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RESUMO

A crescente demanda por fontes de energia sustentaveis impulsiona o interesse pela
producao bioldgica de hidrogénio, que se destaca como alternativa limpa e eficiente. Este
estudo investigou a viabilidade da produg¢ao de bioH; utilizando, como substrato, um meio rico
em acido latico, obtido a partir da cofermentagéo de agua residuaria de fecularia de mandioca
(ARF) e glicerol. O processo foi dividido em duas etapas: (i) produgéo de fermentado rico em
acido latico (FLa) em reator anaerdbio operado em bateladas sequenciais (ASBR), a partir da
cofermentagdo de ARF e glicerol (1,5% v/v), e (ii) conversdo do FLa em bioH> em reator
continuo de tubos multiplos (RCTM). A operacao do RCTM contemplou a realizagao de trés
ensaios com cargas organicas volumétricas (COV) crescentes: 48, 72e 96 g DQO L™ d™. Os
resultados demonstraram que a etapa de fermentacéo latica gerou um substrato homogéneo,
rico em acido latico (41%) e glicerina (52%). No RCTM, as maiores taxas de produgao
volumétrica de hidrogénio (PVH = 1.960,3mLH,L™"d™) e de vazado de biogas (VBG =
9.360,9 mL d™") foram obtidas com a aplicagdo da maior COV aplicada. Em contrapartida, o
maior rendimento de hidrogénio (RH = 14,1 mmol H, g DQO™) e maior conversao de acido
latico (95%) e de glicerol (65%) foram obtidos em COV intermediaria. A andlise dos
metabdlitos soluveis indicou a predominéncia da via butirica no ensaio E2, associada a maior
estabilidade e a menor formagao de compostos, como etanol e acido propidnico, que desviam
carbono e reduzem a producéo de H,. Embora a via acética seja mais eficiente na geracao
de hidrogénio, a via butirica tende a ser favorecida em sistemas reais pela maior robustez
operacional. Conclui-se que a integracdo da cofermentagdo da ARF com glicerol e da
producao prévia de acido latico, com posterior aplicagdo no RCTM para geragdo de Ho,
constitui uma abordagem promissora para a valorizagdo de residuos agroindustriais e a
producdo sustentavel de bioH..

Palavras-chave: bioH;; ARF; RCTM; cofermentacdo anaerdbia; fermentacao latica.
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ABSTRACT

The rising demand for sustainable energy sources is increasing interest in the biological
production of hydrogen, which is a clean and efficient alternative to traditional energy sources.
This study explored the possibility of producing bioH2 using a medium rich in lactic acid as a
substrate, obtained from the co-fermentation of cassava starch factory wastewater (CSW) and
glycerol. The process was divided into two stages: (i) producing lactic acid-rich fermentate
(FLa) in an anaerobic sequential batch reactor (ASBR) from co-fermentation of CSW and
glycerol (1.5% v/v), and (ii) converting FLa to bioH2 in a continuous multi-tube reactor (CMTR).
The CMTR was tested with three increasing volumetric organic loads (VOL): 48, 72, and 96 g
COD L™ d™. Results showed that the lactic fermentation stage produced a uniform substrate
high in lactic acid (41%) and glycerin (562%). In the CMTR, the highest volumetric hydrogen
production rates (VHP = 1,960.3 mL H, L™" d™") and biogas flow rates (BGF = 9,360.9 mL d™")
occurred with the highest VOC applied. Conversely, the highest hydrogen yield (HY = 14.1
mmol H, g COD™) and the greatest conversion of lactic acid (95%) and glycerol (65%)
occurred at intermediate COV levels. Soluble metabolite analysis suggested the predominance
of the butyric pathway in the E2 test, associated with better stability and less formation of
compounds like ethanol and propionic acid that divert carbon and decrease H, production.
Although the acetic pathway is more efficient for hydrogen generation, the butyric pathway
tends to be favored in real systems due to its greater operational stability. It is concluded that
combining CSW co-fermentation with glycerol and prior lactic acid production, followed by
application in CMTR for H2 generation, is a promising strategy for valorizing agro-industrial
waste and sustainably producing bioH2.

Keywords: bioH,; CSW; CMTR; anaerobic co-fermentation; lactic fermentation.
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1 INTRODUGAO

Em decorréncia do esgotamento dos combustiveis fésseis, dos impactos ambientais
associados a sua queima, em especial, a emissao de gases de efeito estufa, e do aumento
da demanda energética mundial, nos ultimos anos, tem crescido a busca por fontes de energia
sustentaveis que conciliem alta eficiéncia energética e baixos impactos ambientais. Nesse
contexto, o hidrogénio desponta como um carreador energético promissor, por ser capaz de
armazenar energia e libera-la sem emissdes de carbono, tendo vapor de agua como unico
subproduto da combustdo (Megia et al., 2021).

Apesar de seu potencial como carreador energético livre de emissdes, mais de 95%
do hidrogénio produzido mundialmente ainda provém de fontes fosseis, obtidas
principalmente por meio da reforma a vapor do gas natural, um processo que emite entre 9 e
12 kg de CO, para cada kg de H, produzido (IEA, 2024). A substituicdo dos métodos
tradicionais por rotas mais sustentaveis € essencial para viabilizar o papel do hidrogénio na
transicdo energética. Entre essas rotas, a produgdo biolégica de hidrogénio, a partir de
residuos organicos, como efluentes agroindustriais, tem demonstrado potencial promissor em
estudos laboratoriais e de escala piloto, alinhando-se aos principios da economia circular
(Uddin et al., 2021).

Dentre os processos biolégicos, a fermentagdo escura (dark fermentation) tem se
destacado por sua capacidade de converter substratos organicos de baixo custo em
hidrogénio (Talapko et al., 2023). A agua residuaria de fecularia de mandioca (ARF) é
considerada um substrato promissor para os processos biotecnoldégicos devido a sua elevada
concentracao de carboidratos, que pode variar entre 4.000 e 25.000 mgL™ de DQO, a
depender da variedade da mandioca, do tempo de armazenamento da raiz e do processo
industrial adotado. No entanto, sua relagao carbono: nitrogénio (C/N), geralmente entre 20:1
e 50:1, é considerada baixa para a produgédo de hidrogénio, favorecendo o crescimento de
microrganismos nao produtores de hidrogénio (Zhang et al., 2021). Como forma de contornar
esse desafio, tem sido proposta a utilizagado de cossubstratos com alta relacao C/N, como o
glicerol, subproduto da produgao de biodiesel, que contribui para o equilibrio nutricional do
meio, podendo favorecer a atividade microbiana desejada, o que melhora a estabilidade
operacional do sistema (Andreani et al., 2022; Meier et al., 2020).

A producdo fermentativa de bio-hidrogénio (bioH;) ocorre, em geral, a partir da
conversao de carboidratos. No entanto, o uso direto desses compostos pode favorecer a
proliferagéo de microrganismos que nao produzem hidrogénio, comprometendo a eficiéncia e
a estabilidade do processo em razdo da competicdo metabdlica. Nesse contexto, o acido latico

surge como um intermediario estratégico, uma vez que sua utilizagdo pode minimizar a
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competicdo por substrato. A exploracdo da fermentagdo natural via lactato representa,
portanto, uma alternativa promissora para ampliar a estabilidade e a eficiéncia da producao
de hidrogénio (Garcia-Depraect et al., 2021), especialmente em efluentes ricos em bactérias
produtoras de acido latico, como os de origem agroindustrial.

Contudo, a manutencdo de um processo biolégico continuo e eficiente exige nao
apenas substratos adequados, mas também estratégias para direcionar a dindmica
microbiana, reconhecendo que seu controle direto é limitado. O crescimento acelerado da
biomassa e seu consequente acumulo no leito reacional sdo problemas recorrentes em
reatores anaerdbios, frequentemente agravados por baixas relagdes C/N. Variagbes na carga
organica ou na microbiota do reator podem comprometer o desempenho do sistema, seja pelo
acumulo excessivo de biomassa, seja por sua lavagem prematura. Nesse contexto, o reator
continuo de tubos multiplos (RCTM) surge como uma solugao inovadora, ao permitir o
descarte controlado da biomassa, proporcionando equilibrio entre crescimento e fixacdo da
biomassa no leito do reator (Trevisan et al., 2024).

Embora a ARF tenha apresentado potencial como substrato para a producao de
hidrogénio, sua aplicagdo em sistemas continuos ainda enfrenta muitos desafios, dentre eles,
a estabilidade (Souza, 2020; Rossi, 2023). Assim, o presente trabalho propde, como
estratégias: i) a producgao de acido latico a partir da cofermentacao da ARF e do glicerol, como
alternativa a fermentacao classica de carboidratos; € ii) a aplicagdo do RCTM para superar
limitacbes operacionais, explorando a via metabdlica do lactato e promovendo o

enriquecimento seletivo de microrganismos produtores de hidrogénio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de hidrogénio em reator continuo de tubos multiplos utilizando
substrato rico em acido latico, obtido a partir da cofermentacao de agua residuaria de fecularia

de mandioca e glicerol.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a producao do acido latico a partir da fermentacado da ARF e glicerol em reator
anaerobio operado em bateladas sequenciais (Anaerobic Sequencing Batch Reactor);

e Auvaliar o efeito da carga organica volumétrica (48; 72 e 96 g DQO L-'d"") na produgéo
de bioH; a partir do fermentado rico em acido latico no RCTM; e

¢ Analisar os metabdlitos gerados durante a producao de bioH;, correlacionando-os com

as principais vias fermentativas ativas no sistema.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo, sdo apresentados os fundamentos tedricos necessarios para a
compreensao deste trabalho, com foco nos seguintes tépicos: (i) o hidrogénio como vetor
energético e suas principais rotas de produgéo; (ii) a produgéo biolégica de H,, com énfase
na fermentagéo escura; (iii) o uso da agua residuaria de fecularia de mandioca (ARF) como

substrato; e (iv) as caracteristicas do reator continuo de tubos multiplos (RCTM).

