura 4 (Argun; Kargi, 2009). No entanto,

Garcia e Cammarota (2019) revelam que o pré-tratamento térmico com
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periodos breves de aquecimento moderado, seguido de repouso de 6 horas
(choque térmico) foi eficiente em eliminar competidores do hidrogénio e
potencializar a atividade das bactérias produtoras, tornando o processo de

fermentacdo escura mais eficiente para geragao de bio-hidrogénio.

Figura 4 — Pré-tratamento por choque térmico.

Lodo Anaerébio Bruto 1* ciclo de aquecimento
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

A escolha da melhor alternativa para supressao de arqueias metanogénicas depende de
diversos fatores, incluindo a eficiéncia energética, o custo € o impacto na comunidade
bacteriana desejada (Argun; Kargi, 2009; Kan, 2013). Através da literatura analisada, a
melhor solucgdo para eliminagao das arqueias em prol das bactérias hidrogenogénicas ¢ o
pré-tratamento térmico a temperatura moderada, de 90 °C, por periodos controlados (10
— 30 minutos) (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Magdalena; Gonzélez-
Fernandez, 2020), seguido de choque térmico, com resfriamento por 6 horas até a
temperatura ambiente (Garcia; Cammarota, 2019).

O pré-tratamento a temperaturas moderadas oferece um equilibrio entre a inativagao
eficaz das arqueias sensiveis ao calor e a preservacdo da viabilidade das bactérias
hidrogenogénicas (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Lay et al., 2011).
Temperaturas muito elevadas podem ser muito agressivas, resultando na destruicao de
algumas bactérias produtoras de H> e na formacdo de compostos que inibem a

fermentagdo (Kan, 2013). E 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 composi¢ao da
comunidade microbiana (Ennouri et al., 2016; Vitéz et al., 2020).

Além do pré-tratamento térmico, outros métodos como a utilizagao de cloroféormio e o
pré-tratamento acido, também foram investigados para inativacdo de microrganismos
metanogénicos (Argun; Kargi, 2009; Hu; Chen, 2007). Porém, o pré-tratamento térmico
¢ amplamente preferido em relagdo a esses ultimos métodos devido a sua simplicidade,

eficacia e custo-beneficio em muitas aplicagdes (Argun; Kargi, 2009).

4.5.2 Pré-tratamento com cloroformio

O pré-tratamento de lodos anaerdbios por meio de agentes quimicos como o cloroféormio
(CHCI) representa uma estratégia eficaz para inativar microrganismos metanogénicos e,
portanto, otimizar a produ¢do de H> (Hu et al., 2009; Hu; Chen, 2007). O cloroférmio
tem sido relatado como um potente agente quimico inibidor da atividade metanogénica
em sistemas de DA.

Hu et al., (2009) mostraram que o tratamento do lodo granular anaerébio com este agente
¢ capaz de transformar um sistema produtor de biometano em um sistema produtor de
bio-hidrogénio. Os pesquisadores atribuem a inibi¢ao a toxicidade direta do CHCl3 para
as arqueias metanogénicas — mais sensiveis a este componente que as bactérias
hidrogenogénicas — perturbando suas membranas celulares e inativando enzimas
essenciais para seu metabolismo.

Ning et al., (2012), ao analisar a estabilidade da producdo de H> e a diversidade
microbioldégica em lodos anaerdbios pré-tratados com CHCIl3 com diferentes
concentragdes deste agente, concluiram que a concentragdo de 0,050% de cloroférmio era
a mais adequada, considerando a producdo cumulativa, maxima taxa de produgdo e

rendimento de hidrogénio, bem como a eficiéncia de utilizacdo do substrato.

4.6  Reator Anaerobio de Leito Fluidificado (RALF)

O RALF constitui uma tecnologia avancada para o tratamento de aguas residudrias,
caracterizada pela elevada taxa de transferéncia de massa gas-liquido e pela eficiente
imobilizacdo da biomassa. Essa configuragdo favorece processos como a fermentacio

escura, permitindo maior estabilidade operacional, biomassa com elevada producao de
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substancias poliméricas extracelular (EPS, em inglés) e melhor desempenho na conversao
de matéria organica (Barca et al., 2015; Chen et al., 2024; Kumar et al., 2018). Este
método ¢ relevante dada a crescente necessidade de fontes de energias sustentaveis e
métodos eficazes de gestdo de residuos (Dhanya et al., 2020; Preethi et al., 2019; Rawoof
et al., 2021; Sivanesan et al., 2024).

4.6.1 Funcionamento do RALF

O RALF ¢ caracterizado por um leito de particulas que sdo fluidizadas por um fluxo
ascendentes de gés ou liquido, conforme ilustrado na Figura 5 (Gao et al., 2022). Esta
fluidizacdo confere ao sistema excelentes caracteristicas de interface gas-solido e de gas-
liquido, o que ¢ decisivo para a eficiéncia de processos bioldgicos (Liu et al., 2024; Yang;
Wang; He, 2022). No cenario da produ¢do de bio-hidrogénio, essas particulas servem
como meio suporte para adesdo de microrganismos anaerdbios, formando um biofilme

(Barca et al., 2015).

Figura 5 — Esquema ilustrativo de um reator anaerobio de leito fluidificado.

' Gasbdmetro
Selo Hidrico
Bomba de
Recirculagdo
Tanque de P
Efluente ? -
! |
Bomba de
alimentagao
4
Tanque de alimentacdo

Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Dentre os fatores que interferem no funcionamento de um RALF incluem:
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Meio suporte: particulas como argila expandida (Dos Reis; Silva, 2011;
Menezes et al., 2019; Shida et al., 2009, 2012; Silva et al., 2019) ou carvao
ativado granular (Zhang et al., 2007) sdo bastante utilizadas para
imobilizar a biomassa microbiana. Além dessas, ainda sdo opgdes a resina
de poliéster e perlita vitrificada (Saucedo-Teran et al., 2004), poliestireno
(Siqueira; Damiano; Silva, 2013), sepiolita e perlita comercial (Arnaiz;
Gutierrez; Lebrato, 2006). A defini¢do do material suporte ¢ esssencial,
pois afeta a formacao do biofilme, logo, a eficiéncia do reator (Barca et
al., 2015; Shida et al., 2009). Porosidade, densidade e superficie
especifica dos materiais de suporte influenciam a adesdo dos
microrganismos ¢ o desempenho do reator (Arnaiz; Gutierrez; Lebrato,
2006; Barca et al., 2015; Saucedo-Teran et al., 2004). Materiais de baixa
densidade oferecem vantagens operacionais como menores requisitos de
energia e um equilibrio adequado para o crescimento do biofilme

(Saucedo-Teran et al., 2004).

