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RESUMO 

Rocha, D.H.D. Valorização da co-digestão anaeróbia de resíduos sólidos e águas 

residuárias do processamento de citros: perspectivas para obtenção de biocombustíveis e 

compostos de interesse biotecnológico. 2023. 286 p. Tese Doutorado em Engenharia 

Hidráulica e Saneamento – Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo, 

São Carlos, 2023. 

 

A digestão anaeróbia é uma alternativa promissora para valorização de resíduos sólidos e 

águas residuárias oriundos da agroindústria de processamento de citros, possibilitando a 

recuperação energética através da obtenção de biocombustíveis, tais como hidrogênio e 

metano. A estratégia de co-digestão destes substratos é uma proposta para  impulsionar a 

logística sustentável para o tratamento destes resíduos, e ampliar o potencial de viabilidade 

técnico-econômica. Entretanto, ainda há uma necessidade por alternativas para superar 

limitações identificadas, e aspectos que precisam ser melhor elucidados, tais como parâmetros 

operacionais, configurações de sistema, necessidade de suplementação com nutrientes ou 

alcalinizantes, e outros. Neste estudo, propõe-se a co-digestão de resíduos sólidos (casca e 

bagaço) e águas residuárias da agroindústria de citros em uma abordagem de separação de 

fases, e por meio de ensaios em reatores em batelada obter e avaliar a efetividade de inóculo 

autóctone fermentativo, identificar variáveis mais significativas para o processo, avaliar 

estratégias para conduzir a fermentação e a metanogênese de forma eficiente e estável, e 

otimizar condições operacionais que potencializem a produção de hidrogênio e metano. A 

perspectiva de um sistema contínuo é proposto com a aplicação da configuração de reator de 

leito lixiviado, sendo investigados parâmetros operacionais que possibilitem maximizar a 

degradação dos resíduos sólidos e a recuperação energética. Foi obtido inóculo autóctone pela 

autofermentação dos resíduos, sendo sua comunidade microbiana caracterizada pela 

abundância dos gêneros Olsenella, Prevotella, Lactobacillus e Bifidobacterium, entretanto sua 

aplicação nos ensaios não possibilitou atingir elevada produção de H2, sendo o maior 

potencial de produção de 142.5 mL.L
-1, 

e taxa máxima de produção de 29.8 mL.h
-1

. Avaliando 

a suplementação do processo com 2,0 g.L
-1

 de alcalinizantes observou-se aumento no 

potencial de produção de hidrogênio de 30,2% com a utilização de bicarbonato de sódio e 

176,8% com carbonato de cálcio, em comparação ao ensaio controle. A condição otimizada 

de produção de H2 obtida foi de 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL (resíduos sólidos de citros), 3,4 

gDQO.L
-1 

de ARL (água residuária processamento de citros), e 4,5 g.L
-1

 de CaCO3, 

decorrendo em um valor de 0,53 para razão gCaCO3/gCarboidratos, resultando na produção 

de 1249,0 mL H2.L
-1

. Para o ensaio da condição otimizada de H2 observou-se abundância 

relativa de 95% para Clostridium Sensu Stricto 1 sendo inferida que a via metabólica 

Clostridial foi predominante, com produção máxima de 2230,8 mg.L
-1

 de HBu e 1213,6 mg.L
-

1
 de HAc. Para o segundo estágio do processo não foi identificada inibição pela alta 

concentração de substrato, nem pela presença de limoneno (1,5 a 5,0 mg.L
-1

), de forma que 

menor diluição do conteúdo do reator fermentativo resultou em maior produção acumulada de 

metano. A condição otimizada para produção de metano foi com 99,3% de CRF (conteúdo do 

reator fermentativo) e 0,58 gNaCHO3.g
-1

DQO, atingindo 6549,7 mLCH4.L
-1

, possibilitando 

remoção de matéria orgânica de 87,1%. Na avaliação do reator de leito lixiviado observou-se 

redução significativa do conteúdo de RSL do leito fixo do reator, com 79,3% de remoção de 

sólidos.Máxima produção volumétrica de hidrogênio foi observada em TDH de 12h na fase 

IV (1609,9 mLH2.d
-1

), todavia máximo rendimento de hidrogênio foi obtido em TDH de 24h 

(104,9 mLH2.g
-1

CHO). Os principais metabólitos solúveis observados foram os ácidos 

capróico, butírico e acético, e etanol, sendo Lactobacillus, Caproicoproducens, 

Bifidobacterium, Olsenella e Solobacterium os microrganismos identificados em maior 

abundância. Verificou-se portanto que as perspectivas para a valorização dos resíduos da 



agroindústria de processamento de citros por meio da co-digestão anaeróbia são positivas, de 

forma que os resultados obtidos contribuem no desenvolvimento de um modelo de economia 

circular para a cadeia produtiva de processamento de citros.   

Palavras-chave: ácidos orgânicos; biocombustíveis; economia circular; hidrogênio; co-

digestão anaeróbia; metano; reator de leito lixiviado; separação de fases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Rocha, D.H.D. Valorization of Anaerobic Co-Digestion of Solid Waste and Wastewater 

from Citrus Processing: Perspectives for Biofuel Production and Biotechnological 

Interest Compounds. 2023. 286 p. Doctoral Thesis. Hydraulics Engineering and Sanitation – 

School of Engineering of São Carlos, University of São Paulo, São Carlos, 2023. 

 

Anaerobic digestion is a promising alternative for the valorization of solid waste and 

wastewater from the citrus processing agroindustry, enabling energy recovery by obtaining 

biofuels, such as hydrogen and methane. The co-digestion of these substrates is a proposal to 

boost sustainable logistics for waste treatment and to expand the potential of technical-

economic feasibility. There is a need for alternatives to overcome identified limitations and 

aspects that need to be better elucidated, such as operational parameters, system 

configurations, the need for supplementation, and others. In this study, it is proposed the co-

digestion of solid and liquid waste from the citrus agroindustry in a two-phase approach, and 

through assays in batch reactors to obtain and evaluate the effectiveness of fermentative 

autochthonous inoculum, identify more significative variables for the process, evaluate 

strategies for efficient and stable fermentation and methanogenesis, and optimize operational 

conditions that enhance the production of hydrogen and methane. The perspective of a 

continuous system is proposed with the application of the leach bed reactor configuration, 

being investigated operational parameters that allow maximizing the degradation of the solid 

waste and the energy recovery. The autochthonous inoculum was obtained by the self-

fermentation of the waste, and its microbial community was characterized by the abundance 

of the genera Olsenella, Prevotella, Lactobacillus, and Bifidobacterium; its application in the 

assays did not allow to reach high H2 production, being the highest P of 142.5 mL.L
-1

, and 

Rm of 29.8 mL.L
-1

.h
-1

. Evaluating the process supplementation with 2.0 g.L
-1

 of buffering 

agents, an increase in hydrogen production of 30.2% was observed with sodium bicarbonate, 

and 176.8% with calcium carbonate, compared to the control assay. The optimized H2 

production condition obtained was 21.4 gTVS.L
-1

 of CPW, 3.4 gCOD.L
-1

 of CPWW, and 4.5 

g.L
-1

 of CaCO3, resulting in a value of 0.53 for gCaCO3/gCHO ratio, resulting in the 

production of 1249.0 mLH2.L
-1

. For the assay of the optimized condition of H2, a relative 

abundance of 95% was observed for Clostridium Sensu Stricto 1, being inferred that the 

Clostridial metabolic pathway was predominant, with a maximum production of 2230.8 mg.L
-

1
 of HBu and 1213.6 mg.L

-1
 from HAc. For the second stage of the process, no inhibition was 

identified by the high substrate concentration, nor by the limonene (1.5 to 5.0 mg.L
-1

), so that 

lower dilution of the fermentation reactor content resulted in higher accumulated methane 

production. The optimized condition for methane production was 99.3% FRC and 0.58 

gNaCHO3.g
-1

 COD, reaching a production of 6549.7 mLCH4.L
-1

, allowing 87.1% of organic 

matter removal. In the evaluation of the leach bed reactor, a significant reduction in the CPW 

content of the fixed bed of the reactor was observed, with the removal of up to 79.3%. 

Furthermore, maximum volumetric hydrogen production was observed in HRT of 12h in 

phase IV (1609.9 mLH2.d
-1

); however, maximum hydrogen yield was obtained in HRT of 24h 

(104.9 mLH2.g
-1

CHO). The main soluble metabolites produced were caproic, butyric, and 

acetic acids, and ethanol, with Lactobacillus, Caproicoproducens, Bifidobacterium, Olsenella, 

and Solobacterium being the microorganisms identified in higher abundance. Therefore, it 

was found that the prospects for valuing waste from the citrus processing agroindustry 

through anaerobic co-digestion are positive, and the results obtained contribute to the 

development of a circular economy model for the citrus processing production chain. 

 



Keywords: anaerobic co-digestion; biofuels; circular economy; hydrogen; leach bed reactor; 

methane; organic acids; phase separation. 
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Os processos históricos de urbanização e industrialização resultaram em acelerado 

aumento da demanda por energia, ademais, o contemporâneo desenvolvimento tecnológico 

tem resultado em projeções de manutenção desta tendência para as próximas décadas. Fontes 

fósseis de energia como carvão, petróleo, gás natural foram e ainda são a base da matriz 

energética global, devido a fatores como disponibilidade, custo, segurança energética, e 

domínio tecnológico. Entretanto, a constatação da necessidade de ações para desacelerar e 

minimizar as mudanças climáticas tem resultado em políticas e acordos para estabelecimento 

de metas de redução das emissões de gases de efeito estufa (GEE), tornando inviável a 

manutenção deste cenário de intensa utilização de combustíveis fósseis. 

Para equacionar a crescente demanda por energia com a necessidade de redução de 

emissões de GEE a alternativa é o aumento da oferta por fontes renováveis, tais como solar, 

eólica, hídrica, e também a biomassa. O interesse pela utilização da biomassa tem se tornado 

maior em razão da ampla diversidade de matérias-primas que incluem cascas, sementes, 

caroços, polpas, tortas de prensagem, folhas, caules, entre outros. Neste mesmo contexto da 

biomassa, águas residuárias domésticas e ampla variedade de águas residuárias industriais 

vêm sendo reconhecidas como valisosos recursos para recuperação de energia em razão de 

seu contéudo de matéria orgânica.  

Através de tecnologias Waste-to-energy (WTE) diferentes resíduos sólidos orgânicos e 

águas residuárias podem ser convertidos em diversos tipos de produtos bioenergéticos como 

etanol, metano, e hidrogênio, sendo uma alternativa para alcançar um modelo de economia 

circular. A digestão anaeróbia (DA) e a fermentação são propostas de tecnologias WTE que 

vêm sendo utilizadas para promover a recuperação energética a partir da obenção de 

biohidrogênio e biometano. Diversos resíduos de matriz lignocelulósica gerados em elevada 

quantidade no setor agroindustrial têm sido empregados no processo, tais como bagaço de 

cana-de-açúcar, casca e polpa de café, resíduos de banana, palha de milho, casca de arroz, 

entre outros, além de águas residuárias de diversos setores industriais como de processamento 

de alimentos, sucroalcooleiro, petroquímico, e outros. 

CAPÍTULO 1 

Introdução 
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 Inclusos nesta grande diversidade de resíduos com potencial de recuperação 

energética via processos biológicos de DA e fermentação estão aqueles provenientes de 

indústrias de processamento de citros. A produção global de frutas do gênero citros é de 

aproximadamente 150 milhões de toneladas, com a laranja representando cerca de 50% desta 

produção (FAO, 2019), sendo o Brasil o principal produtor e exportador de produtos oriundos 

do processamento das laranjas. Cerca de 70% da produção de laranjas é direcionada a 

indústrias de processamento para produção de sucos, geléias, óleos essenciais, e outros 

produtos, havendo elevada geração de resíduos sólidos visto que cascas, bagaço, membranas, 

sementes, correspondem a mais da metade do peso da fruta in natura (Calabrò and Panzera, 

2018). Destaca-se também que tais indústrias possuem elevada demanda de água em seus 

diversos processos, além de realizarem a prensagem das cascas visando a redução do volume 

dos resíudos, resultando na geração de um grande volume de águas residuárias, caracterizadas 

pelo alto teor de matéria orgânica. 

A literatura de referência abordando a obtenção de hidrogênio e metano a partir dos 

resíduos do processamento de citros pode ser considerada ainda escassa; inúmeras variáveis 

importantes no desempenho do processo e a experimentação de diferentes configurações de 

reatores foram até então pouco avaliadas. Nos estudos têm sido focado a avaliação da 

monodigestão de resíduos sólidos de citros, ou da água residuária, e alguns na co-digestão dos 

resíduos sólidos de citros com sub-produtos de outras cadeias produtivas como dejetos suínos, 

ou resíduos de alimentos. Entretanto, a co-digestão dos resíduos sólidos e líquidos do 

processamento de citros não tem sido explorada, e portanto maiores informações sobre as 

potencialidades e limitações em relação à produção de hidrogênio e metano a partir da 

digestão conjunta destes substratos são necessárias. Destaca-se que promover uma eficiente 

co-digestão de resíduos provenientes da mesma cadeia produtiva é uma alternativa 

interessante para atingir uma logística sustentável para o tratamento destes subprodutos, com 

maior potencial de viabilidade econômica. 

Há portanto a necessidade de informações mais consolidadas a respeito do processo de 

co-digestão aneróbia  destes resíduos, como a delimitação de condições operacionais (pH, 

concentração de substrato, inóculo, proporção entre substratos, etc), configurações de sistema 

que maximizem o aproveitamento dos substratos sem separação das etapas fermentativa e 

metanogênica (único estágio) ou com separação das etapas (dois estágios), e a necessidade de 

suplementação (alcalinizantes, nutrientes, etc), possibilitando subsidiar a inserção futura desta 
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alternativa biotecnológica de obtenção de bicombustíveis nas indústrias do setor de 

processamento de citros. Neste sentido, no presente estudo é proposta a investigação de 

variáveis significativas da co-digestão destes substratos, baseando-se na a avaliação do 

processo em uma abordagem de dois estágios, visando à otimização destas variáveis 

operacionais das fases fermentativa e metanogênica de maneira isolada, no intuito de 

maximizar o rendimento de hidrogênio e metano, proporcionar a manutenção dos processos 

com adequada estabilidade operacional, e eficiente remoção de matéria orgânica. Ainda, na 

perspectiva da proposição da separação de fases do processo, avaliar a redução conteúdo de 

D-limoneno durante o primeiro estágio como estratégia para redução de possíveis efeitos 

inibitórios para metanogênese. Visando ao ganho de escala propõe-se a aplicação de uma 

configuração de reator para operação contínua cujas características possibilitam a digestão 

conjunta de resíduos sólidos e líquidos superando algumas limitações observadas para outras 

configurações de reatores, obtendo assim uma elevada recuperação energética a partir do 

biogas, e promovendo uma eficiente degradação do conteúdo de resíduos sólidos de citros. 

Sendo assim, busca-se avaliar a co-digestão de resíduos sólidos e águas residuárias da 

cadeia produtiva de produção de suco de laranja, em uma abordagem de separação de fases 

em dois estágios i.e., fermentativo e metanogênico, visando elucidar condições operacionais e 

superar inconvenientes relatados na literatura para o aproveitamento destes resíduos, e estimar 

o potencial de recuperação energética. Além disso, por meio da identificação da estrutura das 

comunidades microbianas, compreender o papel das diversas populações de microrganismos 

no processo, caracterizando as rotas metabólicas predominantes, e correlaciona-las com os 

rendimentos de hidrogênio e metano. 
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A hipótese geral do presente estudo é de que a co-digestão dos resíduos da 

agroindústria de processamento de citros, em um sistema com separação de fases, é uma 

alternativa tecnicamente viável e adequada para o estabelecimento de um modelo de 

economia circular nesta cadeia produtiva, considerando um aumento no potencial de produção 

de biocombustíveis e outros produtos de interesse biotecnológico. 

O objetivo geral é elucidar condições para promover uma eficiente co-digestão 

anaeróbia dos resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros por meio da otimização 

de variáveis significativas para os processos fermentativo e metanogênico, caracterizar a 

comunidade microbiana estabelecida nos reatores, e avaliar o potencial de valorização destes 

resíduos com base na análise de balanço energético.  

Hipóteses e objetivos específicos 

Hipótese I:  Os resíduos sólidos compostos por casca e bagaço e a água residuária de citros 

são fonte de microrganismos anaeróbios fermentativos. 

 Objetivo específico I: Avaliar a obtenção de um consórcio fermentativo autóctone por meio 

da autofermentação dos substratos. 

Hipótese II: Nem todas as variáveis do processo tem efeitos significativos na produção de 

hidrogênio e ácidos orgânicos na co-digestão de resíduos de citros. 

Objetivo específico II: Obter por meio de um screening de variáveis independentes, quais 

são estatisticamente significativas nas respostas cinéticas de produção de hidrogênio. 

Hipótese III: A suplementação com agentes alcalinizantes proporciona maior estabilidade 

para o processo de fermentação, possibilitando aumento do rendimento de hidrogênio. 

Objetivo específico III: Avaliar a utilização de diferentes agentes alcalinizantes, e explorar 

de forma mais minuciosa o ajuste entre concentrações de alcalinizante e substrato na 

fermentação. 

Hipótese IV:  A otimização nas condições operacionais da co-digestão dos resíduos permite 

obter produção de hidrogênio significativamente superior a condições não-otimizadas. 

CAPÍTULO 2 

Objetivos e Hipóteses 
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 Objetivo específico IV: Obter condição experimental otimizada para produção de hidrogênio 

considerando as variáveis identificadas como mais significativas no processo. 

Hipótese V:  A diluição do conteúdo do reator fermentativo operado em condição otimizada 

para produção de hidrogênio utilizado como substrato para metanogênese possibilita 

estabelecer condições para uma eficiente produção de metano. 

Objetivo específico V: Avaliar se a diluição do conteúdo do reator fermentativo resulta em 

condições que proporcionam maior produção de metano e remoção de matéria orgânica na 

etapa metanogênica. 

Hipótese VI:  A co-digestão de resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros 

possibilita a recuperação de uma parcela importante do conteúdo energético contido nestes 

substratos. 

 Objetivo específico VI: Avaliar o potencial energético recuperado através da produção de 

hidrogênio e metano em diferentes condições experimentais. 

Hipótese VII:  O Reator de Leito Lixiviado operado em modo contínuo é uma alternativa 

eficiente para a co-digestão de resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros. 

Objetivo específico VII: Avaliar a produção de hidrogênio e a eficiência na degração dos 

resíduos sólidos do leito fixo do reator, sob diferentes condições operacionais durante as fases 

de operação. 

Hipótese VIII:  A alteração das condições operacionais nas quais as etapas fermentativa e 

metanogênica são conduzidas resulta em alteração significativa das rotas metabólicas 

predominantes como uma resposta a mudança na estrutura da comunidade microbiana. 

 Objetivo específico VIII: Caracterizar as comunidades microbianas dos inóculos, de 

amostras dos reatores em batelada de diferentes condições experimentais fermentativas e 

metanogênicas, e de distintas fases operacionais e compartimentos do reator contínuo.  
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O presente trabalho foi estruturado de forma a apresentar seus resultados na forma de 

cinco artigos científicos independentes, nos quais são abordados aspectos específicos da área 

de estudo. 

Cada artigo científico corresponde a um capítulo principal da tese, e estão organizados 

da seguinte forma: 

Capítulo 4: Primeiro artigo, “Avaliação de fatores significativos na produção de hidrogênio e 

ácidos orgânicos na co-fermentação de resíduos sólidos e água residuária do processamento 

de citros”.  

Capítulo 5: Segundo artigo, “Efeito da alcalinização para o aumento da produção de 

hidrogênio sob diferentes concentrações de substrato na co-fermentação de resíduos da 

agroindústria de citros”. 

Capítulo 6: Terceiro artigo, “Otimização de parâmetros fermentativos para aumento da 

produção de hidrogênio: A co-fermentação de resíduos da agroindústria de citros é uma 

alternativa interessante para recuperação energética?”. 

Capítulo 7: Quarto artigo, “Otimização da produção de metano a partir da co-digestão de 

resíduos da agroindústria de citros em um sistema de dois estágios: Investigação dos efeitos 

da concentração de matéria orgânica e da alcalinização”. 

Capítulo 8: Quinto artigo, “Co-digestão de resíduos sólidos e líquidos da agroindústria de 

citros: Efeito do tempo de detenção hidráulica e carga orgânica volumétrica sobre a produção 

de H2 em reator de leito lixiviado em operação contínua”. 

 O presente trabalho também contempla um capítulo de Introdução para 

contextualização e justificativas para o desenvolvimento da pesquisa (Capítulo 1), a 

apresentação das hipóteses e objetivos, tanto gerais, como específicos (Capítulo 2), a 

formalização de conclusões gerais acerca dos resultados obtidos (Capítulo 9), e 

considerações finais, recomendações e sugestões para trabalhos futuros (Capítulo 10). 

CAPÍTULO 3 

Considerações Iniciais 
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Avaliação de fatores significativos na produção de hidrogênio e ácidos 

orgânicos na co-fermentação de resíduos sólidos e água residuária do 

processamento de citros  

Resumo: Buscou-se avaliar as variáveis independentes na produção de hidrogênio em co-

digestão de resíduos sólidos e água residuária do processamento de laranja com aplicação 

de inóculo autóctone. Foi empregado o desenho experimental de Plackett-Burman para 

avaliar o efeito das variáveis pH (5.0 – 8.0), concentração de resíduos sólidos de laranja (5 – 

15 gSTV.L
-1

), concentração de água residuária  (1 – 3 gDQO.L
-1

), extrato de levedura (0 – 2 

g.L
-1

), tamanho da partícula (mesh 10 – 30), e bioaumentação de inóculo autóctone (0.5 – 2.5 

gSTV.L
-1

). O maior potencial de produção de hidrogênio de 142.5 mL.L
-1, 

e maior taxa 

máxima de produção de 29.8 mL.h
-1

 foram obtidos sob as condições de pH 5.0, 15 gTVS.L
-1

de 

resíduos sólidos de laranja, 3 gDQO.L
-1

de água residuária, 2 g.L
-1

de extrato de levedura, 

tamanho de partícula 30 mesh, e bioaumentação de 2.5 gSTV.L
-1

. Sob tais condições foram 

observados os ácidos acético (368.6 mg.L
-1

), butírico (1181.09 mg.L
-1

) e valérico (696.4 

mg.L
-1

) como os principais metabólitos ao final da operação dos reatores em batelada. 

Identificou-se mudança importante na estrutura da comunidade microbiana em termos de 

abundância relativa entre a biomassa do inóculo autóctone e aquela do final do ensaio de 

maior produção de hidrogênio, com predominância dos gêneros Lactobacillus, Megasphaera, 

Olsenella, e Prevotella, sendo a interação metabólica entre bactérias produtoras e 

consumidoras de ácido láctico identificada como via principal de produção de hidrogênio. 

 

 

 

CAPÍTULO 4  
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4.1.Introdução 

Em função da densidade energética (120,0 MJ/kg), da ordem de duas a três vezes 

maior que combustíveis de hidrocarbonetos, o gás hidrogênio pode ser utilizado em motores 

térmicos, em células combustíveis, ou ainda ser aplicado como matéria prima para a síntese 

de amônia, álcool, aldeídos, e para a hidrogenação de vários produtos de petróleo (Guo et al., 

2010; Hu et al., 2013). O hidrogênio de forma geral é produzido 40% através de gás natural, 

30% por óleos pesados e nafta, 18% por carvão mineral, e 4% por eletrólise (Das and 

Veziroglu, 2008); tais processos termoquímicos para produção de hidrogênio utilizando 

fontes fósseis de energia agregam elevado impacto ambiental ao ciclo de vida do hidrogênio 

produzido (Boyano et al., 2011; Rocha et al., 2021; Souza et al., 2021). 

A alternativa de obtenção de H2 por meio da fermentação é promissora visto que tal 

processo é alternativa no que se refere às matérias primas utilizadas, sendo possível empregar 

águas residuárias, resíduos alimentares, resíduos de animais, além de biomassas 

lignocelulósicas provenientes de diferentes atividades agroindustriais, cuja utilização depende 

de sua disponibilidade e abundância local (Akhlaghi et al., 2019; Atelge et al., 2020; Han et 

al., 2016; Nguyen et al., 2019; Zhou et al., 2013). 

Diferentes substratos lignocelulósicos têm sido avaliados para obtenção de 

biocombustíveis, assim como de outros produtos de interesse biotecnológico, resíduos 

gerados em elevada quantidade no setor agroindustrial, tais como bagaço de cana-de-açúcar 

(Rabelo et al., 2018; Soares et al., 2018a), casca e água residuária do processamento de café 

via úmida (Villa Montoya et al., 2020a), resíduos de banana (Mazareli et al., 2020), palha de 

milho (Fu et al., 2020; Li et al., 2016), casca de arroz (Sattar et al., 2016), dentre outros,  têm 

despertado interesse em relação à recuperação de energia associada à minimização da 

magnitude dos problemas relacionados ao estabelecimento de uma logística de descarte 

sustentável. 

Dentre estes substratos estão incluídos aqueles gerados nas indústrias de 

processamento de laranja para produção de suco. A produção global de frutas, que 

compreende laranja, limão, laranja lima, tangerina e toranja, é de aproximadamente 150 

milhões de toneladas segundo dados da FAO de 2020, e deste total cerca de 75 milhões de 

toneladas (49,5% do total) correspondem à produção de laranjas. O Brasil é o país mais 

importante no mercado global da laranja e seus derivados com produção de cerca de 17 
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milhões de toneladas do fruto, o que representa quase um quarto de toda produção mundial, 

da qual também fazem parte a China, Índia e EUA (FAO, 2019).   

Tem-se considerável produção de resíduos sólidos agroindustriais de laranja, visto que 

correspondem a mais da metade (50 – 60%) do peso da fruta processada (Calabrò e Panzera, 

2018; Zema et al., 2018), e são divididos entre casca (40 – 55%), membranas internas 

comumente chamadas de bagaço (30 – 35%) e sementes com participação inferior a 10% 

(Zema et al., 2018). Estima-se que sejam produzidos anualmente 20 – 30 milhões de toneladas 

destes resíduos (casca e bagaço) (Calabrò et al., 2016; Rosas-Mendoza et al., 2020); uma vez 

que entre 30 a 50% da produção de laranjas são consumidas frescas, sendo a outra parcela 

destinada ao processamento. 

Além dos resíduos sólidos gerados diretamente da fruta após a extração do suco, há 

também outro importante e problemático fluxo no processo, que consiste na água residuária 

gerada em grande quantidade em diversas etapas do processamento, como aquelas referentes 

às operações de limpeza de máquinas e demais instalações da indústria, do sistema de 

refrigeração, da etapa de recuperação de óleos essenciais, assim como do processo de 

prensagem e secagem dos resíduos sólidos  (Calabro et al., 2017; Guzmán et al., 2015; Zema 

et al., 2012). Por meio da caracterização físico-química desses efluentes tem-se significativo 

teor de matéria orgânica que varia bastante de uma indústria para outra, com demanda 

química de oxigênio (DQO total) que pode chegar a mais de 40,0 g.L
-1

; pH ácido (< 6,0); 

sólidos coloidais em suspensão (hesperidina, pectina) e sedimentáveis (resíduos de polpa e 

casca) e outros compostos solúveis (açúcares e ácidos) ou insolúveis (óleos essenciais); 

contendo também químicos alcalinos usados na limpeza de máquinas (Calabro et al., 2017; 

Guzmán et al., 2015; Karaouzas et al., 2010; Koppar e Pullammanappallil, 2013; Rosas-

Mendoza et al., 2020). 

A obtenção de hidrogênio a partir dos resíduos do processamento de citros vem sendo 

avaliada em estudos que empregaram casca e bagaço (Abd-Alla et al., 2018; Camargo et al., 

2021a; Camargo et al., 2020a; Mohan et al., 2009), assim como outros com foco na água 

residuária do processamento (Torquato et al., 2016). Todavia, faltam informações em relação 

à co-digestão destes resíduos no sentido de avaliar as potencialidades e limitações no que se 

refere a obtenção de gás hidrogênio. Devido à falta de informação relacionada a utilização 

conjunta destes substratos, a aplicação de um planejamento experimental para investigar 

variáveis significativas sobre o processo é interessante para o direcionamento sobre quais 
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variáveis operacionais, tais como pH, concentração de substrato, inóculo, suplementação de 

nutrientes, devem ser priorizadas no intuito de otimizar a obtenção hidrogênio a partir da co-

digestão destes substratos. Por exemplo, Villa-Montoya et al. (2019) aplicaram metodologia 

de design multifatorial para avaliar os parâmetros físico-químicos e biológicos da co-digestão 

de casca e polpa de café com a água residuária do processamento de café. Sob tal 

possibilidade, foram identificados o pH, temperatura e headspace como as principais variáveis 

que afetam o potencial máximo de produção de 𝐻2 (P), assim como para a taxa máxima de 

produção (𝑅𝑚). Mazareli et al. (2020) aplicaram o planejamento experimental de Plackett-

Burman para avaliar fatores significativos na produção de hidrogênio empregando resíduos de 

banana, sendo  identificados o pH, temperatura e headspace como variáveis que afetaram P de 

forma estatisticamente significativa.  

Neste contexto, foi avaliado nesta trabalho o efeito do pH (5,0 – 8,0), concentrações de 

resíduos sólidos de laranja (5 – 15 gSTV.L
-1

), água residuária do processamento de laranjas (1 

– 3 gDQO.L
-1

), extrato de levedura (0 – 2 g.L
-1

), tamanho da partícula (10 – 30 mesh), e 

bioaumentação de biomassa autóctone (0,5 – 2,5 gSTV.L
-1

) em relação aos parâmetros 

cinéticos de produção de hidrogênio, pela aplicação do desenho experimental de Plackett-

Burman, utilizando resíduos sólidos e água residuária do processamento de laranjas como 

substratos, com o intuito de obter conhecimento sobre o potencial de co-digestão destes 

resíduos integrantes da mesma cadeia produtiva agroindustrial. Além disso, a estrutura da 

comunidade microbiana foi caracterizada por meio do sequenciamento dos genes 16S rRNA, 

sendo também avaliada a predição metabólica predominante na condição de maior produção 

de hidrogênio. 

4.2.Materiais e Métodos 

4.2.1 Substratos 

Os resíduos sólidos (RSL), cascas e bagaço da laranja in natura, foram obtidos a partir 

da remoção manual do suco e sementes de laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck, var. Pera-Rio) 

frescas e maduras. O resíduo seco foi obtido a partir da desidratação do conteúdo in natura 

durante 48h em estufa a 50°C, e posteriormente moído em diferentes granulometrias de 

partículas (10, 20 e 30 mesh) utilizando moinho de facas tipo Willye (Modelo SL 32, 1750 

rpm – Solab),  sendo posteriormente acondicionados de forma fracionada em frascos plásticos 

e mantidos a  -10°C, devidamente identificados até o momento de sua utilização, conforme 
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descrito em Calabrò et al. (2016). A caracterização dos resíduos in natura e desidratado, em 

termos de sólidos, umidade e pH, pode ser verificada na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1. Caracterização dos resíduos de laranja in natura e desidratado. 

Parâmetro In natura Desidratado 

Umidade (% w/w) 76,51 13,41 

TS (% w/w) 23,49 86,59 

TVS (% TS) 96,26 95,85 

TVS (% w/w) 22,61 83,00 

Cinzas - TFS (% w/w) 0,88 3,59 

pH - 4,18 

TS: Sólidos Totais; TVS: Sólidos Totais Voláteis; TFS: Sólidos Totais Fixos. 

A água residuária do processamento de citros (ARL) foi obtida de indústria do setor 

citrícola, sendo a coleta realizada no período da safra de laranja. A água residuária coletada 

foi transportada até o Laboratório de Processos Biológicos – LPB EESC/USP acondicionada 

em frascos plásticos de 20L e imediatamente após a coleta armazenada conforme descrito por 

Torquato et al. (2016) e mantida a -20°C. A caracterização da água residuária, em termos de 

sólidos, DQO, carboidratos, fenóis, ácidos e pH, pode ser verificada na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2. Caracterização da água residuária do processamento de citros. 

Parâmetro Valores (mg.L
-1

)
a 

pH 6,12 

TS  5666,7 

TVS  4000,0 

SST  913,3 

SSV  740,0 

DQO bruta 3421,7 

DQO Filtrada 2705,0 

Carboidratos Bruta 178,3 

Carboidratos Filtada 110,0 

Fenóis Totais 240,4 

HAc 600,9 

HPr 66,9 

HBu 169,0 

HVa 127,2 
a
unidade para todos os parâmetros exceto pH. 
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4.2.2 Inóculo Autóctone 

 O consórcio microbiano acidogênico autóctone foi obtido pela autofermentação dos 

resíduos do processamento da laranja. Foram realizadas montagens de reatores em batelada 

em Frascos Duran
®
 com adição de 5 gSTV.L

-1
 RSL in natura; 2,5 g DQO.L

-1
 ARL; e 2 g.L

-1
 

de extrato de levedura; o pH inicial foi ajustado em 6,0 utilizando solução de NaOH 1M. 

Foram usados frascos de borossilicato de 1,0 L, sendo 500 mL de meio reacional e 500 mL de  

headspace com N2 (100%). Os frascos foram fechados com tampa de butila e rosca plástica, e 

incubados em condições estáticas à 37 °C.  

O acompanhamento da produção de hidrogênio foi realizado de forma que o meio 

reacional fermentado foi substituído sucessivamente quando ocorria a estabilização da 

produção, de acordo com metodologia de Camargo et al. (2020). O procedimento foi 

realizado sucessivas vezes até obter elevada densidade de biomassa fermentativa. 

A bioaumentação com inóculo autóctone foi realizada com base nos sólidos totais 

voláteis (gSTV.L
-1

), desta forma a alíquota de inóculo que foi tomada para cada ensaio, 

calculada com base na Eq.1, foi obtida pela relação entre os sólidos totais voláteis e o valor de 

bioaumentação desejado em cada ensaio. 

𝐴𝐵,𝑘 =
𝑉𝑀𝑅,𝑘.𝐵𝑘

𝑆𝑇𝑉𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧
                                                                    (1)   

Sendo, 𝐴𝐵,𝑘 a alíquota (mL) de inóculo utilizada para bioaumentação de um ensaio k; 

𝐵𝑘 refere-se a bioaumentação em gSTV.L
-1

 estabelecida para o ensaio k; 𝑉𝑀𝑅,𝑘 é o volume do 

meio reacional do reator batelada; e 𝑆𝑇𝑉𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧  corresponde aos sólidos totais voláteis 

(gSTV.L
-1

) do reator de obtenção do inóculo. 

4.2.3 Planejamento Experimental: Ensaios em batelada 

 Planejamento experimental de Plackett-Burman realizado com 12 ensaios para seis 

variáveis independentes avaliadas em dois níveis, com adição de três pontos centrais, 

conforme metodologia apresentada por Rodrigues e Iemma (2014) foi realizado com o intuito 

de investigar quais fatores são significativos para os parâmetros cinéticos de produção 

biológica de hidrogênio, assim como, para produção de ácidos orgânicos e parâmetros físico-

químicos como consumo de carboidratos e aumento da concentração de fenóis. Os seguintes 

fatores foram avaliados: pH inicial (5,0 – 8,0), concentrações de resíduos de laranja RSL 

(casca e bagaço) (5 – 15 gTVS.L
-1

), concentração de extrato de levedura (sem – até 2 g.L
-1

), 
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concentração de água residuária (1 – 3 gDQO.L
-1

), tamanho das partículas de resíduos sólidos 

(10 – 30 mesh), e bioaumentação (0,5 – 2,5 gSTV.L
-1

). 

O estabelecimento dos valores fixados para cada uma das variáveis nos níveis superior 

e inferior foi realizado com referência em estudos nos quais foram investigados a produção de 

hidrogênio via processos fermentativos empregando diferentes substratos lignocelulósicos 

(Camargo et al., 2019; Chen et al., 2017; Cheng et al., 2019; Fernandes et al., 2010; Mazareli 

et al., 2020; Soares et al., 2018a; Torquato et al., 2016; Villa Montoya et al., 2020a, 2019). Na 

Tabela 4.3 está apresentada a matriz do planejamento experimental PB12 usada para avaliar 

as variáveis independentes. 

Tabela 4.3. Matriz do desenho experimental de Plackett-Burman para avaliação das variáveis 

independentes sobre a produção de hidrogênio. 

Ensaios 
Variáveis Codificadas pH 

Inicial 

RSL 

(g STV L-

1) 

EL 
(g L-

1) 

ARL 
(g DQO L-

1) 

Tamanho 

Partícula 

(mesh*) 

Bioaumentação 

(gSTV.L
-1

) 
X1 X2 X3 X4 X5 X6 

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 8,0 5,0 2,0 1,0 30 0,5 

2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 8,0 15,0 0 3,0 30 0,5 

3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 5,0 15,0 2,0 1,0 10 0,5 

4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 8,0 5,0 2,0 3,0 30 2,5 

5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 8,0 15,0 0 3,0 10 0,5 

6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 8,0 15,0 2,0 1,0 10 2,5 

7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 5,0 15,0 2,0 3,0 30 2,5 

8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 5,0 5,0 2,0 3,0 10 0,5 

9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 5,0 5,0 0 3,0 10 2,5 

10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 8,0 5,0 0 1,0 10 2,5 

11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 5,0 15,0 0 1,0 30 2,5 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 5,0 5,0 0 1,0 30 0,5 

13 0 0 0 0 0 0 6,5 10,0 1,0 2,0 20 1,5 

14 0 0 0 0 0 0 6,5 10,0 1,0 2,0 20 1,5 

15 0 0 0 0 0 0 6,5 10,0 1,0 2,0 20 1,5 

* 
mesh 10 (2.00 mm); mesh 20 (0.85 mm); mesh 30 (0.60 mm) 

Os ensaios em bateladas foram realizados em frascos Erlenmeyers (500 mL) fechados 

com tampa de butila e rosca plástica e equipado com válvula com agulha para amostragem de 
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gás, e válvula acoplada à mangueira para coleta de amostra líquida. O volume de meio 

reacional foi de 250 mL e headspace de 250 mL, preenchido com N2 (100%). Ao longo dos 

ensaios amostras gasosas do headspace foram coletadas para obtenção dos parâmetros 

cinéticos de produção de hidrogênio, assim como amostras líquidas, em volume total inferior 

a 10% do conteúdo reacional, foram coletadas em determinados pontos do ensaio para 

quantificação dos metabólitos solúveis. 

Os reatores em batelada foram mantidos a 37°C e mantidos em shaker Informs HT – 

Multitron Pro a 130 rpm. Os ensaios de cada condição experimental foram conduzidos em 

triplicatas totalizando 45 reatores. 

4.2.4 Análises físico-químicas e cromatográficas 

Para o monitoramento e coleta de dados durante os ensaios acidogênicos foram 

realizadas análises da fração líquida dos reatores batelada, carboidratos solúveis totais 

(Dubois et al., 1956), demanda química de oxigênio – DQO (APHA/AWWA/WEF, 2012), 

fenóis totais (Buchanan e Nicell, 1997), sólidos totais voláteis (STV), sólidos suspensos totais 

(SST) e sólidos suspensos voláteis (SSV), ácidos orgânicos voláteis (Lazaro et al., 2012). As 

análises de carboidratos, fenóis e DQO foram feitas para amostra filtrada em filtro de seringa 

com 0,45 µm de diâmetro de poro.  

Para o monitoramento da fase gasosa do reator, foi realizada a coleta de amostras de 

500 µL de gás do headspace utilizando seringa equipada com trava de pressão. A análise da 

composição do biogás foi realizada em cromatógrafo gasoso Shimadzu GC- 2010 equipado 

com detector de condutividade térmica (TCD), coluna capilar Carboxen
TM

 1010 PLOT (30 m 

x 0,53 mm, Supelco), utilizando como gás de arraste argônio (12 mL.min
-1

), sendo as 

temperaturas do injetor, coluna e detector, respectivamente de 220°C, 130°C e 230°C. A 

pressão (mbar) do headspace do reator foi aferida por meio de medidor digital de pressão 

manométrica antes e após a tomada da amostra de gás para monitoramento das diferenças de 

pressão, sendo os dados utilizados para quantificação do volume de biogás produzido. 

4.2.5 Análise dos dados 

Os resultados obtidos por meio das análises experimentais foram ajustados e analisados 

estatisticamente através do software Minitab
®

 19.1. Para avaliação da significância dos 

fatores estudados durante o planejamento experimental de seleção de variáveis foi utilizado 

um nível de significância de 10% (p<0,10), seguindo recomendação de Rodrigues e Iemma 



40 
 

 
 

(2014), sendo mais prudente estabelecer este nível de significância em vez de 5%, para evitar 

erro do tipo I, rejeitando de forma errônea  a hipótese nula (𝐻0). 

A partir da composição do biogás obtida através de cromatografia gasosa, o número de 

mols de hidrogênio e metano foi obtido empregando as curvas de calibração feitas para o 

cromatógrafo Shimadzu GC- 2010, considerando o volume injetado, assim como o volume do 

headspace. A quantificação de hidrogênio e metano em volume (mL) foi obtida empegando a 

equação de estado do gás ideal (Equação de Clapeyron), conforme Eq. 2. 