3.1 Hidrogénio

O desenvolvimento tecnolégico experienciado pela humanidade fomenta o aumento
do consumo energético. Para suprir essa demanda crescente, a matriz energética de diversos
paises ainda se fundamenta largamente em fontes ndo renovaveis, sobretudo devido ao seu
menor custo de produgdo. Porém, essas fontes eventualmente irdo se esgotar, além de
apresentar significativos impactos ambientais, devido principalmente a emissédo de gases que
contribuem para o efeito estufa (Diaz et al., 2020).

O hidrogénio é um elemento abundante na natureza, sendo encontrado na forma de
agua ou hidrocarbonetos. Em sua forma gasosa, o Hz, € considerado uma excelente
alternativa energética, pois possui poder calorifico de 120 MJ/kg (até 2,5 vezes o valor
energético dos hidrocarbonetos) e libera apenas vapor d’agua em sua combustéo. Entretanto,
na forma de gas, o hidrogénio € pouco encontrado no ambiente, e, para a sua utilizagado em
larga escala na matriz energética, é necessario que se utilizem outras fontes de energia para
a sua produgéo (Olabi et al., 2021).

Nesse contexto, o hidrogénio ndo & considerado uma fonte primaria de energia, mas
sim um vetor ou carreador energético. Para sua producdo, utiliza-se eletricidade,
preferencialmente proveniente de fontes renovaveis, como solar ou edlica, por meio de
processos termoquimicos ou bioldgicos. Em seguida, o hidrogénio €& armazenado e
transportado para ser utilizado como forma de energia. Quando produzido a partir de fontes
limpas, cuja combustdo ndo gera gases de efeito estufa, o hidrogénio é considerado como
uma alternativa ecologicamente sustentavel (Osman et al., 2021).

Uma das principais contribuigdes do hidrogénio, nesse cenario, € sua capacidade de
funcionar como solugéo para a intermiténcia das fontes renovaveis. Fontes, como a solar e a
edlica, sao dependentes de condi¢cdes ambientais especificas — a exemplo da incidéncia de
luz durante o dia ou a presenga constante de ventos —, o que limita sua geragéo continua.
Até mesmo a energia hidrelétrica pode ser impactada por variagbes sazonais, como a

pluviometria. Nesse contexto, as tecnologias de armazenamento de energia, a saber, a
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conversao em hidrogénio, permitem armazenar a eletricidade excedente, gerada em
momentos de baixa demanda para utilizar posteriormente, equilibrando oferta e demanda.
Essa abordagem contribui para a integragao eficiente de fontes renovaveis e para uma gestao
mais inteligente dos recursos energéticos (Mayyas et al., 2020). Assim, o hidrogénio, ao atuar
como carreador energético, representa uma alternativa viavel para mitigar os efeitos da
intermiténcia energética.

Dentre as aplicagdes, o gas hidrogénio é utilizado em refinarias de petréleo para
remover impurezas e melhorar a qualidade dos produtos derivados, em industrias quimicas,
além de ter potencial energético para o setor de transportes, na industria e na geracéo de
eletricidade (Qazi, 2022).

3.1.1 Producao de hidrogénio

Dentre os diversos processos disponiveis para a produgéo de hidrogénio, destacam-
se a eletrolise da agua, a reforma a vapor de metano (gas natural), a oxidagéo parcial de
hidrocarbonetos, a fotdlise da agua e a fermentacéo escura (Soo Kim et al., 2020). Outras
rotas incluem ainda processos fotofermentativos, sistemas bioeletroquimicos, como as células
eletroliticas microbianas, entre outros em desenvolvimento.

Na eletrdlise, as moléculas da agua (H20) sao dissociadas em gas oxigénio (O2) e gas
hidrogénio (H2), por meio da aplicagao de uma corrente elétrica continua entre dois eletrodos
(&nodo e catodo) imersos em uma solugéo eletrolitica. Se a energia elétrica utilizada nessa
geragao for renovavel, o hidrogénio produzido também é considerado limpo, nao havendo
emissdes de carbono em sua geragao (Panigrahy et al., 2022).

Atualmente, a reforma a vapor do gas natural € o método mais econémico e comum
empregado na produgao de hidrogénio, no qual, em altas temperaturas, o metano (CHs) reage
com o vapor d’agua resultando em hidrogénio (H-) e didxido de carbono (CO,). Esse diéxido
de carbono deve, entdo, ser capturado e armazenado, para manter a sustentabilidade do
processo (Masoudi Soltani et al., 2021).

A oxidagao parcial de hidrocarbonetos, como 0 nome sugere, utiliza hidrocarbonetos,
como o carvao ou o petrdleo, que sao parcialmente oxidados por uma quantidade limitada de
oxigénio, produzindo hidrogénio (H,) e mondxido de carbono (CO). Adicionalmente, a reagéo
do CO com vapor d’agua, conhecida como reacao de deslocamento agua-gas, permite a
recuperagcdo de mais hidrogénio, com a formacédo de didéxido de carbono (CO,). Tal
procedimento pode ser conduzido com uma variedade de combustiveis fosseis, mas emite

CO:- e requer etapas adicionais para a purificagao do hidrogénio (Onwuemezie et al., 2024).
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A fotdlise da agua consiste no processo em que a luz solar é utilizada para decompor
a agua em hidrogénio e oxigénio, sendo catalisado por materiais semicondutores ou algas em
células fotoeletroquimicas. E um método de producdo de hidrogénio sem emissdes de gases
de efeito estufa, porém, ainda possui baixa eficiéncia, havendo a necessidade de maior
progresso tecnolégico para sua viabilidade (Hassan et al., 2024).

A dark fermentation ou fermentacdo escura € um processo biotecnoldégico no qual
bactérias anaerdbias convertem substratos organicos em bio-hidrogénio, sendo uma opg¢éao
atrativa devido a capacidade de converter residuos organicos em energia renovavel, ao
mesmo tempo em que auxilia a gestdo desses residuos. Além de bio-hidrogénio, outros
subprodutos, como acidos organicos e alcoois, sdo gerados, dependendo das condigdes e
dos microrganismos envolvidos no processo (Ahmad et al, 2024). O desempenho da
fermentacao escura é influenciado por diversos fatores ambientais, que podem ser divididos
em abidticos (pH, temperatura, concentracao de substrato, presenga de inibidores) e bidticos
(interacbes entre diferentes espécies microbianas, competicdo por substrato, consumo de
hidrogénio). Esses fatores afetam a taxa de producdo de bio-hidrogénio e a estabilidade do

processo (Garcia-Depraect et al., 2021).

3.1.2 Producéo bioldgica de H;

A produgdo de H, ocorre predominantemente durante a fase de acidogénese da
digestao anaerdbia. Para que o hidrogénio gerado seja efetivamente acumulado e capturado,
€ necessario inibir a agdo das arqueias metanogénicas, responsaveis por converter H, em
metano (CH,). Essa inibicdo pode ser realizada por meio de diferentes pré-tratamentos
aplicados ao lodo anaerdbio, como tratamento térmico, acido, alcalino ou uso de inibidores
quimicos seletivos. Tais métodos exploram o fato de que as arqueias nao possuem
capacidade de formar esporos e, portanto, sdo mais suscetiveis a condicbes adversas, ao
contrario das bactérias produtoras de hidrogénio, como as do género Clostridium, que
resistem por meio da esporulagao (Aboudi et al., 2021).

A digestdo anaerdbia ocorre em quatro etapas principais: hidrélise, acidogénese,

acetogénese e metanogénese (Figura 1).
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Figura 1 Fluxograma do processo de digestdo anaerébia.
Fonte: Adaptado de S4 et al. (2014).

Na primeira etapa, a hidrélise, as bactérias hidroliticas e fermentativas degradam a
matéria organica complexa, como carboidratos, proteinas e lipidios, em compostos mais
simples, a exemplo dos aminoacidos, acucares e peptideos. Esse processo facilita a
assimilagdo desses compostos pelos microrganismos nas etapas subsequentes (Meier et al.,
2020).

Na segunda etapa, a acidogénese, os produtos resultantes da hidrolise sao
convertidos em compostos ainda mais simples, como acidos organicos volateis, alcoois,
diéxido de carbono (CO.) e hidrogénio (Hz), por um grupo diverso de bactérias fermentativas.
Esses compostos servem como substratos para as préximas etapas do processo (Garcia-
Depraect et al., 2022).

Na terceira fase, acetogénese, as bactérias acetogénicas processam os produtos da
acidogénese, para formar principalmente o acido acético, além de CO; e H,. Essa etapa é
fundamental para a conversao dos intermediarios em produtos que servirdo como substrato
para a etapa final da digestdo anaerdbia. Nessa etapa do processo, as bactérias
homoacetogénicas também podem converter o H2 e CO, diretamente em acido acético,

aumentando a eficiéncia do processo (Rawoof et al., 2020).
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Na ultima etapa do processo, a metanogénese, as arqueias metanogénicas convertem
os produtos da acetogénese, como acido acético, CO, e H,, em metano (CH,). Na via
acetoclastica, o acido aceético é convertido em CH, e CO,, enquanto, na via hidrogenotréfica,
0 CO, é consumido na presenca de H,, formando metano. Esse estagio € fundamental para
a produgéao de energia renovavel a partir de residuos orgéanicos (Yan et al., 2020).

Durante a acidogénese, fase intermediaria da digestdo anaerdbia, a producéo de
hidrogénio pode ser significativamente potencializada por meio da fermentagao escura. Esse
processo € caracterizado por ocorrer sem a necessidade de luz, o que o diferencia da
fotossintese e de outros mecanismos foto-dependentes (Bastidas-Oyanedel et al., 2015).

A producgao de bio-hidrogénio (bioH-) via fermentagdo escura constitui um caminho
alternativo promissor a producgéo convencional de hidrogénio, superando limitagdes de outros
meétodos bioldgicos, pois ndo ha inibicdo pela auséncia de iluminagéo. Além disso, uma das
principais vantagens desse processo € sua capacidade de converter residuos organicos,
como residuos agricolas, subprodutos industriais e aguas residuarias ricas em matéria
organica, em hidrogénio, que pode ser utilizado para a geragao de energia (Trevisan, 2020).