. Sistema de fluidificacio: uma bomba impulsiona o fluxo
ascendente de agua residual do leito de particulas, mantendo-as em um
estado fluidificado (Gao et al., 2022). A velocidade ascensional do fluido
¢ um parametro critico que determina o regime de fluidizagdo e o
desempenho do reator (Chen et al., 2024; Dos Reis; Silva, 2011). Uma
velocidade apropriada ¢ necessdria para garantir a fluidificagdo
homogénea do leito, evitando colmatagcdes e minimizando perdas de
biomassa (Estrada-Arriaga et al., 2012; Sarrouh; Converti; Da Silva,
2008). Além disso, esse sistema impde um esforco de cisalhamento
continuo das particulas do meio suporte do RALF, promovendo uma
renovagdo constante das células microbianas e, por conta deste estresse,
estimulam a producdo de EPS, ajudando a formar uma camada de
protecao que ajuda a adesdo dos microrganismos a biomidia (Koerich;
Rosa, 2021; Melo et al., 2022; Menniti et al., 2009). As EPS sdo matrizes
complexas, formadas por polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA, que
compoe a (Babiak; Krzeminska, 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,
construidos em acrilico, com diametro interno de 5,3 cm e altura de 190
cm, resultando em um volume de 4192 cm?, utilizando lodo de tratamento
de aguas residudrias suinas como inoculo 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 producao volumétrica de Ha.

4.6.2 Condicoes operacionais

A eficiéncia, estabilidade e viabilidade de varios processos bioldgicos e quimicos sao

fortemente influenciadas pelas condi¢des operacionais, particularmente em sistemas

como reatores de digestdo anaerobia e tratamento de dguas residuérias (Amin et al., 2021;

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

As condi¢des operacionais em um RALF para FE s3o criticas para otimizagdo da

producdo de bio-hidrogénio. Dentre elas encontram-se:

Temperatura: Um dos fatores ambientais mais importantes ¢ a
temperatura, que afeta de forma direta as taxas de reacdo bioldgica e a
atividade enzimatica (Deng et al., 2023; Shaukat et al., 2023; Tian et al.,
2024). A temperatura ¢ um fator chave, com processos ocorrendo em
faixas tanto mesofilicas (30 — 40 °C) quanto termofilicas (50 — 60 °C)
(Ferreira et al., 2020, 2018; Munoz-Paez et al., 2013). Estudos mostram
que a temperatura mesofilica de 30 °C foi eficaz em varios experimentos,
como na producdo de H» a partir do melado de cana-de-acticar (Ferreira et

al., 2020) e 4guas residuarias de refrigerantes (Menezes et al., 2019).

pH: regula a acdo de microrganismos e enzimas, a solubilidade de
nutrientes e a formagdo de produtos em diversos sistemas biologicos e
quimicos (Bermudez-Penabad; Kennes; Veiga, 2017; Peng; RuiYang;
ChunHao, 2022; Shaukat et al., 2023). Alteracdes no pH podem resultar
na inibi¢ao da atividade microbiana ou na mudanga da rota metabolica,
gerando subprodutos indesejados (Arslan et al., 2016; Silva-Illanes et al.,
2017; Zagrodnik; Duber; Seifert, 2022). Este ¢ um dos parametros mais

importantes a ser controlado durante a FE para a producio de Ho,
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usualmente mantido em uma faixa acida entre 5.0 ¢ 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 a adicdo de
tamponante, (Shida et al., 2012) mostram que a adi¢ao de bicarbonato de
s6dio (NaHCO3) impactou em um menor HY, de 2,45 para 1,90 mol H»
mol! glicose. Por outro lado, foi notado aumento de 30% e de 176%,
respectivamente, com a utilizagcdo de NaHCOs3 e de carbonato de calcio
(CaCO3) para co-fermentagdo de residuo agroindustrial citricola (Rocha;

Sakamoto; Varesche, 2024).

Tempo de Detencdo Hidraulica (TDH) e Carga Organica Volumétrica
(COV): constituem fatores interligados que definem a permanéncia do
substrato e dos microrganismos no reator, influenciando diretamente na
eficiéncia do processo bioquimico (De Vela, 2021; Liu et al., 2018;
Pechaud et al., 2022). Um TDH mais longo possibilita um maior tempo de
contato entre os microrganismos € o substrato, mas pode diminuir a
eficiéncia do reator (Fan et al., 2023; Muda et al., 2011). Por outro lado, a
reducdo do TDH e o aumento da COV podem melhorar a produtividade,
mas também podem resultar na lavagem de microrganismos € na
instabilidade do processo (Leite et al., 2023; Shang et al., 2025). O TDH ¢
essencial para o desempenho do reator. TDHs curtos (1 — 8 horas) sdo
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™ d!, mostrando que a COV tem um
impacto significativo na produ¢do de Hz (Menezes et al., 2019), enquanto
Almeida et al., (2025) alterou as condi¢des de COV de 20 a 240 kgDQO
m™ d!, obtendo maiores HY em menores TDH (3 e 1 h). A produgdo de
hidrogénio geralmente aumenta com a diminui¢do do TDH até um ponto

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

Concentracao do substrato: afeta a velocidade da reacao, o crescimento
microbiano e a obtencao de produtos (Arslan et al., 2016; Nwokolo et al.,

2020). Uma concentragao inadequada pode restringir a producao, ao passo



33

que uma concentra¢ao excessiva pode resultar na inibi¢do do processo ou
no acumulo de subprodutos indesejados (Biithimann et al., 2021; Deng et
al., 2023). A concentragao inicial do substrato afeta diretamente o
rendimento de hidrogénio. (De Amorim; Sader; Silva, 2012) avaliam o
efeito de diferentes concentragdes de glicose (de 2 a 25 g L"), com TDH
variando de 8 a 1 h, em RALFs, atingindo maior HY (2,49 mol H> mol
Lylicose) com TDH de 2h e concentragio de 2 g L', enquanto a maior PVH
(1,46 L h'! L) foi obtida na condi¢iio operacional com concentragdo de
10 g L' e TDH de 1h. Por sua vez, diferentes substratos foram utilizados
diluidos em seus respectivos tratamentos, como melago de cana-de-agucar,
residuos de refrigerantes ou adguas residudrias vinicolas, para producao de

H> (Ferreira et al., 2020; Menezes et al., 2019; Policastro et al., 2022).
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5 ADAPTACAO DO REATOR ANAEROBIO DE LEITO FLUIDIFICADO
AO AUMENTO DA CONCENTRACAO DE RESIDUO DE FRUTAS E VEGETAIS

5.1 Introducio

Estima-se que foram desperdicados, no Brasil, entre 23 e 82 milhdes de toneladas de
alimentos em 2024(UNEP, 2024). No nordeste brasileiro, esta realidade nao ¢ 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 Maracanan, Ceara, a produgdo de residuo de frutas e verduras chega a ordem de 17
toneladas/dia (Da Silva Junior et al., 2022). Portanto, o problema gerado pela produ¢do
desse residuo pode ser mitigado através da digestdo anaerdbia, possibilitando sua
recuperagdo energética, produgdo de biofertilizantes e reuso da agua do efluente tratado
(Menezes et al., 2024b).