𝑝. 𝑉 = 𝑛. 𝑅. 𝑇                                                           (2) 

 Sendo: 

𝑝= pressão (atm) do headspace  

𝑉= Volume do gás no headspace (L) 

𝑛= número de mols do gás no headspace (mol) 

𝑇= Temperatura do gás no headspace (K) 

𝑅= Constante universal dos gases: 0,0820574587 atm.L.K
-1

.mol
-1 

Os dados de produção de hidrogênio e metano acumulada ao longo do tempo de ensaio 

foram ajustados ao modelo de Gompertz modificado (Eq. 3) utilizando o software OriginPro 

8.5
®
, obtendo os parâmetros cinéticos conforme descritos a seguir. 

𝐻(𝑡) = 𝑃. 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝑅𝑚.𝑒

𝑃
(𝜆 − 𝑡) + 1]}                                            (3) 

Sendo: 

𝐻 = Produção acumulada de hidrogênio (mL.L
-1

) no tempo (t) 

𝑃 = Potencial máximo de produção de hidrogênio (mL.L
-1

) 

𝑅𝑚 = Velocidade máxima de produção hidrogênio (mL.L
-1

. h
-1

)  

𝑒 = 2,718281828 

𝜆 = Tempo de início da produção de hidrogênio ou metano (h) 

 

4.2.6 Análise da comunidade microbiana 

Amostras do inóculo autóctone e do reator correspondente ao ensaio C7 com maior 

produção de hidrogênio (P) foram coletadas e transferidas para tubos Falcon de 15 mL e 

centrifugadas em velocidade de 8.000 rpm durante 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e 
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o pellet de biomassa foi lavado com solução PBSX1 (NaCl 8,2 g.L-1, Na2HPO4 1,05 g.L
-1

, 

NaH2PO4 + H2O 0,35 g.L
-1

), após nova centrifugação o pellet de biomassa foi armazenado a -

20°C. O DNA total foi extraído usando o FastDNA™ SPIN Kit for Soil DNA Extraction (MP 

Biomedicals) seguindo as recomendações do fabricante. A integridade do DNA extraído foi 

verificado em gel de agarose  (0,8%) e a quantificação (ng/µL) e a pureza (relação 

260/280nm) foi realizada em Nanodrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher Scientific). 

Em seguida o DNA foi entregue para a empresa GenomeDX – Genética Avançada no Rio de 

Janeiro, RJ, para a realização do sequenciamento. Os Genes 16S rRNA (Região V3+V4) 

foram amplificados usando o set de primer 341F - 806R (Yu et al., 2005) com o código de 

barras. Todas as reações de PCR foram realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master 

Mix (New England Biolabs). As bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando 

NEBNext Ultra DNA Library Pre ® Kit para Illumina, seguindo as recomendações do 

fabricante. A qualidade da biblioteca foi avaliada no Qubit @ 2.0 Fluorômetro (Thermo 

Scientific) e sistema Agilent Bioanalyzer 2100. As bibliotecas foram sequenciadas na 

plataforma Illumina.  A análise das sequências foi realizada via software Uparse (Uparse 

v7.0.1001 ，http://drive5.com/uparse/) (Edgar, 2013). Sequências com ≥97% de similaridade 

foram atribuídas à mesma OTU. Para cada sequência representativa, o software Mothur foi 

usado na comparação com o banco de dados SSUrRNA do banco de dados SILVA ( 

http://www.arb-silva.de/) (Wang et al., 2007) para anotação de espécies em cada classificação 

taxonômica (Limite: 0,8 ~ 1) (Quast et al., 2013) (filo, classe, ordem, família e gênero). Para 

obter a relação filogenética de todas as sequências representativas de OTUs, foi usado o 

MUSCLE (Edgar, 2004) (Versão 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/). As sequências 

foram depositadas na base de dados NCBI sob código de acesso PRJNA907021. A predição 

metabólica do processo foi realizada com base nos grupos de microrganismos identificados 

pela análise do sequenciamento dos genes 16S rRNA e metabólitos detectados, utilizando 

como ferramenta os bancos de dados  BRENDA (BRENDA Enzyme Database, 2022) e 

KEGG (KEGG Pathway Database, 2022). 

 

 

 

 

http://drive5.com/uparse/
http://www.arb-silva.de/
http://www.drive5.com/muscle/
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4.3. Resultados e Discussões 

4.3.1 Parâmetros cinéticos da produção de hidrogênio 

  

 Para obtenção de fatores significativos que influenciam nos parâmetros cinéticos de 

produção de hidrogênio foram avaliadas seis variáveis independentes, sendo elas pH inicial, 

concentração de resíduos sólidos de citros, concentração de água residuária da indústria do 

processamento de citros, concentração de extrato de levedura, bioaumentação de inóculo 

autóctone, e tamanho da partícula dos resíduos sólidos de citros, através da aplicação de um 

planejamento experimental de Plackett-Burman.  

No ensaio C-12 não foi observada produção relevante de H2 que permitisse realizar o 

ajuste de Gompertz para obter os parâmetros cinéticos. Vale destacar que tal ensaio foi 

conduzido em condições de nível inferior (-1) para todas as variáveis analisadas (Tabela 4.3), 

ou seja, trata-se de uma condição extrema onde houve baixa adição de substrato (5,0 gSTV.L
-

1
 de RSL e 1,0 gDQO.L

-1
 de ARL), sem adição de nutrientes advindos do extrato de levedura, 

bioaumentação (0,5 gSTV.L
-1

), e pH ácido (5,0). Sob tais condições é possível inferir que o 

efeito do nível inferior de cada uma das variáveis pode não representar limitação na produção 

de hidrogênio, mas a combinação das variáveis neste nível torna a condição limitante.  

 Os parâmetros cinéticos de produção de hidrogênio como potencial máximo de 

produção (P), velocidade máxima de produção (Rm) e tempo para início da produção (λ), 

assim como o rendimento (Y), foram obtidos para cada um dos demais ensaios e podem ser 

verificados na Tabela 4.4. Em relação ao tempo de início de produção de 𝐻2 observou-se 

entre 0,9 e 31,5 h. No ensaio C-7 (pH inicial 5,0, 15 gSTV. L−1 de RSL,  2 gSTV. L−1 de EL, 3 

gDQO. L−1 de água residuária, bioaumentação de 2,5 gSTV. L−1 e granulometria do RSL 30 

mesh) obteve-se o menor tempo para início de produção, cuja estabilização da produção de 

hidrogênio (Figura 4.1), ocorreu por volta de 10 a 12 h após o início da fermentação.  

 

 

 

 

 



43 
 

 
 

Tabela 4.4. Parâmetros cinéticos e físico químicos dos ensaios em batelada de avaliação de 

fatores significativos de produção de H2. 

Ensaio 

P Rm 
 

λ 
Y1 

Final 

pH  

Carboidratos 

mg.L-1 

Fenóis 

mL.g-1 

mL.L-1 mL.L-

1.h-1 h 
mL.g-1 

CHO 
Inicial Final Remoção Inicial Final 

C-1 64,6 2,99 10,1 80,2 4,91 920,0 115 87,5% 194,1 435,5 

C-2 84,0 15,48 2,9 25,7 4,86 3633,3 363,3 90,0% 761,1 909,2 

C-3 76,0 1,41 2,2 90,9 4,49 1733,3 896,7 48,3% 388,9 976,7 

C-4 52,9 16,46 3,3 35,4 5,53 1666,7 170 89,8% 411,1 666,4 

C-5 57,9 4,77 8,4 39,8 4,82 1716,7 263,3 84,7% 481,5 1111,2 

C-6 81,3 14,03 3,0 51,3 4,59 1770,0 186,7 89,5% 453,9 1557,7 

C-7 142,5 29,81 0,9 54,1 4,71 3616,7 980 72,9% 703,1 1073,5 

C-8 40,6 7,89 7,5 47,6 4,98 950,0 96,67 89,8% 256,8 498,2 

C-9 28,7 8,53 1,5 52,7 4,85 603,3 58,33 90,3% 296,5 628,1 

C-10 67,5 1,75 31,5 124,2 4,78 713,3 170 76,2% 213,2 602,1 

C-11 85,9 15,4 3,2 37,6 4,42 3066,7 780 74,6% 501,3 890,0 

C-12 - - - - 4,01 1153,3 175 84,8% 258,3 583,9 

C-13 54,7 2,75 15,2 29,7 4,80 2026,7 183,3 90,9% 437,1 982,0 

C-14 64,0 2,66 15,9 41,8 4,79 1706,7 176,8 89,6% 396,2 897,7 

C-15 55,7 2,98 15,2 32,9 4,86 1853,3 160 91,4% 398,8 1012,5 

Em relação ao ensaio C-10 observou-se o maior valor de λ, sendo de 31,5h e produção 

máxima acumulada em 70h, quando houve a estabilização. Tal ensaio foi conduzido em pH 

inicial 8,0, 5 g STV. L−1 de RSL, sem adição de extrato de levedura, 1 gDQO. L−1 de água 

residuária e bioaumentação de 2,5 gSTV. L−1, e granulometria de RSL 10 mesh. Entre os 

ensaios com extremos de maior e menor tempo para início da produção verifica-se que as 

condições estabelecidas são contrárias para cinco dos 6 parâmetros avaliados, sendo apenas a 

bioaumentação de 2,5 gSTV. L−1 comum entre elas. Entretanto, de forma geral, verificou-se 

estatisticamente que nenhuma das variáveis analisadas foi significativa para influenciar a 

variação do tempo de início de produção de 𝐻2.  
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Figura 4.1.Produção acumulada de 𝑯𝟐 com ajuste de Gompertz modificado, para os ensaios 

fermentativos do planejamento experimental de Plackett-Burman. 

Wongthanate et al. (2014) constataram em ensaios com reatores em batelada para 

produção de hidrogênio com água residuária e resíduos sólidos de indústrias de 

processamento de alimentos e bebidas com 1,0 a 20,0 g DQO.L
-1

, que a variação do pH inicial 

de 4,5 a 7,0 foi significativa para início da produção de hidrogênio, com valor médio de λ de 

8h. Mazareli et al. (2020) obtiveram tempo para início de produção de 2,6 a 9,8h para a 

fermentação de resíduos de banana, sendo que maiores valores de λ foram verificados em 

reatores com pH 7,5, em comparação aos ensaios com pH 5,5. Kim et al. (2011) verificaram 

em ensaios fermentativos de resíduos de alimentos em reatores em batelada impacto 

importante do pH no tempo de início de produção, sendo o menor tempo (4h) observado para 

valores de pH 7,0 e 8,0, e maior (mais de 10h) para pH 5,0. Nestes diferentes estudos foi 

verificado um padrão de variação de λ em resposta à modificação do pH. Todavia, para as 

condições do presente trabalho com resíduos de citros não foi observada uma resposta direta 

em relação a variável pH e valores de λ, não havendo, portanto, padrão único em relação as 

repostas, uma vez que as demais variáveis experimentais impostas podem ter exercido maior 

importância neste sentido.  

Camargo et al. (2020a) verificaram que a concentração de substrato foi avaliada como 

variável significativa em relação ao tempo de início de produção de 𝐻2  em ensaios 
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fermentativos com resíduos sólidos de laranja, de forma que maior concentração de substrato 

(15 gSTV. L−1) esteve associada a maior λ, em relação a ensaios com menor concentração de 

substrato (5 gSTV. L−1). No presente estudo apesar da concentração de substrato não ter sido 

verificada como uma variável significativa para λ (p=0,208 e p=0,322, para concentração de 

RSL e ARL, respectivamente), resposta mais rápida em relação à produção de hidrogênio 

esteve associada ao nível superior (+1) de concentração de substrato (RSL 15 gSTV. L−1 e 

ARL 3 gDQO. L−1), provavelmente associado a maior disponibilidade de carboidratos solúveis 

no meio. 

 Em relação ao potencial máximo de produção (P) observou-se valores entre 28,7 a 

142,5 mL.L
-1

. No ensaio C-7 foi observada maior produção 142,5 mL.L
-1

 (Figura 4.1), 

enquanto nos ensaios C-2, C-6 e C-11 observou-se valores intermediários, com P de 

aproximadamente 80 mL.L
-1

. No ensaio C-9 obteve-se o menor valor (28,7 mL.L
-1

) dentre os 

ensaios em que houve produção. Para o caso dos ensaios C-2, C-6 e C-11 nos quais verificou-

se valores intermediários semelhantes para P, a concentração de resíduos sólidos no nível 

superior (15 gSTV.L
-1

) foi a única condição em comum entre estes três ensaios, também 

comum ao ensaio C-7, no qual obteve-se o maior valor para P. O maior P obtido em C-7 em 

relação aos ensaios C-2, C-6 e C-11, é provável ser decorrente principalmente da diferença de 

pH do ensaio C-7 (pH 5,0) para C-2 e C-6 (pH 8,0), e da ausência de adição de EL e menor 

concentração de ARL (1,0 gDQO.L
-1

) em C-11, sendo estas as principais diferenças entre as 

condições experimentais. 

A produção média de 𝐻2 nos ensaios dos pontos centrais (C-13, C-14 e C-15) foi de 

58,1± 5,1 mL.L
-1

. Em relação a resposta P verificou-se que a curvatura no ponto central não 

foi  significativa (p > 0,10). Sendo assim, a definição dos níveis estabelecidos para as 

variáveis no presente estudo foi adequada ao modelo de primeira ordem, conforme descrito 

por Rodrigues e Iemma (2014), uma vez que a avaliação da resposta no ponto central permite 

inferir se a definição dos níveis foi adequada através da verificação da existência de curvatura 

nesta região. 

Em relação à resposta P verificou-se que a concentração de RSL foi a única variável 

independente estatisticamente significativa (p=0,010) (Tabela 4.5). Nos ensaios C-2, C-3, C-

5, C-6, C-7 e C-11 conduzidos com 15 gSTV. L−1 de resíduos sólidos foi verificada produção 

de 𝐻2 significativamente superior, em relação aqueles com 5 gSTV. L−1.  
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Camargo et al. (2020a) também aplicaram resíduos sólidos de citros como substrato e 

obtiveram maior produção de hidrogênio (13,29 mmol H2.L
-1

, cerca de 297,0 mL H2.L
-1

) em 

condição experimental com 15 gSTV. L−1. A concentração de substrato também foi relevante 

para produção de hidrogênio em estudos que empregaram outros tipos de substratos 

lignocelulósicos, como por exemplo, para resíduos de sorgo. Antonopoulou et al. (2011), 

verificaram para 9,89 a 20,99 g.L
-1

 de carboidratos, máxima produção de 𝐻2 (2,93 L𝐻2.L
-

1
.dia

-1
 e 8,81 L 𝐻2 .kg

-1
sorgo) com 17,50  g.L

-1
 de sorgo. Nos estudos reportados a 

concentração de resíduos também é observada como estatisticamente significativa, cuja 

melhor resposta em relação à produção de hidrogênio foi semelhante ao presente estudo, 

conduzido com 15 gSTV.L
-1

 de RSL. Provavelmente, para as diferentes condições 

experimentais, a concentração de substrato é variável fundamental na produção de H2. 

O pH inicial é um fator muito importante na condução do processo fermentativo, de 

acordo com Lee et al. (2010), embora a faixa desejável de produção de hidrogênio seja entre 

4,5 a 6,5, e valores de pH abaixo desta faixa podem originar inibição da atividade das 

hidrogenases (Mota et al., 2018). O pH avaliado na faixa entre 5,0 a 8,0 não foi significativo 

na produção de hidrogênio (Tabela 4.5). Todavia, nas condições do ensaio C-7 cuja produção 

de 𝐻2 (142,5 mL.L
-1

) foi mais favorecida em relação aos demais ensaios foi conduzida em pH 

inicial 5,0. Para os demais ensaios foram observados valores similares para P em diferentes 

valores de pH. Por exemplo, para os ensaios C-2 (pH 8,0) e C-11 (pH 5,0) o valor de P foi de 

84,0 e 85,9 mL.L
-1

, respectivamente. 

Tabela 4.5.Efeitos dos fatores avaliados sobre os parâmetros de respostas da fermentação. 

Variáveis 𝑃 𝑅𝑚 λ 𝑅𝐶 𝐹𝑁 HAc HBu 

pH inicial (𝑋1) NES NES NES NES NES NES NES 

Concentração RSL (𝑋2) ↑𝑋2  ↑𝑃 ↑𝑋2  ↑𝑅𝑚 NES NES NES NES ↑𝑋2  ↑𝐻𝐵𝑢 

Concentração EL (𝑋3) NES ↑𝑋3  ↑𝑅𝑚 NES NES NES NES ↑𝑋3  ↓𝐻𝐵𝑢 

Concentração ARL (𝑋4) NES ↑𝑋4  ↑𝑅𝑚 NES NES ↑𝑋4  ↓𝑃𝐻𝐼 ↑𝑋4  ↓𝐻𝐴𝑐 NES 

Tamanho Partícula (𝑋5) NES ↑𝑋5  ↓𝑅𝑚 NES NES ↑𝑋5  ↑𝑃𝐻𝐼 ↑𝑋5  ↑𝐻𝐴𝑐 NES 

Bioaumentação (𝑋6) NES ↑𝑋6  ↑𝑅𝑚 NES NES NES NES NES 

↑Aumento; ↓Redução; NES: Estatisticamente não significativo; RC: Remoção de carboidratos; FN: Aumento 

Fenóis; HAc: Ácido Acético; HBu: Ácido Butírico. 

Em contraste com os resultados obtidos neste estudo em relação ao pH, Camargo et al. 

(2020a), verificaram para resíduos sólidos de citros, que o pH foi fator significativo para P, 
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cujos maiores valores foram obtidos em pH 8,5. Além disso, os autores realizaram a condição 

otimizada em pH 8,98 (Camargo et al., 2021a). Provavelmente, a diferença na faixa de pH 

observada no presente estudo, sendo observado maior P para pH 5,0, e aquela verificada por 

Camargo et al. (2021a; 2020a) está relacionada com a utilização de água residuária, diferente 

suplementação nutricional, e principalmente inóculo distinto no primeiro caso experimental. 

Para a velocidade máxima de produção de hidrogênio (Rm) foram obtidos valores 

entre 1,4 a 29,8 mL.L
-1

.h
-1

. Assim como foi observado para P, no ensaio C-7 foi observado o 

maior valor de Rm (29,8 mL.L
-1

.h
-1

), sendo muito superior ao verificado para os demais 

ensaios. Sob tais condições foi visualizado graficamente uma exponencial de produção de 𝐻2 

muito acentuada (Figura 4.1), que conduziu à estabilização da produção apenas 10 horas após 

o início do ensaio. Para os ensaios C-2, C-4, C-6 e C-11 também se observou maiores valores 

de Rm de 15 mL.L
-1

. h
-1

, todavia, duas vezes inferior àquele valor observado em  C-7.  

Em relação ao tamanho da partícula do RSL foi verificado efeito significativo em 

relação a Rm; o fracionamento das partículas em 30 mesh, menor granulometria de partícula 

utilizada, induziu significativamente a maiores valores de Rm. Provavelmente, menor 

tamanho de partícula do resíduo sólido favoreceu metabolização positiva pelos 

microrganismos propiciando maior Rm. A redução do tamanho das partículas promoveu 

maior solubilização imediata dos carboidratos solúveis disponíveis, além de proporcionar 

maior superfície de contato para ataque microbiano hidrolítico disponibilizando mais 

rapidamente carboidratos inicialmente insolúveis. Izumi et al. (2010) destacam que ao mesmo 

tempo que a redução do tamanho da partícula é benéfico no sentido de acelerar a etapa de 

hidrólise e acidogênese, pode ser prejudicial à estabilidade do sistema promovendo rápida e 

elevada acumulação de ácidos orgânicos. Entretanto, no presente estudo não foram 

verificados problemas relacionados a acumulação de ácidos orgânicos e inibição do processo 

em decorrência do menor tamanho de partícula, visto que os ensaios com maior produção de 

hidrogênio foram conduzidos com partículas 30 mesh. Yuan et al. (2011) também verificaram 

influência do tamanho da partícula do talo de trigo na produção de hidrogênio e obtiveram 

maior Rm para menor tamanho de partícula do resíduo sólido.  

O menor valor de Rm foi verificado no ensaio C-3, sendo de apenas de 1,4 mL.L
-1

.h
-1

, 

em 120 h de operação. Os maiores valores de Rm foram observados nas condições com 

menor tamanho da partícula (30 mesh), sendo este o principal fator comum entre eles; além 

disso, o menor valor de Rm foi observado com maior tamanho de partícula (10 mesh). O valor 



48 
 

 
 

de Rm nos ensaios dos pontos centrais (C-13, C-14 e C-15) foi de 2,8± 0,2 mL.L
-1

.h
-1

, cujo 

tamanho de partícula foi de 20 mesh. 

 Dentre as 6 variáveis independentes analisadas, cinco delas foram significativas em 

relação a Rm, a saber: RSL (p=0,002), EL (p=0,019), ARL (p=0,001), tamanho da partícula 

(p=0,002) e bioaumentação (p <0,001). Dentre todas estas variáveis, o maior efeito (8,9) sobre 

Rm, foi verificado para a bioaumentação. Assim sendo, o valor Rm de 14,3± 9,3 mL.L
-1

.h
-1 

 

foi observado com bioaumentação de 2,5 gSTV. L−1 (nível superior +1),
 
e de forma geral 

superior àquele observado com bioaumentação de 0,5 gSTV. L−1 (nível inferior -1), cujo valor  

foi de 5,4 ±5,6 mL.L
-1

.h
-1

. É provável, portanto, que no presente estudo, os maiores valores 

para Rm obtidos nos ensaios com maior bioaumentação estão relacionados à maior 

disponibilidade de microrganismos associados com a conversão dos resíduos de citros, uma 

vez que se trata de um consórcio autóctone adaptado. Argun e Dao (2016) também 

observaram maiores valores de Rm à medida que houve aumento da bioaumentação, resultado 

este que associaram a melhora na hidrólise dos resíduos de polpa de pêssego. 

Da mesma forma que baixas concentrações de inóculo podem limitar a produção de 

hidrogênio, maior adição de inóculo pode resultar em redução drástica de pH pela rápida 

produção de ácidos orgânicos voláteis afetando negativamente a produção de  𝐻2 (Argun e 

Dao, 2016). Tal limitação do processo devido à maior concentração de biomassa microbiana 

não foi observada, visto que para a faixa em que a bioaumentação foi avaliada não se 

verificou inibição da produção de hidrogênio em decorrência de possível desequilíbrio entre 

concentração de substrato e microrganismos. A partir desta consideração, para os ensaios 

conduzidos no nível superior desta variável, com adição de 2,5 gSTV. L−1 de inóculo houve 

produção de hidrogênio de 28,7 a 142,5 mL.L
-1

, para C-2 e C-7, respectivamente. Desta 

forma, pode-se inferir que a bioaumentação como de fundamental importância para o 

processo, pode ser investigada para valores além de 2,5 gSTV. L−1  visando promover 

condições ainda mais favoráveis para obtenção de hidrogênio.  

Em relação à concentração de extrato de levedura (𝑋3) identificou-se efeito positivo 

significativo em relação a Rm. Moura et al.(2020) identificaram o extrato de levedura como 

uma variável significativa ao realizaram um screening dos componentes no meio de cultura 

RCM no intuito de obterem condição otimizada para produção de hidrogênio, sendo 

observado 1,5 g.L
-1

 de extrato de levedura como concentração ótima. Soares et al. (2018a) 

também observaram que adição de 2,77 g.L
-1

 de extrato de levedura foi favorável a maior P 
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(1,50 mmol 𝐻2 .L
-1

) a partir de bagaço de cana de açúcar. No presente trabalho, a maior 

produção de hidrogênio foi obtida com 2,0 g.L
-1 

de extrato de levedura, valor este 

intermediário ao reportado nos estudos mencionados.  

4.3.2 Parâmetros físico-químicos 

Em relação à concentração inicial de carboidratos solúveis foi possível verificar 

relação significativa (p<0,10) para as variáveis, concentração RSL (𝑋2), concentração ARL 

(𝑋4) e tamanho da partícula (𝑋6).  A disponibilidade inicial de carboidratos observada foi de 

600 mg.L
-1

 (C9) a 3600 mg.L
-1

 (C2 e C7) (Figura 4.2). Tanto, a concentração de RSL, como 

ARL obviamente impactaram no aumento do aporte de substrato.  

 
Figura 4.2. Concentração de carboidratos nos pontos inicial e final, e remoção percentual de 

carboidratos de cada ensaio batelada do planejamento experimental de Plackett-Burman. 

Os ensaios com maior concentração inicial de carboidratos C-2, C-7 e C-11, foram 

também aqueles com maior P, enquanto o ensaio com menor concentração foi aquele com 

menor P. Esta tendência também foi observada por Rabelo et al. (2020) em ensaios 

fermentativos com glicose e celulose. Os autores obtiveram maior P (162,4 mL 𝐻2) em ensaio 

com maior concentração inicial de açúcares solúveis (7,0 g.L
-1

).  

De forma geral observou-se consumo de carboidratos de 83,3±11,5%, sendo muito 

próximo ou superior a 90,0% em oito ensaios, sendo eles C-2, C-4, C-6, C-8, C-9, e pontos 

centrais (C-13, C-14 e C-15), todavia bem inferior a C-3, cuja porcentagem observada foi de 

apenas 48,3%. Apesar de observada variação importante no consumo de carboidratos para 
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alguns dos ensaios, nenhuma variável avaliada foi estatisticamente significativa em relação a 

este parâmetro para significância de 10%, uma vez que condições experimentais antagônicas 

resultaram em consumo de carboidratos semelhantes, não sendo, portanto, estabelecida uma 

correlação das variáveis com esta resposta experimental.  

Nos ensaios C-8, C-9 e C-12 foi verificado maior consumo de carboidratos, superior a 

85%, apesar da observação de baixa ou inexistente produção de hidrogênio, tais informações 

suportam a ideia de que houve predominância de reações metabólicas de conversão do 

substrato em vias desfavoráveis àquela de produção de H2. 

O padrão de consumo dos carboidratos nos ensaios de uma forma geral se caracteriza 

por atingir uma elevada conversão já nas primeiras 10h, caracterizando um rápido decaimento 

da concentração do substrato inicialmente disponibilizado. Provavelmente, o processo prévio 

de reativação da biomassa autóctone adaptada ao substrato e usado na bioaumentação dos 

reatores possibilitou rápido start-up do processo fermentativo. Exceção foi verificada para o 

ensaio C-10 no qual houve maior tempo para início da utilização do substrato, próximo de 

30h. Akhlaghi et al. (2019) identificaram rápido consumo de carboidratos nas primeiras horas 

em ensaios em reatores em batelada com resíduos de alimentos. Ao avaliar os perfis temporais 

de consumo de carboidratos, produção de H2 e AOVs do presente estudo observou-se 

correspondência entre eles, sendo de uma forma geral obtidos valores de λ inferiores a 10h, 

período no qual foi observado rápido consumo de carboidratos. Todavia, no ensaio C-10, não 

foi observado comportamento padrão de rápida remoção dos carboidratos, sendo identificado 

o maior tempo para início da produção de H2, cerca de 30h. 

Baseado na remoção de carboidratos (g.L
-1

) e  P foi calculado o rendimento (𝑌1, mL 

𝐻2.g
-1

CHO) de utilização do substrato. O rendimento (𝑌1) considerando todos os ensaios com 

produção de hidrogênio foi de 53,1±29,7 mL 𝐻2.g
-1

CHO, com valores extremos de 124,2 mL 

𝐻2.g
-1

CHO para o ensaio C-10 e 25,7 mL 𝐻2.g
-1

CHO para o ensaio C-2. O maior rendimento 

verificado em C-10 decorre do P (67,5 mL.L
-1

), acima da média geral em relação aos demais 

ensaios (63,9 mL.L
-1

), obtido em uma condição experimental de baixa disponibilidade inicial 

de carboidratos (713,3 mg.L
-1

) que resultou no menor consumo absoluto de carboidratos 

dentre todos os ensaios (540 mg.L
-1

), de forma que para menor concentração de substrato 

favoreceu a ocorrência de vias metabólicas relacionadas a produção de H2, entretanto limitou 

a maior produção acumulada. 
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Em contrapartida em C-2 no qual foi identificado P (84,0 mL.L
-1

), também acima da 

média geral dos ensaios, verificou-se o menor 𝑌1. Isto decorreu do fato que este foi o ensaio 

com maior disponibilidade inicial de carboidratos (3633,3 mg.L
-1

) e maior consumo absoluto 

(3270 mg.L
-1

). Provavelmente, este baixo rendimento está associado a ocorrência em maior 

importância de outras vias metabólicas fermentativas nas quais não se verifica produção de 

hidrogênio, ou ainda daquelas em que ocorre o consumo de H2. No ensaio C-7 foi observado 

apenas 54,0 mL 𝐻2.g
-1

CHO, apesar de ter sido verificado para este ensaio o maior valor de P 

(142,5 mL.L
-1

). Tal fato, decorre da elevada concentração inicial e consumo absoluto de 

carboidratos (2640 mg.L
-1

), assim como foi avaliado em C-2, pressupondo-se que ensaios 

para otimização da produção de 𝐻2 avaliando diferentes concentrações de substrato podem 

resultar em significativo aumento de P e Rm.   

Nenhuma das variáveis avaliadas no presente estudo foi identificada como 

significativa em relação ao rendimento 𝑌1. Entretanto, vale destacar que a concentração de 

substrato é apontada por Cappai et al. (2015), como fator importante que influencia no 

rendimento de 𝐻2 , uma vez que a formação de produtos está muito associada a 

disponibilidade de substrato. Portanto, quando a concentração não é ajustada decorrem 

problemas de limitação na transferência de massa, acúmulo de ácidos orgânicos, inibição dos 

microrganismos produtores de hidrogênio, levando ao fato de que a máxima produção de 

hidrogênio não pode ser atingida, comprometendo o rendimento. 

A partir da consideração de que todo conteúdo de carboidratos solúveis disponível no 

início dos ensaios seja composto de hexoses foi calculado o rendimento da produção de 

hidrogênio em mol de 𝐻2 por mol de hexoses consumidas (mol 𝐻2/mol hexose). Para tanto, 

foi verificado rendimentos de 0,11 a 0,96 mol 𝐻2/mol hexose, sendo observado nos ensaios 

C-11 e C-3 o menor e maior rendimento, respectivamente. No presente estudo os valores de 

rendimentos observados  foram baixos, tomando como referência o limite teórico de Thauer; 

ou seja,  de 4 mol 𝐻2/mol hexose (Hallenbeck, 2005). Os rendimentos observados nos ensaios 

foram de 3% a 24% deste limite teórico. Entretanto, os valores observados são comparáveis a 

resultados de outros estudos reportados na literatura, como por exemplo, de 0,36 a 1,45 mol 

𝐻2/mol hexose obtido por Akhlaghi et al. (2019) com resíduos de alimentos, De Gioannis et 

al. (2014) que obtiveram 0,04 a 2,6 mol 𝐻2/mol lactose utilizando soro de queijo, e Cappai et 

al. (2015) que obtiveram rendimento máximo de 0,59 mol 𝐻2/mol hexose com resíduos de 

alimentos.  
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 Na produção de hidrogênio em reatores em batelada o pH inicial pode ser diferenciado 

em relação ao pH operacional, que corresponde ao pH verificado ao longo do processo, de 

forma que o pH inicial tem maior importância sobre fatores que afetam o início de produção, 

enquanto o pH operacional afeta no direcionamento das vias metabólicas (Kim et al., 2011). 

No presente estudo o pH inicial foi avaliado como uma variável independente, não sendo 

identificado como estatisticamente significativo em relação às principais respostas. Vale 

destacar que o pH não foi controlado durante o processo, de forma que a observação do 

comportamento deste parâmetro operacional traz informações complementares. De maneira 

geral, tanto para os ensaios com pH inicial 5,0 (Figura A.1, página 280), como pH inicial 8,0 

(Figura A.2, página 281) observou-se acentuada diminuição deste parâmetro, cujos valores 

foram de 4,5 e 5,0, em período próximo de 10h, após o início da fermentação.  

Resultados similares foram observados por Lee et al. (2002) em ensaios em batelada 

com sacarose. Os autores observaram em diferentes valores de pH inicial (6,0 a 10,0) rápido 

decréscimo, para valores entre 4,0 e 6,0. Todavia, em pH inicial mais elevado (>7,0) 

possibilitou reduzir a inibição da produção de hidrogênio, provavelmente devido a mudança 

metabólica da acidogênese para solventogênese, causada por valores de pH ácidos. Kim et al. 

(2011) também observaram em ensaios utilizando resíduos de alimentos rápida diminuição do 

pH inicial de 5,0 a 9,0, atingindo pH operacional próximo a 5,0. 

 No único ensaio para o qual não houve produção de hidrogênio (C-12) observou-se 

diminuição do pH mais acentuada em relação às demais condições, cujo valor final foi 

próximo a 4,0 (Tabela 4.4). Sob tais condições, provavelmente ocorreu inibição do 

metabolismo microbiano e consequentemente das rotas metabólicas associadas à produção de 

hidrogênio. Manutenção de valores de pH menores que 4,5 conduzem a vias de produção de 

compostos mais reduzidos, tais como solventes e ácido láctico (HLa), afeta o crescimento 

microbiano e ocasiona possível inibição da atividade de hidrogenases (Mota et al., 2018). De 

fato, foi observado um direcionamento das vias metabólicas para produção de compostos mais 

reduzidos em C-12 e predominância de HLa, com 1073,0 mg.L
-1

 ao final do ensaio, 

representando 58,0% do total de metabólitos solúveis. Além do HLa, foi observado também o 

ácido acético (485,0 mg.L
-1

), representando 26,5% do total de metabólitos solúveis. Em 

relação aos demais ácidos, como por exemplo, HBu, HVa, HPr não foram observados em 

menor proporção, configurando predominância absoluta da rota de fermentação láctica e 

coerente com a ausência de produção de 𝐻2 durante tal ensaio. O aumento da concentração de 
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HAc verificado é provável estar associado a ocorrência da fermentação heterolática, na qual a 

produção de HLa pode ser acompanhada pela produção de HAc (Pessione et al., 2010).  

Park et al. (2016) não observaram produção de hidrogênio em reator alimentado com 

galactose, quando a concentração deste substrato foi drasticamente reduzida. Os autores 

associaram esta possibilidade ao acúmulo de ácido láctico em 920 mg.L
-1

. Ainda, relatam a 

característica de populações de bactérias ácido lácticas k-estrategistas, as quais possuem 

maior afinidade para o substrato e, por conseguinte, favorecidas em menor concentração do 

mesmo. A prevalência do metabolismo láctico está combinada à tolerância de populações de 

bactérias em pH ácido (Singhvi et al., 2018). Provavelmente, esta possibilidade pode ser um 

dos fatores principais que contribuiu para prevalência deste metabólito no ensaio C-12, 

conduzido com baixa concentração de substrato (1153,3 mg.L
-1

) e pH ácido de 5,0. Villa-

Montoya et al. (2019) também observaram em ensaios fermentativos com resíduos de café 

maior produção de ácido láctico em pH ácido, reforçando  o favorecimento da produção de 

compostos mais reduzidos e inibição da produção de hidrogênio. 

 Os ácidos cítrico, fórmico, levulínico e capróico foram observados em alguns ensaios, 

entretanto, em baixas concentrações, quando comparadas aos principais metabólitos 

observados, tais como, o ácido láctico (HLa), acético (HAc), propiônico (HPr), butírico 

(HBu), isobutírico (HIsobu), e valérico (HVa), os quais representaram 95% dos ácidos 

orgânicos (Figura 4.3). Os efeitos da concentração de RSL, pH, matéria orgânica da ARL, 

extrato de levedura, tamanho da partícula e bioaumentação, foram avaliados estatisticamente 

em relação a produção dos ácidos acético e butírico, os quais foram os principais metabólitos 

associados à produção de hidrogênio. 

O ácido acético foi o principal ácido orgânico identificado ao final de 8 ensaios (C-1, 

C-3, C-4, C-5, C-6, C-8, C-9 e C-10) e também para os pontos centrais (C-13, C-14 e C-15). 

Sob tais condições foi observado percentual de ácido acético entre 31,1 a 48,0% do total de 

ácidos orgânicos. Nos ensaios C-2, C-7 e C-11 foi observado ao final da fermentação 

predomínio de ácido butírico em 37,1%, 42,4% e 41,3%, respectivamente; enquanto em C-12 

houve ampla prevalência de ácido láctico (58,0%) do total de ácidos orgânicos. 



54 
 

 
 

 

Figura 4.3. Ácidos orgânicos no inicío e final de cada ensaio em batelada do planejamento 

experimental Plackett-Burman. 

Entre as variáveis analisadas apenas a concentração de ARL (p=0,067) e tamanho das 

partículas  (p=0,015) foram significativas no que se refere à produção de HAc. Foi verificado 

efeito negativo para a variável 𝑥4 , de forma que o aumento de matéria orgânica inicial 

proveniente da ARL ocasionou redução da produção de ácido acético. Os ensaios C-3, C-5 e 

C-6, por exemplo, foram aqueles com maior produção de HAc em condições experimentais 

com 1 gDQO.L
-1

 de água residuária, enquanto em ensaios com 3 gDQO.L
-1

 de ARL foi 

verificado menor concentração deste ácido orgânico.  

Identificou-se o tamanho das partículas com efeito positivo na produção de ácido 

acético, sendo esta mais acentuada nos ensaios com maior tamanho de partícula (10 mesh). Já 
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as variáveis significativas para produção de ácido butírico foram a concentração de RSL  

(p=0,019) e concentração de EL  (p=0,001), de forma que a variável 𝑥2 (concentração RSL) 

resultou em efeito positivo, com maior produção de HBu para 15 gSTV.L
-1

; enquanto, para a 

variável 𝑥3 (concentração EL) o efeito observado foi negativo, indicando tendência para 

menor produção de ácido butírico para os ensaios com adição de extrato de levedura.   

A menor produção de ácido acético nos ensaios de forma geral combinada aos baixos 

rendimentos de H2 é uma evidência de que não houve importante ocorrência da fermentação 

clostridial de produção de HAc, uma vez que tal via metabólica está associada ao máximo 

rendimento de hidrogênio (Lin et al., 2007). Além disso, a menor produção de HAc indica que 

reações de homoacetogênese não foram relevantes, de forma que o baixo rendimento de H2 

não pode ser atribuído ao consumo de hidrogênio em razão da ocorrência de 

homoacetogênese, e sim pelo desvio no fluxo de equivalentes redutores (NADH2) para 

formação de outros sub-produtos metabólicos.  Saady (2013) destacam que a produção de 

sub-produtos fermentativos como os ácidos láctico, propiônico, valérico e capróico, assim 

como álcoois, representam outras vias, além da homoacetogênese, que resultam na redução do 

rendimento de H2. 

Os três ensaios no qual o ácido butírico foi observado como o metabólito em maior 

concentração percentual ao final do ensaio foram também aqueles nos quais se verificou os 

melhores resultados em relação a P (C-7, C-11 e C-2, em ordem decrescente), sendo também 

os ensaios com maior concentração inicial de carboidratos, justificando o fato da variável 

concentração de RSL resultar em efeito positivo significativo em relação à produção de HBu. 

Mazareli et al. (2020) não verificaram efeito estatisticamente significativo da concentração de 

substrato em relação a produção de HBu, em ensaios em batelada com resíduos de banana. 

Camargo et al. (2020a) avaliaram à produção de H2 a partir da fermentação de resíduos 

sólidos de citros em reatores batelada, sendo a maior produção de HBu observada com 15,0 

gSTV.L
-1

, e coincidentes com maior P, observações estas muito alinhadas ao que foi 

verificado no presente estudo. 

De modo geral ao final dos ensaios verificou-se entre 0,19 e 3,20 para razão 

HBu/HAc, sendo observado para os ensaios C-7, C-11 e C-2, os seguintes valores de 3,20, 

1,83 e 1,52, respectivamente, sendo um parâmetro de interesse na avaliação de ensaios de 

produção de H2 (Akhlaghi et al., 2019). Estes ensaios foram justamente aqueles nos quais se 

verificou também nessa ordem o maior P. Lin et al. (2006) obtiveram valores entre 0,2 e 4,0 
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para razão HBu/HAc em ensaios em reatores batelada com xilose de produção de hidrogênio. 

Wicher et al. (2013) obtiveram valores de 1,1 a 8,7 para HBu/HAc na fermentação de água 

residuária de destilaria, com maior rendimento específico de hidrogênio para valores maiores 

de HBu/HAc. Menor rendimento de H2 foi observado para razões HBu/HAc mais baixas e 

associadas a produção de HAc por vias metabólicas adicionais que sobrepõem-se a rota 

principal de fermentação de ácido acético, tais como, reações homoacetogênicas autotróficas e 

heterotróficas, produção de HLa e HAc por bactérias ácido lácticas; ou ainda produção de 

HAc juntamente ao HPr a partir do HLa (Akhlaghi et al., 2017).  

Nos ensaios C-1, C-6, e C-8 verificou-se maior produção de ácido propiônico em 

comparação aos demais ensaios, 606,9 mg.L
-1

, 801,3 mg.L
-1

, e 663,1 mg.L
-1

, respectivamente, 

ao final destes ensaios, e representando 20 a 25% do total de ácidos orgânicos. O fato de que a 

produção de HPr impede a formação de Fdred e formiato, e também há consumo de NADH2, 

conduz à diminuição da geração de H2 no processo de fermentação (Lee et al., 2008), sendo 

uma das causas da reduzida produção acumulada e rendimento de H2 nos referidos ensaios.  