A eficiéncia da fermentacdo escura depende de fatores como o tipo de biomassa
utilizada, as condi¢des de pH, temperatura, catalisadores — a exemplo de enzimas especificas
produzidas pelos microrganismos envolvidos no processo de fermentacdo, além da
composi¢cao microbiana envolvida no processo. A variada gama de fatores oferece diversas
possibilidades de melhorias de eficiéncia, ao testar diferentes combinagdes. A otimizacao do
processo de produgéo biolégica de hidrogénio permite aumentar sua eficiéncia e contribui
para a valorizagao de residuos organicos, por meio do reaproveitamento parcial de sua carga

organica para geracao de energia limpa (Yan et al., 2020).

3.1.3 Desafios na produgéo biolégica de H»

Apesar dos avangos ja alcangados, desafios ainda sao enfrentados em relagdo a
producido estavel e continua de hidrogénio por longos periodos, especialmente utilizando
efluentes reais como substrato. Segundo Castell6 et al. (2020), as principais limitagbes da
fermentagao escura, que dificultam a implementagéo de sistemas em escala plena, séo a falta
de estabilidade do processo e a eficiéncia relativamente baixa, em relagdo ao potencial
maximo tedrico de produgao de hidrogénio, o que restringe a operagao a longo prazo.

Portanto, é essencial entender quais sdo as causas de instabilidade e encontrar
possiveis solugdes para que sistemas de producao de bioH2 possam ser instalados em escala
real. As causas bidticas da instabilidade podem estar associadas a presenca de organismos

que consomem H», a presenga de organismos que competem pelo substrato e inibicdo por
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produtos de fermentacéo (Castelld et al., 2020). O crescimento excessivo de microrganismos
reduz significativamente a carga organica especifica, parametro que expressa a quantidade
de substrato disponivel por unidade de biomassa (relacdo alimento/microrganismo, A/M).
Quando a biomassa se acumula excessivamente no leito do reator, ha menor disponibilidade
de substrato por célula ativa, o que pode ocasionar a perda de desempenho do processo.
Além disso, o acumulo de solidos altera o padrao de fluxo, favorecendo a ocorréncia de curtos-
circuitos hidraulicos e a formacao de zonas mortas (Anzola-Rojas et al., 2015).

A variacdo na composicdo dos residuos, a presenca de compostos toxicos no
substrato ou gerados durante a fermentagédo e as condigdes operacionais do processo sao
fatores que podem comprometer significativamente a atividade microbiana e,
consequentemente, a producao de hidrogénio. Compostos inibidores, como acidos graxos
volateis em concentragdes elevadas, etanol, fendis e sulfetos, podem afetar a integridade
celular ou interferir no metabolismo energético das bactérias hidrogenogénicas. Além disso,
flutuagcdes na concentragdao de nutrientes, pH e temperatura podem desestabilizar a
comunidade microbiana, favorecendo grupos menos eficientes ou nao produtores de H,, como
bactérias homoacetogénicas ou acido-laticas. A eficiéncia de conversdo dos substratos em
bioH, também é impactada pela complexidade da matriz organica presente no efluente, que
pode dificultar a hidrolise e o acesso microbiano aos compostos fermentesciveis. Por fim, a
eficacia do processo depende diretamente da predominancia de cepas hidrogenogénicas
competitivas e adaptadas as condi¢cbes impostas, o que nem sempre € garantido em sistemas
com elevada variabilidade de carga ou toxicidade (Ahmed et al., 2022).

Além disso, a separagao eficiente do hidrogénio produzido e dos outros gases, a
melhoria das tecnologias de producao, a redugao dos custos operacionais e de investimento,
bem como normas e legislagbes que fomentem as praticas de produgao de biohidrogénio séo

todas fundamentais para viabilizar a implementagao do processo (Xu et al., 2022).

3.2 Produgéo de H: a partir de ARF

Um aspecto crucial na produgédo de bio-hidrogénio via processos fermentativos é a
selecdo dos substratos, ou fontes de carbono, sendo os carboidratos a principal opgéo. A
composi¢gao dos substratos, especialmente no caso de aguas residuarias, influencia
diretamente o rendimento e a taxa de producéo de hidrogénio (Baeyens et al., 2020). Os
carboidratos puros permitem um controle mais refinado do processo em estudos tedricos,
porém, &€ necessario utilizar fontes renovaveis e de baixo custo para manter a sustentabilidade

do procedimento para a produgéo em larga escala (Sivaranjani et al., 2023).
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O processo industrial de extracdo da fécula de mandioca gera agua residuaria de
fecularia de mandioca (ARF) em grande quantidade. Estima-se que o processamento de 1
tonelada de mandioca fresca gere pelo menos 0,60 m® de efluente, valor que pode chegar a
2,40 m? por tonelada de amido de mandioca produzido. Em razao disso, esse residuo tem
sido avaliado em diversos estudos para a producao de metano, metabdlitos de valor agregado
e como substrato para a producao biolégica de hidrogénio (Sreethawong et al., 2010). A
utilizagdo da ARF em processos bioldgicos pode contribuir para a mitigacao dos impactos
ambientais relacionados ao seu descarte inadequado, conservando recursos hidricos e
oferecendo uma rota para a geracao de energia renovavel. Esses fatores contribuem para
uma economia circular e sustentavel, convertendo residuos em recursos valiosos (Cruz et al.,
2021).

Ao se trabalhar com aguas residuarias reais, coletadas em industrias, deve-se
considerar as variagdes em sua composi¢cao. A ARF, especificamente, apresenta oscilagdes
em termos de nutrientes, carboidratos e matéria organica, podendo ser em decorréncia da
variedade da mandioca, idade da raiz, época do ano, tempo entre a colheita e o
processamento (Schmidt et al., 2022). Segundo Andreani et al. (2015) e Corbari et al. (2019),
arelacao entre carbono e nitrogénio (C/N) da ARF apresenta grande variagao, de 37:1 a 95:1,
quando expressa com base na razao entre demanda quimica de oxigénio (DQO) e nitrogénio
total Kjeldahl (NTK). Esses valores estdo, em geral, abaixo do recomendado para a producao
eficiente de hidrogénio, cuja faixa ideal varia entre 100:1 e 150:1, dependendo do
microrganismo e das condi¢gbes operacionais. Anzola-Rojas et al. (2015) e Peixoto et al. (2011)
recomendaram relacbes C/N de 137 e 125, respectivamente. Os autores verificaram que
baixas relagcbes C/N favoreceram a producdo de biomassa microbiana em detrimento da
producao de hidrogénio, promovendo o acumulo de solidos no reator.

A fim de reduzir a instabilidade na produgao biolégica de hidrogénio em reatores
anaerobios, devem ser considerados tanto o carregamento organico quanto as relagbes
nutricionais (Wang e Wan, 2009). Visto que a concentragdo dos nutrientes & caracteristica
intrinseca ao residuo, o equilibrio nas relagdes nutricionais pode ser alcangado por meio da
adicao de cossubstratos (Rosa et al., 2014). A cofermentagédo anaerdbia € uma variagao do
processo de digestdo anaerdbia, que, por diferencial, envolve a mistura de dois ou mais tipos
de substratos organicos com caracteristicas complementares, melhorando, assim, as relagdes
nutricionais e proporcionando maior produgao de biogas (Song et al., 2021). Esse processo é
eficaz, pois pode otimizar a fermentacao escura, melhorando as relagbes entre carbono e
nitrogénio, além de outros nutrientes essenciais, a fim de aproveitar os recursos disponiveis
(Kainthola et al., 2020).

Um residuo que tem se destacado como cossubstrato na cofermentagao € o glicerol,

subproduto da produgéo do biodiesel, pois apresenta relagao C/N elevada, geralmente entre
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200:1 e 500:1, favorecendo o balanceamento nutricional quando combinado a substratos com
elevado teor de nitrogénio, como a ARF (Alves et al., 2020). O glicerol apresenta
caracteristicas que sdo complementares as da ARF, mantendo a relagdo C/N em valores
adequados, sendo, assim, interessante para garantir o sucesso dessa reacdo de
cofermentacdo anaerébia (Rodriguez-Abalde et al., 2017).

Normalmente, o glicerol tem sido empregado como cosubstrato em: i) reatores de fase
Unica para a producao de CH4 (Larsen et al., 2013); (Takeda et al., 2022); (Castro de et al.,
2021); ii) reatores acidogénicos para a producao de bioH; (Lovato et al., 2016); (Meier et al.,
2020); e iii) sistemas de duas fases, acidogénica e metanogénica, para a obtengdo de H: e
CHs (Lovato et al., 2020). Nesses estudos, o glicerol demonstrou contribuir para o aumento
da produgéao de biogas rico em energia.

Um outro aspecto de importancia que influencia a estabilidade e a manutengao da
producao biolégica de hidrogénio por longos periodos é a presencga de bactérias laticas nos
reatores. De acordo com Castell6 et al. (2020), a presenga de bactérias acido laticas (BAL) é
especialmente significativa em sistemas de fermentagao escura, sendo considerada uma das
principais causas da inibicdo da produgdo de hidrogénio. Os trés principais mecanismos
influenciados pela atividade das BAL, que foram associados a diminuicdo na producdo de
hidrogénio, incluem a competi¢cao por substrato, a liberagcdo de compostos antimicrobianos e
a acidificacado excessiva do ambiente de cultura. Este Ultimo é causado pela baixa capacidade
de dissociagao do lactato produzido (Gomes et al., 2016; Noike et al., 2002).

A fermentagdo latica envolve a decomposicdo de agucares, como a glicose, em
piruvato, por meio da glicédlise, uma via metabdlica fundamental para as BAL durante os
processos de fermentagdo (Gunkova et al., 2021; Costa et al., 2020). As BAL, como as
espécies de Lactobacillus, usam a glicolise para converter agucares em acido latico, um
componente chave em varios alimentos fermentados. Além disso, as BAL tém a capacidade
de metabolizar uma ampla gama de carboidratos, contando com rotas metabdlicas
especificas, como as vias da fosfo-B-glicosidase, que desempenham um papel significativo
na fermentagao de alimentos a base de plantas (Acin-Albiac et al., 2021).