Os RFVs sdo particularmente adequados para essa aplicagdo (Azevedo et al., 2025;
Mazzanti et al., 2025a; Menezes et al., 2024b) devido seu alto valor de umidade e aos
seus compostos organicos prontamente biodegradaveis, como carboidratos, que sdo ideais
para fermentagdo escura. As rotas metabdlicas chave desse processo incluem a conversao
de glicose em acetato (AAc), butirato (Abu), lactato (ALa) e etanol, com a produgdo
concomitante de H> e CO2 (Lim; Nandong, 2022; Silva et al., 2024; Sultana et al., 2023a;
Yahaya et al., 2022).

A fermentacao escura € um processo biotecnoldgico de grande relevancia no contexto da
producdo de energia renovavel (Blanco; Oliveira; Zaiat, 2019; Sultana et al., 2023b).
Trata-se de uma via metabdlica que utiliza matéria organica para produgdo de bio-
hidrogénio (Hz), 4cidos orgénicos volateis (AOVs) e outros subprodutos, na auséncia de
luz. Este processo ¢ altamente eficaz para converter materiais organicos, como restos de
comida (An; Xu; Dai, 2024; Melikoglu; Tekin, 2024; Sultana et al., 2023a), e residuos
agroindustriais (Antonopoulou et al., 2012; Blanco; Oliveira; Zaiat, 2019; Melikoglu;
Tekin, 2024; Wagh et al., 2024), dentre eles, os residuos de frutas e verduras, em energia
renovavel.

Os desafios associados a utilizagdo do RFV incluem a variagdo na carga organica e
composicao, que pode afetar a estabilidade do processo e a eficiéncia de producdo de
hidrogénio. O RFV ¢ composto principalmente por carboidratos de facil degradacdo que

pode gerar uma alta producao de acidos. A fermentacdo desse substrato também ¢
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sensiveis a variagdes de cargas organicas a depender da operagao e tipo de reator utilizado.
Tais fatores afetam a estabilidade e eficiéncia do processo de producao de hidrogénio.

A producao de bio-hidrogénio pode ser aprimorada em sistemas de digestao anaerdbia de
dois estagios para o RFV (Mazzanti et al., 2025a; Menezes et al., 2024b; Sukphun et al.,
2023). No primeiro estagio, a fase acidogénica ou hidrogenogénica ¢ enfatizada, com o
objetivo de maximizar a producdo de hidrogénios e AOVs. Essa abordagem ndo sé
otimiza a produ¢do, como também melhora a estabilidade do processo, permitindo o
controle mais eficaz das condi¢des de operagdo dos reatores, como pH e temperatura,
otimizando, também a produc¢do de metano no reator subsequente, uma vez que os AOVs
estardo prontamente pré-digeridos, evitando que haja acimulo de acidos organicos no
reator metanogénico, fator inibitorio de producdo de metano pelas arqueias
metanogénicas (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 ¢ uma das escolhas para a fase acidogénica ou hidrogenogénica em sistemas de
dois estagios. Neste reator, o substrato ¢ introduzido na base de uma coluna contendo
material de suporte, ¢ o fluxo ascendente de liquido — por meio de altas vazdes de
recirculagdo — provoca fluidizagdo do leito de particulas (Devens et al., 2025a;
Ouppatampanon et al., 2024). O RALF melhora a transferéncia gés-liquido, além de
prevenir a formacdo de zonas mortas (curto-circuito) e de permitir a preservagdo da
biomassa (Ouppatampanon et al., 2024).

Este reator ¢ ideal para operagdes com alta carga organica volumétrica (COV), permitindo
baixos tempos detencdo hidraulica (TDH), com altas taxas de e producao de biogas
(Almeida et al., 2022; Devens et al., 2025a; Menezes, 2018; Ribeiro et al., 2024b) ¢ ¢ a
configuracdo mais prevalente para sistemas de recuperacdo de fosforo via
biomineralizagdo, mais uma alternativa para producao de biofertilizante (Ouppatampanon
et al., 2024; Riewklang et al., 2023).

Este estudo almeja desenvolver uma pesquisa abrangente que considere as diferentes
concentragdes de substrato, a influéncia do TDH e o processo de adaptacdo do RALF a
fragdo liquida do residuo de frutas e verduras (FLRFV).

Ademais, para uma analise 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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visdo integrada das estratégias para viabilizar a producdo de bio-hidrogénio a partir deste

residuo complexo.

5.2  Metodologia

5.2.1 Configuracio experimental

O estudo foi realizado por meio de um RALF (Figura 6) constituido em ago inoxidavel,
com didmetro interno de 2,2 cm, altura total de 150 cm, com um volume total de 750 cm?,

volume util de 570 cm?, volume de leito de particulas 160 cm?.

Figura 6 — Configuracdo experimental do RALF utilizada.

Fonte: elaborada pelo autor (2025).

5.2.2 Meio suporte e indculo
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Utilizou-se como material suporte do reator argila expandida, que foi devidamente
peneirada, mantendo uma faixa de didmetros entre 2,8 mm e 3,35 mm, para separagdo de
materiais pulverulentos e de granulos maiores que os desejados.

Para devida eliminagao de arqueias metanogénicas, foi realizado o pré-tratamento térmico
do lodo de cervejaria. O lodo foi triturado, diluido em agua (50% v/v) e aquecido a 90°C
por 10 min (Alibardi et al., 2012; Kim; Han; Shin, 2006; Magdalena; Gonzalez-
Fernandez, 2020), em homogeneiza¢ao constante, e resfriado por 6 h, até atingir a
temperatura ambiente (Garcia; Cammarota, 2019).

O material destinado ao inoculo foi composto de lodo pré-tratado (10% v/v do barrilete),
dgua, 5 g L' de sacarose e meio nutricional (Tabela 1), e mantido em batelada por 21
dias, com uma vazdo de recirculacdo de 25 L h™', sendo realimentado com sacarose
sempre que houvesse consumo de 80% do carboidrato da solugdo. Apos esta etapa o reator

passou a ser operado de forma continua, em condi¢des mesofilicas (30 °C).

Tabela 1 — Meio nutricional utilizado na alimenta¢ao do RALF.

Composto Concentrag¢io (mg L)
KH,PO, 85,0
K,HPO, 21,7
Na,HPO, - 7H,0 33,4
FeCl; - 6H,0 0,5
FeS0,-7H,0 5,0
CaCl,-2H,0 62,3
CoCl, - 6H,0 0,15
Se 0,05
(NH,),CO 125

Fonte: Adaptado de Del Nery, (1993).

5.2.3 Alimentacio e substrato

A FLRFYV apresentou uma Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 116 g L' conforme
dados de caracterizagao da Tabela 2. O pré-tratamento do RFV envolveu trituragao
seguida de centrifugacgao, resultando em uma fragao liquida que foi coletada e armazenada

a 4°C para evitar a biodegradagdo antes de seu uso como alimentacao do reator.

Tabela 2 — Caracterizagao do RFV da Ceasa Maracanat.