Em relação à produção de ácido valérico verificou-se maior concentração ao final dos 

ensaios C-2, C-5, C-7 e C-11 (Figura 4.3), de 884,6 mg.L
-1

, 617,4 mg.L
-1

, 696,4 mg.L
-1

, e 

607,7 mg.L
-1

, respectivamente, de forma que as proporções de HVa em relação ao total de 

metabólitos foram de 23,7%, 18,4%, 25,0% e 20,0%, respectivamente para estes ensaios. A 

rota metabólica de produção de ácido valérico, assim como destacado para o ácido propiônico 

é importante na redução do rendimento de hidrogênio. A reação bioquímica de produção do 

ácido valérico a partir da glicose envolve o consumo de 7 mols de 𝐻2/mol de HVa, sendo 

termodinamicamente muito favorável (∆𝐺0 = -563,7 kJ)  (Xia et al., 2016). Portanto, este é 

provavelmente um dos motivos para os baixos rendimentos de H2 obtidos em C-2, C-5 e C-

11, sendo inferiores a 0,37 mols de 𝐻2/mol de hexose. 

A produção de ácido valérico pode ocorrer pela via bioquímica associada com o 

consumo de moléculas de ácido propiônico, na qual há o consumo de 3 mols de 𝐻2 por mol 

de HVa produzido (Saady, 2013); ou ainda por meio do alongamento de cadeia do ácido 

propiônico, via esta que não envolve o consumo de H2 (Spirito et al., 2014). No ensaio C-7 

provavelmente ocorreu reações de consumo de HPr, visto que em 20h observou-se 400 mg.L
-1

 

e ao final do ensaio este ácido orgânico não foi mais observado, todavia, foi verificado 

acréscimo significativo de ácido valérico em até  696,0 mg.L
-1

. A destacada produção de 

hidrogênio no ensaio C-7, quando comparada aos demais ensaios sugere que a reação de 
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alongamento de cadeia de HPr foi predominante, visto que para esta via de produção de HVa 

não há consumo de 𝐻2. Assim como observado para o ensaio C-7 do presente estudo, Moura 

et al. (2020) também verificaram que a produção de ácido valérico esteve relacionada aos 

ensaios com maior produção de hidrogênio, destacando provável favorecimento ao processo 

de alongamento de cadeia de HPr e HAc. 

Vias fermentativas que utilizam ácido láctico como substrato provavelmente 

ocorreram nos ensaios C-1, C-2, C-4, C-5, C-7, C-8, C-10 e naqueles dos pontos centrais (C-

13, C-14 e C-15). Nestes ensaios observou-se o aumento da concentração desse metabólito 

nas primeiras 10 horas de fermentação. Por exemplo, em C-5 foi observado 1500 mg.L
-1

 de 

HLa, após 9h do início do processo e apenas 50 mg.L
-1

 ao final do processo. Em C-2 foi 

observado 764 mg.L
-1 

de HLa nas primeiras horas e 80 mg.L
-1

 no final do ensaio. Neste 

mesmo intervalo de tempo observou-se aumento da concentração de ácido acético e butírico. 

Este processo de consumo de ácido láctico no processo fermentativo tem sido 

frequentemente reportado na literatura. Baghchehsaraee et al. (2009) investigaram a 

ocorrência das vias de consumo de HLa e observaram que ao induzirem condições com 

diferentes concentrações de HLa (entre 0,25 e 2 g.L
-1

) este foi totalmente consumido ao fim 

da fermentação acompanhado pela formação de elevadas quantidades de HBu e aumento da 

produção acumulativa de 𝐻2 . Vasmara e Marchetti (2017) verificaram em reatores em 

batelada com soro de queijo produção de HLa quase instantaneamente após o início do ensaio, 

sendo quase totalmente consumido no intervalo entre 16h e 36h, este padrão se repetiu em 

ampla faixa de pH avaliado (4 – 10). A partir dessas considerações ressalta-se que a via 

metabólica de utilização de HLa ocorreu de forma significativa nos ensaios com resíduos de 

citros. 

4.3.4 Análise da comunidade microbiana 

A caracterização taxonômica da comunidade microbiana do inóculo autóctone e do 

ensaio com maior produção de hidrogênio (C-7) foi realizada. Platô nas curvas de rarefação 

(Figura A.3) foi observado para as amostras, sendo possível inferir, que a diversidade 

taxonômica analisada foi representativa.  

Para a amostra do ensaio C-7 e inóculo autóctone obteve-se 124.657 e 117.797 

sequências do gene RNAr 16S, as quais  foram agrupadas em 224 OTUs  (Unidades 

Taxonômicas Funcionais) e 322 OTUs, respectivamente. A similaridade da estrutura da 
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comunidade microbiana com base nas OTUs identificadas nas duas amostras analisadas foi de 

aproximadamente 52%. Esta baixa similaridade observada entre as populações microbianas 

decorre das diferentes condições impostas, de pH inicial 5,0, RSL 15 gSTV. L−1 , EL 2 

gSTV. L−1, ARL 3 gDQO. L−1, bioaumentação 2,5 gSTV. L−1, e tamanho de partícula RSL em 

30 mesh, que conduziram à prevalência de grupos envolvidos em diferentes rotas metabólicas 

em relação àquelas de obtenção do inóculo. Camargo et al. (2019) também obtiveram baixa 

similaridade, cerca de 50%, entre as populações do inóculo e àquelas dos ensaios 

fermentativos. Os autores atribuíram a baixa similaridade à seleção exercida sobre as 

populações de bactérias durante o processo fermentativo de resíduos de citros em reator 

batelada. 

Três filos de bactérias foram identificados no inóculo autóctone utilizado na 

bioaumentação dos ensaios de planejamento experimental Plackett-Burman: Actinobacteria 

(50,79%), Bacteroidetes (25,51%) e Firmicutes (22,39%). Em relação ao ensaio C-7, também 

foram identificadas bactérias pertencentes a estes 3 filos, todavia em proporções diferentes; ou 

seja, 16,24%, 16,51% e 65,93%, respectivamente. Soares et al. (2018b) também identificaram 

bactérias pertencentes a estes filos em consórcio endógeno proveniente do bagaço de cana de 

açúcar. Microrganismos do filo Firmicutes são comumente abundantes em reatores anaeróbios 

e estão associados à produção de ácidos orgânicos como ácido butírico e acético (Vos et al., 

2009). Etchebehere et al. (2016) avaliaram 29 amostras de biorreatores em escala de 

laboratório aplicados na fermentação de meios sintéticos com glicose e sacarose, e também 

com glicerol, resíduos sólidos orgânicos e soro de queijo, para produção de hidrogênio. De 

forma geral, os autores identificaram representantes do filo Firmicutes em 86% das amostras 

analisadas. Para a amostra do reator C-7, associado a maior produção de hidrogênio no 

presente estudo, representantes do filo Firmicutes foram identificados com abundância maior 

que 65,0%, e semelhante àquilo observado em outros estudos de produção de hidrogênio, 

como mencionado anteriormente. 

Em relação às famílias da amostra do inóculo foram identificadas aquelas mais 

representativas (abundância relativa maior que 1%): Atopobiaceae (39,56%), Prevotellaceae 

(24,80%), Bifidobacteriaceae (9,65%), Lactobacillaceae (8,41%), Lachnospiraceae (8,38%), 

Ruminococcaceae (1,09%) e Eggerthellaceae (1,05%). Para C-7 as famílias com maior 

abundância relativa foram Lactobacillaceae (36,46%), Veillonellaceae (28,59%), 

Prevotellaceae (16,15%), Atopobiaceae (14,64%), e Bifidobacteriaceae (1,35%) (Figura 4.4a). 
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Representantes das quatro famílias identificadas em maior abundância no inóculo autóctone 

(Atopobiaceae, Prevotellaceae, Bifidobacteriaceae e Lactobacillaceae) foram também 

identificadas na amostra do reator C-7, entretanto com destaque para diferenças em termos de 

abundâncias relativas destas famílias.  

 

 

Figura 4.4. Abundância relative das (a) Famílias and (b) Gêneros, para o inóculo autóctone e 

ensaio C-7. 
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Quatro principais gêneros (Figura 4.4b) foram identificados no inóculo autóctone: 

Olsenella (39,40%), Prevotella (24,21%), Bifidobacterium (9,65%) e Lactobacillus (8,41%). 

Destes gêneros, três deles, Lactobacillus (36,46%), Prevotella (15,75%) e Olsenella 

(14,58%), também foram identificados na amostra do ensaio C-7, além de Megasphaera 

(27,98%), cuja abundância relativa na amostra do inóculo foi de apenas 0,23% .  

O gênero identificado em maior abundância relativa (39,40%) no inóculo autóctone foi 

Olsenella, pertencente ao Filo Actinobacteria e relacionadas ao metabolismo fermentativo, 

com produção principalmente de ácido láctico, a partir da fermentação de glicose (Dewhirst et 

al., 2001; Kraatz et al., 2011). Bactérias deste gênero realizam metabolismo amilolítico e de 

remoção de carboidratos (Li et al., 2011). De acordo com Castelló et al. (2009), o fato de tal 

gênero frequentemente ser identificado em reatores de produção de hidrogênio e ao mesmo 

tempo estar predominantemente envolvido em rotas metabólicas, onde não há produção direta 

de hidrogênio, indica competição com outras bactérias produtoras de hidrogênio em relação 

aos compostos orgânicos, e provavelmente inviabilizando maior rendimento de 𝐻2.  

As condições experimentais do ensaio C-7 em pH ácido (4,7), maior concentração de 

matéria orgânica (9,05 gDQO.L
-1

), assim como, a curta duração do ensaio, com estabilização 

da produção de H2 antes de 25h de ensaio, são fatores importantes que podem ter contribuído 

para maior abundância de Olsenella. Provavelmente, Olsenella teve participação importante 

na fermentação primária dos carboidratos (Kraatz et al., 2011). Wang et al. (2020) também 

identificaram Olsenella em ensaios fermentativos de produção de hidrogênio em reator de 

tanque com agitação contínua (CSTR) utilizando resíduos de alimentos como substrato, em 

pH 5,0. Santiago et al. (2020) também identificaram Olsenella para valores de tempo de 

detenção hidráulica (TDH) inferiores a 8h em reatores em bateladas sequenciais com resíduos 

domésticos orgânicos e pH de 5,5. Verificou-se diferença significativa na abundância de 

Olsenella do inóculo e do ensaio C-7, com redução de aproximadamente 25% da abundância 

relativa para a condição experimental. Tal possibilidade foi resultado da imposição de 

diferentes valores para as variáveis experimentais do ensaio C-7, quando comparado à 

condição de enriquecimento do inóculo autóctone, e favorecendo outros gêneros, como 

Lactobacillus e Megasphaera pertencentes ao Filo Firmicutes. 

Para Lactobacillus verificou-se aumento importante em sua abundância relativa no 

ensaio C-7, cerca de 30% em relação à população inoculada no reator. Tal gênero compreende 

microrganismos homofermentativos, com produção de 85% de ácido láctico a partir da 
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glicose, ou pela rota heterofermentativa, com produção equimolar de ácido láctico, CO2, 

etanol e ácido acético (Wood e Holzapfel, 1995; Zheng et al., 2020). Nas condições do reator 

C-7, apesar da maior produção acumulada de hidrogênio obteve-se baixo rendimento de 

hidrogênio (0,58 mol 𝐻2 /mol hexose), em relação ao limite máximo teórico. A elevada 

abundância relativa dos Lactobacillus pode ser diretamente associada a esta resposta, uma vez 

que apesar da baixa concentração de ácido láctico ao final do ensaio, tal metabólito foi 

predominante nas primeiras horas do processo, sendo o principal sub-produto da fermentação 

primária dos carboidratos. Tal via metabólica não está associada à produção de H2. Assim 

como observado para o ensaio C-7, Kim et al. (2014) ao avaliarem a fermentação de resíduos 

de alimentos em reatores batelada, também observaram relação entre elevada abundância de 

Lactobacillus (>65,0%) e baixos rendimentos de H2 (<0,6 molH2.mol
-1

hexose), e maior 

remoção de carboidratos (~90,0%) em ácido láctico. 

O gênero Megasphaera, identificado com a segunda maior abundância relativa 

(27,98%) na amostra do ensaio C7, são caracterizados como microrganismos anaeróbios 

obrigatórios e convertem lactato e glicose em ácidos orgânicos mais reduzidos como acético, 

propiônico, butírico, valérico, além de produtos gasosos como dióxido de carbono e 

hidrogênio (Ladd e Walker, 1965; Ohnishi et al., 2010). A produção de ácido propiônico por 

espécies deste gênero, em específico M. elsdenii, ocorre via acrilato, diferentemente do que 

ocorre com Propionibacterium sp., a qual ocorre via succinato (Ladd e Walker, 1965). O 

valerato particularmente é considerado como um subproduto característico do metabolismo de 

espécies deste gênero, sendo produzido na presença de propionil-CoA, através do 

alongamento de cadeia do propionato pela adição de duas unidades de carbono (Kim et al., 

2019; Kung e Hession, 1995). Segundo Kung e Hession (1995) em reatores com identificação 

de Megasphaera não ocorre o acúmulo de ácido láctico minimizando problemas com 

excessiva diminuição do pH. A identificação abundante deste gênero no ensaio C-7, no qual 

houve elevada produção de ácido valérico e associada ao consumo de HPr, reafirma a 

hipótese de que a reação bioquímica de alongamento de cadeia a partir do ácido propiônico 

ocorreu de forma importante no processo. 

De acordo com Ohnishi et al. (2010), espécies de Megasphaera, como M. elsdenii são 

capazes de produzir hidrogênio a partir da fermentação de açúcares, mas o fazem 

principalmente pelo consumo do ácido láctico originado da degradação de açúcares por outros 

microrganismos, tais como Lactobacillus. Portanto, a interação entre as bactérias do gênero 
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Megasphaera, caracterizadas como consumidoras de ácido láctico (LUB), e as bactérias 

produtoras de ácido láctico (LAB), configuram uma relação importante na produção de 

hidrogênio em sistemas fermentativos. Para a amostra do reator C-7 do presente estudo, foi 

identificado em elevada abundância tanto bactérias pertencentes ao gênero Lactobacillus 

como Megasphaera, caracterizadas como produtoras de ácido láctico (LAB) e como 

utilizadoras de ácido láctico (LUB), respectivamente. A partir disto, é possível inferir que a 

produção de hidrogênio não tenha ocorrido diretamente via fermentação dos açúcares, mas 

por vias metabólicas de consumo de HLa pelas LUB, resultando na produção de ácidos como 

butírico e valérico, e também de hidrogênio. 

Prevotella pertence ao Filo Bacteroidetes e tem sido reportada em diversos estudos de 

produção de hidrogênio. Entretanto, não sendo explorado com grande ênfase, uma vez que 

sua função fisiológica ainda não está bem definida, mas sugere-se que possa atuar de forma 

positiva na degradação de substratos complexos (Cabrol et al., 2017). Espécies deste gênero 

são capazes de atuar na fermentação de diversos carboidratos e podem ter como subprodutos 

de seu metabolismo ácido acético, succínico, ou em quantidade muito reduzida HLa, e 

algumas espécies podem produzir pequenas quantidades de hidrogênio (Wu et al., 1992). De 

acordo com Yang e Song (2019), microrganismos semelhantes a Prevotella tem sido 

comumente relatados em reatores empregados na digestão de resíduos sólidos, como dejetos 

de animais e resíduos de alimentos, ou seja na fermentação de substratos com matrizes mais 

complexas, como por exemplo, os resíduos sólidos de citros. 

Microrganismos do gênero Bifidobacterium pertencentes ao Filo Actinobacteria, 

também foram identificados (abundância de ~10%) no consórcio autóctone. Entretanto, sua 

abundância foi significativamente reduzida (~1%) no ensaio C-7. Tais bactérias também são 

caracterizadas como LAB, com preferência pela utilização de hexoses. Bifidobacterium 

caracterizam-se pela produção de ácido láctico juntamente com ácido acético, estabelecendo 

uma fermentação heterofermentativa. Entretanto, diferente do metabolismo de outros grupos 

de bactérias ácido lácticas, os microrganismos deste gênero realizam a rota bifidus 

(Duangmanee et al., 2007; Pokusaeva et al., 2011). A redução na abundância de 

Bifidobacterium em C-7, em comparação com a verificada no inóculo, e associada ao 

aumento da abundância do gênero Lactobacillus, provavelmente ocorreu em resposta ao 

estabelecimento de uma competição por substrato entre esses dois grupos, visto que 

desempenham papel similar no processo fermentativo. Outros gêneros tais como Enterobacter 
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(Filo Proteobacteria), Eubacterium e Streptococcus (Filo Firmicutes) também foram 

identificados, entretanto com abundância relativa inferior a 1%.  

Uma inferência do conjunto de vias metabólicas principais que se desenvolveram no 

reator do ensaio C-7 foi realizada com base nas características do metabolismo dos gêneros de 

bactérias identificadas com maior abundância na amostra do reator do ensaio C-7, como por 

exemplo, Lactobacillus, Megasphaera, Olsenella, Prevotella, e Bifidobacterium, combinadas 

com os perfis de metabólitos observados ao longo do ensaio. Na Figura 4. 5 está representado 

esquematicamente um resumo desta predição. Destaca-se a importância das vias homoláctica, 

heteroláctica e bifidus a partir da fermentação dos carboidratos dos resíduos de citros. Outros 

ácidos orgânicos também foram observados a partir de vias que utilizam do HLa, tal como 

para produção de ácido propiônico, por meio da rota do acrilato, e  ácido valérico pela via de 

beta oxidação reversa com o alongamento de cadeia do ácido propiônico. A produção de H2 

prevaleceu como resultado do metabolismo de bactérias consumidoras de ácido láctico 

(LUB), via oxidação do lactato, que resulta também na disponibilidade de equivalentes 

redutores para síntese de outros sub-produtos identificados com importância no ensaio C-7, 

tais como os ácidos butírico e valérico.  
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Figura 4. 5. Prováveis vias de conversão dos substratos orgânicos dos resíduos sólidos e água 

residuária do processamento de citros em AOVs e H2 no reator do ensaio C-7. As 

abundâncias relativas dos principais gêneros de microrganismos identificados no inóculo 

autóctone e na amostra do reator C-7 estão representadas pelas setas. 
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4.4. Considerações finais 

 A obtenção de inóculo autóctone enriquecido a partir dos resíduos de citros foi efetiva 

na fermentação em reatores em batelada. Os principais gêneros de bactérias identificadas 

foram os seguintes: Olsenella, Prevotella, Lactobacillus e Bifidobacterium. 

Em relação ao potencial máximo de produção de H2 da co-digestão dos resíduos de 

citros, somente a concentração de resíduos sólidos de citros foi estatisticamente significativa, 

com efeito positivo para a concentração de nível superior avaliada (15,0 gSTV.L
-1

). O maior 

valor para potencial de produção de H2 (142,5 mL.L
-1

) foi obtido em condição experimental 

com pH 5,0, 15,0 gSTV.L
-1

 de resíduos sólidos de laranja, 3,0 gDQO.L
-1

de água residuária, 

2,0 g.L
-1

de extrato de levedura, tamanho de partícula 30 mesh, e bioaumentação de 2,5 

gSTV.L
-
,
1
 sendo esta também a condição na qual se obteve a maior taxa máxima de produção 

de H2 (29,8 mL.h
-1

). 

Menor tamanho de partículas (30 mesh) de resíduos sólidos de laranja resultou em 

efeitos positivos significativos sobre a taxa máxima de produção de H2, resultado de maior 

solubilização imediata dos carboidratos solúveis e maior superfície de contato para ataque 

microbiano hidrolítico. 

 Os ácidos butírico, valérico e acético foram os principais metabólitos solúveis 

observados ao final do ensaio na condição experimental de maior produção de H2, não sendo 

observados ao final dos ensaios, concentração relevante dos ácidos propiônico e láctico. Já 

para a condição mais desfavorável em relação à produção de H2 observou-se predominância 

do ácido láctico ao final do ensaio, com concentrações muito baixas dos ácidos butírico e 

valérico.  

Identificou-se importante modificação na abundância relativa dos microrganismos 

entre a amostra do reator de maior produção de H2 e o inóculo autóctone, sendo observado 

relevante aumento da abundância de Lactobacillus e Megasphaera, combinada à redução da 

abundância de Prevotella, Olsenella e Bifidobacterium. Para a condição de maior potencial de 

produção de H2 a produção de ácido láctico pelas bactérias ácido lácticas (Lactobacillus) foi 

fundamental para atividade metabólica de microrganismos que utilizam o ácido láctico como 

substrato (Megasphaera), resultando na produção de outros ácidos orgânicos (butírico e 

valérico) e hidrogênio.  
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 A seleção de variáveis realizada por meio deste estudo é fundamental para direcionar 

uma exploração mais detalhada do processo, possibilitando redução de tempo e custos 

experimentais na otimização da produção de ácidos orgânicos e hidrogênio a partir dos 

resíduos da agroindústria de citros, visando posterior aplicação da tecnologia em reatores 

descontínuos e contínuos em escala piloto ou industrial. 
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Efeito da alcalinização para o aumento da produção de hidrogênio sob 

diferentes concentrações de substrato na co-fermentação de resíduos 

da agroindústria de citros 

Resumo: O efeito de dois agentes alcalinizantes, bicarbonato de sódio (NaHCO3) e 

carbonato de cálcio (CaCO3), foi avaliado na produção de hidrogênio (P) a partir de 

resíduos sólidos (RSL) e água residuária do processamento de citros (ARL). Por meio de 

ensaios em reatores em batelada com condições fixas de 25,0 gSTV.L
-1

 de RSL; 3,0 gDQO.L
-1

 

de ARL; 3,0 gSTV.L
-1

 de lodo; e 2,0 g.L
-1

 de extrato de levedura, foram realizadas três 

condições distintas: i) controle, sem adição de alcalinizante e pH inicial  de 6,5; ii) 2,0 g.L
-1

 

de CaCO3,; iii) 2,0 g.L
-1

 de NaHCO3. Na condição com CaCO3 e NaHCO3 ocorreu aumento 

de 176,8% e 30,2% na produção de hidrogênio de 1099,7 mL.L
-1

 e 517,3 mL.L
-1

, 

respectivamente, em relação  ao ensaio controle (397,4 mL.L
-1

). Por meio da aplicação de 

planejamento experimental fracionado foi verificado o efeito do CaCO3 (1,0 – 4,0 g.L
-1

), na 

produção de hidrogênio  , além de variações nas concentrações de substrato sólido (7,0 – 

25,0 gSTV.L
-1

 de RSL)  e líquido (1,0 – 3,0 gDQO.L
-1

 de ARL). Por meio destes ensaios 

verificou-se efeito estatisticamente significativo para a concentração de CaCO3 e de RSL em 

relação a produção de hidrogênio, indicando a importância do ajuste entre a capacidade de 

tamponamento do processo e a disponibilidade de substrato. Obteve-se maior produção de 

H2 (940,0 mL.L
-1

) no ensaio com 2,5 g.L
-1

 de CaCO3, 16,0 gSTV.L
-1 

de RSL, 2,0 gDQO.L
-1

 de 

ARL, e 3,5 gSTV.L
-1

 de lodo de inóculo. Para a condição de maior P de H2 identificou-se 

elevada concentração de ácidos butírico (1752,1 mg.L
-1

) e acético(1768,3 mg.L
-1

)  e 

abundância relativa superior a 90%,  de Clostridium sensu stricto, sendo possível inferir 

sobre a ocorrência da via metabólica de fermentação Clostridial. Obteve-se potencial 

energético máximo de 634,91 MJ.t
-1

RSL, com estimativa de potencial de geração de 

eletricidade de até 3,2 milhões de MWh por ano. 

 

 

CAPÍTULO 5 
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5.1.INTRODUÇÃO 

  Resíduos sólidos e águas residuárias são produzidos a partir de indústrias de 

processamento de frutas. Neste cenário, tem-se a indústria de citros como importante fonte 

destes resíduos agroindustriais sólidos e líquidos. A produção mundial de citros é superior a 

75 milhões de toneladas por ano (ano base 2020), com 70% das frutas sendo destinadas para 

indústrias de processamento para produção de suco e outros produtos; é estimado que a 

geração de resíduos pós-processamento corresponda entre 50 a 60% do peso da fruta (Calabrò 

e Panzera, 2018; FAO, 2019). Estima-se ainda que em média aproximadamente 0.80 – 1.25 

m³ de água residuária seja gerada a cada 1 tonelada de frutas processadas provenientes das 

etapas de extração do suco e também da prensagem das cascas (Mendoza et al., 2018; Rosas-

Mendoza et al., 2020). 

Características como seu alto teor de açúcares simples como glicose, frutose e 

sacarose, e também polissacarídeos como pectina, celulose e hemicelulose, conferem aos 

resíduos de citros grande potencial para valorização em biorefinarias visando à recuperação 

energética via digestão anaeróbia (Calabró et al., 2018; Forgács et al., 2012).  Da mesma 

forma, a água residuária do processamento de citros contém em sua composição alto teor de 

matéria orgânica na forma de compostos solúveis como açúcares e ácidos orgânicos (Guzmán 

et al., 2015; Rosas-Mendoza et al., 2020). A aplicação dos resíduos da agroindústria de citros 

em reatores acidogênicos visando obtenção de hidrogênio tem sido pouco explorado, apesar 

de sua rica composição de açúcares. Por exemplo, Abd-Alla et al. (2018) empregaram em 

reatores em batelada hidrolisado de cascas de laranja pré-tratadas com n-hexano como 

substrato para obtenção de H2. Mohan et al. (2009) empregaram extrato obtido das cascas de 

citros autoclavadas em reatores batelada, enquanto, Camargo et al. (2021a; 2020a) usaram 

cascas de laranja moídas, como única etapa de pré-tratamento em reatores em batelada para 

produção de H2 e ácidos orgânicos. Todavia, em relação à água residuária somente Torquato 

et al. (2016) investigaram a sua aplicação em reator em batelada para produção de hidrogênio.  

A avaliação da co-digestão dos resíduos sólidos e líquidos da atividade agroindustrial 

de processamento de citros não foi até então avaliada, a alta concentração de açúcares e 

reduzida capacidade alcalinizante são um desafio para o processo, uma vez que a fermentação 

ocorre em altas taxas com a produção de metabólitos, como ácidos orgânicos voláteis, 

propiciando em alguns casos desequilíbrio nas condições de pH operacional a valores que são 

desfavoráveis a produção de hidrogênio.   
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As condições de pH do meio são cruciais para a produção de hidrogênio; ou seja, 

faixas de pH desfavoráveis, geralmente reportadas cujos valores são abaixo de 4,5, propiciam 

a ocorrência de outras rotas metabólicas com produção de metabólitos mais reduzidos (Mota 

et al., 2018), além da possível inibição da atividade das hidrogenases (Ghimire et al., 2015). 

Em geral o pH operacional desejável para potencializar a produção de hidrogênio é reportado 

estar na faixa de 4,5 a 6,5 (Lee et al., 2010). O tipo e a concentração do substrato são 

variáveis importantes a serem observadas na definição do pH operacional, uma vez que 

afetam a produção de ácidos orgânicos que impacta diretamente no pH do meio (Ghimire et 

al., 2015). 

O principal desafio para o controle do pH operacional em reatores acidogênicos é o 

aumento nos custos do processo devido ao uso dos alcalinizantes, podendo reduzir a 

viabilidade econômica e a sustentabilidade do processo, além do aumento na concentração de 

sais no efluente acidogênico (Mota et al., 2018).  

Para processos anaeróbios facilmente acidificados, como é o caso de substratos com 

alto teor de açúcares, os alcalinizantes podem ser adicionados no intuito de manter o pH 

desejado (Palma et al., 2018). Diversidade de alcalinizantes podem ser usados para o controle 

do pH, tais como o bicarbonato de sódio (NaHCO3), bicarbonato de amônia (NH4HCO3), e 

carbonato de cálcio (CaCO3), além de outros agentes alcalinos para correção do pH, como o 

hidróxido de sódio (NaOH). Desta forma, a definição do alcalinizante ideal está associada às 

particularidades do substrato e dos parâmetros do processo que será conduzido. 

O uso do carbonato de cálcio (CaCO3) foi avaliado por Deheri e Acharya (2020) como 

um aditivo para aumentar a produção de hidrogênio a partir da co-digestão de resíduos de 

alimento e dejetos bovinos em reatores em batelada. Sob tal possibilidade e com adição de 2,0 

mg.L
-1

 de CaCO3, os autores observaram produção de 107,38 mLH2.g
-1

 ST, cerca de 6% 

superior ao ensaio controle. Zhang e Wang (2013) avaliaram o uso do subproduto da 

ammonia-soda process (WMA) como tamponante na produção de hidrogênio a partir de 

resíduos de alimento em reator em batelada. Tal composto é rico em carbonato de cálcio o que 

proporcionou maior estabilidade ao processo, menor variação de pH (entre 4,5 a 6,2), e 

aumento na produção de hidrogênio de 91,8 para 145,4 mLH2.g
-1

STV. O uso do carbonato de 

cálcio como alcalinizante também foi avaliado por Zhang et al. (2013), como subproduto da 

indústria de papel, o qual é rico em óxido de cálcio (CaO) e outros minerais. Os autores 

verificaram maior controle do pH operacional, e aumento significativo da produção de 
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hidrogênio. O uso do bicarbonato de sódio como alcalinizante no processo fermentativo 

visando produção e hidrogênio a partir de sacarose e dejetos suínos foi avaliado por Choi e 

Ahn (2015), para diferentes concentrações de bicarbonato. Sob tais condições foi observado 

para 3,0 g.L
-1

 de NaHCO3 maior rendimento de hidrogênio, enquanto para maiores 

concentrações de bicarbonato a rota metabólica foi de consumo de hidrogênio e consequente 

redução do rendimento. 

A suplementação com carbonato de cálcio além de sua notável função de fornecer 

alcalinidade apropriada a processos de digestão anaeróbia, também possibilita o fornecimento 

de cálcio para o sistema por meio de sua solubilização no meio líquido (Yang et al., 2021). O 

cálcio é requerido como um cofator de α-amilases e proteases, pode ter importante papel 

estrutural nas proteínas celulares, e material polimérico extracelular, assim como na 

composição dos endósporos (Elbeshbishy et al., 2017). O acúmulo de ácido dipicolínico 

(DPA) e cálcio no núcleo de endósporos é fundamental no processo de formação desta forma 

de resistência, o teor de DPA/cálcio nos endósporos de Clostridium sensu stricto foi 

verificada como um fator importante na capacidade de resistência ao calor úmido 

(Jamroskovic et al., 2016). 

Para tanto, no presente estudo objetivou-se investigar o efeito de alcalinizantes  

(carbonato de cálcio e bicarbonato de sódio), empregando resíduos sólidos e líquidos da 

agroindústria de citros como substratos, os quais possuem elevada concentração de açúcares e 

rápida biodegradabilidade, visando maximizar a produção de hidrogênio. São escassos os 

estudos sobre a influência do pH operacional para maior rendimento de hidrogênio aplicando 

resíduos sólidos e líquidos de citros. O comportamento do processo com a aplicação de dois 

diferentes agentes alcalinizantes foi avaliado, de forma que a melhor resposta teve seu efeito 

melhor explorado via planejamento experimental fracionado, combinando diferentes 

concentrações de alcalinizante (1,0 – 4,0 gCaCO3.L
-1

) e concentrações iniciais de substrato 

(RSL 7,0 – 25,0 gST.L
-1

 e ARL 1,0 – 3,0 gDQO.L
-1

). Buscou-se caracterizar a comunidade 

microbiana para diferentes ensaios aplicados a fermentação de resíduos de citros, realizando 

inferência das vias metabólica predominantes para melhor compreensão do processo. Além 

disso, avaliação de balanço energético da produção de H2 foi realizada para estimativa do 

potencial de recuperação energética alcançado. 
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5.2.MATERIAIS E MÉTODOS 

5.2.1 Resíduos sólidos e água residuária de citros 

Cascas e bagaço da laranja (Citrus sinensis L. Osbeck, var. Pera-Rio) frescas e 

maduras in natura foram obtidos a partir da remoção manual do suco e sementes de laranjas 

(Citrus sinensis L. Osbeck, var. Pera-Rio) frescas e maduras. Uma etapa de pré-tratamento 

mecânico foi aplicado aos resíduos sólidos (RSL) utilizando moinho de facas tipo Willye 

(Modelo SL 32, 1750 rpm – Solab) reduzindo-o em partículas < 0.60 mm (mesh 30), após 

desidratação em estufa a 50°C por período de 48 horas. A caracterização dos resíduos pode 

ser verificada na  Tabela 4.1 (página 36). 

A água residuária do processamento de laranjas (ARL) foi obtida de agroindústria do 

setor de produção de sucos localizada na cidade de Araraquara, São Paulo, Brasil, sendo 

armazenada a -20°C conforme descrito por Torquato et al. (2016). As características 

composicionais principais da água residuária estão apresentadas na  Tabela 5.1. 

Tabela 5.1. Caracterização da água residuária do processamento de citros. 

Parâmetro mg.L
-1

 

pH 5,29 

Sólidos 

ST 5.905,0  

STV 5.132,5  

SST  1.150,0  

SSV  1.055,0  

SDT 4.755,0  

DQO (Bruta) 

DQO (Filtrada) 

9.766,7  

8.050,0  

Carboidratos Totais (Bruto) 

Carboidratos Totais (Solúvel) 

3.933,3  

3.833,3  

Açúcares 

Sacarose 1.131,3  

Glicose 890,9  

Frutose 653,9  

Fenóis Totais 638,0  

Ácidos 

Orgânicos 

HAc 803,7  

HPr 267,4  

HBu 129,2  

HVa 545,4  

*unidade para todos os parâmetros, exceto pH. 
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5.2.2 Inóculo 

O inóculo empregado para os ensaios foi lodo granular mesofílico proveniente de 

reator UASB de tratamento de água residuária de abatedouro de aves da Avícola Dacar (Tietê, 

São Paulo, Brasil). As características do lodo mesofílico utilizado são 6,87% m/m ST (68,7 

gST/kg Lodo) e 5,94% m/m STV (59,4 gSTV/kg Lodo) e pH 7,15.  

 Previamente a sua utilização nos ensaios acidogênicos, o lodo granular foi triturado 

utilizando um liquidificador doméstico e posteriormente submetido ao tratamento térmico de 

acordo com Kim et al. (2006) e Menezes e Silva (2019). 

 Para inoculação dos reatores em batelada o lodo foi submetido a três rodadas de 

centrifugação por 10 minutos a 9000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e substituído por 

água miliQ, para a remoção de material orgânico residual e assim reduzir sua interferência nos 

ensaios.  

5.2.3 Ensaios em reatores em batelada 

Os experimentos fermentativos para produção de hidrogênio foram realizados em 

triplicata utilizando frascos Erlenmeyer de borossilicato de 250 mL fechados com tampa de 

butila e rosca plástica; além de equipados com conjunto de válvulas acopladas a tampa de 

butila (Figura B.1, página 283) para coleta de amostras líquidas e de gás. O volume do meio 

líquido adicionado aos ensaios correspondeu a 50% do volume do reator, sendo o headspace 

de 50% submetido a gás nitrogênio (N2, 100%). As condições experimentais fixadas para os 

ensaios foram agitação de 130 rpm e temperatura mesofílica de 37°C e mantidos incubados 

em shaker Informs HT – Multitron Pro. 

5.2.4 Ensaios Preliminares 

 Ensaios preliminares foram realizados para verificar possíveis diferenças significativas 

na manutenção do pH operacional e estabilidade de produção de hidrogênio com o uso de 

bicarbonato de sódio (NaHCO3) e carbonato de cálcio (CaCO3). Os ensaios foram conduzidos 

em triplicata de reatores em condições fixas de 25,0 gSTV.L
-1

 de resíduos sólidos de citros; 

3,0 gDQO.L
-1

 de água residuária do processamento de citros; 3,0 gSTV.L
-1

 de lodo; e 

suplementados com 2 g.L
-1

 de extrato de levedura. Desta forma três condições distintas foram 

realizadas: i) controle, sem adição de alcalinizante, pH inicial ajustado em 6,5 com NaOH 
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50%; ii) 2,0 g.L
-1

 de CaCO3, e ; iii) 2,0 g.L
-1

 de NaHCO3 (nas condições ii e iii pH inicial foi 

ajustado em 6,5 após adição dos alcalinizantes). 

5.2.5 Planejamento experimental 

 A partir da definição do melhor agente alcalinizante em relação à produção de 

hidrogênio procedeu-se a variação de diferentes concentrações de substrato (RSL e ARL), 

bem como da concentração de microrganismos na avaliação dos parâmetros cinéticos do 

processo nas condições estabelecidas. Para tanto, um planejamento experimental fatorial em 

sua forma fracionada (2
k-1

) foi conduzido, avaliando quatro variáveis em dois níveis (Tabela 

5.2), totalizando 8 ensaios em triplicata, somados a 3 ensaios de repetição do ponto central no 

intuito de avaliar as condições intermediárias dos pontos fatoriais avaliados. A matriz do 

planejamento fatorial fracionado e as condições de cada um dos ensaios podem ser verificadas 

na Tabela 5.3. 

Tabela 5.2. Variáveis independentes avaliadas em dois níveis (+1 e -1) e para o ponto central 

no planejamento experimental de fatorial fracionado (2
k-1

) 

Variável  -1 0 1 

CaCO3 (g.L
-1

) X1 1,0 2,5 4,0 

RSL (gSTV.L
-1

) X2 7,0 16,0 25,0 

ARL (gDQO.L
-1

) X3 1,0 2,0 3,0 

Inóculo Lodo (gSTV.L
-1

) X4 2,0 3,5 5,0 

 

 

Tabela 5.3. Matriz do desenho experimental fatorial fracionado (2
k-1

) das variáveis 

independentes na produção de hidrogênio. 

Ensaios X1 X2 X3 X4 
CaCO3 

(g.L
-1

) 

RSL 

(gSTV.L
-1

) 

ARL 

(gDQO.L
-1

) 

Lodo 

(gSTV.L
-1

) 

A-1 -1 -1 -1 -1 1,0 7,0 1,0 2,0 

A-2 1 -1 -1 1 4,0 7,0 1,0 5,0 

A-3 -1 1 -1 1 1,0 25,0 1,0 5,0 

A-4 1 1 -1 -1 4,0 25,0 1,0 2,0 

A-5 -1 -1 1 1 1,0 7,0 3,0 5,0 

A-6 1 -1 1 -1 4,0 7,0 3,0 2,0 

A-7 -1 1 1 -1 1,0 25,0 3,0 2,0 

A-8 1 1 1 1 4,0 25,0 3,0 5,0 

A-9 0 0 0 0 2,5 16,0 2,0 3,5 

A-10 0 0 0 0 2,5 16,0 2,0 3,5 

A-11 0 0 0 0 2,5 16,0 2,0 3,5 
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5.2.6 Análises físico-químicas e cromatográficas 

O monitoramento dos reatores em batelada foi realizado por meio de análises da 

fração líquida via determinação de carboidratos solúveis totais (Dubois et al., 1956), demanda 

química de oxigênio – DQO (APHA/AWWA/WEF, 2012), sólidos totais voláteis (STV), 

sólidos suspensos totais (SST) e sólidos suspensos voláteis (SSV), ácidos orgânicos voláteis 

(Lazaro et al., 2012). As análises de carboidratos, fenóis e DQO foram feitas para amostra 

filtrada em filtro com diâmetro de poro de 0,45 µm. A quantificação de carboidratos solúveis 

totais, pH e ácidos orgânicos foi realizada para as amostras inicial e final e também para as 

amostras coletadas no decorrer do ensaio. 

Para o monitoramento da fase gasosa do reator, foi realizada a coleta de amostras de 

500 µL de gás do headspace utilizando seringa equipada com trava de pressão. A análise da 

composição do biogás foi realizada em cromatógrafo gasoso Shimadzu GC- 2010 equipado 

com detector de condutividade térmica (TCD), coluna capilar Carboxen
TM

 1010 PLOT (30 m 

x 0,53 mm, Supelco), utilizando como gás de arraste argônio (12 mL.min
-1

), temperatura do 

injetor de 220°C, 130°C para coluna e 230°C no detector. A pressão (mbar) do headspace do 

reator foi aferida antes e após a tomada da amostra de gás com a seringa, para monitoramento 

das diferenças de pressão, dados utilizados para quantificação do volume de biogás 

produzido. 

5.2.7 Análise dos dados 

A produção de biogás foi monitorada em intervalos de 2 – 6 horas ao longo do ensaio, 

e a produção acumulada de hidrogênio foi calculada, conforme Equação 1, com base nas 

medidas da pressão do headspace dos reatores, e da composição do biogás verificada em cada 

ponto amostral através de análise por cromatografia gasosa. 

𝐻𝑖 = ∑ 𝑉𝐻,𝑖

𝑛

𝑖=1

                                                                       (1) 

Sendo, 𝐻𝑖 a produção acumulada de hidrogênio do ensaio no ponto amostral (i); e 𝑉𝐻,𝑖 

o volume de hidrogênio produzido entre os pontos amostrais anterior (i-1) e atual (i), de 

acordo com Equação 2 que foi obtida com base nos princípios da equação de Clapeyron. 

𝑉𝐻,𝑖 =  
∆𝑃𝑖. 𝑉. 𝐶𝐻,𝑖

𝑃𝑖
                                                                  (2) 
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Sendo 𝑃𝑖 refere-se a pressão no headspace do reator, 𝐶𝐻,𝑖 ao percentual de hidrogênio 

na composição do biogás no ponto amostral (i); a variação da pressão do headspace entre os 

pontos amostrais anterior (i-1) e atual (i) é dada por ∆𝑃𝑖; e V o volume do headspace. 