A capacidade das BAL em metabolizar varias fontes de carboidratos viabiliza o seu
crescimento em inumeros tipos de matérias-primas organicas e, consequentemente, nos
diversos residuos gerados nas unidades de transformacgido, como industria de leite e
derivados, conservas vegetais, alcool, fécula de mandioca, dentre outras mais. Devido ao fato
de estar naturalmente presentes nessas matrizes, as BAL s&o consideradas microrganismos
autéctones ou indigenas. Um exemplo disso é o que é enfrentado na industria de etanol
combustivel, em que o crescimento de BAL é uma das principais dificuldades devido a

contaminagao microbiana (Rich et al., 2018).
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Em face dos relatos de instabilidade na produc¢ao de bioH, em decorréncia da acao de
bactérias laticas, alguns estudos foram dedicados a inativagdo ou diminuicao da atividade das
BAL por meio de tratamentos prévios do substrato ou do inéculo. Cabrol et al. (2017) relatam
tentativas de controle das BAL, via tratamento acido ou térmico do substrato ou do lodo
anaerobio, no entanto, muitas vezes, os resultados se mostraram ineficazes. Nesse contexto,
em reatores biolégicos operados em escala plena e alimentados com efluente real, o controle
das BAL torna-se inviavel por motivos técnicos e financeiros.

As dificuldades de evitar ou controlar a presenca das BAL em reatores produtores de
bioH. tém levado os pesquisadores a tentar entender o papel desses microrganismos nesses
sistemas, sua influéncia na produgédo de H e, até mesmo, aproveitar a sua presenga para
melhorar a producao de Hz. Fuess et al. (2018), em estudo realizado com o objetivo de elucidar
as vias metabdlicas, bem como o papel dos diferentes grupos microbianos em um reator
produtor de bioH; alimentado com vinhaca de cana-de-agucar, observaram que o lactato foi a
principal fonte alternativa de carbono em condi¢des de escassez de carboidratos. Andreani et
al. (2019) quantificaram a concentragdes de lactato e acetato alcangando até 4,1gL"'e 0,7 g
L, respectivamente. De acordo com Garcia-Depraect et al. (2021), a produgéo de hidrogénio
a partir de lactato pode configurar uma alternativa viavel para resolver as questbes técnicas
associadas ao crescimento descontrolado de BAL nos processos de fermentagéo escura.

O consumo de lactato e acetato resulta na producao de hidrogénio, butirato e didxido
de carbono, conforme mostrado pela estequiometria geral da reagao na Equagéao 1, gerando
0,3 moléculas de ATP por mol de lactato consumido (Diez-Gonzalez et al., 1995).
CH3;CH(OH)COOH + 0.4CH3;COOH — 0.7CH3CH,CH,COOH + 0.6H, + CO, Equacao (1)

Garcia-Depraect et al. (2021) observaram que as relagdes estequiométricas da reagao
do lactato com o acetato variam conforme as condi¢des ambientais, incluindo pH e carga
organica, e com os microrganismos envolvidos na fermentagao. Esses autores comentam
ainda que, embora os residuos organicos e as aguas residuarias sejam compostos
complexos, suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas parecem influenciar a produgao
de hidrogénio a partir da via do lactato, sendo essa via muito comum em substratos que
possuem uma populagdo microbiana natural com BAL e que, geralmente, tém niveis
significativos de lactato e acetato.

Garcia-Depraect et al. (2020) avaliaram um processo inovador em trés fases, com a
producdo de lactato, hidrogénio e metano a partir da vinhaga de tequila. Nesse estudo,
conduzido em reatores distintos, os autores enfatizaram que a utilizagdo do lactato como
precursor resultou em producao elevada e estavel de hidrogénio. Na primeira fase, o acido
latico correspondeu a 89% dos acidos organicos produzidos; na segunda fase, a produgao de

hidrogénio apresentou-se estavel com variagdo menor que 10%, indicando que a produgao
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de H> a partir da via do lactato, em detrimento do uso de carboidratos, tem potencial para
contornar o problema da instabilidade na fermentacéo escura.

Estudos sobre fermentacido escura usando o lactato como substrato indicam que o
tempo ideal de detencao hidraulica para maximizar a producao de hidrogénio variade 1 a 12
horas. Em alguns casos especificos, periodos de detencao hidraulica mais curtos foram mais
propicios para o crescimento de BAL, enquanto tempos mais longos, como 48 horas,
favoreceram o crescimento de Clostridium sp. (Santiago et al., 2019). E importante observar
que periodos de detencdo hidraulica curtos, geralmente inferiores a 6 horas, tém sido

aplicados apenas em reatores de biofilme/crescimento aderido (Garcia-Depraect et al., 2021).

3.3 Reator continuo de tubos multiplos

O excesso de biomassa pode acarretar problemas operacionais, como obstrucdes em
reatores com crescimento aderido, prejudicando a mistura e a liberacao eficiente dos gases.
Esse acumulo pode ocasionar o aumento da presséao parcial de hidrogénio no reator, o que,
por sua vez, provoca inibicdo termodindmica da produgdo de H,, comprometendo o
desempenho do processo. Além disso, 0 crescimento excessivo de biomassa pode gerar
condicbes de escassez de substrato, proliferacdo de bactérias indesejaveis, como
homoacetogénicas e redutoras de sulfato, e a predominancia de vias metabdlicas
desfavoraveis (Garcia-Depraect et al., 2021).

Nesse contexto, Gomes et al. (2015) sugeriram o uso do reator continuo de tubos
multiplos (RCTM) como uma alternativa aos reatores de leito fixo. O RCTM é composto por
diversos tubos de pequeno didmetro dispostos em paralelo, por onde o fluxo escoa com maior
velocidade, favorecendo a lavagem controlada da biomassa e a taxa de transferéncia de
massa gas-liquido, facilitando a liberagdo do bioH, produzido. Um dos objetivos da
configuragcao € melhorar a relagéo alimento/microrganismo (ou carga organica volumétrica
especifica - COVe).

A carga organica volumétrica especifica (COVe) é crucial por se tratar da relagdo entre
a quantidade de substrato e a biomassa no reator, o que influencia diretamente a eficiéncia
do processo de produgdo de hidrogénio. A faixa de valores para COVe de 4,4 a
6,4 g DQO g -"SSV d foi indicada como adequada para a produgéo de bioH, (Hafez et al.,
2010; Anzola-Rojas et al., 2015).

No estudo realizado por Gomes et al. (2015), o RCTM foi alimentado com substrato
sintético a base de sacarose. Nessa primeira avaliagao do RCTM, os autores ndo obtiveram

elevada produgao de Hy, atribuindo esses resultados a lavagem exagerada da biomassa do
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reator, o que configura uma condicao de falta de biomassa e excesso de substrato (valores
elevados de COVe).

A fim de melhorar a retengao e promover a lavagem controlada da biomassa, Trevisan
et al. (2023) inseriram, nos tubos do RCTM, ranhuras no formato de rosca sem fim. O estudo
foi realizado utilizando substrato sintético a base de sacarose e promoveu a producéo de bioH;
por longos periodos, superiores a 100 dias. Valores adequados de COVe (préximos de 4,9
g DQO g’ SSV d') foram observados quando aplicadas cargas organicas de até 48
g DQO L'd", nas quais a produgéo de bioH; foi maximizada. Os autores consideraram que
essa configuragdo de reator se mostrou promissora, jd que promoveu, naturalmente, a
lavagem controlada da biomassa do sistema.

Souza (2020) operou um RCTM utilizando agua residuaria de fecularia de mandioca
como substrato. O autor avaliou o efeito do indculo (autofermentacao e lodo anaerdébio tratado
termicamente) e do numero de tubos (12 e 16 tubos) no desempenho do reator. A ARF foi
utilizada sem diluicdo; o pH foi corrigido para 6,0 e o reator foi operado com tempo de
detengao hidraulica (TDH) de 4 h. A COV aplicada durante a operagao do RCTM variou de 25
a75gDQO L' d", devido a variagao na composigdo dos lotes de ARF coletados na industria.
Os maiores valores de producdao volumétrica de hidrogénio (85,05 % 1531
mLHzL " d"') e rendimento (43,64 + 74,3 mmolH..mol'glic-consumido) foram registrados para
os valores de COV entre 40 e 50 g DQO L' d™'. A produgéo de bioH; foi verificada por longos
periodos (>70 dias), sem a presenga de metano no biogas, apesar da grande instabilidade.
Préoximo ao fim dos ensaios, foi observado acimulo de biomassa no reator, resultando em
COVe abaixo do indicado pela literatura (0,5 a 2,5 gcarboidratos g'SSV d), o que reduziu a
produgao de bioH». O autor sugere que a variagao da concentragéo de carboidratos e de DQO
na composicao do efluente real (ARF) pode ter interferido negativamente no desempenho do
reator.

Rossi (2023) avaliou o efeito da adigdo de glicerol (1,5 e 3,0%) e da carga orgéanica
volumétrica (39,1 e 74,6 g L-1 d-1) sobre a producao de bioH2 em um RCTM alimentado com
ARF. A maior produgao volumétrica de hidrogénio média (161,33 mL H, L' d) foi alcangada
na condicao de 1,5% de glicerol e Ccov de 74,6
g DQO L' d'. Nas condigbes, utilizando 3% de glicerol, a produgdo de hidrogénio foi
insignificante, o que resultou na detecgdo de metano no gas ao final do processo.