Parametros RF Vriturado RFVLiguido

Demanda Quimica de Oxigénio total (DQOy) (gDQO L") 162,8+3,1 115,9+4,2
Sélidos Totais (ST) (%) 15,0 9,2+0,3
Umidade (%) 85,0 90,8+0,3

Sélidos Volateis (SV) (% ST) 94,6 93,10,1



Propor¢do DQO/SV (kg DQO kg SV-!)
Carboidratos totais (g L")

Lipidios (%)

Proteinas bruta (%)

Nitrogénio Total (g kg substrato)
Proporgdo C/N (gDQO g NT™)

pH

Acido Acético (mg L)

Acido Latico (mg L)

Acido Isobutirico (mg L)
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1,7+0,1 1,4+0,2
55,0 45,7£3,0
1,21+0,1 0,7+0,1
1,3+0,1 1,2+0,1
28,2+0,7 15,2+0,1
5,8 7,6

n.d 4,5+0,1

nd 176,7£36,2
nd 258,2+128,9
nd 505,1£150,1

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

5.3  Programa experimental

O reator foi operado nas seguintes condi¢des: COV (60 kgDQO m™ d''), TDH de 2h, pH

sem correcdo 4,5 e DQO de 5,0 g0> L', As condigdes A1 até A5, sdo as fases de adaptacio

do reator conforme Tabela 3 e Tabela 4: A operagao durou 94 dias, incluindo alimentagdo

com sacarose (A1), co-fermentagao de sacarose ¢ RFV (A2 — A4) e, por ultimo, somente

com RFV pré-tratado (AS5), que foi diluido em concentragdes crescentes.

Tabela 3 — Etapas de adapta¢do do RALF a FLRFV.

Etapa % Sacarose % FLRFV
Al 100 0
A2 75 25
A3 50 50
A4 25 75
A5 0 100

Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Dias de operacio
1-29
30-36
37-74
75 -86
87-93

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

estudo, visando observar a autorregulacao do sistema frente a introdugdo progressiva da

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

comunidade microbiana em condi¢des mais proximas das aplicagdes em escala real, onde

o controle fino de pH pode ser economicamente inviavel.

Tabela 4 — Condig¢des de operacdo do RALF.

Condicio de operacio

Parimetro

Al A2 A3 A4 A5
TDH (h) 2 2 2 2 2
DQO (kgDQO.m%) 5 5 5 5 5
COV (kgDQO m™ d!) 60 60 60 60 60

Nota: TDH — Tempo de detencdo hidraulica; DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; COV — Carga

organica volumétrica.
Fonte: elaborada pelo autor (2025).
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54 Métodos analiticos

A DQO (total, particulada e soluvel), os Solidos Totais (ST), os Sélidos Fixos (SF), os
Soélidos Suspensos Totais (SST), os Solidos Volateis (SV), os Solidos Suspensos Volateis
(SSV), o Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT), a NH4*-N, o Fosforo Total (PT), o pH ¢ a
concentracdo de carboidratos foram determinados por APHA (2012).

Acidos Graxos Volateis Totais (AGVt) foram determinados utilizando titulagio direta
(DiLallo; Albertson, 1961). A composicdo de carboidratos totais foi determinada via
metodologia de Dubois et al. (1956). A identificagdo de acidos graxos volateis (AGV) foi
realizada através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) Shimadzu UFLC
HPLC System.

O volume produzido de biogas foi medido através de um gasdmetro tipo tambor Ritter
TG 0.5 acoplado ao headspace do reator. A composicao de Ha, CO2 e CH4 do biogés foi
mensurada através de cromatografia gasosa (CG) Shimadzu Nexis GC-2030. Na Tabela

5 encontram-se as frequéncias de realizacdes das analises.
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Tabela 5 — Frequéncia e Metodologias das Anélises

Analise Unidade Frequéncia  Metodologia
Vazio L h! Didria

pH - Diaria

DQO mg L! 3x nasemana APHA (2012)
Eficiéncia de remog¢do de DQO %, gDQO;.gDQ0uq™! 3X na semana

Carboidratos mg L! 3xnasemana Dubois et al. (1956)
Eficiéncia de remocao de %o, Gremorida Zadiionade” 3% na semana

Carboidrato 7 Sremonicy Sadiciomc

Vazdo de biogas NmL.d"! Diaria

PVH NmL Hy.Lieator .d! Diaria

Vazdo de H NmL H».d"! Diaria

HY NL Hz.g'DQOuq™! 3x na semana

Conversao de H %, gDQOH,.gDQO0em™  3x na semana

SST e SSV % 3x na semana APHA (2012)
AGVt mgAAc.L! Didria (llggLS‘”O’ Albertson,

Nota: HY — Hydrogen Yield (Rendimento de Hidrogénio); NL — Volume do gas normalizado em CNTP;
SST — Solidos Suspensos Totais; SSV — Solidos Suspensos Volateis; DQO — Demanda Quimica de
Oxigénio; PVH — Producdo Volumétrica de Ho; AGVt — Acidos Graxos Volateis totais,

Fonte: elaborada pelo autor (2025).

5.5 Indicadores de Desempenho

Os indicadores de desempenho do reator foram calculados com base nas equagdes listadas
abaixo.

A taxa de carga organica (TCO) tedrica aplicada (Equagdo 1), expressa a razdo entre a
concentragdo de carboidratos (Carbo) afluente € o TDH do reator, representando a carga

diaria de substrato passivel de conversdo aplicada ao sistema.

TCOtetrica = o (M)
TDH¢esrico

Carbo — concentragio de carboidratos (kg m™3);
TDHieorico — (dia);
TCOreorica — (KGcarboidaratom ™ >d™1);
A produgdo volumétrica de bio-hidrogénio (Equacao 2) foi quantificada por meio de dois
indicadores principais: a PVH e o HY (Equagdo 3). A PVH, expressa em mL Hz L eator
d!, foi calculada a partir do volume de hidrogénio produzido em condi¢des padrio,

refletindo a produtividade do sistema.



41

Volume produzidoy, 1
PVH = X — 2
tempo Volume Gtil ;oqt0r

Volume produzidoy, — (L);
Tempo (h);

Volume Gtil ;eqior — (L);

PVH

HY =
Carboconsumido

(3)
PVH — (moly,d™'m™3);
Carboconsumido — (mOIhexosed_lm_3);

HY — Rendimento de hidrogénio (moly, molptiose)

O HY (rendimento de hidrogénio), por sua vez, expresso em mol de Hz por mol de hexose
consumida (mol Hz molhexose), relaciona a PVH (convertida para base molar) com a
quantidade de carboidratos consumida (Carboconsumido, €M MOlhexose m™> d),
representando a eficiéncia de conversdo do substrato em hidrogénio.

Para interpretar os resultados a luz das vias metabolicas, foi calculada (Equacao 4) a
producdo tedrica de hidrogénio (H, teodrico), em mol L' d!, é um indicador
estequiométrico baseado nas concentragdes efluentes de acido butirico ([ABu]), acido
acético ([AAc]) e 4cido propidnico ([APr]), todos em mol L, permitindo inferir o

predominio de rotas produtoras ou consumidoras de H».