Os valores médios da composição do biogás de cada ensaio foram obtidos pela média 

aritmética da composição do biogás nos pontos amostrais após estabilização da composição, 

medida por um coeficiente de variação menor que 5% (CV<5%). 

A produção acumulada de H2 foi ajustada ao modelo cinético de Gompertz modificado 

(Eq. 3), obtendo-se os parâmetros cinéticos do processo, utilizando o software OriginPro 8.5
®
. 

𝑯(𝒕) = 𝑷. 𝒆𝒙𝒑 {−𝒆𝒙𝒑 [
𝑹𝒎.𝒆

𝑷
(𝝀 − 𝒕) + 𝟏]}                                            (3) 

Sendo, 𝐻  a produção acumulada de hidrogênio (mL.L
-1

) no tempo (t), 𝑃  o potencial 

máximo de produção de hidrogênio (mL.L
-1

), 𝑅𝑚  a velocidade máxima de produção de 

hidrogênio (mL.L
-1

. h
-1

), 𝑒 = 2,718281828, e 𝜆 é o tempo de início da produção de hidrogênio 

(h). 

5.2.8 Avaliação de balanço energético e econômico 

 A avaliação da recuperação energética a partir da produção de hidrogênio obtida foi 

realizada com base no cálculo do potencial energético - PEH2 (MJ.kg
-1

RSL), e no potencial de 

produção de eletricidade - PPEH2 (MWh), de acordo com as Eqs. (4) e (5). 

𝑃𝐸𝐻2 =
𝑃𝐻2. 𝑃𝐶𝐼𝐻2

1000. 𝑅𝑆𝐿𝐶
                                                            (4) 

𝑃𝑃𝐸𝐻2 =
𝑃𝐸𝐻2. 𝑅𝑆𝐿𝐶 . 𝜂

3600
                                                        (5) 

 Os termos PH2, PCIH2, RSLC, e 𝜂 são o potencial de produção de hidrogênio (mL.L
-1

), 

poder calorífico inferior do H2 10,8 MJ.m
-3

 (Goldmeer, 2019), concentração de resíduos 

sólidos de citros no reator (g.L
-1

), e eficiência de conversão elétrica em células combustível de 

60% (DOE Energy Efficiency And Renewable Energy Information Center, 2006; Shabani e 

Andrews, 2015). 
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5.2.9 Análise da comunidade microbiana 

As amostras coletadas ao final dos ensaios A-7 e A-9 do planejamento experimental 

fracionado foram usadas para avaliação do gene RNAr 16S de bactérias. As amostras foram 

centrifugadas (6000 rpm - 6 minutos), sendo o pellet de biomassa lavado com solução PBSX1 

(NaCl 8,2 g.L-1, Na2HPO4 1,05 g.L-1, NaH2PO4 + H2O  0,35 g.L-1), e posteriormente 

armazenado a -20°C. O DNA genômico das amostras foi extraído usando o FastDNA™ SPIN 

Kit for Soil DNA Extraction (MP Biomedicals). A integridade do DNA extraído foi 

verificado em gel de agarose  0,8% e a quantificação (ng/µL) e a pureza (relação 260/280nm) 

foi realizado no Nanodrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher Scientific). O 

sequenciamento do DNA foi realizado pela empresa NGS genomic solutions (Piracicaba-SP, 

Brazil), os genes 16S rRNA região V3-V4 foram amplificados por meio de reação em cadeia 

de polimerase (PCR) usando o set de primer 341F - 806R (Yu et al., 2005), realizadas com 

Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs) e na ligação dos barcodes 

foi usado o do kit Nextera XT. O sequenciamento foi realizado no sistema Illumina Miseq, 

sendo as leituras produzidas de 2x250 pb.  Na análise dos dados foi usado o programa 

DADA2 (Callahan et al., 2016a), um pacote de código aberto implementado na linguagem 

Rfoi utilizado para modelagem e correção de erros de amplicons. A filtragem de arquivos 

fastq foi realizada para cortar as sequências dos primers de PCR e filtrar as extremidades 3’ 

das leituras devido ao decaimento da qualidade (Q<30).  Após o processamento inicial dos 

dados de sequenciamento pelo DADA2, as taxonomias foram atribuídas a cada ASV (do 

inglês Amplicon Sequencing Variants). O banco de dados Silva 138 foi utilizado como 

referência. As classificações taxonômicas, e suas quantificações, gerados pelo DADA2 foram 

importados para o programa Phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013), também implementado 

no R. As análises de diversidade Alpha e Beta, foram realizadas via pacote phyloseq, 

conforme descrito em (Callahan et al., 2016b). As sequências foram submetidas ao banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sob número de acesso 

PRJNA907720. A inferência das vias metabólicas foi realizada utilizando as ferramentas das 

bases de dados BRENDA (BRENDA Enzyme Database, 2022) e KEGG (KEGG Pathway 

Database, 2022). 
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5.3.RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.3.1 Ensaios com Diferentes Alcalinizantes 

Para avaliação do efeito da adição de agentes alcalinizantes na produção de 

hidrogênio, a partir da co-digestão de resíduos da agroindústria de citros foram conduzidos 

três ensaios preliminares: (1) ensaio controle sem adição de alcalinizante, (2) ensaio com 

carbonato de cálcio e (3) ensaio com bicarbonato de sódio. A produção de hidrogênio (P) 

observada nestes ensaios foi de 397,37 mL.L
-1

, 1099,73 mL.L
-1 

e 517,29 mL.L
-1

, 

respectivamente (Figura 5.1 e Tabela 5.4). Observou-se diferença estatisticamente 

significativa (p<0,05), entre os três ensaios em relação a P. O uso de carbonato de cálcio e 

bicarbonato de sódio favoreceram aumento de 176,8% e 30,2% de P, respectivamente, em 

relação ao ensaio controle. Diferença estatisticamente significativa (p<0,05), também foi 

observada entre os ensaios com carbonato e bicarbonato, sendo observado P 112,6% superior 

para o primeiro alcalinizante em relação ao segundo. 

 

Figura 5.1. Ajuste de Gompertz modificado da produção acumulada de H2 dos ensaios com 

diferentes alcalinizantes. 
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Tabela 5.4. Parâmetros cinéticos de Gompertz dos ensaios em reator em batelada de 

avaliaçãos alcalinizantes. 

Reator em 

Batelada 

P 

mL.L
-1

 

Rm 

mL.L
-1

.h
-1

 

λ 

h 

%H2 

Biogás 

Y1 

mLH2.g
-1

CHO 

Y2 

molH2.mol
-1 

hexose 

pH 

final 

Bicarbonato de 

sódio 

517,29 35,57 10,28 44,1% 99,45 0,86 4,08 

Carbonato de 

cálcio 

1099,73 91,26 12,04 45,5% 162,22 1,65 4,63 

Sem Alcalinizante 397,37 24,76 11,32 46,4% 71,44 0,55 3,69 

Em relação ao parâmetro cinético de tempo de início da produção de hidrogênio (λ) 

não foi observada diferença estatística (p>0,05) entre os ensaios com diferentes alcalinizantes 

em relação ao ensaio controle. Sob tais condições os λ observados foram 10,1 h, 11,8 h e 12,4 

h, para os ensaios com bicarbonato, controle sem alcalinizante e com carbonato, 

respectivamente. O pH inicial do processo tem sido reportado como um parâmetro 

significativo para o tempo de início de produção de H2 em reatores em batelada utilizando 

diferentes substratos, como resíduos de alimentos (Kim et al., 2011), água residuária e 

resíduos sólidos de indústrias de processamento de alimentos e bebidas (Wongthanate et al., 

2014), e resíduos de bananas (Mazareli et al., 2020), com pH inicial próximo a 7,0 

favorecendo menores valores para λ. Para os ensaios do presente estudo o ajuste para 

estabelecer um mesmo pH inicial nos três ensaios (6,5 ± 0,1) é provável ter sido determinante 

para que não fosse observada diferença significativamente estatística em relação ao parâmetro 

de tempo de início de produção. 

No início da produção de hidrogênio, com tempo médio próximo a 12h, observou-se 

variação de pH nos três ensaios em relação ao verificado inicialmente de 6,5 ± 0,1, 

observando para o ensaio controle diminuição mais acentuada. No início da fase exponencial 

de produção de H2 o pH do ensaio controle estava em 4,8, muito próximo ao limite inferior da 

faixa ideal para produção de H2 (4,5), apontada por exemplo, por Lee et al. (2010). Todavia, 

para os ensaios com alcalinizante observou-se pH de 5,3 e 5,8 para bicarbonato e carbonato, 

respectivamente. Provavelmente, estas condições foram mais favoráveis para atividade de 

produção de hidrogênio. Conforme descrito por Lin et al. (2004), um meio contendo 

compostos alcalinizantes minimiza as flutuações de pH durante o período inicial da 

fermentação impactando significativamente no desempenho da produção de H2, tal como foi 

observado no presente estudo, com menor flutuação do pH para os ensaios com bicarbonato 

de sódio e carbonato de cálcio. Os autores destacam ainda que uma falha no controle de 

alcalinidade, pH e desequilíbrio na concentração de AOVs pode resultar na interrupção da 
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produção de hidrogênio. Neste contexto é fundamental um ajuste na concentração do agente 

alcalinizante em relação à disponibilidade de substrato, minimizando falhas no controle do 

pH, mantendo-o em faixa adequada para produção de H2. 

 Apesar da significativa diferença observada de P entre os ensaios, não foi verificada 

diferença estatística em relação ao percentual de hidrogênio na composição do biogás; ou 

seja, foram observados 44,1%, 45,5% e 46,4% para os ensaios com bicarbonato, carbonato e 

controle, respectivamente. Todavia, vale destacar que apesar de percentuais de H2 

semelhantes, a manutenção do pH operacional por maior período na faixa entre 4,5 e 6,5, 

delimitada como ideal para produção de H2 (Lee et al., 2010), foi determinante para observar 

maior P no ensaio com carbonato, em relação aos demais ensaios. Sistemas acidogênicos de 

produção de hidrogênio são vulneráveis a perdas de desempenho relacionadas a fatores como 

variações nas rotas metabólicas e atividade das hidrogenases (Fuess et al., 2016).  

No período entre 25 – 30 h após início da fermentação, já era observada uma tendência 

de estabilização da produção de hidrogênio para o ensaio controle, momento este em que o 

pH verificado foi de 4,2. Em condição de pH na faixa ácida pode ocorrer o aumento da 

concentração de AOV em sua forma protonada, o que causa inibição das bactérias 

fermentativas (Salek et al., 2015). Neste mesmo período a produção de hidrogênio dos ensaios 

com bicarbonato e carbonato ainda se encontrava na fase exponencial, com pH próximo de 

4,9.  

Ao final dos ensaios o pH verificado foi de 3,7, 4,1 e 4,6, para os ensaios controle, 

com bicarbonato, e com carbonato, respectivamente. Para o ensaio controle o pH final é 

provável ter sido inibitório para prosseguimento do processo fermentativo, uma vez que o 

perfil de consumo de carboidratos indica que houve estagnação na concentração de 

carboidratos no reator após 25h de ensaio, de forma que o consumo de carboidratos foi de 

apenas 63,70% (Tabela 5.5 e Figura 5.2). Tal dinâmica observada no ensaio sem adição de 

alcalinizante do presente estudo é destacada por Kim et al. (2011), apontando que para valores 

de pH ácidos, além da dinâmica de alteração das rotas metabólicas, a utilização do substrato 

pode ser diretamente inibida. 
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Figura 5.2. Concentração de carboidratos nos pontos inicial e final, e remoção de carboidratos 

dos ensaios preliminares de avaliação da alcalinização. 

Tabela 5.5. Parâmetros físico-químicos dos reatores em batelada com diferentes 

alcalinizantes. 

Ensaio 

Alcalinidade 

Parcial Inicial 
g Alcalinizante. g

-

1
CHO 

Carboidratos 

(mg.L
-1

) 

RC 

(%) 

AOV 

Predominate 

(mg.L
-1

) 

HBu/HAc 

(mgCaCO3.L
-1

) Inicial Final  

Bicarbonato de 

sódio 

355,73 0,20 9985,0 4291,0 57,03 HLa: 1753,0 0,36 

Carbonato de 

Cálcio 

127,88 0,22 9270,0 2064,17 77,73 
HAc: 1192,7 

HBu: 1232,8 
1,03 

Sem 

Alcalinizante 
16,28 0,00 9552,3 3499,0 63,70 HLa: 1768,0   0,35 

RC: remoção de carboidratos. 

Para o ensaio com bicarbonato de sódio acentuada diminuição do pH foi observada em 

intervalo coincidente com a estagnação da produção acumulada de H2. Conforme verificado 

na Tabela 5, o consumo de carboidratos deste ensaio foi de apenas 57,0%, provavelmente a 

alcalinidade não foi suficiente para maior remoção de substrato, e o pH inferior a 4,8 a partir 

de 25h de ensaio foi desfavorável à produção de H2, como pôde ser observado no platô na 

curva de produção. 

A diminuição menos acentuada do pH e a maior remoção de carboidratos (77,7%) 

foram verificadas com carbonato de cálcio, e alinhadas com o maior P, corroborando a ideia 

de que o uso do carbonato de cálcio como agente alcalinizante proporcionou maior 

estabilidade ao processo. A melhor efetividade no tamponamento do sistema ao longo do 
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processo, constatada pela manutenção do pH ainda acima de 4,5 ao final do ensaio, resultou 

em condições mais favoráveis para a prevalência de rotas metabólicas com produção de 

hidrogênio. Comportamento similar foi observado por Chen et al. (2015) ao avaliarem o efeito 

do bicarbonato de sódio e carbonato de cálcio na estabilidade da digestão anaeróbia de 

resíduos de alimentos em reatores batelada. Nesta perspectiva constaram que apesar do 

bicarbonato possibilitar a neutralização mais rápida dos ácidos orgânicos produzidos, 

resultando em melhor desempenho no início do processo, nas condições com carbonato foi 

observada melhor capacidade de tamponamento resultando em maior produção acumulada de 

hidrogênio. 

A alcalinidade parcial inicial do ensaio com bicarbonato foi quase 3 vezes maior em 

relação ao ensaio com carbonato, entretanto conforme verificado pelo perfil de pH ao longo 

dos ensaios o tamponamento do processo foi mais eficiente com o uso do carbonato (Tabela 

5.5). Tal fato decorre das características de solubilidade dos compostos. De acordo com o 

PubChem a solubilidade do bicarbonato de sódio e carbonato de cálcio em água é de 

aproximadamente 10g.L
-1

 (25°C/1 atm) e 15 mg.L
-1

 (25°C/1 atm) (National Center for 

Biotechnology Information, 2022a, 2022b), respectivamente. De acordo com Ai et al. (2014), 

devido a baixa solubilidade e  lenta dissolução, o carbonato de cálcio em excesso não 

conduzirá ao aumento significativo do pH do meio, mas ao invés disso promoverá maior 

tamponamento do meio. Sendo assim, nas condições com bicarbonato foi observada maior 

alcalinidade de forma imediata, enquanto com carbonato ocorreu liberação da alcalinidade 

gradativamente, consequentemente propiciou maior estabilidade para produção de hidrogênio.  

O aumento da pressão parcial de CO2 é reportado como um fator que promove o 

aumento da solubilidade do carbonato na fase líquida, conforme discutido por Weyl (1959) e 

também Frear e Johnston (1929). Entretanto, de acordo com o modelo matemático validado 

em experimentos realizados em reator CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) por Salek et 

al. (2015), o aumento da concentração de CO2 na fase gasosa e consequente aumento da sua 

pressão parcial tem efeito negativo no pH da fermentação. Isto pode estar relacionado à baixa 

taxa convectiva de transporte do CO2 para o headspace ou a baixa transferência de massa de 

CO2 da fase líquida para gasosa, causando aumento de ácido carbônico (H2CO3
*
) (soma de 

H2CO3 + CO2(aq)) no meio, mudando o equilíbrio do sistema com predominância de CO3
-2

 e 

levando ao aumento da concentração de prótons e consequente redução de pH, como pode ser 

observado na Eq. (6) (Salek et al., 2015). Sendo assim, fatores como a periódica 
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despressurização do headspace para os reatores em batelada de todos os ensaios mantendo 

baixas pCO2, e a condução do processo sob agitação (130 rpm) para melhorar a efetividade da 

transferência de massa da fase líquida para gasosa foram estratégias que proporcionaram bom 

funcionamento do sistema carbonato no sentido de neutralizar os prótons H
+
 provenientes do 

processo fermentativo.  

𝐻2𝐶𝑂3 ⇄ 𝐻𝐶𝑂3
− + 𝐻+ ⇄ 𝐶𝑂3

2− + 2𝐻+                                        (6) 

Salek et al. (2015) destacam importantes fatores relacionados à cinética de dissolução 

do carbonato de cálcio em sistemas fermentativos. A partir da dissolução do carbonato ocorre 

a liberação de íons Ca
+2

 no meio aquoso que atuam neutralizando a presença dos carboxilatos 

originados da fermentação. Entretanto, em sistemas com alta concentração de substrato há 

necessidade que a taxa de dissolução de CaCO3 (Eq. 7) seja próxima à taxa de produção de 

ácidos orgânicos, gerando aumento da concentração de íons CO3
-2

 podendo ocasionar a re-

precipitação de carbonato de cálcio. Desta forma, como um mecanismo de manutenção do 

equilíbrio termodinâmico há redução da concentração de CO3
-2

 no meio, o que resulta em 

aumento da concentração de prótons H
+
 e redução de pH. Assim, fica evidente que a 

concentração de substrato é uma importante variável no processo e está diretamente associada 

a ação do agente alcalinizante, uma vez que o desbalanço entre a cinética dos processos 

ocasiona falha na manutenção do pH, mesmo em condições nas quais ainda há 

disponibilidade de alcalinizante no sistema. 

𝐶𝑎𝐶𝑂3 ↔ 𝐶𝑎+2 + 𝐶𝑂3
−2                                                          (7) 

Para o ensaio controle sem adição de alcalinizante (pH inicial 6,5 corrigido com 

NaOH) verificou-se alcalinidade parcial inicial praticamente nula (Tabela 5.5). Sob tais 

condições, pode-se inferir que na co-digestão dos resíduos de citros é necessário a 

suplementação com agentes tamponantes, porque em caso contrário tem-se acidificação do 

sistema e tendência para predominância de vias metabólicas com produção de compostos 

mais reduzidos, como por exemplo, o ácido láctico (HLa). A predominância de metabólitos 

mais reduzidos como HLa em sistemas sem capacidade de tamponamento foi observada por 

Assunis et al. (2019) em reatores em batelada com soro de queijo; para ensaio sem controle de 

pH não foi observada produção de outros ácidos além de HLa, assim como não houve 

produção de H2, atingindo pH final inferior a 4,0, o que levou à inibição da fermentação.  
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Os melhores resultados obtidos no ensaio com carbonato de cálcio podem também 

estar associados à disponibilização de íons Ca
2+

 no meio em decorrência do processo de 

solubilização do CaCO3 (Eq. 5), visto que vários íons de metais são fundamentais para 

estimular o crescimento celular, a atividade de cofatores de enzimas, formação de endósporos, 

e outras funções metabólicas (Elbeshbishy et al., 2017). Principalmente, para bactérias Gram-

positivas, tal como Clostridium, o Ca
2+

 é observado de forma importante na região de parede 

e membrana celular da célula vegetativa, em quantidade muitas vezes superior à contida nas 

regiões citoplasmáticas (Smith, 1995), visto que a estrutura da parede celular conta com 

camada espessa de peptidoglicano que contém grupos carboxila que são sítios aniônicos para 

a ligação do metal (Plette et al., 1996; Thomas e Rice, 2014). Destaca-se também que 

microrganismos do filo Firmicutes, especialmente Clostridium são notadamente importantes 

produtores de H2, e tem por característica a capacidade de formação de endósporos como uma 

estratégia de sobrevivência a condições adversas (Yang e Song, 2019). A concentração do íon 

Ca
2+

 cerca de 20 vezes maior nos endósporos que nas células vegetativas, e a elevada 

resistência dos endósporos ao calor está relacionada à presença do cálcio associado ao ácido 

dipicolínico (DPA), na forma de um quelato Ca(II)-DPA no núcleo do endósporo (Rajan et 

al., 1978). Wu et al. (2012) avaliaram o efeito da adição de íons de cálcio (Ca
2+

), de 50 a 200 

ppm, na produção de hidrogênio em reator de leito fluidizado alimentado com sacarose, e 

constataram aumento de até 18% na produção de H2, associada ao desenvolvimento 

considerável de Clostridium no reator. Similarmente, Zhang et al. (2020) realizaram ensaios 

em reatores em batelada com resíduos de alimento e cultura de Clostridium sp., sendo 

constatado aumento da produção de H2 com a suplementação de carbonato de cálcio (3 g.L
-1

). 

Sob tais condições foi destacado a importância do Ca
2+

 como cofator enzimático com 

influência na etapa de hidrólise do substrato. Tais estudos corroboram a importância do cálcio 

no desenvolvimento de populações de microrganismos fundamentais para produção de H2 e 

principalmente relacionados ao gênero Clostridium e endósporos positivos. 

Visando maior estabilidade do processo fermentativo tendo em vista aumento no 

rendimento da produção de hidrogênio, optou-se com base nas diversas respostas obtidas nos 

ensaios preliminares, investigar de forma mais detalhada o efeito do uso do carbonato de 

cálcio, para diferentes concentrações de substrato. 
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5.3.2 Ensaios com carbonato de cálcio e diferentes concentrações de resíduos de citros 

 Identificada a melhor estratégia para alcalinização do processo de co-digestão de 

resíduos da agroindústria de citros, visando à obtenção de hidrogênio, buscou-se compreender 

melhor a relação entre a demanda de alcalinizante e a concentração de substrato, 

estabelecendo um direcionamento para maximização da produção de hidrogênio a partir do 

ajuste destes parâmetros. 

A partir da análise ANOVA para o efeito das variáveis analisadas em relação a P 

pode-se identificar efeitos estatisticamente significativos (nível de confiança de 90%) para as 

variáveis X1 (concentração de carbonato de cálcio, p=0,088) e X2 (concentração de RSL, 

p=0,017) (Tabela 5.6). Para os ensaios A-3, A-4, A-7, A-8, conduzidos com 25,0 gSTV. L−1 de 

RSL observou-se P  bem superior em relação aos ensaios com 7,0 gSTV. L−1. Em relação ao 

carbonato verificou-se maior P para todos os ensaios conduzidos no nível superior (4,0 g.L
-1

), 

quando comparados com os ensaios com a mesma concentração de substrato, porém com 1,0 

g.L
-1

 de CaCO3. Sob tais condições pode-se inferir em efeito positivo da concentração do 

alcalinizante. Em relação ao P (Tabela 5.7) dos ensaios do ponto central cujos valores foram 

superiores aos obtidos para os demais ensaios do planejamento experimental, observa-se que 

os valores intermediários para as variáveis avaliadas (16,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,5 g.L
-1

 de 

CaCO3, 2,0 gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,5 gSTV.L
-1

 de lodo) resultaram em melhor condição para 

produção de H2, sendo provável que considerando o intervalo de valores avaliados para as 

variáveis seja possível identificar um ponto de otimização para P explorando com maior 

detalhe a relação entre as variáveis significativas. 

 Efeitos estatisticamente significativos (p=0,263 e p=0,712) não foram observados para 

as variáveis X3 e X4, respectivamente. Influência na modificação de resposta de P não foi 

observada para a concentração de lodo (2 a 5 gSTV.L
-1

), ou seja, não foi observada limitação 

ao processo para a razão entre inóculo e substrato (X0/S0) estabelecidos para cada um dos 

ensaios. Verificou-se que para o presente estudo que a faixa de valores para razão 

inóculo/substrato foi de 0,08:1,0 a 0,71:1,0 (calculada com base nas variáveis de inóculo e 

RSL para cada um dos ensaios). A menor amplitude de valores para razão inóculo e substrato 

em todos os ensaio (X0/S0 abaixo de 1,0:1,0) é provável que tenha sido um fator importante 

para que não fosse observada significância da variável X4 no que se refere a produção 

acumulada de hidrogênio. Como observado por Sun et al. (2011) ao avaliarem a influência de 

várias razões inóculo/substrato (X0/S0) na produção de hidrogênio utilizando Chlorella sp. 
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como substrato em reatores em batelada, só houve efeito negativo para X0/S0 superior a 

1,0:1,0; assim como, toda faixa de valores mais baixos para razão X0/S0 resultaram em 

melhores resultados em relação a produção de H2.   

Tanto, os resíduos sólidos de citros (X2), como a água residuária (X3) foram avaliadas 

como fontes de substrato ao processo. A partir disso verificou-se que os resíduos sólidos 

foram a principal fonte de carboidratos, suprimindo a importância do fornecimento de 

carboidratos da água residuária. Esta menor importância relativa de X3 no fornecimento de 

substrato é provável motivo de efeito não significativo desta variável em relação a P, não 

sendo possível neste caso avaliar seu efeito de forma isolada. 

Em relação à variável X3 dois aspectos são fundamentais, a saber: (1) é provável que 

estabelecer uma faixa mais ampla de variação da concentração de ARL no processo do que a 

que foi estabelecida no presente conjunto de ensaios, possa permitir uma observação mais 

completa do efeito desta fonte de substrato na produção de H2; (2) o segundo aspecto está 

relacionado ao objetivo de co-digestão dos resíduos provenientes de um mesmo segmento da 

agroindústria de citros, o fato de não haver efeito negativo significativo, indica que não houve 

inibição da produção de H2 relacionada à água residuária nas concentrações avaliadas. 

Os parâmetros cinéticos de produção de hidrogênio (P, Rm e λ), assim como o 

percentual de H2 no biogás, pH final, e rendimento (Y), de cada um dos ensaios podem ser 

verificados na Tabela 5.7. O P dos ensaios observado foi entre 215,12 mL.L
-1

 obtido no 

ensaio A-5 e 940,61 mL.L
-1

 dos ensaios de ponto central (A-9/A-10/A-11), conforme pode ser 

visualizado na Figura 5.3. 

Tabela 5.6. ANOVA para efeitos do carbonato de cálcio, RSL, ARL e Lodo no potencial 

máximo de produção de H2 

Fonte SQ GL QM Valor F Valor-P 

X1 (L) 19405 1 19405 9,83 0,088 

X2 (L) 110826 1 110826 56,15 0,017 

X3 (L) 4685 1 4685 2,37 0,263 

X4 (L) 357 1 357 0,18 0,712 

X1. X2 1892 1 1892 0,96 0,431 

X1. X3 1229 1 1229 0,62 0,513 

X1. X4 1135 1 1135 0,58 0,527 

Erro 3948 2 1974   

Total 693546 10    
 SQ=Soma dos quadrados; GL=Graus de liberdade; QM=Quadrado médio. 
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Tabela 5.7. Parâmetros cinéticos e de rendimento dos ensaios do planejamento experimental 

fatorial fracionado para avaliação do efeito de variáveis na produção de H2. 

Ensaio 
P 

(mL.L
-1

) 

Rm 

(mL.L
-1

.h
-1

) 

λ 

(h) 

%H2 

Biogás 

Y1 
(mLH2.g

-1
CHO) 

Y2 
(molH2.mol

-

1
hexose) 

pH 

final 

A-1 326,27 45,80 10,4 46,7% 188,94 1,81 5,3 

A-2 419,43 66,26 8,9 46,9% 155,17 1,66 5,7 

A-3 579,28 60,92 9,1 53,2% 153,12 1,51 3,86 

A-4 599,10 47,83 8,2 36,1% 103,82 1,08 5,63 

A-5 215,12 33,09 10,0 51,3% 99,91 0,86 5,01 

A-6 381,24 58,93 6,4 46,5% 148,39 1,49 5,86 

A-7 522,49 56,79 8,6 51,0% 146,23 1,41 3,96 

A-8 588,89 40,84 8,4 34,1% 83,82 0,88 5,59 

PC (A-9/A-10/A-11) 940,61 60,64 8,1 48,1% 255,55 2,61 5,21 

O menor P foi verificado no ensaio A-5, sendo consequência de uma condição com 

baixa concentração inicial de carboidratos (Tabela 5.8), com adição de 7,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 

e 3 gDQO.L
-1

 de ARL, e também com concentração reduzida de alcalinizante (1,0 

gCaCO3.L
-1

), resultando em relação de 0,33 gCaCO3.g
-1

CHO. Em contrapartida, o ensaio A-6 

foi conduzido na mesma condição em relação às variáveis de substrato (X2 e X3), entretanto 

no nível superior de concentração de carbonato, e relação de 1,17 gCaCO3.g
-1

CHO. Sob tais 

condições foi observada P de 381,24 mL H2.L
-1

, valor 77,2% superior ao verificado no ensaio 

A-5. Em função do maior tamponamento fornecido no ensaio A-6 verificou-se maior 

estabilidade ao processo, com diminuição mais lenta do pH, estabilização da produção de H2 

em pH 5,9, e remoção  de carboidratos de 86,20%. Todavia, no ensaio A-5 verificou-se 

redução acentuada do pH nas primeiras 15 horas de ensaio, até pH final 5.0, com remoção de 

82,3% de carboidratos. Esta maior estabilidade de pH obtida com adição de carbonato de 

cálcio previamente ao início da fermentação foi destacada por Ai et al. (2014), em estudo com 

resíduos de palhas de arroz em reatores em batelada. Os autores observaram a manutenção do 

pH com menor flutuação devido à grande quantidade de alcalinidade na forma de carbonato 

de cálcio adicionado ao processo (1,6 g), o que proporcionou mínima redução entre o pH 

inicial e final, mesmo com elevada produção de AOV ao longo da fermentação. 
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Figura 5.3. Ajuste de Gompertz modificado da produção acumulada de H2 dos ensaios do 

planejamento  experimental. 

Os ensaios A-1 e A-2 foram realizados nas condições com nível inferior para ambas as 

variáveis de substrato (7,0 gSTV.L
-1

 de RSL e 2,0 gDQO.L
-1

 de ARL) e, portanto, com menor 

concentração inicial de carboidratos. Para A-1 a concentração de alcalinizante também foi 

fixada no nível inferior (1,0 gCaCO3.L
-1

) estabelecendo relação de 0,38 gCaCO3.g
-1

CHO, 

pouco superior a que foi verificada para A-5. Entretanto, verificou-se no ensaio A-1 maior P, 

51,7% superior ao ensaio A-5. Observa-se a partir de tal resultado que esta combinação nas 

concentrações de substrato e de carbonato de cálcio resultou na predominância de rotas 

metabólicas relacionadas à produção de hidrogênio, considerando que houve maior produção 

de H2 no ensaio A-1, apesar do consumo de carboidratos semelhante verificado para ambos os 

ensaios (80,9% para A-1, e 82,3% para A-5) (Tabela 5.8). Em relação ao ensaio A-2 a 

concentração de carbonato foi fixada no nível superior (4,0 gCaCO3.L
-1

), estabelecendo razão 

de 1,15 gCaCO3.g
-1

CHO, o que resultou em produção de hidrogênio ainda maior que a 

verificada em A-1, e superando em 95,0% a verificada para A-5. Observou-se pequena 

redução do pH; ou seja  de 5,7 ao final da produção de hidrogênio, e elevada remoção de 

carboidratos (87,65%), a maior dentre todos os ensaios. 
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Tabela 5.8. Parâmetros físico-químicos principais do planejamento experimental fatorial 

fracionado para avaliação do efeito de variáveis sobre a produção de H2. 

Ensaio 
gCaCO3.

g
-1

CHO 

Carboidratos RC AOV 

Predominate 

(mg.L
-1

) 

HBu/HAc 
Inicial Final % 

A-1 0,38 2636,7 504,03 80,9% HAc: 948,7 0,33 

A-2 1,15 3486,7 430,63 87,7% HAc: 1624,9 0,52 

A-3 0,14 7056,7 2712,67 61,6% HLa: 3279,6 0,82 

A-4 0,49 8093,3 1406,20 82,6% HAc: 1489,4 0,08 

A-5 0,33 2990,0 529,03 82,3% HAc: 910,8 0,87 

A-6 1,17 3405,0 469,90 86,2% HAc: 1306,0 0,71 

A-7 0,14 7360,0 3200,83 56,5% HLa: 3749,4 0,66 

A-8 0,40 9973,3 1391,40 86,1% HAc: 1382,5 0,12 

PC 

(A-9/A-10/A-11) 
0,45 5639,8 1315,0 76,7% 

HAc: 1457,4 

HBu: 1448,9 
1,00 

 

 A relação observada entre potencial de produção de hidrogênio com a concentração 

inicial de substrato e com a disponibilidade de alcalinidade no sistema, também pôde ser 

visualizada de forma interessante nos ensaios A-7 e A-8, ambos conduzidos em condição de 

nível superior de concentração de substrato (25,0 gSTV.L
-1

 de RSL e 3,0 gDQO.L
-1 

ARL), 

mas em níveis opostos para concentração de carbonato, 1,0 gCaCO3.L
-1

 e 4,0 gCaCO3.L
-1

, 

respectivamente. Nestes ensaios houve aumento importante na produção de hidrogênio (522,5 

mLH2.L
-1

 e 588,9 mLH2.L
-1

, respectivamente) em comparação aos ensaios conduzidos em 

nível inferior para concentração de substrato (A-1: 326,3 mLH2.L
-1

 e A-2: 419,4 mLH2.L
-1

), 

contribuindo para que fosse identificado efeito positivo estatisticamente significativo para a 

variável de substrato (concentração RSL).  

Entretanto foi observado que a produção de H2 de A-8 superou em apenas 12,7% a que 

foi observada para A-7, não sendo, portanto, observado grande aumento na produção em A-8 

apesar da aparente estabilidade e eficiência observada no processo fermentativo para tal 

ensaio, oposto ao verificado em A-7. A estabilidade observada em A-8 é evidenciada por um 

perfil sem uma redução abrupta de pH, com estabilização em pH de 5,59, e uma elevada 

remoção de carboidratos (86,0%), enquanto que para A-7  houve redução acentuada de pH, 

sendo o pH final de 3,96, e a menor remoção de carboidratos (56,5%) dentre todos os ensaios.  
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O percentual de hidrogênio na composição do biogás do ensaio A-8 foi de apenas 

34,1%, o mais baixo dentre os ensaios (Tabela 5.7), enquanto para A-7 foi verificado 51,0% 

de H2. Esse baixo percentual de H2 verificado decorre de processos de consumo de 

hidrogênio, como discutido por Saady (2013). O hidrogênio pode ser consumido por meio de 

duas diferentes formas, como equivalentes redutores (NADH2) que representam uma 

molécula potencial de H2, ou diretamente como hidrogênio molecular. Sendo assim, foi 

observado que apesar das condições do processo fermentativo do ensaio A-8 terem sido 

favoráveis a produção de hidrogênio, assim também foram para ocorrência de reações 

concomitantes de consumo, reduzindo a produção líquida de H2 obtida no processo. 

A remoção de carboidratos geral dos ensaios foi de 77,6% ±10,1%, sendo o maior 

valor de 87,65% foi verificado em A-2, e o menor 56.5% em A-7 (Figura 5.4). Para os ensaios 

nos quais a concentração de RSL foi de 7,0 gSTV.L
-1

 a remoção foi de 84,3% ±3,2%, 

enquanto nos ensaios com 25,0 gSTV.L
-1

 foi de 71,7% ±14,8%. Observa-se a partir de tais 

resultados que apesar do aumento da concentração de RSL ter resultado em efeito positivo na 

produção de hidrogênio, a elevada concentração de substrato impactou negativamente na 

eficiência de remoção do substrato, indicando que uma otimização da concentração dos 

resíduos de citros é fundamental visando melhor recuperação do conteúdo energético deste 

substrato. 

Em relação ao aumento da concentração de carbonato de cálcio, além do efeito 

positivo verificado para a produção de hidrogênio, também foi verificada tendência ao 

favorecimento de maior remoção do substrato, para os ensaios com 1,0 g.L
-1

 de CaCO3. Sob 

tais condições, a remoção de carboidratos foi de 70,3% ±13,2%, enquanto para aqueles com 

4,0 g.L
-1

 de CaCO3 foi de 85,6% ±2,1%. Provavelmente, neste último caso ocorreu a 

minimização da redução do pH operacional, evitando redução acentuada em curto período de 

tempo, a qual foi fundamental para a manutenção da fermentação com maior eficiência na 

remoção do substrato. Tais observações estão alinhadas ao que foi verificado por Asunis et al. 

(2019) em reatores em batelada com soro de queijo. Sob tais condições, observaram que o pH 

operacional tem importante influência na velocidade de degradação do substrato, de forma 

que para o ensaio sem controle de pH verificou-se diminuição acentuada do pH cujo valor 

final foi de 3,78. Neste caso, a remoção de carboidratos foi de apenas 45%, enquanto para os 

ensaios com controle de pH entre 5,0 e 7,5 a remoção foi entre 93 – 99%. As causas da 

influência do pH na cinética de degradação do substrato são associadas à modificação da 
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atividade enzimática, e redução do aproveitamento energético da biomassa em pH com 

tendência à acidificação devido ao gasto metabólico para excretar prótons liberados no 

interior da célula por ácidos não dissociados, e também às modificações no transporte de 

nutrientes para as células microbianas (Infantes et al., 2011; Panesar et al., 2007; Tang et al., 

2017). 

A concentração residual de carboidratos no meio ao final dos ensaios foi de 430 a 

3200 mg.L
-1

 (Figura 5.4). O residual de substrato para etapa acidogênica foi 

significativamente menor do que para aqueles ensaios avaliados no nível superior para a 

concentração de RSL (X2). Todavia, o percentual de remoção não é um indicador que permite 

visualizar de fato o esgotamento do substrato disponibilizado, porque a concentração absoluta 

residual representa do ponto de vista energético uma parcela de energia não aproveitada.  

Do ponto de vista de um processo de digestão anaeróbia de dois estágios, 

concentrações residuais de carboidratos muito elevadas descaracterizam a separação dos 

estágios fermentativo e metanogênico, podendo ocasionar maior instabilidade no segundo. Os 

AOVs produzidos na acidogênese são substratos chave para bom desenvolvimento do 

segundo estágio, de forma que a disponibilidade destes é um fator crítico para desempenho 

global do processo (Srisowmeya et al., 2020).   

 

Figura 5.4. Concentração de carboidratos nos pontos inicial e final, e remoção de carboidratos 

nos ensaios do planejamento experimental fatorial fracionado. 
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O rendimento de H2 (Y1) geral para os ensaios foi de 164,5±63,5 mLH2.g
-1

CHO; 

todavia, para os ensaios dos pontos centrais (A-9/A-10/A-11) observou-se maior rendimento 

de 255,6 mLH2.g
-1

CHO; ou seja, 55% superior aos demais ensaios. Para o ensaio A-8 

verificou-se o menor rendimento, de apenas 83,8 mLH2.g
-1

CHO, cerca de 96% inferior ao 

valor médio, apesar de A-8 não ter sido o ensaio com menor P. Este baixo rendimento para A-

8 foi resultado de elevado consumo absoluto de carboidratos, porém com produção de H2 não 

proporcional ao consumo do substrato.  

Adotando a hipótese de simplificação de que todo conteúdo de carboidratos é 

composto por hexoses calculou-se o rendimento em mol de H2 por mol de hexose (Y2) para os 

ensaios. Este é um parâmetro usado para quantificar se houve prevalência de rotas 

metabólicas mais favoráveis a produção de hidrogênio, considerando o rendimento teórico de 

4 molH2.mol
-1

hexose (Thauer et al., 1977) como referência para interpretação. Y2 observado 

para os ensaios foi de 0,86 a 2,61 molH2.mol
-1

hexose, representando 21,6% a 65,2% do 

rendimento máximo teórico. Os rendimentos observados para os ensaios com maior produção 

de H2 (pontos centrais A-9/A-10/A-11) foram bem elevados (2,61 molH2.mol
-1

hexose) 

considerando as limitações práticas, uma vez que apesar da existência do limite teórico de 4,0 

molH2.mol
-1

hexose resultante da remoção de glicose em ácido acético acoplada a formação de 

H2 via NADH2:Ferredoxina oxidoreductase, é supostamente improvável atingir tal limite. A 

fermentação de glicose somente em ácido acético, CO2 e H2 na prática não ocorre, havendo 

sempre produção de ácido butírico. Isso ocorre devido ao mecanismo de ajuste entre a 

formação de ácido acético com favorecimento a maior eficiência de obtenção de ATP, e 

também de ácido butírico com geração de entropia que atende o metabolismo clostridial 

(Thauer et al., 1977). Os maiores rendimentos práticos de H2 são observados para as vias 

fermentativas de ácido butírico/acético, a qual tem sido reportado ser de até 2,8  

molH2.mol
-1

glicose (Lee et al., 2009). 

No ensaio A-5 (0,86 molH2.mol
-1

hexose) foi observado o menor o rendimento dentre 

todos os ensaios, assim como foi para P; valor muito próximo foi observado para A-8 (0,88 

molH2.mol
-1

hexose), contudo de forma contrária ao que se verificou para P em A-5; ou seja, 

maior valor (588,9 mL.L
-1

). O baixo percentual de H2 na composição do biogás (34,1%) do 

ensaio A-8, combinado a um baixo Y2 permite inferir que as reações de consumo, 

concomitantemente à produção de H2 de fato ocorreram de forma importante nesta condição 

experimental. Tal fato é também suposto no ensaio A-4, para o qual verificou-se P 
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intermediário (599,1 mL.L
-1

), entretanto rendimento abaixo do esperado (1,08  

molH2.mol
-1

hexose), com baixo percentual de H2 no biogás (36,1%). 