O uso do RCTM tem se mostrado promissor para a produgao continua de H, (Trevisan
et al., 2023), porém, a instabilidade ainda € um desafio recorrente nesses sistemas. Nesse
contexto, a aplicagdo de uma etapa prévia de fermentacao latica surge como uma alternativa
estratégica, capaz de direcionar a sele¢cdo microbiana para consorcios produtores de
hidrogénio. Ao favorecer a conversdo inicial dos substratos em lactato, por bactérias do acido

latico, a abordagem possibilita que, em uma segunda etapa, microrganismos especializados,
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como as bactérias hidrogenogénicas, o utilizem como substrato principal para geracédo de
bioH,. Avaliar a etapa de pré-fermentacéao latica, utilizando ARF suplementada com glicerol
como cossubstratos, bem como o desempenho do RCTM, representa uma estratégia concreta
para reduzir a instabilidade da producao de hidrogénio em sistemas continuos e melhorar a
eficiéncia global do processo. Essa abordagem combina o aproveitamento de residuos
organicos com o redirecionamento metabdlico via lactato, buscando maior controle sobre a

microbiota e estabilidade operacional.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a avaliar a producdo de bioH; a partir do substrato rico em acido latico, o
experimento foi dividido em duas etapas, que sao:

I.  Producgdo de fermentado rico em acido latico (FLa) em reator anaerébio operado em
bateladas sequenciais (Anaerobic Sequential Batch Reactor - ASBR), tendo como
substrato ARF e glicerol; e

II.  Produgéo de hidrogénio em reator continuo de tubos multiplos (RCTM) utilizando como

substrato o FLa produzido na etapa I.

4.1 Substratos

O experimento e o monitoramento analitico foram conduzidos no Laboratério de
Reatores Biolégicos (LAREB) e no Laboratério de Saneamento Ambiental (LASAM), ambos
localizados na Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Cascavel.

Foram utilizados dois substratos: ARF e glicerol. A ARF, subproduto do processo de
extracado da fécula de mandioca, foi coletada em uma industria localizada na regido Oeste do
Parana, Brasil. Trés diferentes lotes de ARF foram coletados em intervalos distintos ao longo
do experimento. Apds a coleta e o transporte ao laboratério, a ARF foi decantada para
remocao de solidos grosseiros, homogeneizada e armazenada em garrafas de politereftalato
de etileno (PET) de 2 litros, permanecendo congelada a -10 °C até sua utilizagdo.

Considerando que a composicdo do substrato afeta diretamente o desempenho
microbiano e a eficiéncia dos processos fermentativos, foi realizada a caracterizacao fisico-

quimica dos trés lotes de ARF utilizados no experimento (Tabela 1).

Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica dos lotes de ARF coletados.

Parametro pH DQOt ST STF STV ';‘;'\a,fs"‘;’
Unidade - mg L' mg L' mg L mg L %
Lote 1 45 116221 14518,0 3.852,7 10.665,3 73,5
Lote 2 4,9 154194 15.634,0 4.368,7 11.265,3 721
Lote 3 53 10.816,6 14.610,7 3.748,0 10.862,7 76,2
Média 49 12.619,3 14.920,9 3.989,8 10.931,1 73,9
DV 0,4 2.458,1 619,3 332,3 305,8 2,1

Legenda: pH = potencial hidrogenidnico; DQOt = demanda quimica de oxigénio total; ST = sdlidos
totais; STF = sdlidos totais fixos; e STV = sdlidos totais volateis.

Embora o lote 2 tenha apresentado valor de DQO superior em relagdo aos demais, a
relacdo STV/ST permaneceu proxima entre os lotes. Isso indica que, no geral, a fragado

organica dos substratos foi bastante parecida, o que ajuda a garantir condigées semelhantes
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para os ensaios. Como o Fla foi diluido antes da alimentacao do reator, essas diferencas nao
comprometeram a comparagao entre os resultados.

Para evitar a variabilidade na composicdo e a presenca de compostos inibitorios
comumente encontrados no glicerol bruto, proveniente da produgcdo de biodiesel
(Chatzifragkou & Papanikolaou, 2012), foi utilizado glicerol sintético com pureza analitica
(299%) e densidade de 1,26 g/cm?>. Essa escolha proporcionou maior controle das condi¢des

experimentais durante sua aplicagdo como cossubstrato.

4.2 Etapa | — Produgao de fermentado rico em acido latico

4.2 .1 Reator anaerébio operado em bateladas sequenciais

O in6culo do ASBR foi obtido por meio da autofermentacdo da ARF durante 96 horas
a 36 °C (Corbari et al., 2019). Ao se utilizar a ARF como meio para a autofermentacao,
observou-se a selecdao de bactérias acido-laticas (Andreani et al., 2019). Esses
microrganismos, naturalmente presentes nas raizes de mandioca, fermentam carboidratos
para produzir acidos latico e acético (Gomes et al., 2016).

Para a obtencdo do FLa, foi realizada a fermentacdo da ARF suplementada com
glicerol (1,5 % v/v), em um ASBR de 40L, operado em temperatura ambiente. O substrato
utilizado foi composto por 98,5% de ARF e 1,5% de glicerol, sem diluigdo adicional. O
substrato e o inéculo foram adicionados separadamente no reator e, em seguida, submetidos
a uma breve agitagdo manual para homogeneizagao inicial, sendo o sistema mantido sem
agitacao ao longo do restante do ciclo.

O ASBR foi alimentado com 20 L da mistura (ARF + glicerol), sendo mantido 20 L de
volume residual, respeitando uma proporcao de 1:1 entre alimentacdo e volume retido. O
sistema foi operado em ciclos de 12 horas, compostos por trés etapas: (i) alimentagédo do
reator com os substratos; (ii) fase de reagao, durante a qual ocorrem as biotransformacoes; e
(iii) descarga, com a retirada de 20L de efluente ao final de cada ciclo. A concentragéo
organica do substrato, expressa em termos de DQO, nao foi fixada previamente, variando de
acordo com o lote de ARF utilizado (10.816 a 15.419 mg L™).

Apods a descarga do ASBR, o substrato fermentado rico em acido latico foi coletado,
caracterizado e armazenado sob refrigeragao para, posteriormente, ser diluido e empregado
como substrato na producgao de hidrogénio no RCTM. Para avaliar a etapa de fermentacao,
foram determinadas, no afluente e no efluente do ASBR, os seguintes parametros: pH,

demanda quimica de oxigénio total (DQOL), sélidos totais (ST), sdlidos totais fixos (STF) e
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solidos totais volateis (STV). Esses parametros serviram de base para o calculo dos

indicadores de desempenho.

4.3 Etapa Il — Producao de hidrogénio

4.3.1 Reator continuo de tubos multiplos

Para avaliar a produgéo de hidrogénio a partir do fermentado rico em acido latico, foi
empregado um reator continuo de tubos multiplos (RCTM), conforme descrito previamente
por Gomes et al. (2015) e, posteriormente, modificado por Trevisan et al. (2019).

O RCTM é composto por trés partes: (1) cAmara de entrada, construida em nylon; (2)
regido intermediaria, constituida por 12 tubos de poliamida com 12 mm de diametro interno; e
(3) camara de saida, confeccionada em acrilico. Construido com 680 mm de altura e 80 mm
de didametro interno, o RCTM possui volume total de 1065,5 mL, sendo distribuido entre a
base do reator (80 mL), a regido intermediaria dos tubos (545,5 mL) e a cAmara de saida (440

mL) (Figura 2). O reator foi mantido em camara climatizada a temperatura controlada de 36

°C.
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Figura 2 Dimensdes e aspectos construtivos do reator continuo de tubos multiplos.
Fonte: Trevisan (2020).
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Para melhorar a adesao da biomassa no reator, Trevisan (2020) inseriu ranhuras com
espacamento de aproximadamente 0,5 cm e 0,1 mm de profundidade na superficie interna

dos tubos, no formato de rosca sem fim (Figura 3).
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Figura 3 Representacao das ranhuras inseridas nas paredes internas dos tubos, no formato rosca
sem fim.
Fonte: Trevisan (2020)

O aparato experimental (Figura 4) foi composto de: (1) sistema de alimentagao
afluente; (2) bomba peristéltica (Grundfos®, 100-240 V, 50/60 Hz, com pressao de 10 bar e
vazdo maxima de 6 L h™"); (3) reator continuo de tubos multiplos (RCTM); (4) saida do reator;

e (5) sistema de medig&o volumétrica de biogas.
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Figura 4 Representagao esquematica do aparato experimental do reator continuo de tubos multiplos.
Fonte: Adaptado de Trevisan (2020)

4.3.2 Inoculagao do RCTM

Na inoculagcao do RCTM, foi utilizado lodo anaerébio previamente submetido a pré-
tratamento térmico, que consistiu no aquecimento a 95°C por 15 minutos, visando a
inativagéo de microrganismos consumidores de hidrogénio (Sreethawong et al., 2010). O lodo
anaerobio foi diluido no FLa, com concentragéo de 5.000 mgDQO L', em proporgées variaveis
entre os ensaios: 1:19 no E1, 1:27,7 no E2 e 1:27,3 no E3 (lodo:substrato, v/v). A mistura foi
recirculada por sete dias no RCTM para favorecer a adesdo da biomassa as paredes dos

tubos.

4.3.3 Condic¢des experimentais

A produgao de hidrogénio foi avaliada por meio da realizacao de trés ensaios no RCTM
(Tabela 2), nos quais o aumento da carga organica volumétrica (48; 72 e 96 g DQO L'd™") foi

implementado por meio da variagéo na concentragdo afluente (8; 12 e 16 g DQO L™"). O tempo
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de detencédo hidraulica (TDH) foi fixado em 4 h. O pH afluente foi corrigido para 6,0 com
bicarbonato de sédio (NaHCO3).

Tabela 2 Condigbes de operagdo no RCTM para a produgéo de bioH:2 a partir do fermentado rico em
acido latico (ensaios E1 a E3).

TDH cov Concentragio Acido Latico
Ensaio A afluente
(h) (g DQOL"d") (g DQOL™) Concentragao afluente Proporgao do
(mg DQO L) metabdlito (%)*
E1 4 48 8 1.603,8 £ 317,8 39,8+6,3
E2 4 72 12 3.250,1 +1.314,0 41,8+12,9
E3 4 96 16 4.830,5 + 1.495,1 421+5,6

*Nota: A proporgao de acido latico entre os metabdlitos (%) refere-se a porcentagem de acido latico em
relacdo ao total de DQO dos metabdlitos soluveis (acidos latico, acético e butirico) e do glicerol
presentes no afluente.

O monitoramento do RCTM foi realizado por meio da coleta de amostras liquidas do
afluente e efluente do reator e amostras gasosas, sendo, entdo, determinados os parametros

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Parametros monitorados e frequéncia de coleta das amostras no RCTM.