H, teérico = 2[ABu] + 2[AAc] — [APr] 4)

H, tedrico — Produgio molar diaria de hidrogénio (mmol L™1);
[AAc] — concentracdo de 4cido acético (mmol L™1);
[ABu] — concentracdo de 4cido butirico (mmol L™1);

[APr] — concentragdo de acido propidnico (mmol L™1);

Finalmente, a ocorréncia e magnitude da homoacetogénese, uma via metabodlica que
consome H» para produzir acetato, foram quantificadas (Equacdo 5) pelo célculo da
producio de 4cido acético via homoacetogénese (AAC(homoacetogenese)), €m mol L. Este
parametro, desenvolvido por Menezes e Silva, (2019), ¢ estimado pela diferenca entre a
producdo teodrica e experimental de Hz, fornecendo uma medida direta da inibi¢do

metabolica que impacta o rendimento final do processo.
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2[AAc] + 2[ABu] — [APr] — H,
AAC(homoacetogénese) = 6 (5)

AAC(homoacetogenesey — Produgdo de 4cido acético durante homoacetogénese

(mmol L™Y);

5.6 Resultados e discussoes

5.6.1 Operacao do Reator:

O desempenho do reator na produgdo de bio-hidrogénio e na conversdo de matéria
organica 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 correlagao inversa (Pearson = -0,957)
entre a introdugdo progressiva da FLRFV no substrato e na PVH do RALF. Enquanto o
sistema foi alimentado exclusivamente com sacarose, um carboidrato de facil degradacao,
a PVH manteve-se elevada, atingindo um valor médio de 4361 mL H> Lreator d™\. No
entanto, a substitui¢do gradual pela FLRFV resultou em um declinio acentuado dessa
taxa, que chegou a apenas 261 mL Hj Lreator d”' quando se utilizou 100% de FLRFV. A
grande producdo de hidrogénio no caso em que ha somente sacarose se deve ao fato de a
sacarose ser facilmente assimilada pelos microrganismos (Tuncay et al., 2017) e de nao
precisar de um processo avangado de hidrolise, ja4 possuindo concentragdo de agucares
prontamente disponiveis.

Verifica-se que a FLRFV, mesmo sendo um substrato rico em carboidratos (Da Silva
Junior et al., 2025), apresenta uma menor concentragdo de carboidratos disponiveis, em
comparagdo a sacarose pura, ¢ de rapida assimilacdo, caracterizando-se por possuir
compostos cuja hidrolise € mais demorada.

Em segundo lugar, a relagdo carboidrato/DQO ¢ menos favoravel na FLRFV, uma vez
que esse substrato incorpora outros constituintes, como lipidios e proteinas, os quais nao
sdo diretamente convertidos em hidrogénio pelas vias fermentativas usuais. Ademais, a
presenca de AGVs no proprio residuo, como ABu, APr e ALa, pode exercer efeito
inibitorio sobre as linhagens bacterianas hidrogenogénica ou, ainda, favorecer rotas

metabolicas competidoras que consomem Haz, como a homoacetogénese.



43

Augusto et al., (2024), ao avaliarem a produ¢ao de H» através da fermentagao escura do
melaco de soja, investigaram o papel da homoacetogénese através de analise microbiana
e cinética, e concluiram que a essa rota consumiu quase 60% do H: produzido. Os
pesquisadores apontaram, além da ocorréncia desse processo, a presenca de
microrganismos endogenos no substrato analisado. Ha probabilidade de que as mesmas
questdes apontadas pelos autores tenham ocorrido no presente estudo. O pré-tratamento
do RFV ndo envolve esterilizagdo do substrato, que, naturalmente ja apresenta
microrganismos autdctones consumidores de H» que podem alterar a biota

hidrogenogénica estabelecida durante a adaptacao a sacarose.

5.6.2 Conversao e consumo de substrato

O RALF foi alimentado com COV de 60 kg DQO m™ d"! em todas as fases de adaptacio,
considerada uma carga alta de matéria organica para tratamento. O reator apresentou
eficiéncia de remogao entre 14,2% e 28,4% (Figura 7), consistente com a literatura para
processos de fermentacdo escura para producdo de H> com RALFs — que sdo
frequentemente operados com TDH curtos (Dos Reis; Silva, 2011; Marques et al., 2019;
Ramos; Silva, 2020) — cujo objetivo é a conversdo da matéria organica em subprodutos
como 4cidos organicos e hidrogénio, ao invés de sua completa mineralizacao (Da Silva

Junior et al., 2025).

Figura 7 — DQO e remo¢do de DQO durante a adaptacdo do RALF.
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44

Observa-se que a remog¢ao de DQO aumentou conforme houve a substitui¢ao gradual da
sacarose por RFV (Figura 7). Esse comportamento pode ser atribuido a natureza mais
complexa e heterogénea desse substrato em comparacdo com a sacarose. Enquanto a
sacarose ¢ prontamente convertida em produtos fermentativos simples, a FLRFV contém,
além de carboidratos, fragdes significativas de proteinas, lipidios e outros compostos
organicos mais complexos, que demandam etapas adicionais de hidrélise e de
metabolismo microbiano. Consequentemente, ha um maior consumo da matéria organica
para a sintese de AOVs e outros intermediarios metabdlicos, o que se reflete no aumento
da eficiéncia de remocao de DQO, ainda que nem todo carbono orgénico seja direcionado
para produgdo de bio-hidrogénio.

Paralelamente, a taxa de conversdo de carboidratos se manteve consistentemente alta e
estavel (entre 84,3% e 95,0%), conforme Figura 8, o que confirma a estabilidade e
eficacia do processo durante a transi¢do, demonstrando que a maioria dos agucares esta

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

Figura 8 — Concentragdo de carboidratos afluente e efluente durante a adaptacdo ao
substrato.
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

5.6.3 pH

O pH se manteve consistentemente acido (faixa de 4,0 a 4,3) em todas as etapas de
adaptacao (Figura 9). Embora essa condi¢cdo extremamente acida seja tradicionalmente
inibitdria para arqueias metanogénicas, ela também pode sé-la para algumas cepas de

bactérias produtoras de Hz, cujo pH 6timo de produgdo se situa proximo a 5,5 (Barca et
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al., 2015; De Amorim; Sader; Silva, 2012; Hussien et al., 2024). Dessa forma, o ambiente
acido, somado ao potencial acimulo de AOVs inibidores oriundos da FLRFV, criou uma
condi¢do operacional que suprimiu a atividade hidrogenogénica e permitiu o
estabelecimento de uma microbiota alternativa, culminando no colapso da produgado de

Ha, observados nos estagios finais da adaptacao.

Figura 9 — pH do RALF durante a adaptagdo ao substrato.
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Estudos apontam uma faixa 6tima de pH para producao de H: entre 5,5 e 6,0 (Carosia et
al., 2017; Muri et al., 2018; Rawoof et al., 2021; Zhang et al., 2007). Contudo, ndo ¢
incomum que RALFs operem em faixas de pH abaixo de 4,5. Isto ¢ relatado na literatura,
tanto para faixas de pH proximas 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).
Condicdes mais acidas sdo frequentemente utilizadas para inibicdo da atividade
metanogénica, que competem com microrganismos hidrogenogénicos pelos substratos
organicos. Essa inibi¢do ¢ fundamental, pois as arqueias metanogénicas consomem o
hidrogénio produzido para formacgao de CH4, diminuindo, assim o HY (Agudelo-Patifio;
Ortiz-Séanchez; Alzate, 2024; Cisneros-Pérez et al., 2017; Rawoof et al., 2021).