Em relação aos metabólitos solúveis observou-se de forma geral que cinco deles 

corresponderam a mais de 95% do total quantificado para todos os ensaios, sendo eles, o 

ácido acético (HAc), butírico (HBu), propiônico (HPr), láctico (HLa) e cítrico (HCt). 

Para quatro ensaios (A-1, A-2, A-4 e A-8) o ácido acético foi o principal metabólito ao 

final do processo; ou seja de 948,7 mg.L
-1

, 1624,9 mg.L
-1

,1489,4 mg.L
-1

, e 1382,5 mg.L
-1

, 

respectivamente, representando elevada proporção do total de metabólitos (73.8%, 63,4%, 

59,7% e 57,6%, respectivamente). Para A-5, A-6 e pontos centrais (A-9/A-10/A-11), o HAc 

também foi o principal metabólito, de 910,8 mg.L
-1

, 1306,0 mg.L
-1

, e 1457,4 mg.L
-1

, 

respectivamente (Figura 5.5). Destaca-se que foi verificado em A-3 e A-7 uma composição de 

metabólitos distinta dos demais ensaios, com predomínio de HLa em 3279,6 mg.L
-1

 e 3749,4 

mg.L
-1

, respectivamente, sendo superior a 60% do total de metabólitos. 

Nos ensaios na condição do ponto central destacados anteriormente com o maior P e 

Y2, verificou-se uma composição de metabólitos dividida basicamente apenas entre HAc 

(1457,4 mg.L
-1

) e HBu (1448,9 mg.L
-1

), com percentual semelhante para cada um deles na 

composição total (HAc: 43,8% e HBu: 43,6%), resultando em relação HBu/HAc muito 

próxima de 1,0 (Tabela 5.8), a maior dentre os ensaios. A predominância destes ácidos está 

alinhada com a elevada produção de H2, uma vez que vias metabólicas principais de produção 

de HBu e HAc estão relacionadas a elevados rendimentos de hidrogênio. Cheong et al.(2006) 

indicaram um forte correlação entre razões HBu/HAc e a produção acumulativa de 

hidrogênio, com maiores valores de P, quando foram obtidos maiores valores para esta razão. 

Valor elevado para a razão HBu/HAc, acima de 1, indica bom ajuste das condições para 

produção de hidrogênio (Kisielewska et al., 2015) e tendência de que não houve ocorrência de 

forma importante de rotas acetogênicas (Akhlaghi et al., 2017). 
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Figura 5.5. Composição percentual dos ácidos orgânicos ao final dos ensaios do planejamento 

experimental fatorial fracionado. 

Os menores valores para razão HBu/HAc foram de 0,08 e 0,12, observados para os 

ensaios A-4 e A-8, respectivamente, indicando prevalência importante de HAc. A razão 

HBu/HAc para A-4 e A-8 associada ao já relatado baixo rendimento de H2, e baixo percentual 

de H2 na composição do biogás, verificados para estes ensaios, fortalece-se a hipótese de 

ocorrência importante do processo de homoacetogênese, sendo a principal causa para baixa 

razão HBu/HAc. Para estes ensaios também detectou-se importante concentração de HLa, 

677,0 mg.L
-1

 e 645,8 mg.L
-1

, respectivamente, sendo aproximadamente 27% do total de 

metabólitos em ambos os casos. Este aspecto é outro ponto importante no entendimento dos 

baixos valores de rendimento de H2 e razão HBu/HAc, considerando a ausência de produção 

de hidrogênio associada à produção de HLa, e à produção de HAc via fermentação 

heteroláctica (Pessione et al., 2010).  

Vale destacar que os ensaios A-4 e A-8 foram aqueles com maior concentração de ácido 

propiônico ao final do processo, 106,9 mg.L
-1

 e 131,3 mg.L
-1

, representando 5,5% e 4,3% do 

total de metabólitos, respectivamente. A produção de HPr também é uma das razões para a 

menor % H2 na composição do biogás, considerando que a reação metabólica de produção de 

HPr envolve o consumo de 2 mols de H2. Para as vias de produção de ácido propiônico há 

consumo de equivalentes redutores disponíveis, este consumo de NADH2 nestas vias modifica 

o fluxo de elétrons entre NAD
+
/NADH2 e Fdox/Fdred causando redução da produção de 
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hidrogênio, visto que H2 é produzido principalmente pelo consumo de Fdred pelo sistema 

Fd:hidrogenase (Elbeshbishy et al., 2017; Lee et al., 2009). 

Para os ensaios A-3 e A-7 foi observada elevada predominância de ácido láctico, além de  

outras respostas operacionais em comum; para ambos foi observado os piores resultados em 

relação à remoção de carboidratos (61,6% e 56,5%), e foram os únicos ensaios cujo pH final 

foi abaixo de 4,0 (3,86 e 3,96). A combinação de menor concentração de alcalinizante (1,0 

gCaCO3.L
-1

) com elevada concentração de substrato (25,0 gSTV.L-1) foi comum aos ensaios, 

estabelecendo razão gCaCO3/gCHO de apenas 0,14 em ambos. Provavelmente, para 

condições com baixos valores desta relação ocorre o favorecimento da produção de 

compostos mais reduzidos, tal como o HLa. Tal tendência é reforçada pelo que foi observado 

nos ensaios A-1 e A-5, ou seja, apesar da adição de apenas 1,0 gCaCO3.L
-1

 a variável 

principal de substrato esteve fixada em seu nível inferior (7,0 gSTV.L
-1

), resultando em razão 

gCaCO3/gCHO mais elevada, de 0,38 e 0,33, respectivamente, não sendo observado HLa ao 

final. 

 Pela análise temporal da concentração de metabólitos nos ensaios A-3 e A-7 verificou-se 

que a produção de HLa foi mais acentuada nas últimas horas do ensaio, período este no qual o 

pH de ambos os ensaios era próximo de 4,5. Nesta fase, provavelmente, toda a alcalinidade 

armazenada pelo sistema já havia sido disponibilizada e consumida em decorrência da 

produção de ácidos orgânicos, comprometendo a estabilidade do processo e sendo 

desfavorável para ocorrência das vias metabólicas de produção de H2. Os resultados 

observados estão alinhados aos relatos de Choi e Ahn (2015). Esses autores avaliaram 

diferentes concentrações de alcalinidade na fermentação em hidrogênio com sacarose e 

resíduos suínos. Sob tais condições identificaram para os ensaios com baixa capacidade de 

tamponamento diminuição significativa do pH para valores próximos a 4,0, decorrente do 

acúmulo de AOVs, afetando a produção de H2 e modificando o perfil de produção de 

metabólitos solúveis. 

O pH do processo de fermentação de hidrogênio além do impacto na dinâmica da 

comunidade microbiana e vias metabólicas tem papel crucial no comportamento químico dos 

metabólitos solúveis produzidos. Para ensaios com elevada produção de ácidos acético e 

butírico, por exemplo, a diminuição do pH abaixo das constantes de dissociação do ácido 

acético (pKa=4,76) e butírico (pKa=4,8) resultam na forma não dissociada destes ácidos na 

condição de equilíbrio. Formas não dissociadas destes ácidos atravessam a membrana celular 
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das bactérias, causando danos ao metabolismo celular pela dissociação intracelular destes 

ácidos (Tee et al., 2017). Neste contexto a adição do alcalinizante em concentração adequada 

para fermentação de resíduos de citros em alguns dos ensaios foi fundamental para 

manutenção do dentro da faixa de valores desejada, evitando a predominância destes 

metabólitos em formas não dissociadas que poderiam inibir o processo. 

Monot et al. (1984) obtiveram resultados que confirmam a importante influência do 

pH na fermentação, sob a ótica do equilíbrio químico dos metabólitos originados no processo. 

Com a condução de experimentos em batelada sob diferentes valores de pH (4,5/5,0/5,5/6,0) 

detectaram correlação entre o pH e a concentração de ácido butírico não dissociado no meio, 

com aumento significativo do ácido nessa forma em pH entre 4,0 – 5,5, o que causou inibição 

do crescimento celular em concentrações de ácido butírico não dissociado acima de 0,5 g.L
-1

, 

e início da produção de solventes para concentrações acima de 1,5 g.L
-1

. Como discutido, para 

os ensaios com melhores resultados em relação à produção de hidrogênio (A-9/A-10/A-11) no 

presente estudo, houve predominância de HBu e HAc, em concentrações próximas a 1,5 g.L
-1

 

para ambos, e o pH final foi de 5,2, de forma que  a manutenção do pH acima dos valores de 

pKa destes ácidos pode ter sido uma das razões para obtenção favorável em relação aos 

valores de P, Rm e remoção de carboidratos, uma vez que não foram favorecidas condições 

para que elevadas concentrações de formas não dissociadas destes ácidos pudessem ser 

predominantes e inibir o metabolismo fermentativo. 

5.3.2 Análise da comunidade microbiana  

 A análise da comunidade microbiana foi realizada para caracterização dos principais 

grupos de microrganismos atuantes no processo. Amostras dos ensaios A-7 e da condição de 

ponto central (A-9) foram tomadas para caracterização da estrutura da comunidade 

microbiana, pois para estes ensaios observou-se respostas antagônicas no âmbito das 

condições experimentais avaliadas. O ensaio de ponto central (A-9) foi selecionado devido ao 

maior valor de P e Rm de H2, além de maior proporção de HBu e HAc dentre os outros 

metabólitos observados. Enquanto em A-7 foi observado maior predominância de ácido 

láctico, baixa remoção de carboidratos, e diminuição acentuada do pH para valor inferior a 

4,0. Além disso, amostra do inóculo alóctone (lodo de reator UASB) foi caracterizada para 

análise comparativa da abundância relativa das populações de bactérias em relação àquelas do 

final dos ensaios A-7 e A-9. 



96 
 

 
 

Para o lodo de inóculo obteve-se 24,394 sequências do gene RNAr 16S agrupadas em 

95 ASV (Amplicon Sequence Variant),  já para os ensaios A-7 e A-9 obteve-se 22.880 e 

21.045 sequências agrupadas em 24 ASV  e 26 ASV,  respectivamente. A similaridade entre 

as duas amostras analisadas com base nas ASV foi de 66%. Já as similaridades entre inóculo 

alóctone e as amostras dos ensaios A-7 e A-9 foram de apenas 4,0% e 3,0%, respectivamente. 

Foi observado platô das curvas de rarefação (Figura B.2) possibilitando a inferência de 

representatividade para a diversidade taxonômica analisada.   

Os índices ecológicos de Shannon-Wiener e Simpson foram calculados para 

estabelecer uma métrica da diversidade das amostras. Em relação à diversidade de Shannon 

verificou-se 3,51, 0,89 e 0,35 para as amostras do inóculo alóctone, ensaio A-7 e A-9, 

respectivamente. Neste caso específico ocorreu diminuição considerável da diversidade das 

populações dos ensaios em relação ao inóculo. Palladino et al. (2017) verificaram 3,67 para o 

índice de Shannon para o inóculo proveniente de reator UASB mesofílico, valor próximo ao 

observado no presente estudo. Todavia, a redução verificada na diversidade de Shannon entre 

a biomassa do inóculo e aquelas dos ensaios fermentativos foram provavelmente decorrentes 

de uma seleção imposta pelas condições nutricionais diferentes; ou seja, qualidade e 

quantidade de compostos orgânicos de água residuária de avicultura bem diferente dos 

resíduos sólidos e líquidos de citros (Camargo et al., 2021a; Mota et al., 2018). 

Em relação a dominância com base no índice de Simpson foi verificado 0,05; 0,46 e 

0,88, respectivamente, para inóculo, ensaio A-7 e A-9. Portanto, foi observada maior 

dominância em A-9, em relação a A-7 e inóculo. Provavelmente, ocorreu seleção de 

populações de bactérias favorecidas pelas condições impostas em A-9 com 16 gSTV.L
-1

 de 

RSL e 2,0 g DQO.L
-1

 de ARL, com 2,5 g.L
-1

 de CaCO3, que resultou em uma razão de 0,44 

gCaCO3.g
-1

CHO, proporcionado a manutenção do pH em valores próximos a 5,5 ao longo de 

todo processo, favorável ao estabelecimento de populações produtoras de hidrogênio (Hawkes 

et al., 2002). Todavia, em A-7 o baixo valor para razão gCaCO3.g
-1

CHO de apenas 0,14, 

resultou em um ineficiente controle do pH, que reduziu a valores inferiores a 4,5 ao longo de 

quase todo o processo, sendo determinante para o estabelecimento de outros grupos de 

microrganismos, principalmente associados à produção de compostos mais reduzidos tal 

como ácido láctico (Luongo et al., 2019). 

Em ambos os ensaios foi observada maior abundância relativa do filo Firmicutes de 

99,26% (A-7) e 99,56% (A-9). No inóculo foi observada foi observada apenas 3,6% para o 



97 
 

 
 

filo Firmicutes, 17,9% para o filo Halobacterota, 16,0% para Bacteroidota (15,5% para 

Desulfobacterota, 13,7% para Chloroflexi e 9,3% Spirochaetota. Para o ensaio A-7 também 

foram identificadas em baixa abundância bactérias pertencentes aos filos Halobacterota 

(0,26%), Chloroflexi (0,19%), Proteobacteria (0,16%), Actinobacteriota (<0,1%) e 

Bacteroidota (<0,1%). No ensaio A-9 foram identificadas em baixa abundância bactérias 

pertencentes aos filos Halobacterota (0,20%), Chloroflexi (<0,1%), Proteobacteria (0,19%), 

Bacteroidota (<0,1%) e Euryarchaeota (<0,1%).  

A maior abundância relativa de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes nos ensaios 

está alinhada provavelmente às condições nutricionais impostas ao processo fermentativo, 

com elevado teor de carboidratos simples e complexos no substrato, e também pelo 

procedimento de tratamento térmico do lodo do reator UASB empregado como inóculo, que 

resultou na seleção de populações formadoras de endósporos. Bactérias pertencentes a este 

filo são notadamente reconhecidas pela degradação de polissacarídeos (Vanwonterghem et al., 

2014), contribuindo com a produção de AOVs e H2 pela fermentação de compostos orgânicos 

(Qin et al., 2021). 

Em relação à família verificou-se para o lodo de inóculo que aquelas em maior 

abundância foram Anaerolineaceae (13,7%), Methanosaetaceae (11,8%), Smithellaceae 

(6,1%), Methanoregulaceae (6,1%), Syntrophaceae (5,8%), Spirochaetaceae (5,3%), 

Lentimicrobiaceae (4,9%), Leptospiraceae (3,9%), Fermentibacteraceae (3,6%) e  

Cloacimonadaceae (3,6%). Para o ensaio A-9 observou-se a predominância de Clostridiaceae 

com abundância relativa de 95,63%, e em menor proporção representantes das famílias 

Caloramatoraceae (1,65%), Peptostreptococcaceae (1,15%), Peptostreptococcales-

Tissierellales (0,74%), Lachnospiraceae (0,27%), Methanosaetaceae (0,20%) e, Erwiniaceae 

(0,19%). Todavia, para o ensaio A-7 foram identificadas bactérias pertencentes a duas 

famílias com maior abundância relativa, Clostridiaceae (56,07%) e Peptostreptococcaceae 

(42,73%), além de outras famílias em menor abundância relativa, como por exemplo, 

Caloramatoraceae (0,39%), Methanosaetaceae (0,22%) e, Anaerolineaceae (0,19%).  

Deve-se destacar que bactérias pertencentes à família Clostridiaceae foram 

predominantes em ambas as condições experimentais, A-7 (56%)  e A-9 (95%), enquanto no 

inóculo foi observada abundância de apenas 0,1% desta família. Bactérias pertencentes a 

família Clostridiaceae estão relacionadas às condições com bons rendimentos de H2 

conjuntamente ao acúmulo de ácido butírico (Toledo-Alarcon et al., 2020). Provavelmente, a 
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redução da abundância desta família no ensaio A-7 está relacionada à própria condição 

nutricional com elevada concentração de substrato (25 gSTV.L
-1

 de RSL e 3 gDQO.L
-1

 de 

ARL) e concentração inferior de carbonato de cálcio (1 g.L
-1

), que resultou em razão de 

apenas 0,14 gCaCO3.g
-1

CHO, resultando em diminuição acentuada de pH em valor < 4,0, 

com aumento significativo da produção de ácido láctico, combinada com a redução da 

produção de ácido butírico. 

 Representantes da família Peptostreptococcaceae, cuja abundância relativa foi maior 

em A-7 estão relacionados a fermentação de carboidratos com produção de variedade de 

AOVs e H2 (Mockaitis et al., 2020; Slobodkin, 2014). Entretanto, vias metabólicas associadas 

a essas bactérias não estão associadas ao mesmo rendimento de H2 observado para o 

metabolismo daquelas da família Clostridiaceae.    

Na biomassa usada como inóculo foram identificados diferentes gêneros de 

microrganismos com abundância relativa superior a 1%, sendo Methanosaeta (11,8%), 

Bacterioidetes vadinHA17 (7,9%), Smithella (6,1%), Syntrophus (5,8%), Methanolinea 

(3,9%), Candidatus Cloacimonas (3,6%), Spirochaeta (3,3%), Lentimicrobium (3,2%), e 

outros com abundância entre 2 e 1%, tais como Thermoanaerobaculum, Syntrophorhabdus, 

Mathanoregula, Mesotoga e Leptolinea (Figura 5.6). Para o ensaio A-7 foram identificados 

em maior abundância realtiva, Clostridium sensu stricto 1 (52,8%), Paraclostridium (42,7%), 

Hathewaya (2,9%), Bifidobacterium (0,1%), e Prevotella (0,1%). Enquanto para A-9 foram 

identificados Clostridium sensu stricto (93,8%), Paraclostridium (1,2%), Hathewaya (1,4%). 

Palladino et al. (2017) identificaram para o mesmo lodo de inóculo proveniente de 

reator UASB de avicultura abundância relativa de Clostridium (10,5%), Methanosaeta 

(9,5%), Tannerella (8,0%), Ornithobacterium (7,8%), Candidatus Cloacimonas (6,6%), 

Porphyromonas (3,7%), Deinococcus (3,0%) e Thermincola (3,0%). Comparando-se as 

análises das comunidades microbianas desse lodo usado como inóculo e realizadas em 

diferentes períodos observa-se que ocorreram modificações importantes em sua estrutura de 

forma que apenas Methanosaeta e Candidatus Cloacimonas mantiveram-se com abundância 

relativa similar nas duas amostras do lodo de inóculo. Todavia, bactérias como Clostridium, 

Tannerella, e Ornithobacterium anteriormente observados em elevada abundância não foram 

identificadas com relevante abundância no presente estudo. Por tratar-se do lodo de um reator 

UASB em escala industrial aplicado ao tratamento de águas residuárias de avicultura e 

operado de forma contínua, provavelmente, ocorrem alterações nas populações microbianas 
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decorrentes de possíveis sazonalidades nas características do efluente industrial, distúrbios no 

processo. De acordo com Li et al. (2018) sucessão constante ocorre entre as populações de 

reatores anaeróbios com modificações na abundância de determinados grupos. 

 

 

 

 

Figura 5.6. Abundância relative dos gêneros de bactérias para o inóculo, e ensaios A-7 e A-9. 

Bactérias semelhantes a Clostridium sensu stricto  identificadas em A-7 e A-9 têm 

sido reportadas em diversos estudos relacionados à fermentação de diferentes substratos (Lu 

et al., 2020; Villa-Montoya et al., 2021; Yang et al., 2019a), sendo predominantes para 

condições com elevada produção de hidrogênio (Yang and Wang, 2019a). Clostridium sensu 

stricto 1 utilizam carboidratos e aminoácidos, sendo o ácido butírico o principal produto 

metabólico dessas bactérias, além disso estão relacionadas diretamente a produção de H2 pela 

via do Piruvato Feredoxina Oxidoredutase (PFOR) na presença de [FeFe] hidrogenases (Luo 

et al., 2022). Tang et al. (2022) em estudo com água residuária sintética em reator em batelada 

A-7 

A-9 

Inóculo 
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avaliaram o pH do processo na faixa de 4,0 a 11,0 e observaram a importância das condições 

de pH do meio em promover alterações na abundância relativa de Clostridium, havendo 

portanto uma sensibilidade delas em relação à modificação do pH. A abundância máxima 

deste grupo foi verificada em pH inicial 5,0, com redução desta abundância à medida que o 

pH avaliado se distanciou deste valor. Desta forma a redução da abundância relativa deste 

gênero em A-7, quando comparado a A-9 é provável estar diretamente relacionada a maior 

instabilidade observada no pH do reator A-7, que ficou abaixo de 4,0 ao final do processo, 

enquanto em A-9 foi em valor acima de 5,0. 

 A relação do Clostridium sensu stricto com o consumo de substrato e produção de 

hidrogênio também foi destacada por Yang e Wang (2019a) ao avaliarem a estrutura da 

comunidade microbiana de reatores fermentativos em batelada utilizando glicose. É possível 

inferir que em A-7 em função da diminuição acentuada do pH em  3,96 ao final  do ensaio, 

além das condições nutricionais impostas (25 gSTV.L
-1

 de RSL, e 1,0 g.L
-1

 de CaCO3) foram 

cruciais para a diminuição da abundância deste gênero, resultando em impacto direto na 

remoção de carboidratos, inferior a 20%, redução na produção de ácido butírico, e na 

produção de H2. Destaca-se também que muitas espécies de Clostridium são capazes de 

realizar a hidrólise de pectina (Camargo et al., 2021a), que é um heteropolissacarídeo presente 

em abundância nos resíduos sólidos de citros (Senit et al., 2019) utilizados como substrato no 

presente estudo, sendo este outro provável aspecto determinante para a elevada abundância 

deste gênero nos ensaios. 

Resultados similares com elevada abundância de Clostridium têm sido verificados em 

estudos com resíduos lignocelulósicos e águas residuárias agroindustriais. Por exemplo, 

Camargo et al. (2021a) identificaram alta abundância relativa de Clostridium (80%) em reator 

em batelada com resíduos sólidos de citros com elevada produção de hidrogênio (1085 mL.L
-1

) 

em condição com 29,8 g RSL.L
-1

 e pH de 8,98, em temperatura mesofílica de 37°C. Villa-

Montoya et al. (2019) observaram elevada abundância de Clostridium (88%) em reatores em 

batelada fermentativos aplicados à produção de hidrogênio com resíduos do processamento de 

café, em condição com 7,0 g.L
-1

 de casca de café, pH 7,0, e 30 gDQO.L
-1

 de água residuária 

do processamento de café, em temperatura mesofílica de 30°C. Camargo et al. (2019) em 

outro estudo utilizando resíduos sólidos de citros em reatores em batelada para produção de 

H2 em condição com 3,0 gSTV.L
-1

 de RSL in natura, pH inicial de 7,0, e com adição de meio 

de cultura PCS com 5,0 g.L
-1

 de CaCO3, verificaram importante abundância de Clostridium 
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(18,7%), de forma que tal como no presente estudo a disponibilização de íons cálcio no meio 

líquido pode ter sido um fator importante no desenvolvimento da população de 

microrganismos deste gênero. 

Bactérias semelhantes a Paraclostridium, podem utilizar celobiose, celulose, amido, 

D-manose, D-sorbitol, D-manitol, e fumarato para o crescimento celular, possuem capacidade 

hidrolítica-fermentativa e produzem H2 (Rabelo et al., 2020). O crescimento destes 

microrganismos não é observado a partir de lactose, lactato, etanol ou ribose como fontes de 

substrato (Jyothsna et al., 2016). Desta forma pode-se inferir que para os reatores com elevada 

abundância deste gênero é esperado baixo consumo do ácido láctico produzido por outros 

grupos levando ao acúmulo de tal metabólito, tal como observado em A-7 no qual a 

abundância de Paraclostridium foi de 42,7%. Rabelo et al. (2020) observaram mudança de 

rota metabólica  de Paraclostridium de acordo com o tipo de substrato disponibilizado; ou 

seja, na presença de glicose houve predomínio da rota de ácido acético, e para celulose a rota 

de ácido butírico. Para o presente estudo no qual houve elevada concentração inicial de 

carboidratos simples solubilizados a partir dos resíduos de citros (7,36 gCHO.L
-1

 em A-7 e 

5,7 gCHO.L
-1

 em A-9) observou-se resultados alinhados com as características descritas por 

Rabelo et al. (2020), de forma que para o ensaio A-7, no qual elevada abundância de 

Paraclostridium esteve combinada à elevada disponibilidade de açúcares solúveis identificou-

se predominância de ácido acético (1235,0 mg.L
-1

) em relação ao butírico (809,0 mg.L
-1

). 

Todavia, em A-9 não se observou a ocorrência de tal padrão metabólico, provavelmente 

devido à baixa abundância deste gênero neste ensaio (~1,0%), sendo detectada uma 

distribuição equitativa entre os ácidos acético e butírico. 

Em relação ao gênero Hathewaya foi verificada maior abundância relativa em A-7 

(2,89%) do que em A-9 (1,43%), sendo o terceiro gênero mais abundante nas amostras de 

ambos os ensaios. Conforme apresentado por Lawson e Rainey (2015), o metabolismo de 

Hathewaya é caracterizado pela produção dos ácidos acético, láctico e em menor proporção 

fórmico, e succínico, podendo também produzir H2, com capacidade de utilização, tanto de 

substratos ricos em proteínas, como carboidratos. Para o ensaio A-7 no qual foi observada 

maior abundância do gênero Hathewaya, destaca-se que houve maior produção de ácido 

láctico em comparação a A-9, podendo ser atribuída aos microrganismos deste gênero 

contribuição importante na produção de ácido láctico em tal ensaio, considerando as 

características metabólicas descritas.  
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Ainda, em relação ao metabolismo de produção de ácido láctico, observado com maior 

importância em A-7 destaca-se que foram identificados, em baixa abundância, os gêneros 

Bifidobacterium (0,1%) e Prevotella (0,1%), os quais não foram identificados em A-9. 

Bifidobacterium realizam a fermentação vias homo e heterolácticas, a partir da glicose pela 

rota bifidus, que engloba algumas reações que também ocorrem na glicólise, sendo que o 

ácido láctico é formado a partir do gliceraldeído-3-fosfato (Vries e Stouthamer, 1967; Wood e 

Holzapfel, 1995). Bactérias semelhantes a Prevotella realizam a  produção de HLa como um 

de seus sub-produtos a partir da fermentação de carboidratos, sendo possível observar  

também a produção dos ácidos acético e succínico (Wu et al., 1992). A abundância relativa 

somada destes grupos em A-7 foi de 0,25% e provavelmente o ácido láctico produzido neste 

ensaio possa ser relacionado ao metabolismo de tais bactérias. Wu et al. (2015) identificaram 

Bifidobacterium e Prevotella em reator CSTR com produção de ácido láctico na fermentação 

de resíduos de frutas e vegetais em pH de 5,0, sendo consistente ao observado no ensaio A-7, 

Nenhum dos gêneros identificados em abundância relativa >1% nos ensaios A-7 e A-9 

foram identificados no lodo de inóculo. Provavelmente, ocorreu importante pressão seletiva 

das populações microbianas dos ensaios A-7 e A-9, devido às condições experimentais de 

cada ensaio e também ao tratamento térmico do lodo anaeróbio utilizado para inoculação das 

bateladas. Como discutido por Wang e Yin (2017), a adoção de uma etapa de tratamento do 

inóculo é fundamental quando objetiva-se obter altos rendimentos de hidrogênio, pois 

favorece a seleção de microrganismos de interesse que estão presentes nas culturas mistas de 

lodos anaeróbios. Clostridium sensu stricto e Paraclostridium cujas abundâncias relativas 

somadas totalizaram quase 99% da abundância total de ambos os ensaios (A-7 e A-9), tem 

como característica a formação de endósporos como forma de resistência a condições 

ambientais adversas (Akutsu et al., 2009; Yang et al., 2019b), sendo preferencialmente 

selecionados com a aplicação do tratamento térmico.  

Em diversos estudos nos quais foi realizado o tratamento térmico visando aplicação 

posterior da biomassa em reatores fermentativos, também foi observado predomínio de 

microrganismos pertencentes ao filo Firmicutes, principalmente Clostridium, com redução 

significativa da diversidade microbiana entre as amostras do inóculo e aquelas dos ensaios  

(Toledo-Alarcon et al., 2020; Yang et al., 2019b; Yang e Wang, 2019a). 

A inferência das vias metabólicas principais para os ensaios A-7 (1,0 gCaCO3.L
-1

, 25,0 

gSTV.L
-1

 de RSL, 3,0 gDQO.L
-1

 de ARL,  2,0 gSTV.L
-1

 de lodo) e A-9 (2,5 gCaCO3.L
-1

, 
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16,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 2,0 gDQO.L
-1

 de ARL,  3,5 gSTV.L
-1

 de lodo) foi construída baseada 

no metabolismo dos gêneros identificados, Clostridium sensu stricto, Paraclostridium, 

Hathewaya, Bifidobacterium, Prevotella, associando aos perfis dos principais metabólitos 

observados (ácidos acético, butírico, láctico, e hidrogênio) (Figura 5.7).  As principais 

enzimas (EC) envolvidas potencialmente na conversão do resíduo de citrus em ácidos 

orgânicos e na produção do hidrogênio foram selecionadas e alocadas no mapa das vias 

metabólicas inferidas.  

No mapa resumo da predição do perfil metabólico (Figura 5.7), para o ensaio A-7 

destaca-se o papel do metabolismo de Clostridium sensu stricto, Paraclostridium, 

Hathewaya, Bifidobacterium e Prevotella, sendo a fermentação de ácido láctico (3749,4 

mg.L
-1

) uma importante rota de catabolismo dos carboidratos dos resíduos de citros, e também 

sendo observada produção relevante dos ácidos acético e butítico.  Já para o ensaio A-9 

destaca-se a predominância absoluta de Clostridium sensu stricto de forma que as vias 

fermentativas clostridiais de ácido acético e butírico foram dominantes, com presença 

absoluta destes metabólitos no reator ao final do ensaio (1768,3 e 1752,1 mg.L
-1

, 

respectivamente), via metabólica na qual há elevado rendimento de hidrogênio.  Na produção 

de alguns ácidos, como o acético, cítrico, láctico e butírico, tem-se o acetil CoA como 

intermediário fundamental. De acordo com Camargo et al. (2022), o acetil-CoA é o principal 

intermediário da produção dos ácidos acético, butírico, propiônico, entre outros ácidos e 

compostos orgânicos produzidos durante a acidogênese e acetogênese na digestão anaeróbia. 

O hidrogênio produzido nos dois ensaios foi possivelmente gerado nas reações 

catalisadas pelas seguintes enzimas: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (NADH2) 

EC:1.2.1.9], gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase [EC:1.2.1.12], L-lactato desidrogenase 

[EC:1.1.1.27], subunidade alfa de piruvato ferredoxina oxidorredutase [EC:1.2.7.1],  3-

hidroxibutiril-CoA desidrogenase [EC 1.1.1.157]. Para o ácido láctico, abundante no ensaio 

A-7, resultou da reação de conversão do piruvato catalisada pela enzima L-lactato 

desidrogenase [EC:1.1.1.27], destacando também a enzima trancetolase [EC: 2.2.1.1] na 

formação de xilulose-5-fosfato, eritrose-4-fosfato e gliceraldeído-3-fosfato, intermediários na 

rota bifidus. 

Já a produção de ácido butírico ocorreu predominantemente pela via Clostridial a 

partir de acetil-CoA (Figura 5.7), primeiramente por meio de reações de conversão para 

formação do intermediário butiril-CoA, catalisadas pelas enzimas acetil-CoA C-
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acetiltransferase [EC:2.3.1.9] com formação de acetoacetil-CoA, butanoil-CoA-hidroxibutiril-

CoA desidrogenase [EC 1.1.1.157] formando o intermediário butanoil-CoA, 3-hidroxibutiril-

CoA desidratase [EC:4.2.1.55] na conversão do butanoil-CoA para crotonil-CoA, e 

finalmente pela enzima butiril-CoA desidrogenase [EC: 1.3.8.1] que catalisa a reação de 

formação do butiril CoA. O butiril-CoA foi convertido a HBu com a formação do 

intermediário butiril-fosfato catalisada pela enzima fosfato butiriltransferase [EC:2.3.1.19], 

que é então convertido a ácido butírico na reação mediada pela enzima butirato quinase 

[EC:2.7.2.7]. Microrganismos do gênero Clostridium são reportados como o principal grupo 

envolvido nesta via de produção de ácido butírico descrita, sendo capazes de produzir as 

enzimas responsáveis por catalisar as reações intermediárias descritas (Hartmanis e 

Gatenbeck, 1984). Menezes et al. (2023) em estudo com reator de leito fluidizado aplicado à 

co-digestão de vinhaça e glicerol identificaram elevada abundância relativa de Clostridium 

(77,0%) associado às enzimas atuantes na via de formação de HBu, tal como identificado no 

presente estudo.  

https://www.genome.jp/entry/2.3.1.9
https://www.genome.jp/entry/4.2.1.55
https://www.genome.jp/entry/2.3.1.19
https://www.genome.jp/entry/2.7.2.7
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Figura 5.7. Possíveis rotas metabólicas e enzimas (circulo oval- EC = Enzyme Commission 

Numbers) na conversão dos resíduos de citros em H2 e ácidos orgânicos e os possíveis 

microrganismo envolvidos nessas reações, nos ensaios A-7 e A-9. Os valores em mg.L
-1

 

acima dos metabólitos indicam a sua concentração ao final de cada um dos ensaios. 

5.4. Avaliação de balanço energético 

 O potencial energético (PEH2) dos resíduos de citros foi calculado com base nos dados 

experimentais de produção de hidrogênio obtidos no presente estudo. Dois cenários foram 

avaliados, a saber: (1) cenário (CN-1) foi avaliado o PEH2 dos pontos centrais (A-9/A-10/A-

11) referente à máxima produção de H2; (2) para o cenário (CN-2) foi tomado como base o 

ensaio A-3, por representar a condição experimental com maior produção de H2 dentre os 

ensaios conduzidos no nível inferior para a concentração de carbonato de cálcio.  

 Para CN-1 o PEH2 foi de 634,91 MJ.t
-1

RSL, enquanto para CN-2 foi de 250,26  

MJ.t
-1

RSL. Considerando o poder calorífico inferior dos resíduos sólidos de citros, que é de 
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16,97 MJ.kg
-1

 (Tamelová et al., 2018), o PEH2 para CN-1 representou parcela de apenas 3,7% 

do conteúdo energético total dos resíduos, e para CN-2 de apenas 1,5%. Esta baixa 

contribuição da produção de H2 no potencial energético total de sistemas de digestão 

anaeróbia de resíduos sólidos e águas residuárias também tem sido verificada por outros 

estudos, Fuess et al. (2017) obtiveram contribuição de 2 a 5% do hidrogênio no potencial 

energético da vinhaça de cana de açúcar com base na produção termofílica de H2 em reatores 

contínuos de leito fixo. Para experimentos em reatores em batelada, Peixoto et al. (2012) 

verificaram que a produção de H2 correspondeu a 2,5% do potencial energético da vinhaça. Já 

Luo et al. (2011) identificaram que a produção de hidrogênio representou somente entre 3,1 a 

5,3% do potencial energético do processo de digestão anaeróbia de torta de filtro, glicerol e 

vinhaça, em reator de tanque com agitação contínua (CSTR). 

 Apesar do PEH2 representar baixa contribuição na recuperação do conteúdo energético 

dos RSL, a obtenção de uma melhor condição para produção de H2 (A-9/A-10/A-11) com 

proporções mais adequadas entre as concentrações de substrato e carbonato de cálcio 

proporcionou aumento de 154% no potencial energético do hidrogênio.  

 Uma estimativa do potencial de produção de eletricidade (PPEH2) a partir da utilização 

do hidrogênio em células a combustível foi realizada supondo o processo em larga escala. 

Com base na geração global de resíduos do processamento de citros que é estimado ser de até 

20 a 30 milhões de toneladas por ano (Calabrò et al., 2016; Rosas-Mendoza et al., 2020), a 

estimativa foi realizada para uma amplitude de aproveitamento de até 30 milhões de toneladas 

dos resíduos. Para CN-1 o PPEH2 estimado pode chegar a 3,2 milhões de MWh por ano, 

considerando a utilização de toda a disponibilidade de RSL, enquanto para CN-2 o PPEH2 

máximo é de 1,3 milhões MWh (Figura 5.8).  

A geração de eletricidade a partir do H2 obtido da fermentação dos resíduos de citros é 

uma alternativa renovável para matriz de energia elétrica no Brasil, podendo atender a 

crescente demanda ou ainda substituir outras fontes fósseis com elevado potencial poluidor. 

Por exemplo, a geração de eletricidade por derivados de petróleo, que de acordo com o 

Anuário Estatístico de Energia Elétrica de 2021 foi responsável pela geração de 8,6 milhões 

MWh no Brasil em 2020 (EPE, 2021), de forma que o PPEH2 dos resíduos de citros poderia 

suprir cerca de 37% desta oferta de eletricidade. 



107 
 

 
 

 

Figura 5.8. Estimativa do potencial de produção de eletricidade a partir da disponibilidade de 

resíduos sólidos de citros. 

 É importante destacar que do ponto de vista econômico a baixa contribuição do H2 no 

potencial energético dos resíduos de citros, e a necessidade de alcalinização do processo, são 

fatores limitantes no ganho de escala. Para CN-1, por exemplo, o custo calculado associado ao 

carbonato de cálcio é de 694,5 US$ por MWh de eletricidade produzida, já para CN-2 este 

custo é de 451,1 US$ por MWh, considerando a concentração de carbonato de cálcio utilizada 

em cada condição (2,5 g.L
-1

 e 1,0 g.L
-1

, respectivamente), e um custo médio de 470,35  

US$/t de CaCO3 (Intratec Primary Commodity Prices, 2018a).  

5.5.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de alcalinizantes resultou em melhores condições para o processo de fermentação 

de H2 a partir de resíduos do processamento de citros, de forma que maior produção de H2 foi 

obtida para ensaio com carbonato de cálcio (CaCO3) (1099,7 mLH2.L
-1

), quando comparada 

aos ensaios com bicarbonato de sódio (NaHCO3) (517,3 mLH2.L
-1

) e controle (397,4  

mLH2.L
-1

). 

As variáveis de concentração de resíduos sólidos de citros (RSL) e CaCO3 resultaram em 

efeitos estatisticamente significativos em relação ao potencial de produção de H2, sendo o 

ajuste entre estas variáveis identificadas como fundamental para maior estabilidade da 

fermentação em H2. A condição experimental com 16,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 2,0 gDQO.L
-1

de 
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água residuária, 2,5 g.L
-1

 de CaCO3 e 3,5 gSTV.L
-1

 de inóculo, foi aquela para a qual maior 

potencial de produção de H2 foi obtido de 940,6 mLH2.L
-1

 e taxa máxima de produção de 60,4 

mLH2.L
-1

.h
-1

. 

 Para o ensaio na condição de maior produção de H2, os ácidos acético e butírico foram 

os principais metabólitos solúveis, 1457,4 mg.L
-1

 e 1448,9 mg.L
-1

, respectivamente, com 

inexpressiva produção de outros metabólitos solúveis. Para as condições com elevada 

concentração de substrato e baixa produção de H2 observou-se aumento da produção de ácido 

láctico (HLa) de até 3500  mg.L
-1

, representando mais de 60% do total de metabólitos 

solúveis. 

 Para o reator do ensaio de maior produção de H2 a comunidade microbiana foi 

caracterizada pela predominância absoluta de Clostridium sensu stricto (93,8% da abundância 

relativa), enquanto para os reatores dos ensaios no qual houve baixa produção de H2 associada 

a elevada concentração de HLa houve distribuição da abundância de Clostridium sensu stricto 

(53,8%) e Paraclostridium (42,7%). 

 A partir da maior produção de H2 obteve-se potencial energético de 634,91 MJ.t
-1

RSL, 

que representa parcela inferior a 4% do conteúdo energético total dos resíduos de citros, de 

forma que foi estimado um potencial de geração de eletricidade de até 3,2 milhões de MWh 

por ano, levando em conta a disponibilidade global de resíduos gerados. 

A partir dos resultados do presente estudo pode-se indicar o uso de carbonato de cálcio 

como melhor alternativa para alcalinização dos reatores fermentativos com resíduos de citros 

para produção de H2, além do ajuste de uma razão entre concentração de substrato e 

alcalinizante. Tais resultados podem direcionar para uma exploração futura mais detalhada 

dessas variáveis, proporcionando aumento da viabilidade do processo de produção de H2 a 

partir de resíduos da agroindústria de citros por meio da otimização da recuperação do 

conteúdo energético. 

 

 

 

 

 



109 
 

 
 

 

 

Otimização de parâmetros fermentativos para aumento da produção 

de hidrogênio: A co-fermentação de resíduos da agroindústria de 

citros é uma alternativa interessante para recuperação energética? 

Resumo: A co-fermentação das cascas e bagaço com a água residuária do processamento de 

citros é uma proposta para promover a complementação das características individuais 

destes substratos possibilitando obter maior eficiência na produção de hidrogênio, além de 

equacionar problemas relacionados à logística de destinação e tratamento destes resíduos. 