Parametro Coleta de amostras Frequéncia (por semana)
pH Afluente e efluente 3 vezes
DQO (mg L") Afluente e efluente 3 vezes
Série de solidos (mg L) Afluente e efluente 2 vezes
Metabolitos soltveis (mg DQO L) Afluente e efluente 2 vezes
Volume de biogas (L) Saida de gas 3 vezes
Composigéo do biogas (Hz, CH4, CO2) Saida de gas 2 vezes

4.4 Avaliagdo do desempenho do reator: métodos analiticos

As medidas de pH foram realizadas em pHmetro de bancada. A DQO, os sdlidos totais
(ST), solidos volateis (SV), sélidos suspensos totais (SST) e sdlidos suspensos volateis (SSV)
foram determinados de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005).

O biogas gerado durante a operagao do RCTM foi quantificado por sistema de medigéo
por deslocamento de liquido com frasco Mariotte contendo agua, sendo os volumes corrigidos
para as condigdes normais de temperatura e pressao (273,15K e 1atm). Para a analise
qualitativa, aliquotas foram coletadas diretamente da mangueira que conecta a saida do reator
ao Mariotte. A composicao do biogas (H,, CO, e CH,) foi determinada por cromatografia
gasosa em GC-2010 (Shimadzu®), equipado com coluna capilar Carboxen® 1010 Plot (30 m

x 0,563 mm x 30 ym) e detector de condutividade térmica (TCD), utilizando argénio como gas
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de arraste (8 mL min~). As temperaturas do injetor e do detector foram de 200 °C e 230 °C,
respectivamente, com rampa de aquecimento do forno de 130°C a 135°C (46 °C min™) e
tempo de corrida de aproximadamente seis minutos.

A determinacdo dos metabdlitos intermediarios (acidos latico, férmico, acético,
propiénico e butirico), além de glicerol e 1,3-propanodiol, foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), em sistema Shimadzu® com coluna Aminex® HPX-87H
(300 mm x 7,8 mm, Bio-Rad), forno CTO-20A a 64 °C, bomba LC-20AT, controlador CBM-20A
e detector UV SPD-20A (208 nm). A fase movel consistiu em agua ultrapura Milli-Q acidificada
com H,SO, 0,005M, a vazado de 0,5mL min™ e volume de injecdo de 20 uL. As amostras
foram previamente filiradas em membrana de acetato de celulose (0,2 um) e acidificadas com
solugéo de H,SO, 2M, conforme metodologias de Lazaro et al. (2012) e Penteado et al.
(2013).

4.5 Indicadores de Desempenho do reator RCTM

Os indicadores de desempenho do RCTM foram determinados conforme descrito por
Trevisan (2020). A vazao da ARF alimentada no RCTM (Q), em L h™, foi calculada conforme
a Equagao 2, em que V, corresponde ao volume util do reator e TDH, ao tempo de detencéo
hidraulico (4 h).

- Vu
Qar = 155

Equacéo (2)

A eficiéncia de remogao de DQO (ERpao), em %, foi calculada conforme Equacao 3,
em que DQO.s e DQOss correspondem, respectivamente, 8 DQO afluente e efluente (mg L™)
do RCTM.

DQO,¢ - DQO, ~
ERpqo = (W) x 100 Equacgdo (3)

A vazao de biogas (VBG), em mL d™, foi calculada conforme a Equagao 4, em que V
e t correspondem, respectivamente, ao volume de gas medido (em mL) por deslocamento de

liquido no sistema de medic&o e ao tempo de medi¢cdo, em horas.

VBG =

1<

Equacéo (4)

A composigdo percentual de hidrogénio (%H-), de diéxido de carbono (%CO.) e de

metano (%CH.) no biogas foram calculados conforme Equagbes 5, 6 e 7, respectivamente,
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em que nHz é o numero de mols de Hz, nCO; é o numero de mols de CO,, nCH4 é 0 numero

de mols de CH4 e n é o nimero de mols totais (n = nH, + nCO, + nCH4) na amostra de gas

injetado.

%H, = "2 Equagao (5)
%CO, = =2 Equagao (6)
%CH, = nehy Equacéo (7)

n

O rendimento de hidrogénio (RH), em mmol H, g DQO™", foi calculado conforme

Equac3o 8, em que rmyz, em mmol H; d', é a vazdo molar de hidrogénio.

RH= (Dczo:?+m%f) x 1.000 Equacao (8)

DQO4¢

A producao volumétrica de hidrogénio (PVH), em mL H, L' d, foi calculada conforme
Equacéo 9, na qual VBG, %H: e V. correspondem, respectivamente, a vazdo de biogas (mL

d™"), o contetido de hidrogénio no biogas (%) e o volume Util do RCTM (L).

VBG x %Hy

PVH= =20

Equagéo (9)



37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de fermentado rico em acido latico em ASBR (Etapa l)

Um total de 14 lotes de FLa foi produzido por meio da fermentagdo da ARF
suplementada com glicerol (1,5% v/v), sem ajuste de pH, em um reator operado em bateladas
sequenciais. Apos a fermentacao, foram realizados testes para caracterizacao fisico-quimica
dos lotes de FLa. Posteriormente, esses lotes foram utilizados na alimentagao do RCTM para
a producado de bioH, (Etapa Il). A Tabela 4 apresenta os resultados medios obtidos para os

diferentes lotes de FLa.

Tabela 4 Caracterizagao fisico-quimica dos lotes de FLa.

Parametro Resultados médios
pH 3,8+0,1
DQOt (mg L) 33.125,7 + 4.859,1
ST (mg L) 20.772,0 £ 4.379,3
STF (mg L) 3.620,7 £ 1.219,7
STV (mg L) 17.151,3 £ 4.745,9
Relagao STV/ST (%) 81,6+8,9

Legenda: pH = potencial hidrogenidénico; DQOt = demanda quimica de oxigénio total; ST = sélidos
totais; STF = sdlidos totais fixos; e STV = sélidos totais volateis. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrédo (n = 14).

Os resultados médios e os baixos desvios padrao observados para parametros, como
pH e STV/ST, indicam uma composigao relativamente homogénea do substrato. Os demais
parametros apresentaram maior variabilidade entre os lotes. Ainda assim, considerando que
esse efluente foi posteriormente diluido para aplicagao no RCTM, tais diferencas tendem a se

tornar menos significativas devido ao efeito da dilui¢ao.

5.2 Desempenho do RCTM na producao de bio-hidrogénio

Nos ensaios realizados no RCTM, que avaliaram o efeito do aumento da carga
organica volumétrica sobre a producao de bioH>, o substrato oriundo da fermentacgéo latica foi
diluido para atingir uma concentragao afluente de 8.000, 12.000 e 16.000 mg DQO L™,
correspondendo as cargas organicas volumeétricas de 48.000, 72.000 e 96.000g DQO L™ d™,
respectivamente.

O ensaio E1 foi operado por 22 dias, sendo a operagao interrompida apds a detecgao
de queda no teor de hidrogénio do biogas, identificada por analise cromatografica. Os ensaios

E2 e E3 permaneceram ativos por 37 e 44 dias, respectivamente. Ao final desses periodos,
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ainda se observava atividade fermentativa e producao de hidrogénio, indicando que o sistema
se manteve funcional até o encerramento. Vale destacar que ha poucos relatos na literatura
de sistemas acidogénicos que mantém estabilidade operacional por mais de 30 dias (Trevisan,
2020).

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes ao desempenho do RCTM na producgao

de bioH; a partir de substrato rico em acido latico.

Tabela 5 Desempenho do RCTM nos ensaios E1, E2 e E3.

B Ensaios
:gasr;"setg E1 E2 E3
48 g DQO L' d 72gDQOL'd'  96gDQO L" d
" 5,0+0,3 5505 56+05
5,6 (09) 6,9 (19) 7.1(24)
ERbao 237+ 14,7 39,2 + 21,1 418+200
(%) 55,4 (09) 75,9 (15) 75,1 (19)
SSV efluente 0.2£0,05 06%03 06%04
(g L) 0,3 (09) 1,3 (18) 1,5 (21)
Ha 30,3 £ 25,6 144+45 248+ 123
(%) 64,4 (11) 24,0 (16) 61,9 (20)
VBG 3.1181£1.8089  7.6537+35960  9.360 t 4.468 4
(mL d-) 6.314,4 (11) 14.410,1 (19) 23.044,2 (24)
PVH 7943 £ 656.5 11810£7432  1.960,3 + 1.297.1
(mL Haz L ) 1.810,1 (11) 3.214,3 (16) 4.605,0 (20)
RH 80%93 84+79 5241
(mmol H2g”' DQO™) 68,1 (7) 26,3 (11) 15,0 (13)

Nota: Valores em italico indicam os maximos registrados no periodo. Valores entre parénteses indicam
0 numero de amostras utilizadas para o céalculo da média.

Legenda: pH = potencial hidrogeniénico do efluente; ERpao = eficiéncia de remoc¢éo de DQO total; SSV
efluente = concentragéo de soélidos suspensos volateis no efluente; Hz = proporgédo de hidrogénio no
biogas; VBG = vazéo de biogas; PVH = produgédo volumétrica de hidrogénio; RH = rendimento de
hidrogénio.

Os ensaios com maiores cargas organicas (E2 e E3) apresentaram valores de pH
médio préximos e maiores que E1, os quais se aproximam da faixa 6tima para a producao de
H. que é de 6,0. Resultado semelhante foi relatado por Souza (2020), que também utilizou
um RCTM alimentado com ARF. O ensaio foi conduzido com TDH real de aproximadamente
(COva) de atée 59,3

g DQOt L™ d™; o pH do efluente variou entre 5,1 € 6,5, com média geral de 5,6 entre os quatro

46 horas e carga organica volumétrica aplicada
lotes de substratos testados. Nesses casos, um pH mais préximo de 6,0 favorece a via
fermentativa butirica, na qual o fermentado rico em acido latico é convertido em &cido butirico,
CO, e H,, uma das rotas mais eficientes para a produgéo de bioH,. Essa comparagao reforga

a relevancia do pH como fator determinante na selecdo das vias metabdlicas durante a
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fermentacdo acidogénica. Essa preferéncia metabdlica é consistente com os achados de
Fuess et al. (2019), que demonstraram que o controle do pH é uma estratégia operacional
chave para direcionar as rotas metabdlicas durante a fermentacao escura da vinhaca de cana-
de-agucar: com pH < 5,0 favorecendo a fermentagao latica; pH entre 5,0 e 5,5 favorecendo a
producao de butirato e bioHz; e pH > 6,0 induzindo vias redutoras de sulfato.