O controle do pH ¢ essencial, uma vez que o acumulo de AOV pode levar a queda
adicional do pH, inibindo a atividade microbiana e a producao de H» (Shida et al., 2012;
Yan et al., 2023). A adi¢cdo de substancias tampao, como bicarbonato de sddio, 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 &acidas para RALF
alimentado com sacarose em todas as concentracdes de substrato analisadas, com valores
de pH abaixo de 4,1, chegando a 3,3, corroborando com os resultados obtidos com a
operagao utilizando como substrato exclusivamente a sacarose (Al).
Por sua vez, Ferreira et al. (2018) utilizando o mesmo material suporte (argila expandida),
com lodo pré-tratado termicamente e alimentando um RALF mesofilico com sacarose a
5,0 g L' aum TDH de 2h, obteve um HY de 2,55 mol H2 mol ! scarose (aproximadamente
6,6 mmol Hz g"! DQO4plicada) com um pH médio do reator de 4,2. Isto ¢, os resultados obtidos
pelos autores foram maiores que os obtidos na operacdo do RALF na condigdo Al, que
alcancou um desempenho de 2,6 mmol Hz g'DQOgplicada.
Comparando os dados da Tabela 6 com o estudo de Rego et al., (2022), que operou com
COV de 60 kg DQO m™ d!, TDH de 2h, e utilizou como substrato a vinhaca da cana-de-
acucar, os autores obtiveram um pH entre 4,5 ¢ 5,2, com H> de 15% do biogas, com HY
de 0,27 mmol Hz g"! DQOaplicada. A anélise revela que:
e acondi¢do A2 (pH 4,1) apresentou melhor desempenho, com 33,5% de H»
na composicio do biogas e HY de 1,8 mmol Hz g™l DQOapiicada, Superando
o teor de hidrogénio de Rego et al., (2022), porém com rendimento
convertido ainda moderado;
e nas condicdes A3 e AS (pH 4,2 e 4,3, respectivamente), houve queda
acentuada para apenas 1,5 — 7,8 % de H, e HY de 0,2 — 0,8 mmol H, g'!
DQOuplicada, valores inferiores a referéncia tanto em teor quanto em

rendimento.

5.6.4 Producao de hidrogénio

Em contrapartida, a produ¢do de H» (Figura 10) e o HY (Figura 11) reduziram,
demonstrando que o RALF passou a ter uma maior taxa de consumo de matéria organica,
conforme perde sua capacidade hidrogenogénica e se torna acidogénica. Esse cendrio
indica que apesar da eficiente degradagao do substrato, o carbono e a energia estdo sendo
desviados para vias metabolicas que nao resultam em producdo de H», tendo como
possiveis causas:

e Producido de outros subprodutos: a formacdo de AOV como APr ou

butanol ao invés de AAc e ABu, ou produgdo de etanol, que sdo vias menos
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favoraveis para producgdo de hidrogénio (Bhurat et al., 2020; Marques et
al., 2019).

e Condigdes operacionais subotimas: fatores como pH, TDH, TCO ou a
concentragdo de inibidores podem ndo estar otimizados para a producao
de H, favorecendo a degradagao geral da DQO em detrimento do HY
(Amorim et al., 2014; Marques et al., 2019; Yan et al., 2023).

Figura 10 — Producdo Volumétrica de Hidrogénio do RALF durante adaptagdo ao
substrato.
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Figura 11 - Rendimento de Hidrogénio durante adaptagdo ao substrato.
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Enquanto a condi¢do com 100% de sacarose (A1) apresentou producao volumétrica H»
(PVH) de 4361 mL H; Licator d”! € um rendimento de H> (HY) de 2,6 mmol H, g
"DQOuplicada (Figura 11). A introducdo gradual da FLRFV resultou em um declinio
acentuado, atingindo apenas 261 mL Hj Lieator d! e 0,2 mmol Hy g DQOgplicada nNa
condi¢do com 100% de FLRFV (AS5). A composi¢do de H> no biogas também reduziu
drasticamente de 34,29% para 1,53%, confirmando a perda da capacidade
hidrogenogénica do reator.

A andlise geral dos parametros de desempenho ¢ dos metabolitos formados revela uma
correlacdo inversa e significativa entre a introducdo progressiva da (FLRFV) e o
rendimento de hidrogénio (HY). Este declinio esta diretamente associado ao aumento
substancial da concentracdo de 4acido propionico (APr) no efluente, que elevou de 204,0
mg L' para 318,0 mg L' com a transi¢do de 100% de sacarose para 100% de FLRFV. O
incremento paralelo na razdo APr/AAc indica um desvio metabolico critico para a via de
produgdo de propionato, uma rota consumidora de hidrogénio, conforme estequiometria
da Equagao 6. Este desvio, termodinamicamente favorecido em condigdes de pH acido,
representa um fator critico para a supressao da produgdo de H, (Hawkes et al., 2002;

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

CeH1206 + 2H, —» 2CH3COOH + CH3CH,COOH + 2H,0 (6)

A quantificacdo da produgdo tedrica de Hy, calculada pelo modelo estequiométrico
(Equagdo 4), revela substantivas perdas metabolicas ao longo do processo de adaptacao
ao novo substrato. Os dados experimentais demonstram uma reducao de mais de 90% no
rendimento absoluto de hidrogénio (HY), que decaiu de 2,6 mmol H> g'DQOupiicada para
apenas 0,2 mmol H: g'DQOaplicada com a transi¢do completa para a FLRFV.
Paralelamente, a producdo volumétrica de hidrogénio (PVH) sofreu redu¢do equivalente,
passando de 4361 para 261 mL H> Lreator d\.

Esta drastica diminui¢ao na produgdo real de H, quando confrontada com o potencial
estequiométrico do substrato e com o acimulo de AOVs particularmente o aumento de
66% na concentra¢do de acido propionico (APr), corrobora a ativacao de vias metabdlicas
consumidoras de H»>. Destaca-se a homoacetogénese (Equagdo 7) como rota
predominante, além da possivel inibigdo microbiana generalizada mediada pela forma

nao dissociada dos AOVs em pH acido (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).

4H, + 2CO, —» CH3COOH + 2H,0 (7

Os resultados indicam que a microbiota do RALF, aclimatada a sacarose, nao foi capaz
de competir ou se adaptar eficientemente aos inibidores naturais ¢ a complexidade da
FLRFV. A rota metaboélica predominante mudou de uma hidrogenogénica (associada ao
AAc e ao ABu) para uma acidogénica ndo hidrogenogénica (associada ao APr e ao AAc,
via homoacetogénese), consumindo os elétrons que seriam destinados a produgdo de
hidrogénio (Alzate-Gaviria et al., 2007; Menezes et al., 2024b; Sivaramakrishnan et al.,
2021).