Para obter um modelo para otimização da produção de H2, com base nas variáveis de 

concentração de resíduos sólidos de laranja (RSL) (9,9 – 35,1 gSTV.L
-1

), concentração de 

água residuária (ARL) (0,3 – 8,7 gDQO.L
-1

), e concentração de carbonato de cálcio (CaCO3) 

(0,3 – 7,3 g.L
-1

) empregou-se o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e 

metodologia de superfície de resposta (RSM) em reatores em batelada, empregando como 

inóculo lodo granular mesofílico submetido a tratamento térmico. Produções de hidrogênio 

na faixa de 199,2 a 1241,9 mL H2.L
-1

 foram obtidas nos ensaios, sendo que a menor produção 

obtida com 22,5 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL, e 0,3 g.L
-1

 de CaCO3, para uma 

razão gCaCO3/gCHO de 0,03. Na condição otimizada com 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 

gDQO.L
-1 

de ARL, e 4,5 g.L
-1

 de CaCO3, que resultou em razão gCaCO3/gCHO de 0,53 foi 

obtido P de 1249,0 mL H2.L
-1

. Observou-se abundância relativa de 95% para Clostridium 

Sensu Stricto 1 no ensaio da condição otimizada de H2, de forma que a via metabólica 

Clostridial foi inferida como predominante, com produção máxima de 2230,8 mg.L
-1

 de HBu 

e 1213,6 mg.L
-1

 de HAc. Já para o ensaio com baixa produção de H2 houve redução 

significativa da abundância de Clostridium sensu stricto 1 (51,2%), e aumento da abundância  

de Paraclostridium (20,0%) e Lactobacillus (21,9%), inferindo a fermentação de ácido 

láctico (6367,8 mg.L
-
1) como a via predominante . Potencial energético de 523,2 MJ.t

-1
RSL 

foi obtido com base na produção de H2 da condição otimizada. 

 

CAPÍTULO 6 
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6.1.INTRODUÇÃO 

Resíduos agroindustriais, que incluem cascas, sementes, caroços, polpas, tortas de 

prensagem, folhas, caules, e outros, que são oriundos de vários setores do processamento, são 

em grande parte depositados em aterros ou simplesmente descartados em locais impróprios. 

Tais sub-produtos podem ser utilizados na obtenção de produtos de valor agregado como 

biocombustíveis e outros produtos de interesse biotecnológico (Freitas et al., 2021). A cadeia 

de fornecimento Waste-to-energy (WTE) é uma alternativa para equacionar de forma 

simultânea a necessidade do aumento de oferta energética e melhoria no gerenciamento de 

resíduos, alcançando assim um modelo de economia circular. Empregando técnicas WTE 

adequadas, diferentes tipos de biomassa como resíduos agrícolas, florestais, domésticos, 

dejetos animais, podem ser convertidos em diversos produtos bioenergéticos (Pan et al., 

2015).  

O setor agroindustrial de processamento de laranjas para produção de suco é 

caracterizado como um importante gerador de resíduos sólidos lignocelulósicos e águas 

residuárias, tendo em vista a produção expressiva de frutos. A produção global anual de 

laranjas é estimada em cerca de 75 milhões de toneladas. O Brasil é o país com maior 

importância no mercado global da laranja e seus derivados, com produção anual de 17 

milhões de toneladas do fruto, representando quase um quarto da produção mundial (FAO, 

2019; Kist et al., 2018). A maior parcela da produção brasileira é direcionada para o 

processamento, o que faz do Brasil o principal produtor e exportador mundial de suco de 

laranja, sendo a União Europeia e os Estados Unidos os mercados consumidores mais 

relevantes (BRASIL, 2020; CITURSBR, 2020). 

É estimado que a partir de 1.000 kg de laranjas, extraem-se em média 553 kg de suco 

em sua condição natural, 30,0 kg de polpa, 3,0 kg de óleo de casca, e uma elevada quantidade 

de resíduos sólidos de casca e bagaço, superior a 400 kg (Tetra Pak, 2004). Além dos resíduos 

de casca e bagaço gerados diretamente da fruta após a extração do suco, há também a 

produção de água residuária resultante de diversas etapas do processamento, sendo estimado 

entre 0,79 – 1,25 m³ ou até 3,0 m³ de água residuária por tonelada de frutas processadas 

(Rosas-Mendoza et al., 2020), ou em função das práticas de uso e reaproveitamento da água 

na indústria (Calabro et al., 2017; Koppar e Pullammanappallil, 2013; Mendoza et al., 2018). 
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Alternativas convencionais para destinação dos RSL são tratadas como insuficientes e 

problemáticas em termos de impactos ambientais e eficiência energética (Zema et al., 2018), e 

portanto rotas para valorização destes resíduos têm sido propostas no intuito de estabelecer 

uma logística de descarte sustentável (Berk, 2016). Alternativas como a produção de 

fertilizantes, pectina, etanol, óleos essenciais, produtos químicos, ração para gado, material 

absorvente, têm sido avaliadas do ponto de vista técnico e econômico (Calabró et al., 2018). 

Aplicações como ração animal ou fertilizante orgânico, são alternativas mais comuns e 

simples de processar estes resíduos pois  demandam pouca infraestrutura e investimento 

(López et al., 2010), entretanto devido à alta quantidade de resíduos e ao baixo valor do 

material recuperado, não são capazes de absorver toda a geração de resíduos (Calabrò et al., 

2016). 

A recuperação energética com a produção de hidrogênio por meio da fermentação 

utilizando resíduos agroindustriais vem sendo amplamente avaliada (Algapani et al., 2019; 

Camargo et al., 2020a; Fu et al., 2020; Tenca et al., 2011; Villa Montoya et al., 2019), 

entretanto alguns fatores ainda são obstáculos para condução de um processo viável com 

elevada produção de H2. O ajuste das condições operacionais, tais como pH, temperatura, 

concentração de substrato, tempo de detenção hidráulica (TDH), suplementação com 

alcalinizantes e nutrientes, entre outras, é fundamental para o sucesso da fermentação (Moura 

et al., 2020; Soares et al., 2018a), e as peculiaridades de cada tipo de substrato impõem a 

necessidade de investigação de condições que sejam adequadas a cada caso. 

A co-fermentação das cascas e bagaço de citros com a água residuária do 

processamento é uma alternativa com a finalidade de viabilizar a logística de tratamento e 

descarte destes resíduos na própria indústria. A fermentação conjunta de dois ou mais 

subprodutos é interessante, porque permite complementar as características dos diferentes 

substratos individuais para melhorar a eficiência na produção de hidrogênio (Sillero et al., 

2022). A co-fermentação possibilita equilibrar o balanço de nutrientes, diluição de compostos 

tóxicos ou recalcitrantes, aumento da carga orgânica disponibilizada, além de promover 

efeitos sinérgicos entre os microrganismos (Esposito et al., 2012; Rabii et al., 2019). A 

característica lignocelulósica dos resíduos sólidos de citros é um aspecto que torna mais difícil 

sua biodegradação impondo limitações ao aproveitamento desta fonte de carbono, visto que a 

etapa de hidrólise para conversão direta a substrato prontamente assimilável é dificultada, 

sendo mais lenta a conversão de carboidratos poliméricos em monômeros fermentáveis (De la 



112 
 

 
 

Rubia et al., 2011; dos Santos et al., 2019; Pontoni et al., 2015), e desta forma o fornecimento 

de substrato solúvel pela água residuária promove um sinergismo entre os substratos. 

Para processos nos quais muitas variáveis podem influenciar nas respostas, a aplicação 

de desenhos fatoriais podem minimizar as dificuldades de atingir a melhor otimização do 

processo (Elhalil et al., 2016). Por meio de desenhos fatoriais pode-se otimizar os efeitos de 

muitos fatores, uma vez que o modelo estatístico que compõe esses desenhos permite 

estabelecer relações entre respostas de duas ou mais variáveis experimentais sendo 

simultaneamente analisadas (Rabelo et al., 2018). De uma forma geral, por esta abordagem 

metodológica é possível obter a melhor resposta e ainda reduzir o número de experimentos 

necessários, o que implica em redução de tempo e custos (Elhalil et al., 2016). 

Metodologias de planejamento experimental e de modelos de superfície de resposta 

(MSR) para otimizar a produção de hidrogênio são aplicadas em muitos estudos para 

diferentes variáveis independentes que afetam o processo fermentativo, empregando como 

substrato diversos resíduos de processos agroindustriais. Resíduos sólidos de citros foram 

avaliados por Camargo et al.(2021a) cuja máxima produção de H2 foi de 1085,0 mLH2.L
-1

, 

através da otimização da concentração de inóculo, pH inicial, e concentração de substrato 

sólido. Villa-Montoya et al. (2020b) empregaram resíduos do processamento de café visando 

a produção de hidrogênio, e através da otimização dos valores de pH inicial, concentração de 

substrato e percentual de headspace, obtiveram produção máxima de 686,0 mLH2.L
-1

. Rabelo 

et al. (2018) e Soares et al.(2018a) buscaram o aumento da produção de hidrogênio 

empregando bagaço de cana de açúcar como substrato, para tanto, variáveis como 

concentração de extrato de levedura, concentração de substrato, e pH inicial foram 

otimizadas, cujas produções máximas foram de 517,0 mLH2.L
-1

 e 36,0 mLH2.L
-1

, 

respectivamente. Resíduos de banana como substrato para produção de hidrogênio foram 

avaliados por Mazareli et al.(2021), que através da otimização das variáveis pH inicial e 

temperatura obtiveram produção máxima de 468,0 mLH2.L
-1

.  

No presente estudo foi investigado o potencial da co-digestão de resíduos sólidos e 

água residuária provenientes da agroindústria de processamento de citros, que até então não 

tem sido explorada apesar das vantagens inerentes a utilização de sub-produtos de uma 

mesma cadeia produtiva. Para tanto, optou-se pela aplicação de um Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) e metodologia de superfície de resposta (RSM) para obter um 

modelo para otimização da produção de H2, com base nas variáveis de concentração de 
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resíduos sólidos de laranja (9,9 – 35,1 gSTV.L
-1

), concentração de água residuária (0,3 – 8,7 

gDQO.L
-1

) e concentração de carbonato de cálcio (0,3 – 7,3 g.L
-1

). A escolha destas variáveis 

para otimização atende primeiramente à importância de estabelecer um equacionamento da 

viabilidade de utilização conjunta destes substratos, com base nas concentrações otimizadas 

obtidas para a resposta principal. Além disso, buscou-se também explorar a adição do 

alcalinizante como estratégia para melhor estabilização do processo de produção de H2, e 

promover aumento significativo de rendimento de H2. Desta forma, avaliar com base na 

produção máxima atingida se o processo é favorável comparado a outros estudos em condição 

fermentativa. A caracterização da comunidade microbiana também foi realizada para 

diferentes ensaios buscando associar as modificações na produção de H2 e metabólitos 

solúveis às modificações das vias metabólicas principais inferidas para o processo. Uma 

avaliação da recuperação energética dos resíduos de citros foi estimada para verificar o 

potencial de utilização do H2 como fonte alternativa de energia na agroindústria de citros 

estimulando a proposta de economia circular. 

6.2.MATERIAIS E MÉTODOS 

6.2.1 Substrato 

O suco e sementes das laranjas var. Pera-Rio (Citrus sinensis L. Osbeck) foram 

removidos por processamento manual, e as cascas e bagaço residuais do processo foram 

direcionados para utilização como substrato nos ensaios. Os resíduos sólidos do 

processamento das laranjas (RSL) compostos pela casca e bagaço da fruta foram desidratados 

em estufa a 50°C por 48h, sendo então submetidos ao pré-tratamento mecânico de moagem 

reduzindo a partículas <0,60 mm (moinho de facas tipo Willye Modelo SL 32, 1750 rpm – 

Solab), e a caracterização analítica dos resíduos in natura e secos está apresentada na Tabela 

4.1 (página 36). 

A água residuária do processamento de laranjas utilizada nos ensaios de co-digestão 

com os resíduos sólidos foi fornecida por uma agroindústria do setor de produção de sucos 

localizada na cidade de Araraquara, São Paulo, Brasil, sendo armazenada a -20°C, e a sua 

caracterização analítica está apresentada na Tabela 5.1 (página 71). 

6.2.2 Inóculo 

O lodo utilizado como inóculo nos ensaios batelada é proveniente de reator UASB 

mesofílico empregado no tratamento de dejetos de um abatedouro de aves (Avícola Dacar – 
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Tietê, São Paulo, Brasil), O lodo possui um pH de 7,15, e um teor de sólidos de 6,87% m/m 

ST (68,7 Gst/kg Lodo) e 5,94% m/m STV (59,4 gSTV.kg
-1

 lodo).  

No intuito de selecionar bactérias formadoras de endósporos, comumente associadas a 

elevados rendimentos de H2, e principalmente inativar microrganismos consumidores de 

hidrogênio, aplicou-se um tratamento térmico ao lodo granular anaeróbio, submentendo-o a 

temperatura de 90°C por um período de 15 minutos seguido por choque térmico em banho de 

gelo até atingir temperatura ambiente, conforme metodologia aplicada por Kim et al. (2006) e 

Menezes e Silva (2019). 

6.2.3 Planejamento fatorial 

Um conjunto de ensaios fermentativos foi realizado com diferentes concentrações de 

resíduos sólidos de laranja - RSL (gSTV.L
-1

), água residuária - ARL (gDQO.L
-1

) e carbonato 

de cálcio – CaCO3 (g.L
-1

). O desenho experimental dos ensaios foi definido com base na 

metodologia de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), no intuito de avaliar 

uma faixa de valores para as variáveis independentes, identificando através da Metodologia de 

Superfície de Resposta (MSR) uma condição experimental otimizada para produção 

acumulada de hidrogênio. Conduziu-se então um planejamento fatorial com 3 fatores (k=3), e, 

portanto, ±α = 1,68, e conforme metodologia, tem-se 2𝑘  pontos fatoriais, totalizando 8 

ensaios; mais 2 x k pontos axiais, totalizando 6 ensaios, e ainda 3 repetições do ponto central. 

Desta forma, o desenho experimental consistiu em 17 ensaios, realizados em triplicatas, 

totalizando 51 reatores em batelada. 

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de borossilicato (250 mL) com 

tampa plástica com rosca e equipados com conjunto de válvulas acopladas a tampa de butila 

para coleta de amostras líquidas e de gás, e incubados em shaker Informs HT – Multitron Pro, 

sendo mantidos com agitação de 130 rpm e temperatura mesofílca de 37 °C. Ademais, 

condições fixas de todas os ensaios foram o inóculo com adição de 3,5 gSTV.L
-1

 de lodo pré-

tratado, e 50% de headspace (v/v) sob atmosfera de N2 (100%).  

Na Tabela 6.1 estão apresentadas as variáveis independentes com os valores 

correspondentes aos níveis fatoriais e axiais delimitados, assim como os valores do ponto 

central. A faixa de valores definida para cada variável foi delimitada de forma a garantir que 

uma condição experimental de otimização da produção de hidrogênio pudesse ser 

identificada, considerando as três variáveis investigadas. Para o caso da água residuária 
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(ARL) a variação da concentração foi levada próxima aos limites possíveis pelas 

características do efluente bruto, conforme caracterização físico-química Tabela 5.1 (página 

69). 

Tabela 6.1. Variáveis independentes avaliadas nos níveis fatoriais (+1 e -1), axiais (1,68 e -

1,68) e para o ponto central no delineamento composto central rotacional (DCCR). 

Variáveis Código -1,68 -1 0 1 1,68 

Concentração de Resíduos Sólidos 

de Laranja (RSL) (g STV.L
-1

) 
X1 9,9 15,0 22,5 30,0 35,1 

Concentração Água Residuária 

(ARL) (g DQO.L
-1

) 
X2 0,3 2,0 4,5 7,0 8,7 

Concentração de Carbonato de 

Cálcio – CaCO3 (g.L
-1

) 
X3 0,3 1,7 3,8 5,9 7,3 

  

 Na Tabela 6.2 está apresentada a matriz do planejamento experimental do 

Delineamento Composto Central Rotacional utilizada para estabelecer as condições 

experimentais de cada ensaio. 

Tabela 6.2. Matriz do planejamento experimental do delineamento composto central 

rotacional com os níveis codificados e os respectivos valores para cada variável. 

Ensaio X1 X2 X3 

RSL ARL CaCO3 

(gSTV.L
-1

) (gDQO.L
-1

) (g.L
-1

) 

E-1 -1 -1 -1 15,0 2,0 1,7 

E-2 1 -1 -1 30,0 2,0 1,7 

E-3 -1 1 -1 15,0 7,0 1,7 

E-4 1 1 -1 30,0 7,0 1,7 

E-5 -1 -1 1 15,0 2,0 5,9 

E-6 1 -1 1 30,0 2,0 5,9 

E-7 -1 1 1 15,0 7,0 5,9 

E-8 1 1 1 30,0 7,0 5,9 

E-9 -1,68 0 0 9,9 4,5 3,8 

E-10 1,68 0 0 35,1 4,5 3,8 

E-11 0 -1,68 0 22,5 0,3 3,8 

E-12 0 1,68 0 22,5 8,7 3,8 

E-13 0 0 -1,68 22,5 4,5 0,3 

E-14 0 0 1,68 22,5 4,5 7,3 

E-15 0 0 0 22,5 4,5 3,8 

E-16 0 0 0 22,5 4,5 3,8 

E-17 0 0 0 22,5 4,5 3,8 
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 A equação polinomial quadrática (Eq. 1) foi utilizada para descrever o potencial 

máximo de produção de hidrogênio (P) com base nas variáveis independentes (𝑋1, 𝑋2, 𝑋3). Os 

efeitos individuais e interação dos efeitos das variáveis na resposta experimental foram 

avaliados em um nível de confiança de 10%. 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + 𝛽3𝑋3 + 𝛽11𝑋1
2 + 𝛽22𝑋2

2 + 𝛽33𝑋3
2 + 𝑋1𝑋2 + 𝑋2𝑋3 + 𝑋1𝑋3              (1) 

Sendo, Y a resposta experimental (potencial máximo de produção de H2), 

𝛽0, 𝛽1, 𝛽2 𝑒 𝛽3 são os coeficientes lineares, 𝛽11, 𝛽22 𝑒 𝛽33 são os coeficientes quadráticos, e 

𝑋1, 𝑋2 𝑒 𝑋3 as variáveis independentes. 

6.2.4 Validação do modelo estatístico 

Baseado nos resultados obtidos por meio da superfície de resposta foi realizado um 

ensaio para validação do modelo, permitindo verificar sua precisão através da comparação 

entre a produção de H2 predita e a experimental. Para tanto, o ensaio de validação foi 

conduzido em condição experimental cuja máxima produção de hidrogênio é obtida, realizado 

com 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,4 g.L
-1

 de CaCO3.  

6.2.5 Análises físico-químicas e cromatográficas 

Para o monitoramento e coleta de dados durante os ensaios acidogênicos foram 

realizadas análises da fração líquida dos reatores batelada, tais como, carboidratos solúveis 

totais (Dubois et al., 1956), damanda química de oxigênio – DQO (APHA/AWWA/WEF, 

2012), sólidos totais voláteis (STV), sólidos suspensos totais (SST) e sólidos suspensos 

voláteis (SSV), ácidos orgânicos voláteis (Lazaro et al., 2012). As análises de carboidratos, 

fenóis e DQO foram feitas para amostra filtrada em filtro de seringa 0.45 µm. A quantificação 

de carboidratos solúveis totais, pH e ácidos orgânicos foi realizada além das amostras inicial e 

final dos ensaios, também para amostras coletadas no decorrer do ensaio.  

A quantificação da concentração de D-limoneno nas amostras dos reatores foi 

realizada utilizando a metodologia de adição de padrão, por meio de cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (GC-MS Shimadzu, Column SH-Rtx-5MS 30 m x 0.25 

mm x 0.25 mm). A amostra teve sua temperatura elevada a 240°C no forno, em uma taxa de 

30°C, com tempo de retenção de 5 min. Realizou-se a injeção de 250 µL de amostra do 

headspace, com temperatura de injeção de 200°C, Split 10:1, empregando Hélio como gás de 
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arraste (Rodrigues et al., 2021). Para a espectrometria de massa empregou-se o método de 

varredura completa para a faixa de massa de 50 a 200. 

O monitoramento da produção de biogás foi realizada a partir de amostras de 500 µL 

do headspace, utilizando seringa equipada com trava de pressão. Cromatografia gasosa foi 

empregada para análise da composição do (Shimadzu GC- 2014, equipado com detector de 

condutividade térmica (TCD), coluna capilar Carboxen
TM

 1010 PLOT 30 m x 0,53 mm, 

Supelco), a temperatura do injetor de 220°C, 130°C para coluna e 230°C no detector 

utilizando argônio como gás de arraste (12 mL.min
-1

). Aferição periódica (antes e após a 

tomada da amostra de gás) da pressão (mbar) do headspace do reator foi realizada. 

6.2.6 Análise dos dados 

A produção acumulada de hidrogênio (𝐻𝑖), foi obtida pela somatória do volume de H2 

produzido entre as medidas de monitoramento (i) realizadas em intervalos de 2 – 6 horas ao 

longo do ensaio, calculada de acordo com Eq. (2), com base nos dados de volume de 

hidrogênio (𝑉𝐻,𝑖) produzido entre os pontos amostrais anterior (i-1) e atual (i). E o volume de 

hidrogênio (𝑉𝐻,𝑖) foi obtido com base nos princípios da equação de Clapeyron, de acordo com 

Eq. (3). 

𝐻𝑖 = ∑ 𝑉𝐻,𝑖

𝑛

𝑖=1

                                                                       (2) 

𝑉𝐻,𝑖 =  
∆𝑃𝑖. 𝑉. 𝐶𝐻,𝑖

𝑃𝑖
                                                                  (3) 

Sendo, 𝐶𝐻,𝑖 é o percentual de hidrogênio na composição do biogás no ponto amostral 

(i); 𝑃𝑖 é a pressão no headspace do reator; ∆𝑃𝑖 a variação da pressão do headspace entre os 

pontos amostrais anterior (i-1) e atual (i); e V o volume do headspace. 

O percentual de hidrogênio no biogás (%H2) para cada ensaio foi dado pela média 

aritmética dos valores percentuais de H2 dos pontos amostrais do período no qual foi 

identificada estabilização da composição do biogás, estabilização esta verificada por um 

coeficiente de variação (CV) <5%. 

As produções acumuladas de hidrogênio ao longo do tempo foram ajustadas ao 

modelo cinético de Gompertz modificado (Eq. 4) utilizando o software OriginPro 8.5
®
, sendo 
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obtidos os parâmetros cinéticos de potencial máximo de produção taxa máxima de produção, 

e tempo para início de produção. 

𝐻(𝑡) = 𝑃. 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝑅𝑚.𝑒

𝑃
(𝜆 − 𝑡) + 1]}                                            (4) 

Sendo, 𝐻  a produção acumulada de hidrogênio (mL.L
-1

) no tempo (t), 𝑃  o potencial 

máximo de produção de hidrogênio (mL.L
-1

), 𝑅𝑚 a taxa máxima de produção de hidrogênio 

(mL.L
-1

. h
-1

), 𝑒 = 2,718281828, e 𝜆 o tempo de início da produção de hidrogênio (h). 

Os dados experimentais do planejamento fatorial e do modelo da superfície de 

respostas foram ajustados e analisados estatisticamente através dos softwares Minitab
®
 19.1 e 

STATISTICA 10, utilizando um nível de confiança de 10% (p<0,10) (Rodrigues e Iemma 

2014). 

6.2.7Análise de balanço energético 

 O potencial energético do hidrogênio obtido - PEH2 (MJ.kg
-1

RSL) foi calculado pela 

Eq. (5) baseado no potencial máximo de produção de hidrogênio – P (mL.L
-1

), no poder 

calorífico inferior do H2 – PCIH2  (10,8 MJ.m
-3

) (Goldmeer, 2019), e na concentração de RSL 

adicionada ao reator – RSLC (g.L
-1

). 

𝑃𝐸𝐻2 =
𝑃𝐻2. 𝑃𝐶𝐼𝐻2

1000. 𝑅𝑆𝐿𝐶
                                                               (5) 

𝑃𝑃𝐸𝐻2 =
𝑃𝐸𝐻2. 𝜂

3600
                                                                 (6) 

Com base no PEH2 estimou-se o potencial de produção de eletricidade - PPEH2 

(MWh.kg
-1

RSL) através da Eq. (6), considerando uma eficiência (𝜂) de 60% para conversão 

elétrica em células combustível (DOE Energy Efficiency And Renewable Energy Information 

Center, 2006; Shabani e Andrews, 2015). Para fins de estimativa de ganho de escala do 

processo o PPEH2 foi extrapolado com base na estimativa de geração global anual de resíduos 

sólidos de citros – RSLG, de 20 a 30 milhões de toneladas por ano (Calabrò et al., 2016; 

Rosas-Mendoza et al., 2020). 

6.2.8 Análise da comunidade microbiana 

Extração e sequenciamento do gene RNAr 16S foram realizados para amostras 

coletadas ao final do ensaio de validação da condição otimizada de produção de H2, e também 
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do ensaio E-10. As amostras foram centrifugadas (6000 rpm - 6 minutos), sendo o pellet de 

biomassa lavado com solução PBSX1 (NaCl 8,2 g.L
-1

, Na2HPO4 1,05 g.L
-1

, NaH2PO4 0,35 

g.L
-1

), e posteriormente armazenado a -20°C. O DNA genômico das amostras foi extraído 

usando o FastDNA™ SPIN Kit for Soil DNA Extraction (MP Biomedicals). A integridade do 

DNA extraído foi verificado em gel de agarose  0,8% e a quantificação (ng/µL) e a pureza 

(relação 260/280nm) foi realizado no Nanodrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher 

Scientific). O sequenciamento do DNA foi realizado pela empresa NGS genomic solutions 

(Piracicaba-SP, Brazil), os genes 16S rRNA região V3-V4 foram amplificados por meio de 

reação em cadeia de polimerase (PCR) usando o set de primer 341F - 806R (Yu et al., 2005), 

realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). As 

bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando NEBNext Ultra DNA Library Pre ® Kit 

para Illumina, conforme recomendações do fabricante.  O pacote DADA2 (Callahan et al., 

2016a) foi utilizado para transformar os arquivos fastq do sequenciador em sequências de 

amostras inferidas, desmembradas, e sem quimeras.  A filtragem de arquivos fastq foi 

realizada para cortar as sequências dos primers de PCR e filtrar as extremidades 3’ das 

leituras devido ao decaimento da qualidade (Q<30). As taxonomias foram atribuídas a cada 

ASV (do inglês Amplicon Sequencing Variants) utilizando uma implementação do programa 

DADA2 do método de classificador bayesiano ingênuo para essa finalidade. O banco de 

dados Silva 138 foi utilizado como referência. As classificações taxonômicas geradas pelo 

DADA2, e suas quantificações, foram importadas para o programa phyloseq (McMurdie and 

Holmes, 2013), implementado na linguagem R. As sequências foram submetidas ao banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sob o número de acesso 

PRJNA909571.  

As bases de dados de enzimas BRENDA (BRENDA Enzyme Database, 2022) e 

KEGG (KEGG Pathway Database, 2022) foram utilizadas para inferência das vias 

metabólicas predominantes e enzimas catalisadoras da reações de conversão, com base nos 

gêneros de microrganismos identificados em abundância >1% nos ensaios OC-H e E-10.  
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6.3.RESULTADOS E DISCUSSÕES 

6.3.1 Ensaios de Delineamento Composto Central Rotacional de Produção de 

Hidrogênio 

 Os parâmetros cinéticos dos ensaios de fermentação estão apresentados na Tabela 6.3. 

Foram observados valores de potencial máximo de produção de H2 (P) entre 199,21 mLH2.L
-1

 

(E-13) e 1241,91 mLH2.L
-1

 (E-17); a velocidade máxima de produção de H2 (Rm) observada 

foi entre 7,35 mLH2.L
-1

.h
-1

 (A-13) e 106,58 mLH2.L
-1

.h
-1

 (A-3); e o tempo de início de 

produção de H2 (λ) observado foi entre 7,75 h (A-13) e 14,83 h (A-17). Conforme verificado, 

observou-se importante variação nos valores de P, Rm e λ sob diferentes condições 

experimentais (Figura 6.1), o que reflete a importância do ajuste das concentrações de 

resíduos sólidos, água residuária e carbonato de cálcio, para obtenção de melhor resposta em 

relação a produção de H2. 

 
Figura 6.1. Produção acumulada de H2 com ajuste de Gompertz modificado, para os ensaios 

do DCCR. 
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Tabela 6.3. Parâmetros cinéticos, rendimento e pH, para os ensaios do DCCR 

Ensaio 
P 

mL.L
-1

 

Rm 

mL.L
-1

.h
-1

 

λ 

h 

%H2 

Biogás 

Y1 

mLH2.g
-

1
CHO 

Y2 

molH2.mol
-

1
hexose 

pH 

inicial 

pH 

final 

E-1 823,72 58,47 11,50 47,4% 214,36 2,06 6,64 4,95 

E-2 541,03 33,60 10,02 30,2% 112,23 1,05 6,31 4,90 

E-3 898,80 106,58 12,25 51,0% 182,65 1,87 6,41 4,56 

E-4 578,56 38,97 12,66 44,8% 75,47 0,68 6,28 4,04 

E-5 869,65 49,81 10,83 42,9% 169,53 1,62 6,67 5,94 

E-6 835,49 55,78 10,39 37,3% 123,55 1,17 6,51 5,67 

E-7 423,39 17,18 9,12 31,9% 69,73 0,61 6,56 5,79 

E-8 493,75 46,43 11,42 30,5% 53,51 0,53 6,46 5,37 

E-9 892,03 71,15 9,51 47,8% 209,30 2,13 6,82 5,64 

E-10 522,71 53,32 11,23 33,2% 62,74 0,61 6,28 4,27 

E-11 1056,61 77,36 10,47 42,2% 181,46 1,83 6,65 5,63 

E-12 578,80 56,29 10,54 39,5% 73,88 0,70 6,39 4,32 

E-13 199,21 7,35 7,75 48,3% 75,87 0,65 5,86 3,52 

E-14 1224,50 88,49 13,38 43,5% 144,40 1,46 6,60 5,72 

E-15 1211,36 97,38 12,89 45,8% 151,46 1,65 6,58 5,33 

E-16 1235,08 98,93 13,79 45,2% 172,67 1,69 6,48 5,38 

E-17 1241,91 89,96 14,83 43,4% 180,87 1,64 6,57 5,47 

 

De acordo com a análise de variância (ANOVA), o termo linear X2 (concentração de 

ARL, p = 0,093) e os termos quadráticos X1
2

 (concentração RSL, p = 0,015), X2
2

 

(concentração ARL, p = 0,037), e X3
2

 (concentração CaCO3, p = 0,019) do modelo foram 

estatisticamente significativos (p < 0,10),  e resultaram em efeitos individuais da produção de 

hidrogênio (Tabela 6.4). Os termos lineares X2 e X3, e os termos de interação X1X2 (p = 

0,912), X1X3 (p = 0,308) e X2X3 (p = 0,166) não foram significativos (p > 0,10), 

provavelmente, sendo necessário interpretação individual das variáveis independentes. 

A partir da análise de regressão dos dados foi ajustada uma função polinomial de 

segunda ordem dada pelas três variáveis codificadas, resultando em um modelo quadrático de 

potencial máximo de produção de hidrogênio. Com base nos termos identificados como 

significativos (p < 0,10) para produção de hidrogênio, o modelo pode ser representado pela 

Eq. (7). 

𝑌 (𝑚𝐿. 𝐿−1) = −1241 +   254,0𝑥2 − 3,49𝑥1
2 − 25,13𝑥2

2 − 42,2𝑥3
2                     (7) 
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Tabela 6.4. ANOVA para efeitos do CaCO3, RSL, ARL do potencial máximo de produção P, 

para um intervalo de confiança de 90%. 

Fonte SQ GL QM Valor F Valor-P 

Modelo 1230063 9 136674 3,23 0,068 

X1 (L) 103317 1 103317 2,44 0,162 

X2 (L) 160165 1 160165 3,78 0,093 

X3 (L) 113194 1 113194 2,67 0,146 

X1 (Q) 433292 1 433292 10,24 0,015 

X2 (Q) 278015 1 278015 6,57 0,037 

X3 (Q) 391187 1 391187 9,24 0,019 

X1. X2 561 1 561 0,01 0,912 

X1. X3 51061 1 51061 1,21 0,308 

X2. X3 101387 1 101387 2,40 0,166 

Erro 296226 7 42318   

Total SQ 1526289 16    

 A significância do modelo foi avaliada com base no teste ANOVA, sendo 

estatisticamente significativo baseado nos valores F, sendo o F calculado pela regressão (3,23) 

maior que o valor de F tabulado (2,72) para um intervalo de confiança de 10%, e 7 graus de 

liberdade para os resíduos e 9 graus de liberdade para a regressão. Desta forma é possível 

rejeitar a hipótese nula H0, implicando que pelo menos umas das variáveis X1, X2, X3 

contribui significativamente com o modelo. O modelo possui um coeficiente de determinação 

(R
2
) de 0,81, ou seja, o modelo explica 81,0% da variabilidade da produção de H2, indicando 

boa correlação entre os valores preditos e os observados para a resposta. Os valores de R
2
 

entre 0,75 – 1,00 indicam bom ajuste, conforme discutido por Reungsang et al. (2012), 

Niladevi et al. (2009), e Kainthola et al.  (2019). 

 A interação e o nível ótimo das variáveis independentes na produção de hidrogênio 

podem ser claramente observados na superfície de resposta 3D (Figura 6.2). As superfícies se 

aproximam a característica de um hiperboloide elíptico, sendo possível neste caso identificar 

um ponto de máxima dentro faixa de valores avaliados para cada variável, que representam os 

eixos x e y no plano tridimensional, desta forma a condição otimizada para produção de H2 

pôde ser identificada. 
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Figura 6.2. Superfícies de resposta e de contorno do modelo de produção de H2 (a) e (b) 

concentração de CaCO3 fixada em 3,8 g.L
-1

; (c) e (d) concentração de ARL fixada em 4,5 

gDQO.L
-1

; (e) e (f) concentração de RSL fixada em 22,5 gSTV.L
-1

. 

 

(a) 
(b) 

(c) 

(e) (f) 

(d) 
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 A maior produção de H2 foi verificada para os ensaios na condição do ponto central 

(E-15/E-16/E-17) de 1229,45±14,1 mLH2.L
-1

, conduzidos com 22,5 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 

gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,8 g.L
-1

 de CaCO3, para concentração inicial de carboidratos de 

10,12±0,48 g.L
-1

, e relação gCaCO3/gCHO de 0,38±0,01. Para o ensaio E-14, conduzido no 

mesmo nível para as variáveis de substrato (22,5 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL) 

em relação àqueles ensaios do ponto central, observou-se produção de H2 muito próxima; ou 

seja, de 1224,50 mLH2.L
-1

. Todavia, deve-se destacar que no ensaio E-14 foi aplicada 

concentração de carbonato de cálcio mais elevada, de 7,33 g.L
-1

, resultando em relação 0,67 

de CaCO3/CHO.  

  A partir destas considerações é possível verificar dois pontos importantes, o primeiro 

é relacionado à concentração de alcalinizante; ou seja, valores acima de 3,8 g.L
-1

 não 

resultaram em maior P para a mesma concentração de substrato, mas também não causaram 

efeitos negativos significativos na produção de H2. O segundo ponto refere-se à percepção de 

que concentrações intermediárias de substrato (22,5 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

) 

resultaram em melhor ajuste do processo tendo em vista a maior produção de H2 na condição 

de ponto central. Similar ao que foi observado no presente estudo, Pu et al. (2019) avaliaram a 

produção de H2 para ampla faixa de concentração de resíduos de alimentos (até 37,5 gSV.L
-1

) 

em reatores em batelada. Os autores identificaram que a maior produção, também foi obtida 

para concentração intermediária de substrato (15,0 gSV.L
-1

). A partir disso, os autores 

destacaram que tal tendência está associada ao fato de que baixas concentrações de substrato 

não fornecem matéria orgânica suficiente para fermentação em hidrogênio, enquanto 

sobrecargas implicam na mudança de vias metabólicas e fermentação láctica. 

Efeitos prejudiciais ao processo diretamente associados à elevada concentração de 

carbonato de cálcio (7,33 g.L
-1

) não foram observados, provavelmente, tal possibilidade está 

relacionada a baixa solubilidade e lenta dissolução deste alcalinizante em meio líquido, de 

forma que elevadas concentrações de CaCO3 não resultam em um demasiado aumento do pH, 

mas em aumento da capacidade de tamponamento (Ai et al., 2014). Caso contrário, 

determinadas concentrações de carbonato de cálcio conduziriam ao estabelecimento do 

processo acima do limite superior da faixa ideal de pH para produção de hidrogênio (pH de 

4,5 a 6,5) (H. Lee et al., 2010). Coerente a este comportamento descrito para o carbonato, no 

presente estudo apesar da amplitude da concentração de carbonato de cálcio aplicado aos 

reatores (0,3 a 7,3 g.L
-1

) não se observou impacto direto no pH inicial dos ensaios, os quais 



125 
 

 
 

em geral foram próximos a 6,5 (Tabela 6.3). A percepção de redução na estabilidade de 

manutenção da produção de H2 nos ensaios conduzidos no nível superior para as variáveis de 

substrato está associada ao desequilíbrio na cinética dos processos de dissolução de carbonato 

e cálcio e de produção de ácidos orgânicos, de forma que elevada produção de ácidos 

orgânicos impõe a necessidade de elevada dissolução de carbonato de cálcio (Salek et al., 

2015), a qual, as vezes não pode ser atingida.  

O satisfatório ajuste das variáveis para os ensaios nos quais se obteve maiores valores 

de P é confirmado pelas superfícies de resposta, de forma que o ponto de otimização da 

produção de H2 é verificado na região central das superfícies, e é dado pela condição com 

21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 gDQO.L
-1

 de ARL, e 4,50 g.L
-1

 de CaCO3, de forma que para 

pontos localizados na direção das extremidades das superfícies observa-se condições 

experimentais com gradual redução do potencial máximo de produção. Tal como obtido no 

presente estudo de co-digestão de resíduos de citros, Liu et al. (2020), com base nos 

resultados do estudo de co-digestão de resíduos de alimentos com esterco bovino destacaram 

a importância da otimização da proporção entre  os substratos. Assim sendo, observaram que 

a produção de H2 foi significativamente reduzida à medida que foi verificado um 

distanciamento da concentração dos substratos dos valores de concentração da condição 

otimizada.  

 A menor produção de H2 (199,21 mLH2.L
-1

) foi observada no ensaio E-13 (22,5 

gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL, e 0,3 g.L
-1

 de CaCO3). As concentrações aplicadas 

de RSL e ARL desta condição são as mesmas dos ensaios E-14 e dos pontos centrais (E-15/E-

16/E-17), nos quais foi verificada os maiores valores de P. Todavia, em E-13 foi adicionado 

0,3 g.L
-1

 de CaCO3, e consequentemente resultando em relação CaCO3/CHO de apenas 0,03. 

A partir do comportamento antagônico em relação à produção de H2 neste ensaio é possível 

destacar a fundamental importância da alcalinização para manutenção de boa estabilidade do 

processo fermentativo. Resultados similares foram verificados por Zhang et al. (2013), os 

quais avaliaram o efeito da alcalinização empregando lime mud (1,0 a 4,0 g.L
-1

), composto 

rico em carbonato de cálcio e óxido de cálcio, na fermentação em reatores em batelada com 

resíduos de alimento. Os autores constataram que tanto para o ensaio controle sem 

alcalinizante, como naqueles com menor adição (até 2,0 g.L
-1

), a produção de H2 foi 

significativamente inferior àqueles ensaios cuja concentração de alcalinizante foi mais 
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adequada (3,0 a 4,0 g.L
-1

). Assim como observado no presente estudo menor estabilidade do 

processo foi observada devido à redução mais acentuada do pH. 

Por meio das superfícies de respostas (Figura 6.2) verificou-se acentuada redução de 

P, principalmente para concentrações de carbonato de cálcio na faixa de 0,3 a 1,7 g.L
-1

, 

combinadas as concentrações de substrato ≥ 30,0 g.L
-1

 de RSL, e  ≥ 7,0 gDQO.L
-1

 de ARL. 

Para a condição com baixa concentração de carbonato de cálcio (1,7 g.L
-1

), porém, com 

concentração inicial de carboidratos com valores intermediários (5,0 a 7,0 gCHO.L
-1

,Tabela 

6.5), não se verificou redução tão acentuada da produção de H2, uma vez que a combinação 

das variáveis nestes níveis não resultou em razão gCaCO3/gCHO suficientemente baixa. A 

importância da razão alcalinizante:substrato para fermentação também foi verificada por 

Sangyoka et al. (2016), utilizando bicarbonato de sódio como agente tamponante em estudo 

com bagaço de cana-de-açúcar em reatores em batelada. Os autores identificaram redução do 

potencial de produção de hidrogênio em ensaios com baixos valores para razão 

alcalinizante:substrato (< 0,15), similar ao que foi observado no presente estudo, e 

identificaram condição otimizada com razão alcalinizante:substrato de aproximadamente 

0,25. 