A concentracao de SSV no efluente também acompanhou o aumento da carga
organica volumétrica, com os ensaios E2 e E3 apresentando concentragdes médias proximas
e mais elevadas que E1. Resultados semelhantes foram observados por Trevisan et al.
(2023), que também verificaram aumento nas concentragdes de SSV nos ensaios com maior
carga organica. Os autores atribuiram esse comportamento ao aumento da concentragao do
substrato, sugerindo que a maior disponibilidade de matéria organica favorece o crescimento
microbiano e, consequentemente, arraste da biomassa em excesso.

Da mesma forma, a ERbpqo, a VBG e a producao e a PVH apresentaram tendéncia de
aumento com o incremento das COVs. Ao comparar o presente estudo com Trevisan (2020),
que operou um RCTM com TDH de 4 horas e substrato sintético a base de sacarose, observa-
se que, em seu trabalho, os valores de PVH, VBG e remog¢ao de DQO foram mais elevados
quando o RCTM foi operado com cargas organicas mais baixas. Por exemplo, com COV de
24 g DQO L™ d™ (ensaio E5), Trevisan relatou PVH de 958,2 + 407,9 mL H, L™ d™, VBG de
1.716,5 £ 917,3 mL d™" e eficiéncia de remocao de DQO de 23,2 £ 16,1%. Em contraste, na
maior COV aplicada (96 g DQO L™ d™, ensaio E8), a PVH caiu para 209,3 + 130,6 mL
H, L™ d™ (redugado de quase 78%), a VBG para 471,6 £ 230,7 mLd™ e a remogao de DQO
para 13,4 = 11,4%. Esses resultados indicam um efeito inibitério causado pelo excesso de
substrato, comprometendo o desempenho microbiano e a produtividade de hidrogénio.
Portanto, embora cargas organicas mais altas aumentem a disponibilidade de substrato, elas
também podem ocasionar o acumulo de metabdlitos intermediarios ou a inibicdo por
substrato, comprometendo o desempenho do sistema.

Quanto as condicbes operacionais, o melhor desempenho observado nas maiores
cargas pode ser atribuido a maior oferta de substrato, que favoreceu a atividade acidogénica
e, consequentemente, a conversao da matéria organica. Por outro lado, a menor carga no
ensaio E1 pode ter limitado o fornecimento de energia aos microrganismos, reduzindo o
desempenho geral do reator. O maior valor médio de ERpqo relatado por Rossi (2023), em um
RCTM alimentado com ARF e 1,5% de glicerol, foi de 25,3% em COV aplicada de 39,1 g
DQOL™"d™. Esse valor, embora superior ao reportado por Trevisan et al. (2023) na COV de
96,0 g DQOL™d™ (21,9%), ainda esta abaixo das eficiéncias maximas de remocéo de DQO
comumente relatadas para RCTMs, operando proximos a faixa ideal de carga, o que indica

que pode ter ocorrido sobrecarga de substrato ou presenca de outras condigdes inibitorias.
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O teor de hidrogénio no biogas ndo aumentou proporcionalmente com o aumento da
COV. Embora o ensaio E3 tenha apresentado as maiores PVH e VBG, a concentragdao média
de hidrogénio no biogas foi inferior a observada em E1. Como consequéncia, o RH em E3
também foi o menor entre os ensaios. Esse resultado sugere que, quando ha grande
disponibilidade de substrato, parte da matéria organica pode ser desviada para vias
metabdlicas menos favoraveis a producao de hidrogénio, comprometendo a eficiéncia de
conversao. Em contrapartida, o ensaio E2, conduzido com COV intermediaria de 72 g DQO
L' d, destacou-se por alcangar o maior RH (14,1 mmol H, g™* DQO), juntamente com altas
taxas de conversao de acido latico (95%) e glicerina (65%), indicando um melhor equilibrio
entre oferta de substrato e seletividade metabdlica.

Em comparagao com outros estudos, os resultados obtidos reforcam a importancia do
acido latico como substrato estratégico e os beneficios da etapa de pré-fermentacio. Rossi
(2023), utilizando agua residuaria de fecularia de mandioca (ARF), suplementada com 1,5%
de glicerol, mas sem a etapa de pré-fermentacéo latica, relatou um teor médio de hidrogénio
no biogas de 14,7% com COV aplicada de 74,6 g DQO L™ d™" — valor inferior aos observados
em E1 (30,3%) e E3 (24,8%). Ja Garcia-Depraect et al. (2020) relataram um RH de apenas
1,1 mmol H, g™' DQO em condi¢des semelhantes (TDH =4 h; COV=42g DQOL™"d™) as do
ensaio E1, no qual foi alcangado um RH de 8,0 mmol H, g™" DQO.

Em resumo, o E3 (96 g DQO L™ d™") apresentou o melhor desempenho, com maior
vazao média de biogas (9.360,9 mL d™"), maior produgéo média de H, (1.960,3mLH, L™ d™)
e maior eficiéncia média de remogédo de DQO (41,8%). O E2 (72g DQOL™"d™) teve
desempenho intermediario, destacando-se pelo maior rendimento médio de hidrogénio
(14,1 mmolH,g DQO™). Ja o E1 (48g DQOL™d™), obteve os menores valores para a
maioria dos parametros, mas apresentou a maior propor¢do meédia de H, no biogas (30,3%).

A comparagdo com outros estudos sugere que as condigdes adotadas neste trabalho,
especialmente a utilizagdo de um fermentado rico em acido latico, proveniente da
cofermentagéo de agua residuaria de fecularia de mandioca com glicerol, favoreceram um
melhor desempenho. Além de proporcionar maior seletividade microbiana, a etapa de pré-
fermentagdo promoveu uma composicao mais homogénea do substrato, o que pode ter
contribuido para a estabilidade e a eficiéncia das rotas hidrogenogénicas.

AFigura 5ilustra a evolugio temporal dos ensaios com base nos parametros: potencial
hidrogenidnico (pH) do efluente; eficiéncia de remog¢ao de DQO total (ERpqo); proporcao de
hidrogénio no biogas (H.); rendimento de hidrogénio (RH); producdo volumétrica de
hidrogénio (PVH); e vazao de biogas (VBG).
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Figura 5 Desempenho do RCTM na producgéo de bioHz nos ensaios E1 (-e-; -0-) (48 g DQO L-1 d-1),
E2 (-A-; -A-) (72 g DQO L-1 d-1) e E3 (-m-; -o-) (96 g DQO L-1 d-1): (a) pH de saida do reator, (b)

eficiéncia de remogéo de DQO total (ERbao), (c) teor de hidrogénio no biogas (-e-; -¢-; -m-) e

rendimento de hidrogénio (RH, -o-; -A-; -0-), (d) produgéo volumétrica de hidrogénio (PVH, -e-; -A-; -

m-) e vazao de biogas (VBG, -o-; -A-; -0-).
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Ao comparar os ensaios de Trevisan (2020), conduzidos com cargas organicas de 48,
72e96gDQOL™"d™ e com TDH de 4 horas, com os ensaios E1, E2 e E3 do presente estudo,
que adotaram as mesmas cargas, foram observadas diferengas no comportamento temporal
do pH e da ERpqo. Em Trevisan (2020), o pH manteve-se consistentemente abaixo de 5,0
durante quase todo o periodo operacional. Ja neste estudo, os valores de pH foram mais
elevados e apresentaram maior estabilidade.

Em relacdo a ERpqo, 0s ensaios de Trevisan (2020) mostraram comportamento
irregular, com picos pontuais, mas sem tendéncia de crescimento. Em contrapartida, no
presente estudo, em especial no E3, a ERpqo aumentou progressivamente, com desempenho
mais consistente e alinhado ao avango da operacéo.

Apesar das elevadas concentragdes de Hz no biogas registradas nos primeiros dias de
operacao do E1, foi verificada queda acentuada desse indicador nos 15 dias subsequentes,
indicando perda de estabilidade no sistema. Enquanto o E3, embora com valor médio inferior
ao observado em E1, manteve desempenho expressivo, com oscilagdes distribuidas ao longo
do periodo e picos acima de 35%, em diferentes fases da operacao, em E2, o percentual de
H2 no biogas manteve-se abaixo de 20% ao longo de grande parte do ensaio, sugerindo uma
possivel intensificacdo de vias metabdlicas alternativas desfavoraveis a geragdo de
hidrogénio ou maior atividade de bactérias consumidoras de H,.

Com suplementagéo da ARF com 1,5% (v/v) de glicerol e carga organica de 74,6 g
DQOL™"d™, Rossi (2023), ao avaliar o teor de hidrogénio no biogas, observou uma tendéncia
semelhante a do ensaio E1: um pico inicial de 32% de H,, seguido por um declinio gradual.
Embora essa tenha sido a condicdo mais favoravel no trabalho de Rossi (2023), o
desempenho foi inferior ao do ensaio E3, que, na COV de 96 g DQO L™ d™, atingiu teor médio
de hidrogénio de 24,8% e manteve niveis significativos de H, ao longo de toda a operacao,
com flutuagdes bem distribuidas e picos acima de 35%.

A PVH e a VBG foram mais elevadas no ensaio E3, apresentando varios picos ao
longo da operacdo e desempenho constante. O E2 teve desempenho intermediario,
mantendo-se ao longo do tempo, sem quedas acentuadas. Ja o E1, apresentou as menores
médias, com declinio rapido apds os primeiros dias. Esses resultados indicam que o E3 atingiu
elevada PVH principalmente em fungao da maior vazdo de biogas, o que compensou 0s
baixos teores de H, no biogas, destacando-se ainda pela maior geragao total de biogas (VBG).