5.6.5 Acidos Orgéanicos Volateis (AOVs)

A composi¢do ¢ as concentragdes de AOVs formados variam significativamente
dependendo do tipo de substrato e das condigdes operacionais do reator (Huang et al.,
2022; Jeong; Kim; Lee, 2014; Lata et al., 2002).

O acumulo de AOVs (Figura 12) como ABu, Als-Bu, AAc, APr, AVa e Als-Va exerce um
impacto relevante e até mesmo inibitorio na producdo de H» (Eryildiz; Lukitawesa;
Taherzadeh, 2020; Kawano et al., 2005). Portanto, um desequilibrio na relacdo de
producdo e consumo desses acidos pode levar a inibicao do processo, por meio da queda
de pH provocada pelo acumulo de AOVs, alterando a atividade enzimética das bactérias
hidrogenogénicas, resultando em menor produ¢do de H> (Kawano et al., 2005; Sekoai;

Chunilall; Ezeokoli, 2023).
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Figura 12 — Acidos Volateis Totais afluente e efluente durante adaptacio ao substrato.
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Quando os carboidratos sdo convertidos, eles podem seguir diferentes vias metabolicas,
produzindo ndo apenas H», mas também uma variedade de AOVs, como acetato, butirato
e propionato. A producao 6tima de hidrogénio estd frequentemente associada a formagao
de AAc e ABu como principais produtos finais. Se a rota metabolica for desviada para
produgdo de outros AOVs, como APr e ALa, ou para produtos como etanol, o rendimento
de hidrogénio pode diminuir (Bhurat et al., 2020; Marques et al., 2019). Os valores de
COV excessivamente altos podem acarretar no acimulo de AOVs, resultando em
menores HY (Wainaina et al., 2020; Zhang et al., 2013).

Esse comportamento estd intrinsicamente relacionado a complexidade composicional da
FLRFV e as alteragdes no perfil de AOVs. A FLRFV, embora rica em carboidratos e com
elevada taxa de conversao (superior a 84% em todas as etapas), contém compostos de
maior complexidade, como lipidios e proteinas. Conforme pode ser observado Figura 13,
o acimulo de APr, que aumentou de 204,0 mg L™ para 318,0 mg L™!, associou-se a via de
propionogénese (Equacdo 6), consumidora de H». Paralelamente, observou-se um pico de
AOV:s totais na condi¢io A4 (2626,6 mgAAc L), com predominancia de 4cido acético
(AAc) e butirico (ABu), os quais, em pH consistentemente acido (4,0-4,3), atuaram em

seu estado ndo dissociado, inibindo ainda mais os microrganismos hidrogenogénicos.
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Figura 13 — Concentragio Acidos Organicos Volateis efluente durante adaptacio ao
substrato.
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Fonte: elaborada pelo autor (2025).

Em concentragdes elevadas e valores de pH mais baixo, o ABu pode inibir a produgao de
H> porque uma fragdo maior desse acido permanece em seu estado nao dissociado
(Noguer et al., 2022), ocorrendo o mesmo com o AAc que pode promover a producio de
hidrogénio em processos fermentativos. Em contrapartida, concentragcdes mais elevadas
de APr foram encontradas em sistemas com menor producao de H», visto que o acimulo
desse acido esta associado ao consumo do mesmo (Jain et al., 2024).

O resumo dos dados de operagdao do RALF em todas as etapas estd descrito na Tabela 6

abaixo:



Tabela 6 — Caracteristicas do substrato e resultados de produ¢do de biogas

Condicio operacional

Parametro Al A2 A3 Ad AS
TDH (h) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
COV (kgDQO'm™3-d) 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0
pH efluente 4,0=+0,1 4,1+0,2 43+0,1 43+0,1 42+0,1
DQO (kgDQO-'m™) 5696 £ 612 6014 + 661 5213 £150 5203 £452 5586 + 344
DQO removida (%) 223+1.8 15,9 +3,1 142439 252+2.8 28,4+2.8
Carboidrato afluente (kg-m-) 5920 + 347 5775+ 590 4303 + 57 4155+ 57 3360 + 505
Carboidrato convertido (%) 84,3+ 13,9 933+28 90,3 +5,7 95,0+ 1,6 92,3+2,4
AGVt (mgAAcL™) 1235+ 21 1231 £ 23 1456 + 243 2627+1247 1180+ 39
H, biogas (%) 34,3+ 0,8 33,5+£9,0 7,8 £ 6,4 1,6 £0,3 1,5+0,7
PVH (mL Hz Lreator d™) 4361 + 753 2988 + 766 1127+ 618 1038+374 261 + 81
HY (mmol H g'DQO4dicionada) 2,6+0,3 1,8 £04 0,8 +0,5 0,7+0,3 0,2+0,1

52

Nota: HY — Hydrogen Yield (rendimento de hidrogénio); PVH- producdo volumétrica de hidrogénio; AGVt — acidos graxos volateis totais; TDH — Tempo de detengdo hidraulica;

DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; COV — Carga organica volumétrica.

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

Os resultados apresentados demonstram de forma clara o impacto negativo da
substituicdo do substrato modelo (sacarose) pela FLRFV 100% nas condigdes
operacionais testadas neste estudo (TDH de 2 h e COV de 60 kgDQO m™>cator d!). Porém,
¢ imperativo contextualizar esses achados dentro de um espectro operacional mais amplo,
particularmente no que tange ao parametro TDH.

Um estudo paralelo de Almeida et al., (2025), utilizando o mesmo substrato (FLRFV
100%) e configuracao de reator (RALF), investigou sistematicamente o efeito da redugdo
do TDH — e consequente aumento da COV — no desempenho hidrogenogénico. Os
resultados listados de forma comparativa na Tabela 7 sao elucidativos.

A andlise do perfil de AOVs proveniente desse trabalho, apresentada na Erro! Fonte de
referéncia nao encontrada., permite compreender a transicdo metabdlica que nao foi

capturada no presente estudo.
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Tabela 7 — Comparacdo do desempenho do RALF operando com FLRFV 100% sob diferentes condi¢des de TDH e COV.
TDH Concentracao

s Ccov PVH HY Principal
Condicdo Reator " Substrato  do (ISI:‘gbsLtﬁ;‘“’ (kgDQO.Mreaor® d) (ML Hz Lrcator™ d-) pH metabélito
Almeida et al. (2025) RALF 12 RFV 10 20 0,0 0,0° 3,9 Lactato
Menezes et al. (2024a) AnSTBR 6 RFV 5 20 2094 5,132 N.M. Lactato
Almeida ctal. 2025) ~ RALE g RFV 10 40 0,0 0,0t 42 Lactato /

Butirato
Este estudo (A5) RALE RFV 5 60 261 0,2 42 Propionato /

Acetato
Almeida etal. 2025)  RALF 3 RFV 10 80 3000 904 b 4,6 Butirato
Almeida etal. 2025) ~ RALE RFV 10 240 9200 §21° 45 Butirato /

Acetato

Nota: HY — Hydrogen Yield (rendimento de hidrogénio); PVH- produg@o volumétrica de hidrogénio; TDH — Tempo de detengdo hidraulica; DQO — Demanda Quimica de
Oxigénio; COV — Carga orgéanica volumétrica.

a: mmol H, g'DQOupiicada

b: mol H, mol-'sacaroseadicionada

Fonte: elaborada pelo autor (2025)
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Enquanto o presente estudo, com TDH de 2 h, registrou uma producao irrisoria (261 mL
H: Licator ' d!) € um desvio metaboélico para vias consumidoras de Hz (propionogénese),
Almeida et al., (2025) demonstraram que a aplicagao de TDHs curtos (1 e 3 horas) e
COVs mais elevadas (80 e 240 kgDQO.Myeator> d!, respectivamente) foram capazes de
reverter este cenario, estabelecendo uma rota butirica, caracteristicamente
hidrogenogénica, e elevando a PVH em até 35 vezes.