 O efeito deste ajuste entre as concentrações de CaCO3, RSL, e ARL, pode ser 

visualizado nos ensaios E-1 e E-3, os quais foram realizados com baixa concentração de 

CaCO3 (1,7 g.L
-1

). Entretanto, a concentração inicial de substrato também foi baixa em 

comparação a outros ensaios (5,25 gCHO.L
-1

 e 7,12 gCHO.L
-1

, respectivamente), resultando 

em relação 0,30 de CaCO3/CHO. Desta forma, não se observou tão acentuada redução na 

produção de hidrogênio (823,72 mLH2.L
-1

 para E-1, e 898,80 mLH2.L
-1

 para E-3),  quando 

comparada a condição do ponto central na qual se obteve a maior produção. 

 A estabilidade do processo nos ensaios com melhores respostas em relação à produção 

de H2 esteve associada ao comportamento observado para o pH operacional, que após redução 

nas primeiras horas do processo (10 – 15h) partindo de pH inicial de 6,5 e atingindo valores 

próximos a 5,95, foi observada pequena variação atingindo valores próximos de 5,5 ao final 

do ensaio (~40h). Kim et al. (2011) ao avaliarem a fermentação de resíduos de alimentos em 

reatores em batelada constataram que a correção do pH inicial para valores entre 5,0 e 9,0 

impôs efeito importante no tempo para início de produção (λ). Entretanto, sob tais condições 

não teve efeito sobre o pH operacional, uma vez que rapidamente houve acentuada 

diminuição do pH nos reatores, sendo necessário o controle com adição de solução alcalina 



127 
 

 
 

para manutenção das condições favoráveis à produção de H2, tal como observado no presente 

estudo com a adição do carbonato no início dos ensaios. 

 Conforme pode ser visualizada na superfície de respostas (Figura 6.2), a produção de 

hidrogênio é significativamente aumentada à medida que se estabelece um melhor ajuste entre 

as variáveis de substrato X1 e X2 (RSL e ARL). Zonas periféricas da superfície referentes a 

condições que simultaneamente possuem concentrações elevadas de RSL (≥30,0 gSTV.L
-1

) e 

ARL (≥7,0 gDQO.L
-1

), ou ainda condições com concentrações muito baixas para uma das 

fontes de substrato, não resultaram em resposta favorável à produção de hidrogênio. Em 

condições com adição de 30,0 gSTV.L
-1

 de RSL e 7,0 gDQO.L
-1

  de ARL, tal como E-4 e E-

8, a produção de H2 foi de apenas 578,6 mLH2.L
-1

 e 493,8 mLH2.L
-1

, respectivamente. 

Em relação ao efeito que o ajuste das proporções dos substratos na co-digestão tem na 

produção de hidrogênio, Li et al. (2018) avaliaram a co-digestão de resíduos de alimentos 

com lodo de esgoto sanitário, e constataram que a produção de H2 foi impactada 

negativamente à medida que a proporção entre as concentrações destes resíduos foi alterada, 

principalmente com o aumento da proporção de lodo e consequente redução de resíduos de 

alimentos, obtendo a melhor condição de produção de H2 com 85,2% (baseado em Sólidos 

Totais) de resíduos de alimentos. Tal observação é semelhante ao que foi obtido nos 

resultados do presente estudo, nos quais se verificou que o aumento simultâneo na 

concentração de ambos os substratos resultou em efeitos negativos para produção de H2.  

 Identificou-se percentual de H2 na composição do biogás entre 30,2% e 51,0%, uma 

variação importante, sendo possível inferir que diferentes condições experimentais 

influenciaram significativamente a qualidade do biogás. As variáveis de concentração de RSL 

(X1) e concentração de CaCO3 (X2) foram identificadas como estatisticamente significativas 

(p = 0,001 e p = 0,008, respectivamente) em relação a %H2. Os ensaios E-2 (30,0 gSTV.L
-1

 de 

RSL, 2,0 gDQO.L
-1

 de ARL, e 1,7 g.L
-1

 de CaCO3) e E-8 (30,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 7,0 

gDQO.L
-1

 de ARL, e 5,9 g.L
-1

 de CaCO3) foram aqueles nos quais se verificou o menor 

percentual de H2 (30,2% e 30,5%, respectivamente), enquanto em E-3 (15,0 gSTV.L
-1

 de 

RSL, 7,0 gDQO.L
-1

 de ARL, e 1,7 g.L
-1

 de CaCO3) e E-13 (22,5 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 

gDQO.L
-1

 de ARL, e 0,3 g.L
-1

 de CaCO3) foram aqueles com maior %H2 (51,0% e 48,3%).  

Para os dois ensaios com maior %H2 identificou-se padrões distintos, o primeiro com 

maior produção volumétrica como verificado em E-3, e por conseguinte adequada 
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estabilidade do processo fermentativo com predomínio de rotas de produção de H2. Enquanto, 

para o ensaio E-13 a elevada %H2 no biogás apesar do baixo valor de P ocorreu em razão da 

menor adição de CaCO3 (0,3 g.L
-1

) em comparação aos demais ensaios, resultando em 

redução na liberação total de CO2 pelo sistema carbonato. A reação de neutralização, através 

do sistema carbonato, dos ácidos formados na fermentação resulta na liberação de CO2 para a 

fase gasosa do reator, tal como pode ser verificado na Equação (8), tomando como exemplo a 

reação de neutralização do ácido acético (Salek et al., 2015), de forma que maior 

disponibilidade de carbonato de cálcio no meio líquido possibilita maior liberação de CO2. 

Lin e Lay (2004) destacam que o carbonato se correlaciona com o CO2, de forma que o 

aumento da concentração de carbonato tende a proporcionar maior fração de CO2 na fase 

gasosa.  

2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝑎𝐶𝑂3 ⇆ 𝐶𝑎2+ + 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂− + 𝐻2𝑂 + 𝐶𝑂2                   (8) 

A remoção de carboidratos (RC) nos ensaios variou na faixa de 29,25% (E-13) e 

88,31% (E-7), conforme pode ser verificada na Tabela 6.5, uma diferença significativamente 

importante neste parâmetro que indiretamente permite avaliar a estabilidade e eficiência do 

processo fermentativo através da utilização do substrato disponível. Entretanto, a baixa 

remoção observada em E-13 foi uma exceção dentre as condições experimentais avaliadas 

(Figura 6.3), e excetuando tal condição, a remoção de carboidratos dos demais ensaios foi de 

81,4%±5,7%. Elevada remoção de carboidratos (88,3% para E-7 e 81,5% para E-8) foi 

observada mesmo para condições com reduzido rendimento de H2, (0,61 mol H2.mol
-1

 hexose 

em E-7 e 0,53 mol H2.mol
-1

 hexose em E-8).  

A boa resposta em relação à remoção de carboidratos inclusive para os ensaios com 

elevada concentração inicial de substrato esteve diretamente associada à alcalinização com 

CaCO3, visto que sua gradual solubilização ao longo do ensaio assegurou a manutenção de pH 

em faixa que não foi limitante ao prosseguimento do processo. Em alguns estudos envolvendo 

a produção de hidrogênio que utilizaram apenas a correção do pH inicial como parâmetro do 

processo obtiveram RC inferiores aos obtidos no presente estudo, mesmo partindo de uma 

concentração inicial de carboidratos em faixa inferior a que foi avaliada para resíduos de 

citros. Por exemplo, Villa-Montoya et al. (2020b) verificaram remoção de carboidratos de 

60,4%±11,3%, em faixa de pH inicial de 4,8 a 8,5, para co-digestão de resíduos de café em 

reatores batelada. Camargo et al. (2021a) verificaram para resíduos de citros em reatores 

batelada remoção de apenas 46,8%±12,2%, com variação de pH inicial entre 4,5 a 8,5. Em 
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ambos os casos valores de pH inicial na faixa neutra a alcalina não foram suficientes para 

garantir elevada remoção de carboidratos. 

Tabela 6.5. Parâmetros físico-químicos dos ensaios do DCCR. 

Ensaio 
gCaCO3/

gCHO 

Carboidratos RC AOV 

Predominate 
HBu/HAc 

Inicial Final % 

E-1 0,32 5250,0 963,8 81,64% HAc 0,54 

E-2 0,21 8090,0 2462,8 69,56% HAc e HBu 0,65 

E-3 0,24 7116,7 1568,3 77,96% HAc, HBu e HLa 0,86 

E-4 0,14 11853,3 2977,7 74,88% HLa 0,32 

E-5 0,87 6773,3 872,5 87,12% HAc e HBu 1,28 

E-6 0,60 9803,3 2097,2 78,61% HLa 0,74 

E-7 0,77 7666,7 896,0 88,31% HLa 0,78 

E-8 0,46 12833,3 2380,0 81,45% HLa 0,62 

E-9 0,66 5743,3 856,7 85,08% HBu 1,47 

E-10 0,28 13473,3 3775,0 71,98% HLa 0,45 

E-11 0,46 8196,7 1592,7 80,57% HAc e HBu 0,85 

E-12 0,35 10756,7 2117,5 80,31% HLa 0,66 

E-13 0,03 9500,0 6721,7 29,25% HLa 0,41 

E-14 0,67 10896,7 1321,7 87,87% HAc e HBu 1,31 

E-15 0,36 10583,3 1422,5 86,56% HAc e HBu 1,43 

E-16 0,37 10176,7 1491,7 85,34% HAc e HBu 1,37 

E-17 0,40 9593,3 1456,7 84,82% HAc e HBu 1,26 

 

O rendimento de H2 (Y1) para os ensaios, calculado indiretamente com base na 

concentração de substrato e na produção acumulada de H2, foi de 53,5 mLH2.g
-1

CHO a 214,4 

mLH2.g
-1

CHO. Para os ensaios nos quais se verificou os maiores valores de P obteve-se um 

rendimento intermediário, cujos valores foram de 168,3 mLH2.g
-1

CHO (E-15/E-16/E-17) e 

144,4 mLH2.g
-1

CHO para E-14. 

Em alguns ensaios foram observados rendimentos de 214,4 mLH2.g
-1

CHO para E-1 

(15,0 gSTV.L
-1

 de RSL, 2,0 gDQO.L
-1

 de ARL, e 1,7 g.L
-1

 de CaCO3) e 209,3 mLH2.g
-1

CHO 

para E-9 (9,9 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,8 g.L
-1

 de CaCO3). Tais ensaios 

tem em comum as mais baixas concentrações iniciais de substrato dentre todos os demais 

ensaios (5,25 e 5,74 gCHO.L
-1

, respectivamente) avaliados. Verificou-se, portanto que para 
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menores concentrações de substrato combinadas a razão CaCO3/CHO > 0,3 foram favoráveis 

a obtenção dos maiores rendimentos de H2.  

Os rendimentos mais baixos verificados foram 53,5 mLH2.g
-1

CHO para E-8 (30,0 

gSTV.L
-1

 de RSL, 7,0 gDQO.L
-1

 de ARL, e 5,9 g.L
-1

 de CaCO3), e 62,7 mLH2.g
-1

CHO para 

E-10 (35,1 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,8 g.L
-1

 de CaCO3), ensaios que têm 

em comum as concentrações iniciais de carboidratos solúveis mais elevadas dentre todos os 

ensaios (12,8 e 13,5 gCHO.L
-1

, respectivamente). A elevada concentração de substrato é 

provável ter favorecido maior velocidade de produção de ácidos orgânicos conduzindo a 

modificação das rotas metabólicas predominantes, sendo desfavorável à produção de 

hidrogênio. Em outras pesquisas tem sido também reportado aumento no rendimento de 

hidrogênio à medida que se obtém o ajuste na concentração de substrato, com redução neste 

rendimento para concentrações de substrato que resultam em sobrecarga no processo, 

causando acúmulo de ácidos orgânicos, e consequentemente redução acentuada de pH 

(Jianlong e Wei, 2008; Yang e Wang, 2019b). 

Considerando a hipótese de que os carboidratos solúveis do início dos ensaios foram 

em sua totalidade representados por hexoses, obteve-se um rendimento de H2 (Y2) com 

valores entre 0,53 e 2,13 molH2.mol
-1

hexose, o que representa 13,3% a 53,2% do rendimento 

máximo teórico, que é de 4 molH2.mol
-1

hexose obtido nas reações metabólicas da via de 

conversão de glicose a ácido acético (Thauer et al., 1977). Os rendimentos obtidos para alguns 

ensaios foram elevados, como por exemplo E-1 (2,06 molH2.mol
-1

hexose) e E-9 (2,13 

molH2.mol
-1

hexose), considerando as limitações práticas de atingir o máximo teórico, 

conforme apresentado por Thauer et al. (1977). Lee et al. (2009) infere que os rendimentos 

máximos observados em estudos de fermentação têm sido de até 2,8 molH2.mol
-1

hexose, o 

que representa 70% do rendimento teórico, similar aos maiores rendimentos obtidos no 

presente estudo. Tal como observado destaca-se que uma variação significativa em Y2 é 

frequentemente verificada em razão de diferentes condições experimentais avaliadas, 

evidenciando a importância de se realizar um adequado ajuste de variáveis significativas. 

Akhlaghi et al. (2019), por exemplo, ao realizarem experimentos fatoriais para avaliação a 

produção de H2 em reatores em batelada, obtiveram rendimentos de H2 de 0,36 a 1,45 mol 

𝐻2/mol hexose.  Enquanto, Gioannis et al. (2014) obtiveram  valores de Y2 de 0,04 a 2,6 mol 

𝐻2/mol lactose, ao avaliarem a influência do pH na produção de H2 em reatores em batelada a 

partir de soro de queijo. 
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Figura 6.3. Concentração de carboidratos nos pontos inicial e final, e remoção de carboidratos 

dos ensaios do planejamento experimental. 

A concentração de limoneno foi determinada para amostras do início e final dos 

ensaios fermentativos em reatores batelada, como pode ser verificado na Figura 6.4. A 

concentração inicial de limoneno foi em geral inferior a 15 mg.L
-1

. Camargo et al. (2020b) 

avaliaram o efeito de diferentes concentrações de limoneno nos parâmetros cinéticos de 

produção de H2 em reatores batelada e verificaram que para concentrações de até 100 mg.L
-1

 

não houve efeito inibitório significativo para P. Todavia, foi observada diferença estatística 

nos valores de λ para ensaios com concentração de limoneno acima de 50,0 mg.L
-1

. 

Considerando as concentrações de limoneno reportadas por Camargo et al. (2020b) que 

resultaram em efeitos negativos para P e λ, não é provável a ocorrência de inibição ou efeitos 

negativos significativos sobre P relacionados a presença deste composto nas concentrações 

observadas no presente estudo, inferiores à 15 mg.L
-1

. 
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Figura 6.4. Concentração de limoneno para início e final do processo de fermentação em 

reatores batelada, e remoção de limoneno observada. 

De maneira geral foi observada diferença significativa entre a concentração inicial e 

final de limoneno nos ensaios, sendo verificada máxima remoção de 96,7% no ensaio E-8, e 

mínima de 9,9% para E-1. Nos ensaios em batelada do presente estudo é provável que a 

remoção de limoneno tenha ocorrido via degradação, enquanto a adsorção do limoneno no 

lodo de inóculo não foi avaliada visto que tal mecanismo não tem sido observado como 

significativo na remoção deste composto em reatores anaeróbios (Camargo et al., 2020b). O 

processo de adsorção na fase sólida dos resíduos de citros é outro provável mecanismo que 

pode ter contribuído na remoção de limoneno do meio líquido, assim como discutido por 

Calabró et al. (2016). Os autores avaliaram o conteúdo de limoneno na digestão anaeróbia em 

reatores em batelada e identificaram adsorção de até 76% na fase sólida dos resíduos de 

citros, apontando que este mecanismo tem importante papel na redução do conteúdo de 

limoneno na fase líquida dos reatores.  

A análise da distribuição dos metabólitos solúveis nos ensaios foi realizada para 

interpretação conjunta com os dados de produção de hidrogênio e possível compreensão 

acerca das rotas metabólicas predominantes nos diferentes ensaios do planejamento 

experimental. Os ácidos acético (HAc), butírico (HBu), propiônico (HPr), láctico (HLa) e 

fórmico (HFo) foram observados em pelo menos um dos ensaios (Figura 6.5). 
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Conforme pode ser verificado na  Tabela 6.5 em relação aos metabólitos 

predominantes ao final do processo fermentativo foi observado o ácido láctico (HLa) como o 

principal metabólito nos ensaios A-4 com 4302,1 mg.L
-1

 (representado 64,1% do total), A-6 

com 3333,5 mg.L
-1

 (60,3%), A-7 com 3926,3 mg.L
-1

 (70,5%), A-8  com 7312,2 mg.L
-1

 

(79,6%), A-10 com 6367,8 mg.L
-1

 (81,9%), A-12 com 6247,5 mg.L
-1

 (78,0%) e A-13 com 

3992,6 mg.L
-1

 (91,5%). Todavia, para o ensaio A-1 identificou-se predominância do ácido 

acético com 1897,3 mg.L
-1

 (63,6%); e para os ensaios A-2, A-3, A-5, A-9, A-11, A-14, e PC 

observou-se como principais metabólitos, tanto o ácido acético, como o butírico, cada um 

deles representando de 40% a 50% do total (Figura 6.5).  

 
Figura 6.5. Composição percentual de ácidos orgânicos ao final dos ensaios do planejamento 

experimental. 

Em relação aos ensaios com predominância de HLa, com exceção de E-6, observa-se 

um padrão de correspondência com outra resposta importante do processo que é a produção 

de hidrogênio. O rendimento de H2 dos ensaios A-4, A-7, A-8, A-10, A-12 e A-13, foi de 

apenas 0,63±0,06 molH2.mol
-1

hexose, coerente ao que se espera levando em consideração as 

reações bioquímicas de produção de ácido láctico, nas quais o catabolismo das moléculas de 

carboidratos não envolve a produção direta de H2 (Guo et al., 2010). 

Dentre estes ensaios com predominância de HLa, para E-8, E-10 e E-12 observou-se 

concentrações mais elevadas deste metabólito, de 7,3 g.L
-1

, 6,4 g.L
-1

, e 6,3 g.L
-1

, 

respectivamente. Nestes ensaios a combinação de elevada concentração, tanto de substrato 

(12,8 gCHO.L
-1

, 13,5 gCHO.L
-1

, e 10,8 gCHO.L
-1

, respectivamente), como de CaCO3 (5,9 
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g.L
-1

, 3,8 g.L
-1

, e 3,8 g.L
-1

, respectivamente) favoreceram populações de bactérias lácticas 

impactando a produção de hidrogênio nestas condições. Todavia, para E-13, apesar da grande 

proporção de HLa em relação ao total de metabólitos (91,5%), não foi observada sua 

concentração tão elevada (4,0 g.L
-1

) como nos ensaios E-8, E-10 e E-12. É provável que a 

baixa concentração de CaCO3 adicionada em E-13 (0,3 g.L
-1

) não foi suficiente para o 

tamponamento do processo, resultando em redução importante do pH, e com isso efeitos 

inibitórios à fermentação, visto que o pH final foi de apenas 3,52, o mais baixo de todos os 

ensaios. Assim como observado no presente estudo, Tang et al. (2017) identificaram que a 

prevenção de uma redução acentuada do pH operacional nos ensaios possibilitou obter 

maiores concentrações de HLa, em comparação aos ensaios cujo controle de pH não foi 

realizado, para os quais verificou-se que valores de pH < 4,0 foram inibitórios ao crescimento 

e a atividade dos microrganismos.  

Para o ensaio E-6, que diferentemente do que foi identificado para os demais ensaios 

cuja produção de HLa foi elevada, não se observou correspondência com baixa produção de 

H2, uma vez que obteve-se rendimento de H2 intermediário (1,17 molH2.mol
-1

hexose) para 

este ensaio. É provável que o rendimento de H2 intermediário obtido, apesar da 

predominância de produção de HLa esteja relacionado a produção de H2 por vias de oxidação 

do ácido láctico. Pelo perfil de ácidos ao longo deste ensaio é possível inferir que a produção 

de HBu e H2 tenha ocorrido a partir do consumo de HLa (Eq. 9), sendo esta a via metabólica 

favorável do ponto de vista termodinâmico (ΔG°=-64,1) (Grause et al., 2012; Z. Lee et al., 

2010). Vias metabólicas de utilização de ácido láctico no decorrer do processo fermentativo 

foram investigadas por Baghchehsaraee et al. (2009) em reatores em batelada com amido. Os 

autores avaliaram a adição de HLa em até 0,9 g/L, e observaram que a disponibilização de 

HLa no meio de fermentação resultou em aumento significativo da produção de hidrogênio, 

associada com aumento da formação de ácido butírico. Tais resultados são similares aos 

observados no ensaio E-6, cujo consumo de parcela do HLa produzido ocorreu em período 

concomitante ao aumento da concentração de HBu,   com manutenção da produção de H2. 

2Lactato +  2H+  butirato +  2H2  +  2CO2                                  (9) 

A composição dos metabólitos dos ensaios com maior produção de hidrogênio (E-14 e 

pontos centrais) é caracterizada pela prevalência dos ácidos acético e butírico, contribuindo 

com cerca de 95% dos metabólitos ao final do processo. Provavelmente, a conversão do 
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substrato ocorreu majoritariamente pela via Clostridial, o que representa uma vantagem no 

que se refere a maior produção de H2 por mol de carboidrato consumido (Sikora et al., 2013).  

Nos ensaios do ponto central (E-15/E-16/E-17) as concentrações de HAc e HBu ao 

final do processo foram de 1590,1±11,3 mg.L
-1

 e 2153,7±156,0 mg.L
-1

 respectivamente,  e 

representaram 40,1% (HAc) e 54,2% (HBu) da composição final dos metabólitos solúveis. 

Tal característica foi muito semelhante ao observado para o ensaio E-14 (1684,1 mg.L
-1

 de 

HAc e 2199,8 mg.L
-1

 de HBu), no qual a produção de H2 foi similar ao ensaios do ponto 

central. Todavia, nos ensaios E-1 (1897,3 mg HAc.L
-1

) e E-4 (1785,2 mg HAc.L
-1

) 

identificou-se concentrações de HAc semelhantes ou até superiores aos ensaios de maior 

produção de hidrogênio (E-14, E-15, E-16, e E-17). Esse aspecto não foi verificado para o 

ácido butírico, cuja concentração foi notadamente superior aos ensaios E-14 E-15, E-16 e E-

17.  

Para os ensaios E-3, E-5, E-9 e E-11 a concentração de HBu (1305,6 mg.L
-1

, 1728,8 

mg.L
-1

, 1776,4 mg.L
-1

 e 1240,0 mg.L
-1

, respectivamente) foi intermediária, assim como o 

observado para a produção de hidrogênio nestes ensaios ; ou seja de 900 mLH2.L
-1

. Sendo 

assim, verificou-se maior correlação da produção de H2 nos ensaios com a predominância de 

HBu em relação ao HAc. 

 Matyakubov et al. (2022) verificaram que a relação HBu/HAc é importante para 

correlacionar  com o rendimento de H2. A partir dos resíduos de citros foi observada relação 

entre 0,3 e 1,5. Assim sendo, para os ensaios com maiores valores para esta resposta (>0,80) 

foram aqueles com maior P. Para os ensaios do ponto central, por exemplo, obteve-se relação 

HBu/HAc média de 1,35. Em relação ao ensaio E-4, para P de apenas 578 mLH2.L
-1

, a razão 

foi de 0,30.  

6.3.2 Ensaio de validação do modelo 

O ajuste proporcionado pelo desenho experimental e pelo modelo da superfície de 

respostas conduziu ao P otimizado de H2 de 1249,04 mLH2.L
-1

, e velocidade máxima de 

produção (Rm) de 89,60 mLH2.L
-1

h
-1

, com tempo para início de produção de 8,56 h  (Figura 

6.6), em uma condição experimental com 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 gDQO.L
-1

 de ARL, e 

4,5 g.L
-1

 de CaCO3 (Tabela 6 6). A produção de hidrogênio obtida é 5,3 vezes superior 

(530%) a produção de H2 verificada no ensaio E-13 (199,21 mLH2.L
-1

), por exemplo, no qual 

a menor produção de H2 foi obtida.  
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Figura 6.6. Produção acumulada de H2 com ajuste de Gompertz modificado, e perfil de pH, 

para o ensaio de validação da condição otimizada de produção de H2. 

 

Tabela 6 6. Condição experimental e principais respostas para o ensaio de validação da 

condição otimizada de produção de H2. 

Condição Experimental 

RSL 21,4  gSTV.L
-1

 Valor Predito 

ARL 4,5 gDQO.L
-1

 P (mLH2.L
-1

) 

Carbonato de 

Cálcio 
3,4 g.L

-1
 1287,5 

Parâmetros do ensaio de validação da condição 

otimizada de produção de H2 
P (mL.L

-1
) 1249,04 ± 40,1 

Rm (mL.L
-1

.h
-1

) 89,60 

λ  (h) 8,56 

%H2 47,5% 

Y1 (mLH2/gCHO) 195,07 

Y2(molH2/mol hexose) 2,07 

pH final 5,51 

gCaCO3/gCHO 0,53 

RC 86,6% 

AOV predominante HBu 

HBu/HAc 1,84 
RSL=Resíduos Sólidos Laranja; ARL=Água Residuária Processamento de Laranjas RC=Remoção de 

Carboidratos; AOV=Ácidos Orgânicos Voláteis. 

Na condição do ensaio otimizado (OC-H) obteve-se relação gCaCO3/gCHO de 0,53, 

sendo, portanto, este valor tomado como um direcionamento importante no que se refere à 

alcalinização para processos fermentativos com foco na produção de H2 com resíduos de 
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citros. Diminuição acentuada de pH (de 6,62 para 5,65) foi verificada entre o início do ensaio 

e da fase exponencial de produção de H2 (~10-12h) (Figura 6.6). Entretanto, até o final do 

processo (~42h) houve baixa variação do pH (de 5,65 para 5,51), mesmo com elevada 

produção de H2 e ácidos orgânicos. Portanto, o ajuste das condições possibilitou fornecer 

tamponamento suficiente, para que o processo ocorresse de forma estável, mesmo com 

elevada concentração inicial de substrato (8,4 gCHO.L
-1

).No ensaio da condição otimizada 

obteve-se remoção de 86,6% de carboidratos e rendimento de H2 de 195,07 mLH2/gCHO ou 

2,07 molH2.mol
-1

hexose. 

 O percentual de H2 na composição do biogás da condição otimizada foi de 47,5%. Tal 

percentual de H2 na composição do biogás é importante para o equacionamento de viabilidade 

técnica e econômica da recuperação energética a partir da produção biológica de H2, visto que 

o biogás obtido no processo fermentativo não é viável para direta utilização, em razão da 

presença de outros gases, tal como CO2, sendo os processos de separação/concentração de 

hidrogênio é fundamental, não só para viabilizar o uso como também para o transporte e 

armazenamento (Baeyens et al., 2020; Bélafi-bakó et al., 2006).  

 Com base no perfil da composição de metabólitos ao longo do processo verifica-se 

que os ácidos acético e butírico foram os metabólitos em maior concentração ao longo de todo 

o ensaio, entretanto modificações importantes em relação as suas proporções na composição 

total dos metabólitos foram observadas (Figura 6.7). Destaca-se que a partir de 30h de ensaio 

observou-se aumento da concentração de HBu em maior proporção do que a verificada para o 

HAc, sendo o ácido butírico o metabólito solúvel em maior concentração ao final do ensaio 

(2230,8 mg.L
-1

), enquanto a concentração de ácido acético foi de 1213,6 g.L
-1

, representando 

proporções de 60,8% e 33,1% do total de metabólitos solúveis, respectivamente. 

 Obteve-se relação Hbu/HAc de 1,87, tal valor é superior a verificada para todos os 

ensaios realizados previamente na etapa do delineamento, coerente ao que é descrito pela 

literatura (Matyakubov et al., 2022); ou seja, maior relação HBu/HAc está associada a maior 

P de H2. 
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Figura 6.7. Perfil temporal da composição dos ácidos orgânicos para o ensaio de validação da 

condição otimizada de produção de H2. 

Conforme pode ser verificado na Tabela 6.7 a produção de H2 com resíduos de citros é 

superior à obtida por outros estudos que empregaram a co-digestão. Por exemplo, Villa-

Montoya et al. (2020b) que avaliaram a co-digestão de resíduos sólidos e água residuária do 

processamento do café. Os resultados de produção de H2 obtidos no presente estudo também 

são superiores a de estudos que empregaram a monodigestão de resíduos agroindustriais como 

alternativa, como Mazareli et al. (2021) que avaliaram resíduos de banana, e Soares et al. 

(2018a) e Rabelo et al. (2018) que usaram o bagaço de cana de açúcar.  

É possível inferir sobre a viabilidade técnica da co-digestão de água residuária e 

resíduos sólidos de citrus em função da produção de H2 e comparada com ensaios nos quais a 

monodigestão dos resíduos sólidos de citros foi avaliada. Por exemplo, Camargo et al. 

(2021a) obtiveram P de 1085 mLH2.L
-1

; ou seja, 15,0% inferior à obtida no presente estudo 

de co-digestão. Portanto, do ponto de vista da produção de hidrogênio, e também com base 

em outros parâmetros do processo, como remoção de carboidratos, e %H2 no biogás, a 

proposta de co-digestão é tecnicamente viável, uma vez que possibilita importante 

recuperação do conteúdo energético empregando dois fluxos residuais da mesma cadeia 

produtiva. 
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Tabela 6.7. Comparação entre a produção otimizada de H2 de resíduos de citros  com outros 

substratos lignocelulósicos. 

Substrato Condições otimizadas 
Produção de 

H2* 
Referência 

Resíduos sólidos e água 

residuária do 

processamento de citros 

21,4  gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 

gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,4 g.L
-1

 

de CaCO3 

1249,1 mL.L
-1

 Presente estudo 

 

Polpa/Casca de Café e 

água residuária do 

processamento de café 

 

7,0 g.L
-1

 de polpa/casca de 

café, 30% headspace, pH 

inicial 7,0 

 

240 mL  

(686 mL.L
-1

) 

 

(Villa Montoya 

et al., 2020b) 

 

Resíduos sólidos de 

citros 

 

4 gSTV.L
-1

 de lodo, 29.8 

gSTV.L
-1

 de RSL, e pH inicial 

de 8.98 

 

48,47 mmol.L
-1

 

(1085 mL.L
-1

) 

 

(Camargo et 

al., 2021a) 

 

Bagaço de cana de 

açúcar 

 

2,77 g.L
-1

 de extrato de 

levedura e 5,84 g.L
-1

 de 

bagaço de cana de açúcar 

 

1,5 mmol.L
-1

 

(36 mL.L
-1) 

 

(Soares et al., 

2018a) 

 

Bagaço de cana de 

açúcar 

 

7,0 84 g.L
-1

 de bagaço de cana 

de açúcar, pH inicial 7,2 

 

23,1 mmol.L
-1

 

(517 mL.L
-1) 

 

(Rabelo et al., 

2018) 

 

Resíduos de banana 

 

5,0 g.L
-1

 de substrato, 

temperatura 37°C, pH inicial 

7,0 

 

70,2 mL 

(468 mL.L
-1

) 

 

(Mazareli et al., 

2021) 

*os valores entre parênteses foram calculados de forma aproximada com base nos dados fornecidos pelos 

autores, e utilizando a conversão de gases ideais de 1 mol = 22,4 litros. 

6.3.3 Caracterização Microbiana 

A caracterização da comunidade microbiana foi realizada para fins de identificação 

dos grupos de microrganismos que foram predominantes nos reatores dos ensaios 

selecionados, auxiliando na inferência do perfil metabólico do processo. Para tanto, foram 

analisadas amostras de dois reatores com resultados antagônicos para as principais respostas 

do processo, que são a produção de H2 e a composição dos metabólitos solúveis.  

A primeira amostra foi tomada do reator do ensaio OC-H (21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 

gDQO.L
-1

 de ARL, e 3,4 g.L
-1

 de CaCO3) de validação da condição otimizada sendo obtido o 

maior valor de P  de H2, além do HAc e HBu como os metabólitos solúveis predominantes. A 

segunda amostra foi referente ao reator do ensaio E-10 (35,1 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 

de ARL, e 3,8 g.L
-1

 de CaCO3), com menor P e Rm de H2, e predominância absoluta de HLa 

entre os metabólitos solúveis. 

Para a amostra do ensaio da condição otimizada e ensaio E-10 obteve-se 45.813 e 

37.906 sequências do gene RNAr 16S, e agrupadas em 19 ASV e 33 ASV (Amplicon 
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Sequencing Variants), respectivamente.  A similaridade obtida entre as amostras foi de apenas 

26,8%, e provavelmente, as distintas condições nutricionais resultaram em significativa 

diferença na distribuição de populações de bactérias nos reatores em batelada. 

A diversidade das amostras foi avaliada com base nos índices ecológicos de Shannon-

Wiener e Simpson (Tabela 6.8). Diversidade significativamente maior (1,30) e menor 

dominância (0,34) foi observada em E-10; enquanto no ensaio de otimização (OC-H) foi 

observado  apenas 0,30 e 0,90, respectivamente. É provável que o ajuste estatístico das 

variáveis do ensaio OC-H para estabelecer uma condição cuja produção de hidrogênio fosse 

levada ao seu máximo potencial com manutenção do pH operacional em faixa de 5,5 a 6,5 

estável durante todo o processo, estabeleceu ambiente favorável ao desenvolvimento e 

estabelecimento de populações específicas, sem criar ambientes transitórios para 

favorecimento de outras bactérias ao longo do processo, resultando assim em menor 

diversidade e maior dominância. Baseados no índice Shannon-Wiener, Camargo et al. (2021a) 

também identificaram redução na diversidade para amostra do reator de uma condição 

otimizada para produção de H2 a partir de resíduos de citros, atribuindo tal fato a seleção de 

populações em razão da otimização das variáveis do processo para favorecimento da 

produção de H2. 

Tabela 6.8. Índices de diversidade 

Índice Condição Otimizada E-10 

Shannon-Wiener 0,30 1,30 

Simpson 0,90 0,34 

Tanto no reator da condição otimizada (OC-H) como do ensaio E-10, foram 

identificadas bactérias pertencentes ao filo Firmicutes como aquele com maior abundância 

relativa, respectivamente de 96,9% e 93,7%. Para OC-H os outros filos identificados foram 

Proteobacteria (3,0%), e Halobacterota e Chloroflexi com abundância < 0,01%. Já para E-10 

Proteobacteria (5,9%), Halobacterota (0,2%), Actinobacteriota (~0,1%), Desulfobacterota 

(~0,1%) e Chloroflexi, Spirochaetota e Synergistota com abundância relativa < 0,01%. A 

absoluta abundância observada para o filo Firmicutes para os ensaios OC-H e E-10 está 

alinhada ao que tem sido reportado em diversos estudos aplicados a fermentação de variados 

tipos de substratos (Mazorra-manzano et al., 2022; Park et al., 2014; Ribeiro et al., 2022), 

constituído por bactérias com ampla variedade fisiológica na fermentação da matéria orgânica 

(Maintinguer et al., 2015). 
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 Em termos de família identificou-se para o ensaio OC-H bactérias pertencentes a 

Clostridiaceae com 96,15% da abundância relativa, e também Enterobacteriaceae (3,0%) e 

Peptostreptococcaceae (0,6%) identificadas com menor abundância. Todavia, para E-10 

foram identificadas bactérias pertencentes a três famílias do filo Firmicutes, tais como, 

Clostridiaceae (51,6%), Lactobacillaceae (21,9%) e Peptostreptococcaceae (20,0%); além de 

Enterobacteriaceae (5,58%), Moraxellaceae (~0,2%) e Methanosaetaceae (~0,2%), em menor 

abundância relativa. Foi possível observar significativa redução da abundância relativa de 

representantes da família Clostridiaceae no ensaio E-10, quando comparado ao ensaio OC-H 

(Figura 6.8a), ou seja de 96% para 50%, respectivamente. Associado a esta redução foi 

verificado no ensaio E-10 aumento da abundância relativa de bactérias família 

Peptostreptococcaceae.  

Em relação aos gêneros, para o ensaio da condição otimizada verificou-se apenas dois 

deles com abundância relativa >1%, Clostridium sensu stricto 1 (95,0%) e Enterobcter 

(3,0%), e outros gêneros com abundância relativa <1%, tais como, Paraclostridium (0,54%), 

Clostridium sensu stricto 2 (0,34%), Clostridium sensu stricto 10 (0,10%), e Hathewaya 

(0,14%). Para o ensaio E-10 também foi identificado Clostridium sensu stricto 1 como aquele 

com maior abundância relativa (51,2%), além de Paraclostridium (20,0%) e Lactobacillus  

(21,9%). Tal possibilidade pode ser apontada como a mais importante alteração na estrutura 

da comunidade microbiana de E-10 em relação ao ensaio OC-H. Outros gêneros como 

Enterobcter (4,7%), Kosakonia (0,6%), Clostridium sensu stricto 18 (0,4%), Klebsiella 

(~0,2%) e Acinetobacter (~0,2%), também foram identificados, entretanto em baixas 

abundâncias relativas em ambos os ensaios (E-10 e OC-H) (Figura 6.8b). 
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Figura 6.8. Abundância relative dos gêneros de bactérias para os ensaios da condição 

otimizada de produção de H2 (OC-H) e E-10.  

O lodo granular de reator UASB mesofílico aplicado ao tratamento de águas 

residuárias de abatedouro de aves utilizado como inóculo para os ensaios é caracterizado por 

uma cultura mista com diversidade de bactérias e arqueias (Palladino et al., 2017), e portanto, 

optou-se pela estratégia de aplicação do tratamento térmico como forma de estabelecer uma 

pressão seletiva, favorecendo microrganismos que tem por característica a formação de 

endósporos em resposta a um estresse ambiental, como por exemplo o gênero Clostridium sp. 

(Diallo et al., 2021). Todavia, mesmo partindo de um mesmo inóculo, as diferentes condições 

nutricionais aplicadas aos ensaios OC-H e E-10 resultaram no estabelecimento de 

comunidades microbianas com diferenças importantes na abundância relativa dos principais 

gêneros identificados nas amostras dos reatores. 

Bactérias semelhantes a Paraclostridium,  e Clostridium sp. tem por característica a 

formação de endósporos (Yang et al., 2019b). É provável que tal característica tenha sido 

importante para que em condições propícias ao seu desenvolvimento, tal como foi no ensaio 

E-10, microrganismos deste gênero pudessem vir a ocupar importante papel na estrutura da 

comunidade microbiana, sendo identificados com elevada abundância. Outro grupo com 

importante abundância relativa em E-10, foram as bactérias semelhantes a Lactobacillus, as 

OC-H 

E-10 
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quais são endósporos negativos (Salvetti et al., 2012). Provavelmente, a origem estas bactérias 

sejam fonte autóctone dos resíduos sólidos (Hu et al., 2022) e da água residuária do 

processamento de citros (Zerva et al., 2021). 

Clostridium sensu stricto 1 utiliza principalmente carboidratos e aminoácidos como 

substrato, de forma que o ácido butírico é o seu principal produto metabólito (Luo et al., 

2022), além disso, tal gênero é amplamente reportado como importante produtor de 

hidrogênio, capaz de utilizar outros tipos de substratos mais complexos como resíduos de 

alimento, amido, celulose (Yang e Wang, 2021). Tais características metabólicas estão 

alinhadas com as respostas observadas para o ensaio da condição otimizada de H2 (OC-H), 

sendo observado P de 1249,1 mL.L
-1, além de 2230,8 mg.L

-1 de HBu.  A menor estabilidade do 

pH do processo em E-10 devido a menor razão gCaCO3/gCHO em comparação a OC-H, dada 

a elevada concentração de RSL (35,1 gSTV.L
-1

) com 3,8 g.L
-1

 de CaCO3, resultou em redução 

da abundância de Clostridium sensu stricto 1 neste ensaio,  o que é provável estar associada 

com a menor produção de H2 (507,1 mL.L
-1

) e dos ácidos acético e butírico (867,1 mg.L
-1

 e 

393,5 mg.L
-1

, respectivamente). Luo et al. (2022) com base em uma análise de componentes 

principais (ACP), destacam que a produção de H2, assim como de HBu e HAc estiveram 

positivamente correlacionadas  a Clostridium sensu stricto 1 em reatores em batelada com 

resíduos de alimentos utilizando como inóculo lodo granular submetido a tratamento térmico. 

Similarmente, Mazareli et al. (2020) observaram importante abundância de 

Clostridium sp. (~40%) em ensaio fermentativo em reatores em batelada utilizando resíduos 

de banana, com produção de H2, além dos ácidos acético e butírico. Da mesma forma, Soares 

el al. (2018a) identificaram Clostridium sp. como o mais abundante (33%) em reator em 

batelada com bagaço de cana de açúcar. Rabelo et al. (2018) também identificaram 

Clostridium sp. em reator em batelada da condição experimental otimizada de produção de 

hidrogênio a partir de bagaço de cana de açúcar, associado aos ácidos acético e butírico como 

principais metabólitos solúveis do processo. 