Ao comparar o comportamento temporal da PVH e da VBG entre os ensaios
conduzidos por Trevisan (2020) e os do presente estudo (E1, E2 e E3), todos conduzidos com
cargas organicas volumétricas de 48, 72 e 96g DQOL™"d™ e com TDH fixo de 4 horas,
observaram-se tendéncias semelhantes em relagédo a dindmica da PVH. Trevisan (2020)

obteve picos de PVH superiores a 2.700mL H, L™ d™" e valores elevados de VBG na COV de
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48 g DQO L™ d™; em ambos os indicadores, a produgéo foi irregular, com oscilagdes intensas
€ queda abrupta na transigcio para cargas de 72 e 96 g DQO L™ d". Ja os ensaios E1, E2 e
E3, demonstraram aumento progressivo tanto da PVH quanto da VBG, consistente com
aumento da carga orgénica, especialmente no E3 (96 g DQO L™ d™), em que foram mantidos

valores elevados e frequentes ao longo de toda a operagao.

5.2.1 Distribuicdo dos metabdlitos soluveis

A Figura 5 apresenta a distribuicdo percentual dos principais metabdlitos presentes no
afluente e no efluente dos ensaios E1, E2 e E3, conduzidos no RCTM, com o objetivo de
avaliar a influéncia da COV na conversdo do substrato e nas vias fermentativas
predominantes. A analise concentrou-se em metabdlitos, como os acidos latico, acético,
propidnico e butirico, além da glicerina.
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E1 E1 E2 E3 E3
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Figura 6 Distribuicdo percentual dos metabdlitos soluveis no afluente e efluente do RCTM.

Os dados indicam que o afluente dos trés reatores apresentou concentragdes de acido
latico e glicerina com valores proximos entre si: 0 acido latico variou de 40 a 42 %, e a glicerina
de 51 a 53 %. Outros acidos orgéanicos, como os acidos acético e butirico, estavam presentes
em baixas concentragdes, variando de 4% a 6% e de 1% a 3%, respectivamente. Essa
composigao inicial, rica em compostos fermentaveis, € comumente associada a substratos
adequados as vias acidogénicas.

No efluente, observou-se uma reducgéo significativa do acido latico em todos os
reatores, com destaque para E2, que atingiu 0 menor valor (4%), indicando maior conversao.

Esse comportamento é coerente com os estudos de Dreschke et al. (2015), que observaram
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elevada conversao de acido latico em fermentagbes com microbiota adaptada. A presenca
crescente de acidos organicos no efluente também esta de acordo com Garcia-Depraect et
al. (2020), que destacam o papel do acido latico como intermediario na formagao de butirato,
H, e CO,, a partir da conversdo conjunta de acido latico e acético em processos de
cofermentagao sob condi¢cées anaerdbias. Esse comportamento também é descrito por Braga
& Lens (2023), que observaram consumo sequencial de acido latico com posterior aumento
na producao de hidrogénio. Tais achados sugerem que, além de atuar como substrato inicial,
o acido latico cumpre funcéo estratégica na inducao da rota butirica.

O acido propibénico foi o metabdlito verificado em maior concentracdo no efluente de
E1 e E2, atingindo 37 e 35%, respectivamente, enquanto, em E3, o valor foi inferior (19%).
Dentre os fatores que podem ter influenciado a diferenga entre os reatores, Fuentes-Santiago
et al. (2023) e Fuess et al. (2018) associam-na a presenga de populacdes do género
Clostridium e a influéncia do perfil acido inicial, além das condicbes operacionais sobre a
selecdo microbiana e a dindmica metabdlica.

A concentragdo de acido acético no efluente foi maior em E2 (14%), seguido de E3
(11 %) e E1 (8%). Ja o acido butirico, apresentou maior producédo em E1 (17%), intermediario
em E3 (14%) e menor em E2 (5%). Essa diferenga sugere que o E2 apresentou uma condi¢ao
mais oxidativa, favorecendo a formacgao de acidos de cadeia curta (como o acético), enquanto
E1 tendeu a rotas mais redutivas, com maior formacdo de butirato — resultado que se
aproxima do observado por Garcia-Depraect et al. (2019) e refor¢a a importancia da relagao
entre substrato disponivel e a seletividade da microbiota. Garcia-Depraect et al. (2020)
confirmam que o predominio da rota butirica esta diretamente associado a producao de
hidrogénio, o que reforga o potencial observado em E1 em termos de rendimento. Esse
comportamento também pode ser associado a capacidade tampao do sistema e ao equilibrio
redox, como sugerido por estudos de sistemas com alta carga organica, nos quais a
estabilidade operacional depende fortemente do acoplamento entre os fluxos de elétrons e os
destinos metabdlicos finais. A produgao de acido férmico, detectada apenas em E2 e E3 (2%),
também é mencionada por Gu et al. (2018) como um indicativo de fermentagdes secundarias
e pode estar associada a atividade de bactérias facultativas.

A Figura 7 apresenta as eficiéncias de conversao de acido latico e glicerina em cada
um dos reatores. De maneira geral, todos os reatores mostraram elevada remocéo de acido
latico, com destaque para E2, que atingiu 95% de conversao, seguido por E1 (82%) e E3
(79%). Esse resultado reforca a eficacia dos trés sistemas na degradagéo do acido latico.
Segundo Aranda-Jaramillo et al. (2023), valores de conversao superiores a 90% indicam alta
seletividade da microbiota e apontam para estabilidade operacional. Vale destacar que esse
desempenho pode ser reflexo ndo apenas da configuragéo do reator, mas também de uma

adaptagao microbiana favorecida por pardmetros operacionais, como TDH, pH inicial e razédo
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substrato/microrganismo, fatores que sao amplamente discutidos na literatura como criticos
para o sucesso da fermentagao acidogénica.
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Figura 7 Eficiéncia de Converséo percentual do acido latico e glicerina.

Quanto a glicerina, observa-se que as conversdes variaram de 50% (E3) a 65 % (E2).
O E2 destaca-se com o melhor desempenho. O E1 apresentou conversido intermediaria
(62%), enquanto o E3 mostrou desempenho inferior (50%). A maior eficiéncia de conversao,
no E2, para ambos os compostos, sugere um equilibrio mais adequado entre as comunidades
microbianas e as condi¢des do processo, sendo esse reator o mais promissor em termos de
degradacdo simultanea de &acido latico e glicerina, além de indicar maior potencial para
produgao de bio-hidrogénio, conforme também sugerido por Fuess et al. (2018) e Garcia-
Depraect et al. (2020).

Segundo Trevisan (2020), em ensaios conduzidos em RCTM com sacarose sintética,
as concentracoes de todos os metabdlitos foram crescentes com aumento da COV. Essa
correlagao direta entre COV, perfis metabdlicos e rotas fermentativas foi também evidenciada
por Fuentes-Santiago et al. (2023), que demonstraram a influéncia da razéo carboidrato/acido
latico sobre a dindmica dos produtos e sua implicagado na rota de producédo de H,. Esse
achado endossa a necessidade de um controle rigoroso da carga aplicada em sistemas de
cofermentagdo complexa, especialmente quando se busca maximizar o rendimento
energeético e minimizar rotas desviantes.

De modo geral, os resultados sugerem que o reator E2, operado sob carga organica
intermediaria, apresentou melhor conversdo dos substratos, mas essa conversao nao se
refletiu em maior produgcdo de H,, resultando em menor proporcao de H, na fase gasosa.
Esse comportamento estd em consonancia com as observagdes de Dreschke et al. (2015),
Gu et al. (2018) e Garcia-Depraect et al. (2020), reforgando o papel da carga organica como
fator determinante no direcionamento metabdlico. Em sintese, a integragdo dos resultados

experimentais, analises comparativas e evidéncias da literatura confirmam que a operagao
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otimizada sob cargas intermediarias se traduziu em melhor conversido do substrato em
metabdlitos acidogénicos relacionados a producdo de H,, sustentando a rota lactato-butirato
como estratégia promissora para a produgdo de bio-hidrogénio a partir de residuos

agroindustriais complexos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a viabilidade técnica do uso da agua
residuaria de fecularia de mandioca (ARF) suplementada com glicerol como substrato para a
producdo de bioHz, por meio de um processo em duas etapas distintas, envolvendo a
fermentacao latica em reator anaerébio, operado em bateladas sequenciais, e a fermentacao
acidogénica, em reator continuo de tubos multiplos (RCTM). A produgéo do fermentado rico
em acido latico (FLa) apresentou elevada homogeneidade entre os lotes e uma composi¢ao
favoravel a conversdo energética, fornecendo uma base estavel para a etapa seguinte.
Durante a operagcdo do RCTM, os ensaios conduzidos sob maiores cargas organicas
mostraram aumentos significativos em indicadores-chave de desempenho, como vazéo de
biogas (VBG), produgéo volumétrica de hidrogénio (PVH) e eficiéncia de remoc¢ao de DQO
(ERpao), especialmente no ensaio E3 (96g DQOL™d™), demonstrando que a maior
disponibilidade de substrato influencia positivamente o desempenho geral do sistema.

Por outro lado, o ensaio E2, operado com carga organica intermediaria (72
g DQOL™"d™), destacou-se por alcangar o maior rendimento de hidrogénio (RH) e as maiores
taxas de conversao de acido latico e glicerina, indicando um equilibrio mais favoravel entre as
vias metabdlicas hidrogenogénicas. Esses achados s&o consistentes com a literatura e
confirmam que a carga orgéanica aplicada é um fator determinante tanto para o direcionamento
metabdlico quanto para a eficiéncia operacional em sistemas de fermentacdo anaerdbia,
sendo as cargas intermediarias as mais promissoras para maximizar a produgao de bioHa.

Portanto, a estratégia de cofermentagao, utilizando um substrato rico em &cido latico,
conforme proposta neste trabalho, mostra-se uma abordagem viavel e estratégica para a

valorizagao de residuos agroindustriais na forma de biocombustiveis renovaveis.
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