A andlise da Erro! Fonte de referéncia nio encontrada. revela uma nitida transi¢ao
metabolica impulsionada pelo TDH. Nos TDHs mais longos (12 e 6 horas), observa-se a
dominancia do ALa e a presenca de AlsBu, indicando uma rota metabodlica de baixo
rendimento ou nao produtoras de H» (Alzate-Gaviria et al., 2007; Menezes et al., 2024b;
Sivaramakrishnan et al., 2021). A medida que o TDH é reduzido para 3 e 1 h, ocorre uma
mudanca intensa: o ALa ¢ drasticamente reduzido ¢ a rota butirica se estabelece como
dominante, com concentra¢des de Abu de 1050 mg L!. Esta via é estequiometricamente

associada a producao de hidrogénio (Equacao 8).

CoHy,04 + 2H,0 — C3H,C00™ + 2HCO; + 3H™ + 2H, (8)

Este contraste sugere fortemente que a condi¢ao operacional A5 (TDH=2 h e COV =60
kgDQO.Myeator> d') pode representar uma zona critica para o consorcio microbiano ao
processar a FLRFV 100%. Nesta janela operacional, a comunidade bacteriana parece nao
ser suficientemente pressionada para selecionar vias metabolicas de alta produtividade,
ou ndo possui tempo hébil para conversao eficiente, permitindo o estabelecimento de rotas
competidoras, como as produtoras de APr e ALa, e a acidificagdo critica do meio.

Portanto, a natureza do substrato, embora critica, ndo € um fator limitante absoluto. Seu
impacto deletério pode ser mitigado por uma estratégia operacional que utilize TDH como
uma ferramenta para moldar o consércio microbiano e forgar o metabolismo para as vias

desejadas.
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5.7 Conclusao

O presente estudo avaliou a adaptagdo de um RALF ao aumento progressivo da
concentracdo da (FLRFV) como substrato para producdo de bio-hidrogénio. Os
resultados demonstraram uma correlagdo inversa significativa entre a introdugdo da
FLRFV e a PVH. Enquanto o sistema operou exclusivamente com sacarose (Etapa A1),
obteve-se valores elevados de PVH (4361 mL Hy Lyoqror A1) € de HY (2,6 mmol g
"DQOudicionada). No entanto, com a substituicdo gradual pela FLRFV, observou-se um
declinio acentuado na produg¢io de Ha, chegando a um PVH de 261 mL Hy Lyogror d™ 1 €
HY de 0,2 mmol g'DQO4dicionada Na condicdo de 100% de FLRFV (Etapa A5).

Esse comportamento esta diretamente associado a:

e Mudanca da composi¢ao do substrato;

e Substituicdio do consorcio hidrogenogénico por microrganismos
endogenos do substrato, com rotas desfavoraveis a producao de Hz, como
homoacetogénicas e produtoras de lactato.

Apesar da elevada conversao de carboidratos (acima de 84%) e do aumento da redugdo
de DQO com a introducdo da FLRFYV, a produ¢ao de H» foi comprometida, indicando um
desvio metabolico para acidogénese sem geracdo significativa de bio-hidrogénio.
Conclui-se que, embora a FLRFV seja um substrato rico em carboidratos, sua composi¢ao
complexa e a presenca de inibidores naturais limitam sua aplicagdo direta em sistemas de
fermentagdo escura para produgdo de H> sem otimizagdes operacionais adicionais.

Em conclusdo, a queda no HY com a substituigdo do substrato ¢ um fendomeno
multifatorial impulsionado por uma mudanca no perfil metabolico para vias acidogénicas
consumidoras de H», uma inibi¢do microbiana induzida pelo ALa e pelo pH baixo, € o
consumo competitivo do H» produzido por microrganismos homoacetogénicos. Estes
resultados destacam a necessidade de otimizar as condi¢des operacionais, como TDH e
COV, e considerar o pré-tratamento do residuo para suprimir as vias competitivas e
inibitorias, viabilizando assim a FLRFV como substrato sustentavel para a producdo de

bio-hidrogénio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertagdo investigou a produgao de bio-hidrogénio a partir da FLRFV em RALF,
frente ao desafio de gestdo desses residuos gerados nas Ceasas. O estudo focou na
adaptacao do reator a substituicao gradual de um substrato modelo (sacarose) pelo residuo
complexo (FLRFV) sob carga organica elevada e constante, sem controle de pH.

Os resultados demonstraram que, enquanto o sistema operou com sacarose, a produgao
foi elevada. No entanto, a introdu¢do da FLRFV resultou em um declinio acentuado ¢
sistematico no rendimento e na produgdo do biogés. Esta queda foi correlacionada com
uma mudanga critica no metabolismo microbiano, caracterizada pelo acimulo de acido
propionico. Estas condigdes criaram um ambiente inibitdrio para as bactérias produtoras
de H», desviando o fluxo metabdlico para rotas consumidoras de hidrogénio, como a
propionogénese e a homoacetogénese.

Evidenciou-se que a natureza complexa da FLRFV e o consequente desvio metabolico
foram os principais fatores para o colapso na produgdo de H>. Contudo, dados
comparativos com Almeida et al. (2025) apontam para um caminho promissor: a
otimizagdo do TDH como um parametro-chave para superar a complexidade inicial do
residuo. A operagdo do RALF com TDHs substancialmente mais curtos (1 hora) e COVs
mais elevadas mostrou-se uma estratégia eficaz para suprimir vias metabolicas
competidoras e estabelecer um consorcio microbiano capaz de converter a FLRFV em H»
com produtividade significativa.

Conclui-se, portanto que a viabilidade da FLRFV para a producao de bio-hidrogénio esta
intrinsecamente ligada a uma janela operacional 6tima de TDH/COV, a qual deve ser
rigorosamente definida para exercer uma pressdo seletiva favoravel as bactérias
hidrogenogénicas.

Para estudos futuros, recomenda-se o desenvolvimento de modelos computacionais
avangados para superar as limitacdes identificadas, incluindo a criagdo de modelos
cinéticos adaptativos com termos de inibi¢do especificos para AOVs, e a implementagao
de modelos dindmicos que integrem dados bioquimicos para simular o comportamento
do consoércio microbiano. Estas ferramentas permitem prever respostas de sistemas a
variacOes operacionais € otimizar estrategicamente o processo de producdo de bio-

hidrogénio a partir de residuos complexos.
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