Lactobacillus identificado em elevada abundância no ensaio E-10, realiza a 

fermentação de carboidratos, sendo o ácido láctico o principal sub-produto, além do ácido 

acético, etanol, ácido fórmico e CO2 (Salvetti et al., 2012). Elevada produção de ácido láctico 

é frequentemente associada às bactérias ácido lácticas (LAB), pertencente ao gênero 

Lactobacillus, que são classificadas em homofermentativas e heterofermentativas (Cizeikiene 

et al., 2018). A significativa produção de ácido láctico (6367,8 mg.L
-1

) no ensaio E-10 e 
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elevada proporção (81,9%) deste dentre os metabólitos solúveis, como por exemplo o HAc 

(867,1 mg.L
-1

) permitem inferir que a abundância deste gênero esteve associada as LAB 

majoritariamente homofermentativas (Kandler, 1983). A redução significativa da produção de 

H2 no ensaio E-10 associado a maior abundância de Lactobacillus, pode também estar 

relacionada às bacteriocinas secretadas por LAB, que tem efeitos deletérios para outras 

bactérias (Liu et al., 2009). Além disso, Liu et al. (2009) destacam que Lactobacillus sp. 

produzem grandes quantidades de CO2, sendo esta uma condição adversa para estabilização 

da concentração de H2 no biogás. Tal fato, pode estar associado ao baixo percentual de H2 

(33,2%) na composição do biogás no ensaio E-10, quando comparado ao ensaio OC-H 

(47,5%). 

De forma similar aos resultados observados no presente estudo, outros autores têm 

constatado redução e falhas na produção de H2 associado ao aumento da abundância de 

Lactobacillus nos reatores fermentativos. Por exemplo, Jo et al. (2007) ao avaliarem a 

produção de H2 a partir de resíduos de alimentos em reator contínuo com agitação, 

observaram que o aumento da abundância de Lactobacillus spp. esteve associado com a 

redução  da produção de H2 e mudanças na composição dos metabólitos solúveis, com 

aumento da concentração de ácido láctico efluente. Park et al. (2015) em ensaios 

fermentativos em reatores contínuos de tanque agitado (CSTR) com galactose como substrato, 

observaram mudanças na comunidade microbiana do reator ao longo da operação com 

aumento da abundância relativa de Lactobacillus sp., o que afetou negativamente a produção 

de H2, e resultou em acúmulo de ácido láctico. 

 Paraclostridium  identificado no reator do ensaio E-10 e também em reatores de 

produção de hidrogênio (Yin e Wang, 2019), são capazes de utilizar ampla variedade de 

substratos orgânicos (Jyothsna et al., 2016), além de metabolismo hidrolítico (Rabelo et al., 

2020).  

Destaca-se também que em ambos os ensaios foi identificado Enterobacter com 

abundância relativa entre 3-5%. Bactérias semelhantes a este gênero  caracterizam-se pelo 

rápido crescimento utilizando diferentes substratos, e robustez em relação à variação de pH 

(Santiago et al., 2019) em reatores fermentativos (Zhuang et al., 2011).  O metabolismo de 

microrganismos semelhantes a Enterobacter também pode ser caracterizado pela produção de 

ácido láctico. Por exemplo, Thapa et al. (2017) verificaram em reatores em batelada com meio 
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sintético e diferentes carboidratos (glicose, manitol, sacarose, frutose) elevada produção de  

ácido láctico levogiro (ácido L-láctico) (46,0 g.L
-1

) a partir de Enterobacter sp.  

Tanto, Paraclostridium, como Enterobacter possuem características metabólicas 

semelhantes às de outros gêneros identificados com elevada abundância nos ensaio E-10 e 

OC-H, tais como Clostridium sensu stricto 1 e Lactobacillus, resultando em composição de 

metabólitos solúveis com restrita diversidade de ácidos orgânicos, e basicamente na forma de 

HAc e HBu em OC-H, e HLa em E-10. A avaliação de que não houve ampla diversidade 

metabólica é um aspecto interessante em relação ao ensaio da condição otimizada de 

produção de H2 (OC-H), a julgar pelo objetivo de direcionar a utilização do substrato para 

vias de maior rendimento de H2, tal como foi observado. 

A predição das vias metabólicas envolvidas na fermentação dos resíduos de citros foi 

realizada para os ensaios OC-H (4,5 gCaCO3.L
-1

, 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 gDQO.L
-1

 de 

ARL) e E-10 (3,8 gCaCO3.L
-1

, 35,1 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 gDQO.L
-1

 de ARL) (Figura 6.9). 

Procedeu-se ao desenho metabólico a partir dos principais gêneros (Clostridium, 

Paraclostridium, Lactobacillus e Enterobacter) e dos principais produtos metabólicos 

identificados (ácidos acético, butírico, láctico, propiônico, e hidrogênio).  

Para o ensaio OC-H a produção de hidrogênio esteve associada a reações 

intermediárias das vias de formação dos ácidos acético e butírico, não sendo inferida a 

ocorrência de vias de produção de ácido láctico. A conversão do ácido pirúvico em acetil-

CoA e posteriormente em outros metabólitos como HAc e HBu, foi identificada como uma 

reação fundamental no ensaio OC-H. Tal reação característica da fermentação clostridial 

(Hallenbeck, 2005), é catalisada pela enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase [1.2.7.1] 

(PFOR), na qual também é formada ferredoxina reduzida (Fdred) que posteriormente é 

reoxidada, resultando na formação de hidrogênio pela ação de hidrogenases (Feng et al., 

2022; Karube et al., 1976). De acordo com a inferência, a formação do ácido acético ocorreu 

predominantemente pela via clostridial, para a qual destaca-se o papel das enzimas fosfato 

acetiltransfersase [2.3.1.8], e acetato quinase [2.7.2.1]. Em relação à formação do ácido 

butírico, as principais enzimas catalisadoras das reações para a via metabólica identificada na 

inferência foram a acetil-CoA acetiltransferase [2.3.1.9], butirato quinase [2.7.2.7], e 

hidroxibutiril-CoA desidrogenase [1.1.1.157], atribuídas principalmente ao metabolismo de 

microrganismos do gênero Clostridium. 
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Figura 6.9. Mapa metabólico simplificado, com as prováveis enzimas (EC) na conversão de 

resíduos de citros em H2 e ácidos orgânicos para a condição otimizada (OC-H) e ensaio E-10 

de produção de H2. 

Já para o ensaio E-10, foi inferido o importante papel do metabolismo 

homofermentativo das bactérias ácido lácticas; com destaque para importância da enzima L-

lactato desidrogenase [1.1.1.27] (Figura 6.9), que catalisa a reação de conversão do ácido 

pirúvico em HLa, sendo atribuída principalmente aos microrganismos do gênero 

Lactobacillus a capacidade de produção de tal enzima em processos fermentativos (Rhee e 

Pack, 1980); mas determinados microrganismos dos gêneros Clostridium e Paraclostridium 
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também são associados a produção de L-lactato desidrogenase (KEGG Pathway Database, 

2022). 

6.3.4 Análise de balanço energético 

O balanço energético da condição otimizada de produção de hidrogênio (OC-H) foi 

calculado e tomado como um cenário de referência (CN-R) para avaliação do efeito da 

obtenção de uma otimização da produção volumétrica de H2 e da alcalinização no balanço 

energético e econômico, comparando-o a cenários alternativos representados pelos ensaios E-

7 (CN-A1) e E-13 (CN-A2), cujas condições resultaram em demandas máxima e mínima de 

alcalinizante por unidade de energia produzida, respectivamente. 

 Para o cenário de referência (CN-R) o PEH2 foi de 523,2 MJ.t
-1

RSL, enquanto para os 

cenários alternativos foi de apenas 253,0 MJ.t
-1

RSL para CN-A1, e 79,4 MJ.t
-1

RSL (Tabela 

6.9). Observa-se que pelos valores de PEH2 que a otimização da produção volumétrica de H2 

resultou em importante ganho na recuperação do conteúdo energético contido nos resíduos. 

Entretanto, destaca-se que apesar disso o potencial energético do H2 ainda representa uma 

parcela muita pequena do conteúdo energético total dos resíduos, cerca de 3%, considerando o 

poder calorífico de 16,97 MJ.kg
-1

RSL (Tamelová et al., 2018). 

Tabela 6.9. Potencial Energético (PEH2), Potencial de Produção de Eletricidade (PPEH2), e 

demanda de alcalinizante para diferentes condições experimentais de produção de hidrogênio. 

Cenário Ensaios MJ.t
-1

 RSL MWh. t
-1

 RSL tCaCO3.MWh
-1

 US$.MWh
-1

 

CN-R OC-H 523,2 0,087 2,00 941,45 

CN-A1 E-7 253,0 0,042 7,74 3641,33 

CN-A2 E-13 79,4 0,013 0,75 351,85 

Em relação ao potencial de produção de eletricidade (PPEH2) a partir da utilização do 

hidrogênio em célula combustível, obteve-se para CN-R 0,872 MWh.t
-1

RSL, e 0,422 e 0,132 

MWh.t
-1

RSL para CN-A1 e CN-A2, respectivamente. Apesar de não representar uma elevada 

produção de eletricidade o PPEH2 pode atender uma parcela dessa  em operações da própria 

indústria de processamento. Galvagno et al. (2019) realizaram uma análise de integração 

energética para uma fábrica de produção de sucos de citros localizada na Sicília - Itália. Nessa 

avaliação para processamento de 72.000 toneladas anuais de citros houve uma demanda 

próxima de 9.000 MWh, com geração de cerca de 8.600 toneladas de resíduos secos (umidade 

residual < 20%). Levando em conta esta demanda de eletricidade e geração de resíduos e o 

PPEH2 obtido no presente estudo, é possível inferir que a recuperação de energia a partir do H2 
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para CN-R poderia suprir 8,3% da demanda de eletricidade de uma indústria com 

características semelhantes a que foi objeto do estudo de Galvagno et al. (2019), enquanto que 

CN-A1 possibilitaria suprir 4,0%, e CN-A2 apenas 1,3%. 

 Um comparativo importante entre os cenários avaliados está relacionado à demanda 

por alcalinizante em cada uma das condições, representando um importante obstáculo para 

viabilidade econômica da recuperação energética a partir do processo de fermentação de 

hidrogênio, visto que o custo médio por tonelada de carbonato de cálcio é de US$ 470,35 

(Intratec Primary Commodity Prices, 2018a). Para CN-R relativo à condição otimizada de 

produção de H2 identifica-se uma demanda de 2,0 tCaCO3.MWh
-1

, que resulta em um custo 

associado de 941,45 US$.MWh
-1

, superior à demanda e custo associado observado em CN-

A2 que é de 0,75 tCaCO3.MWh
-1

 resultando em custo de 351,85 US$.MWh
-1

. Entretanto, 

apesar do menor custo associado à alcalinização no CN-A2 o PPEH2 desta condição é 

incipiente, quase 7 vezes inferior ao obtido no cenário de referência. Ao observar a demanda 

de alcalinizante (7,74 tCaCO3.MWh
-1

) e o custo associado (3641,33 US$.MWh
-1

) para o CN-

A1 verifica-se como uma condição não otimizada pode resultar em um distanciamento ainda 

maior de um contexto de viabilização do processo. Sendo assim, aspectos econômicos 

relacionados a insumos do processo devem ser avaliados como variáveis dentro de estudos 

que tenham como objetivo avaliar o potencial de recuperação energética a partir da 

fermentação de H2 visando o ganho em escala do processo. 

6.4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A condição ótima para produção de hidrogênio a partir da co-digestão de resíduos de 

citros foi 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 gDQO.L
-1

de água residuária, e 4,5 g.L
-1

 de CaCO3, 

conduzindo à obtenção de potencial de produção de 1249,0 mL.L
-1

, com taxa máxima de 

produção de H2 de 89,6 mL.L
-1

.h
-1

. Tal produção foi 5,3 vezes superior a menor produção 

obtida nos ensaios que foi de 199,21 mLH2.L
-1

. 

 Para o ensaio da condição otimizada de produção de H2 a via metabólica Clostridial 

foi predominante com produção máxima de 2230,8 mg.L
-1

 de ácido butírico e 1213,6 mg.L
-1

 

de ácido acético, com inexpressiva produção de outros metabólitos solúveis. Para os ensaios 

nos quais se obteve baixa produção de H2 verificou-se predominância da fermentação de 

ácido láctico (6367,8 mg.L
-1

) observada no ensaio E-10 com 35,1 gSTV.L
-1

 de RSL, 4,5 

gDQO.L
-1

de água residuária, e 3,8 g.L
-1

 de carbonato de cálcio. 
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 Em relação ao perfil da comunidade microbiana do ensaio de otimização de produção 

de H2 Clostridium sensu stricto 1 foi favorecido tendo em vista sua elevada abundância 

(95,0%). Para o ensaio de maior produção de HLa observou-se redução da abundância  de 

Clostridium sensu stricto 1 (51,2%), com importância relevante  de Lactobacillus (21,9%) e 

Paraclostridium (20,0%). 

 Potencial energético máximo de 523,2 MJ.t
-1

RSL foi estimado com base na condição 

otimizada de produção de H2, representando um potencial de produção de eletricidade de 

0,872 MWh.t
-1

RSL.Nesta condição a demanda de alcalinizante foi de 2,0 tCaCO3.MWh
-1

. 

Os resultados obtidos da co-fermentação de resíduos de citros  da condição otimizada 

de produção de hidrogênio são importantes para a investigação do processo em reatores 

contínuos e descontínuos, possibilitando o escalonamento do processo para alcançar a 

aplicação industrial. 
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Otimização da produção de metano a partir da co-digestão de resíduos 

da agroindústria de citros em um sistema de dois estágios: 

Investigação dos efeitos da concentração de matéria orgânica e 

alcalinização 

Resumo: A digestão anaeróbia em dois estágios é alternativa prática para superar 

limitações do processo, a partir de resíduos sólidos e água residuária de citrus. No intuito de 

obter condições otimizadas para o estágio metanogênico foi aplicado um Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR) e metodologia de superfície de resposta (RSM), 

delimitando a diluição do conteúdo do reator fermentativo (CRF) do primeiro estágio como 

uma das variáveis analisadas (CRF 35,7% - 100%), e também a razão NaHCO3/substrato 

(até  0,60 gNaCHO3.gDQO
-1

). Valores na faixa de 2100,4 a 6320,6 mLCH4.L
-1

 foram obtidos 

nos ensaios do delineamento experimental, não sendo identificada inibição pela alta 

concentração de substrato, nem pela presença de limoneno (1,5 a 5,0 mg.L
-1

). Menor diluição 

do conteúdo do reator fermentativo (90% a 100% de CRF) resultou em maior produção 

acumulada de metano, enquanto a variação da razão alcalinizante/substrato não implicou em 

efeitos significativos sobre esta resposta. A condição otimizada para potencial máximo de 

produção foi obtida com 99,3% de CRF e 0,58 gNaCHO3.gDQO
-1

, atingindo produção de 

6549,7 mLCH4.L
-1

, com remoção de matéria orgânica (DQOr) de 87,1%, e redução de 58,6% 

no conteúdo de resíduos sólidos. Para tal condição observou-se predomínio do metabolismo 

acetogênico na conversão de HBu e HPr em HAc. Na análise da comunidade microbiana do 

ensaio da condição otimizada observou-se elevada abundância relativa de bactérias 

hidrolíticas e acidogênicas (AUTHM297, Lachnospiraceae, e  Hungateiclostridiaceae), assim 

como de arqueias metanogênicas relacionadas a metanogênese acetoclástica, 

hidrogenotrófica e metilotrófica (Methanoregula, Methanolinea, Methanomassiliicoccus, 

Candidatus Methanomethylicus, e Methanofolis). 

 

 

CAPÍTULO 7 
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7.1.INTRODUÇÃO 

A produção anual de laranjas é superior a 75 milhões de toneladas (FAO, 2019), sendo 

70% destinados para indústrias de produção de suco (Zema et al., 2018). Com uma proporção 

de 50 a 60% do peso da fruta (casca e bagaço) correspondendo a resíduos no processamento 

(Calabrò e Panzera, 2018; Satari e Karimi, 2018), há de fato uma considerável produção de 

resíduos sólidos nas agroindústrias do setor. Estima-se ainda que nesta cadeia produtiva tem-

se geração próxima a 1 m³ de água residuária por tonelada de frutas processadas (Rosas-

Mendoza et al., 2018; 2020), sendo também outro importante e problemático fluxo residual do 

processamento de citros.  

Rotas para valorização dos resíduos sólidos de laranja têm sido propostas buscando 

estabelecer uma logística de descarte sustentável e oferecer a possibilidade de agregar 

rentabilidade ao empreendimento (Berk, 2016). A produção de ração para gado têm sido  uma 

alternativa comumente adotada (Calabró et al., 2018), mas a elevada quantidade de RSL 

produzida somada ao valor pouco atrativo do material recuperado, resultam em baixa 

perspectiva em relação a esta alternativa (Calabrò et al., 2016). Em relação à água residuária 

do processamento destaca-se que devido a suas características normalmente é necessário 

tratamento em estações com tecnologias intensivas, com longo tempo de detenção hidráulica 

(TDH) e alto consumo de energia para aeração, conduzindo a elevados custos operacionais 

(Guzmán et al., 2015; Karaouzas et al., 2010; Torquato et al., 2016). O elevado conteúdo 

orgânico, com alta concentração de vários carboidratos solúveis e insolúveis qualificam tais 

fluxos residuais como promissores substratos para a produção de biocombustíveis por meio 

do processo de digestão anaeróbia (DA)  (Zema et al., 2018).  

A condução do processo de digestão anaeróbia empregando resíduos de citros tem 

alguns desafios, principalmente relacionado à presença de óleos essenciais inibitórios ao 

bioprocesso (Ruiz e Flotats, 2016). O D-limoneno, que constitui 70-90% dos óleos essenciais, 

afeta principalmente a etapa metanogênica do processo, devido a características das arqueias 

metanogênicas, como seu lento crescimento, e ausência de peptidoglicano em sua parede 

celular (Kurniawan et al., 2018). Calabrò et al. (2016) ao avaliarem o efeito que o aumento da 

concentração (0 a 2000 mg.L
-1

) de óleos essenciais no processo de DA detectaram 

importantes modificações na cinética de produção de metano, como redução da produção 

específica e aumento do tempo para início da produção. 
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Pré-tratamentos aplicados aos resíduos de citros visando à redução do conteúdo de 

limoneno auxiliam a minimizar a inibição da atividade metanogênica (Wikandari et al., 2015), 

tais como aeração e centrifugação (Lane, 1983), biológico (Srilatha et al., 1995), destilação a 

vapor (Martín et al., 2010), explosão a vapor (Forgács et al., 2012), e extração líquida com 

solventes (Wikandari et al., 2015). Entretanto, a adição da etapa de pré-tratamento muitas 

vezes inviabiliza o ganho de escala do processo, devido aos custos inerentes com energia e 

compostos químicos. Uma estratégia utilizada para superar a inibição do processo de AD pelo 

limoneno é a co-digestão de RSL com outros resíduos como restos de alimentos (Anjum et 

al., 2017), fração orgânica de resíduos sólidos municipais (Forgács et al., 2012), glicerol 

(Martín et al., 2013), sendo esta uma alternativa que permite uma diluição da concentração de 

compostos inibitórios.  

Entretanto, a utilização conjunta de outra fonte de substrato reduz a capacidade de 

utilização dos resíduos de citros, sendo indesejável de um ponto de vista industrial 

(Lukitawesa et al., 2018). Além disso, muitas vezes a co-digestão não é uma solução prática 

quando grandes quantidades de resíduos devem ser manejados entre diferentes locais (Calabrò 

et al., 2019). Neste contexto a co-digestão da água residuária e resíduos sólidos do 

processamento de laranjas é uma alternativa interessante, considerando que ambos são 

gerados na mesma cadeia produtiva, e que características da água residuária como seu alto 

teor de matéria orgânica solúvel (Guzmán et al., 2015; Rosas-Mendoza et al., 2020) são 

complementares na AD de resíduos lignocelulósicos. Sendo assim, a co-digestão dos resíduos 

sólidos e água residuária de citros é proposta suprir a necessidade por soluções com potencial 

e viabilidade de ganho em escala plena, tendo em vista fatores logísticos, econômicos e 

ambientais.  

 No intuito de buscar alternativas para otimizar o desempenho da digestão anaeróbia, 

obtendo maior recuperação energética global, a separação do processo em dois estágios é uma 

solução prática. Para cada etapa da AD identifica-se diferentes graus de susceptibilidade às 

limitações de ordem cinética, termodinâmica, de transferência de massa, e de condições ideais 

de crescimento para as diferentes populações de microrganismos (Algapani et al., 2019; Xiao 

et al., 2018). Um sistema de dois estágios com a separação das etapas acidogênica e 

metanogênica é recomendado para degradar diferentes substratos (Guo et al., 2010).  

Especificamente, em relação aos resíduos de citros, Lukitawesa et al. (2018) destaca 

que processos físicos e biológicos de remoção de D-limoneno no reator do primeiro estágio 
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(acidogênico) podem proporcionar redução significativa da concentração deste composto no 

meio líquido ao final do estágio acidogênico, possibilitando consequente redução dos efeitos 

inibitórios no processo metanogênico de segundo estágio (Lukitawesa et al., 2018). A alta 

degradabilidade e concentração de carboidratos solúveis presentes nos resíduos de citros são 

fatores que dificultam a estabilidade do processo em único estágio, devido ao rápido acúmulo 

de AOVs, impondo a necessidade de operação com baixas cargas orgânicas. Como constatado 

por Wikandari et al. (2014) em um sistema de único estágio com resíduos de citros, o 

aumento da carga orgânica foi acompanhada por redução gradativa até a interrupção da 

produção de metano, associado ao acúmulo de AOVs. A separação em dois estágios permite 

conduzir o processo com maiores cargas orgânicas, e promover maior recuperação energética 

de metano partindo da possibilidade de otimização da acidogênese e acetogênese no primeiro 

estágio, resultando em alta quantidade de AOVs prontamente disponíveis para posterior etapa 

da metanogênese  (Kurniawan et al., 2018). 

O presente estudo visa investigar a cinética de produção de metano em uma 

abordagem de co-digestão anaeróbia de resíduos da agroindústria de processamento de citros 

empregando um sistema de dois estágios. A proposição busca por meio da separação de fases 

e da possibilidade de manipulação isolada de parâmetros de cada etapa do processo, transpor 

inconvenientes associados à utilização destas fontes de substrato na AD. Para tanto, deseja-se 

obter dois estágios com elevados desempenhos operacionais e assim tornar mais viável o 

processo de recuperação energética destes resíduos, e favorecer a economia circular. 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e metodologia de superfície de resposta 

(RSM) foram usados para obtenção de condições otimizadas para produção de metano, 

avaliando as variáveis de diluição do conteúdo do reator fermentativo de produção de 

hidrogênio (CRF 35,7% - 100%), e razão alcalinizante/substrato (até 0,60  

gNaHCO3.gDQO
-1

). Também buscou-se realizar inferência das vias metabólicas 

acidogênicas, acetogênicas e metanogênicas predominantes no processo com base na 

caracterização da comunidade microbiana dos ensaios. Estimativa do potencial de 

recuperação energética a partir do metano foi realizada para avaliação técnico-econômica da 

proposta de AD de resíduos de citros. 
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7.2.MATERIAIS E MÉTODOS 

7.2.1 Ensaios em batelada  

 No fluxograma da Figura 7.1 é mostrada a configuração do sistema de dois estágios 

proposta para o processo de co-digestão de resíduos da agroindústria de citros, com a 

delimitação da proposta de avaliação do presente estudo (estágio II).  

 

Figura 7.1. Fluxograma da co-digestão anaerobia em dois estágios de resíduos da 

agroindústria de citros, para produção de hidrogênio e metano. 

Os ensaios metanogênicos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de borossilicato 

de 250 mL, equipados com conjunto de válvulas acopladas a tampa de butila para coleta de 

amostras líquidas e de gás, e fechados com tampa plástica com rosca, e mantidos sob 

atmosfera de N2 (100%), incubados com agitação de 130 rpm em temperatura mesofílca de 37 

°C (shaker Informs HT – Multitron Pro). O volume reacional dos reatores em batelada foi de 

100 mL com adição de inóculo (10% v/v). Água destilada foi utilizada para diluição do 

substrato (CRF) conforme condições experimentais, e o pH do meio foi ajustado em 7,0 com 

NaOH (50%) e HCl (1 M) para todos os ensaios, previamente à adição do alcalinizante.  

7.2.2  Substrato para reator metanogênico (estágio II) 

 O substrato nos experimentos metanogênicos consistiu em todo o conteúdo (fração 

líquida e sólidos) do reator em batelada fermentativo operado em condição otimizada para 

produção de hidrogênio, em um estágio anterior, tal como descrito no Capítulo 6.  
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As condições experimentais do estágio I, assim como a caracterização do conteúdo do 

reator de fermentação de hidrogênio (CRF) utilizado como substrato para metanogêsese 

(estágio II), podem ser verificadas na Tabela 7.1.  

Tabela 7.1. Caracterização das condições experimentais, e do conteúdo reacional do reator em 

batelada ao final do primeiro estágio fermentativo. 

Condição experimental e parâmetros de resposta do estágio I 

RSL 21,4  gSTV.L
-1

 

ARL 4,5 gDQO.L
-1

 

Carbonato de Cálcio 3,4 g.L
-1

 

Produção H2 (P) 1249,04 ± 40,1 mL.L
-1

 

Rendimento H2 2,07 molH2.mol hexose 

%H2 no biogás 47,5% 

Remoção de carboidratos 87,0% 

Caracterização do conteúdo do reator fermentativo (CRF) 

 mg.L
-1

 mgDQO.L
-1

 

ST 31310,0 - 

STV 25805,0 - 

DQOS - 15616,67 

Carboidratos 1130,67 1209,81 

Fenóis 708,75 963,90 

Etanol (EtOH) 305,73 638,98 

Metanol (MtOH) 672,42 1008,63 

Ácido Láctico (HLa) 58,00 62,06 

Ácido Acético (HAc) 1213,56 1298,51 

Ácido Propiônico (HPr) 29,00 43,79 

Ácido Butírico (HBu) 2230,84 4060,13 

Ácido Valérico (HVa) 137,80 281,11 

DQOS: Demanda Química de Oxigênio da fração solúvel. 

 

7.2.3 Inóculo 

O lodo utilizado como inóculo nos ensaios metanogênicos em batelada é proveniente 

de reator UASB mesofílico empregado no tratamento de dejetos de um abatedouro de aves 

(Avícola Dacar - Tietê, São Paulo, Brasil). O lodo possui um pH de 7,15, e um teor de sólidos 

de 6,87% m/m ST (68,7 gST/kg Lodo) e 5,94% m/m STV (59,4 gSTV/kg lodo). Previamente 

a sua utilização nos ensaios o lodo foi triturado utilizando liquidificador doméstico no intuito 

de fragmentar os grânulos. 
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7.2.4 Planejamento Experimental 

Os efeitos da diluição da concentração de matéria orgânica do conteúdo do reator de 

fermentação de hidrogênio (CRF 35,7% - 100%), e da razão de NaHCO3 para substrato (até 

0,60 gNaCHO3.gDQO
-1

), nas respostas cinéticas de produção de metano e de remoção de 

matéria orgânica (rDQO), foram avaliados por meio de um desenho experimental de 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Posteriormente por meio da 

Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) obter condições experimentais otimizadas para 

as respostas de interesse.  

Foram realizados 10 ensaios, 4 ensaios dos pontos fatoriais (2𝑘), 4 ensaios dos pontos 

axiais (2 x k), e 2 ensaios de repetição do ponto central, conforme metodologia para um 

planejamento fatorial com 2 fatores (k=2), cujo ±α = 1,41. Os ensaios foram conduzidos em 

triplicata, totalizando 30 reatores. Os valores para os níveis fatoriais, axiais e do ponto central 

do planejamento podem ser verificados na Tabela 7.2 e na Tabela 7.3 está apresentada a 

matriz do planejamento experimental do DCCR de 2 fatores, que delimita as condições 

experimentais de cada ensaio. 

Um ensaio controle (blank) foi realizado para avalair o volume de metano produzido a 

partir do lodo usado como inóculo. Foi utilizado um reator com adição apenas do lodo na 

mesma proporção utilizada nos demais ensaios, sendo o volume reacional completado com 

água destilada. 

Tabela 7.2. Variáveis independentes avaliadas nos níveis fatoriais (+1 e -1), axiais (+1,41 e -

1,41) e para o ponto central no delineamento composto central rotacional (DCCR). 

Variáveis Código -1,41 -1 0 1 +1,41 

Conteúdo do reator de fermentação 

(CRF) (%) 
X1 35,7 45,0 67,5 90,0 100,0 

Razão NaHCO3 para substrato 

(gNaHCO3.g DQO
-1

) 
X2 0,0 0,1 0,3 0,5 0,6 
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Tabela 7.3. Matriz do planejamento experimental do DCCR com os níveis codificados e seus 

respectivos valores para cada variável. 

Ensaio X1 X2 

Conteúdo do reator de 

fermentação (CRF) 

(%) 

Razão NaHCO3 para 

substrato 

(gNaHCO3.g
-1

DQO) 

M-1 -1,0 -1,0 45,0 0,1 

M-2 -1,0 1,0 45,0 0,5 

M-3 1,0 -1,0 90,0 0,1 

M-4 1,0 1,0 90,0 0,5 

M-5 -1,4 0,0 35,7 0,3 

M-6 1,4 0,0 100,0 0,3 

M-7 0,0 -1,4 67,5 0,0 

M-8 0,0 1,4 67,5 0,6 

M-9 0,0 0,0 67,5 0,3 

M-10 0,0 0,0 67,5 0,3 

 

Com base nas variáveis independentes (𝑋1, 𝑋2), a equação polinomial quadrática (Eq. 

1) foi utilizada para descrever o modelo estatístico das respostas de interesse do estudo. Um 

nível de confiança de 10% foi definido para avaliar os efeitos individuais e interação dos 

efeitos das variáveis nas respostas experimentais. 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + 𝛽11𝑋1
2 + 𝛽22𝑋2

2 + 𝑋1𝑋2                                 (1) 

Sendo, Y a resposta experimental, 𝛽0, 𝛽1 𝑒 𝛽2 são os coeficientes lineares, 𝛽11 𝑒 𝛽22 os 

coeficientes quadráticos, e 𝑋1, 𝑋2 as variáveis independentes. 

7.2.5 Validação do modelo estatístico 

Para verificar a precisão dos modelos obtidos, ensaios de validação foram realizados 

em condições de otimização de respostas de interesse, para estabelecer uma comparação entre 

valores preditos e experimentais. Três diferentes condições de otimização foram obtidas com 

base nos modelos, todas envolvendo a principal resposta do estudo, que é a produção 

acumulada de metano, portanto foram conduzidos três ensaios de validação, um para cada 

condição de otimização.  

O ensaio V-1, refere-se à otimização do potencial máximo de produção de CH4. Os 

outros dois ensaios são condições de otimização simultânea de duas respostas, V-2 que 

combina o potencial de produção com a taxa máxima de produção de metano (P + Rm), 

condição otimizada na qual um máximo potencial de produção é obtido com máxima 

velocidade de produção; e V-3 que combina o potencial de produção com a remoção de 



158 
 

 
 

matéria orgânica (P + rDQO), que traduz uma condição otimizada de eficiência de conversão 

do substrato a metano, obtendo máxima produção com mínimo residual de matéria orgânica 

no efluente do processo.  

A otimização simultânea das respostas foi embasada na ideia de que as várias 

respostas Y1, Y2,..., Yi para as quais foram construídos modelos, decorre do mesmo conjunto 

de variáveis codificadas X1, X2, seguindo metodologia de Derringer e Suich (1980). Sendo a 

desejabilidade global (D) para cada condição de otimização simultânea (Eq. 2) dada pela 

média geométrica das n desejabilidades individuais (d) das respostas envolvidas, de forma que 

D varia de [0,1], com zero significando um valor inaceitável, e 1 o valor mais desejável.  

𝐷 = (𝑑1 ∗ 𝑑2 ∗ … ∗ 𝑑𝑛)1/𝑛                                                   (2) 

7.2.6 Análises físico-químicas e cromatográficas 

Análises de amostras líquidas dos reatores batelada foram realizadas para damanda 

química de oxigênio – DQO (APHA/AWWA/WEF, 2012), fenóis totais (Buchanan e Nicell, 

1997), carboidratos solúveis totais (Dubois et al., 1956), sólidos totais voláteis (STV) 

(APHA/AWWA/WEF, 2012), e alcalinidade (Ripley et al., 1986). Ácidos orgânicos voláteis e 

solventes foram analisados por cromatografia gasosa com detector de ionização e chama (GC-

FID) de acordo com Adorno et al. (2014). 

A concentração de D-limoneno nas amostras dos reatores foi quantificada por meio de 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS Shimadzu, Column SH-

Rtx-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 mm), utilizando a metodologia de adição de padrão. A 

amostra teve sua temperatura elevada a 240°C no forno, em uma taxa de 30°C, com tempo de 

retenção de 5 min. Utilizou-se uma temperatura de injeção de 200°C, Split 10:1, empregando 

Hélio como gás de arraste, para uma injeção de 250 µL de amostra do headspace (Rodrigues 

et al., 2021). Para a espectrometria de massa o método de varredura completa para a faixa de 

massa de 50 a 200 foi empregado. 

Análise da composição do biogás foi realizada em cromatógrafo gasoso Shimadzu 

GC- 2010, com detector de condutividade térmica (TCD), coluna capilar Carboxen
TM

 1010 

PLOT (30 m x 0,53 mm, Supelco), utilizando como gás de arraste argônio (12 mL.min
-1

), 

com temperatura do injetor de 220°C, 230°C no detector, e 130°C para coluna. O 
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monitoramento da pressão (mbar) do headspace foi realizado antes e após a coleta de 

amostras para quantificação do volume de biogás produzido.  

7.2.7 Análise dos dados 

A produção acumulada de metano (𝑀𝑖) do ensaio no ponto amostral (i) foi monitorada 

com intervalos de 6 – 24 horas ao longo do ensaio, sendo obtida com base na Eq. (3) a partir 

dos dados de volume de metano (𝑉𝑀,𝑖) produzido entre os pontos amostrais anterior (i-1) e 

atual (i), sendo este volume de metano (𝑉𝑀,𝑖) obtido com base nos princípios da equação de 

Clapeyron, de acordo com Eq. (4). 

𝑀𝑖 = ∑ 𝑉𝑀,𝑖

𝑛

𝑖=1

                                                                       (3) 

𝑉𝑀,𝑖 =  
∆𝑃𝑖. 𝑉. 𝐶𝑀,𝑖

𝑃𝑖
                                                                  (4) 

Onde, V e 𝑃𝑖 são respectivamente o volume e a pressão do headspace do reator; 𝐶𝑀,𝑖 é 

o percentual de metano na composição do biogás no ponto amostral (i); e ∆𝑃𝑖 a variação da 

pressão do headspace entre os pontos amostrais anterior (i-1) e atual (i).  

O percentual de metano no biogás (%CH4) para cada condição experimental foi dado 

pela média aritmética dos valores percentuais de CH4 no biogás dos pontos amostrais do 

período com estabilidade da composição do biogás, identificada por um coeficiente de 

variação (CV) <5%. 

Seguindo metodologia de padronização definida por Holliger et al. (Holliger et al., 

2021) os ensaios metanogênicos foram encerrados quando a produção diária de metano 

durante três dias consecutivos foi <1% do volume total acumulado. 

A produção acumulada de metano de cada ensaio foi ajustada ao modelo cinético de 

Gompertz modificado (Eq. 5) por meio do software OriginPro 8.5
®
, obtendo os parâmetros 

cinéticos do processo de produção de metano. Para algumas condições detectou-se um perfil 

caracterizado por duas fases de produção de metano, de forma que o ajuste ao modelo de 

Gompertz foi realizado separadamente para cada uma delas, obtendo dois conjuntos de 

parâmetros cinéticos para estes casos. 
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H(t) = P. exp {−exp [
Rm.e

P
(λ − t) + 1]}                                            (5) 

Sendo, 𝐻 é produção acumulada de metano (mL.L
-1

) no tempo (t), 𝑃 o potencial máximo 

de produção de metano (mL.L
-1

), 𝑅𝑚 a taxa máxima de produção de metano (mL.L
-1

. h
-1

), 𝑒 = 

2,718281828, e 𝜆 é o tempo de início da produção de metano (h). 

 Os softwares Minitab
®

 19.1 e STATISTICA 10 foram utilizados para ajuste e análise 

estatística dos dados experimentais do planejamento fatorial e do modelo da superfície de 

respostas, empregando um nível de confiança de 10% (p<0,10) (Rodrigues e Iemma 2014). 

7.2.6 Avaliação de balanço energético e econômico 

 A recuperação energética obtida a partir do potencial de produção de metano (PCH4, 

mL.L
-1

) no segundo estágio do processo foi avaliada com base no potencial energético 

específico – PECH4 (MJ.kg
-1

RSL) obtido pela Eq. (6), tomando como referência a 

concentração de RSL fixada para condição otimizada no reator do primeiro estágio (RSLC), o 

poder calorífico inferior do metano – LHVCH4  de 35,8 MJ.m
-3

 (Ellacuriaga et al., 2022), e o 

coeficiente de diluição (fd) do CRF (conteúdo do reator fermentativo) específico para cada 

condição do segundo estágio obtido pela Eq. (7). 

𝑃𝐸𝐶𝐻4 =
𝑃𝐶𝐻4. 𝑃𝐶𝐼𝐶𝐻4. 𝑓𝑑. 10−6

𝑅𝑆𝐿𝐶
                                                   (6) 

𝑓𝑑 =
1

%𝐶𝑅𝐹
                                                                 (7) 

 Supondo uma instalação com um sistema de cogeração de eletricidade e calor (CHP) 

foram inferidos os potenciais de geração de eletricidade PGECH4 (Eq. 8) e de geração de calor 

PGCCH4 (Eq. 9), a partir da produção de metano obtida. Para tanto foi considerada a utilização 

de um motor a gás GE Jenbacher 620, cujas eficiências elétrica (𝜂𝐸) e térmica (𝜂𝑇) são de 

43,0% e 42,1%, respectivamente (GE Power and Water, 2013). 

𝑃𝐺𝐸𝐶𝐻4 =
𝑃𝐸𝐶𝐻4. 𝜂𝐸

3600
                                                        (8) 

𝑃𝐺𝐶𝐶𝐻4 =
𝑃𝐸𝐶𝐻4. 𝜂𝑇

3600
                                                        (9) 

 Para uma avaliação econômica simplificada do segundo estágio do processo foi 

considerado o custo médio do bicarbonato de sódio utilizado para alcalinização do processo, 
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US$489,63 por tonelada, o custo médio de energia elétrica para classe de consumo industrial 

no Brasil US$ 92,51 por MWh (EPE, 2021), e  para o calor um custo estimado com base na 

combustão do gás natural em caldeiras de recuperação de calor com uma eficiência de 80,4% 

(15% excesso de ar, e temperatura de aproximadamente 205°C para os gases de combustão) 

(U.S. Department of Energy, 2012). O custo médio do gás natural para o segmento industrial 

no Brasil para o ano de 2022 foi de 22,4 US$.MMBtu
-1

 (MME - Ministério de Minas e 

Energia, 2022). 

7.2.7 Análise da comunidade microbiana 

Amostras coletadas ao final dos três ensaios de validação das condições otimizadas 

foram selecionadas para realização das extrações e sequenciamentos de DNA genômico. As 

amostras foram centrifugadas (6000 rpm - 6 minutos), e solução PBSX1 (NaCl 8,2 g.L-1, 

Na2HPO4 1,05 g.L-1, NaH2PO4 + H2O 0,35 g.L-1) foi empregada para lavagem do pellet de 

biomassa. A extração do DNA genômico foi realizada utilizando FastDNA™ SPIN Kit for 

Soil DNA Extraction (MP Biomedicals). A integridade do DNA extraído foi verificado em 

gel de agarose  0,8% e a quantificação (ng/µL) e a pureza (relação 260/280nm) foi realizado 

no Nanodrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher Scientific).  O sequenciamento do 

DNA foi realizado pela empresa ByMyCell Genomics Made Simple (Ribeirão Preto-SP, 

Brazil). As amostras de DNA foram submetidas à preparação da biblioteca de “amplicons”, 

seguido da amplificação do gene 16S rRNA. Os fragmentos resultantes foram submetidos ao 

sequenciamento em plataforma Illumina NovaSeq6000 PE 250. Na classificação da 

microbiota utilizou-se o Qiime2 (v2022.2.0). No processo da análise de qualidade foram 

removidos os “reads” de comprimento insatisfatório e chimeras.  Os “reads” curados foram 

utilizados na definição dos ASV (Amplicon Sequence Variant). As “reads” foram mapeadas 

contra o banco de dados de 16S rRNA (região V3 e V4) de referência (Silva 138 Full Length). 

A predição do metabolismo foi feita usando PICRUSt2 (v2.4.2) e a geração e exploração dos 

dados biológicos foram feitas em Python (v3.7). As sequências foram submetidas ao banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sob número de acesso 

PRJNA909575, sendo identificadas como MP (V-1), MPR (V-2) e MPD (V-3). 
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7.3.RESULTADOS E DISCUSSÕES 

7.3.1 Ensaios em Reatores Metanogênicos 

Os ensaios com as diferentes condições experimentais foram executados conforme 

desenho experimental estabelecido, e a produção acumulada de metano foi ajustada ao 

modelo de Gompertz Modificado (Tabela 7.4). Os valores de potencial máximo de produção 

de CH4 (P) obtidos foram entre 2100,4 mLCH4.L
-1

 (M-5) e 6320,6 mLCH4.L
-1

 (M-6); a 

velocidade máxima de produção de CH4 entre 16,44 mLCH4.L
-1

.h
-1

 (M-8) e 30,56  

mLCH4.L
-1

.h
-1

 (M-10); e o tempo de início de produção de H2 (λ) entre ~0 h e 10,9 h (M-4).  

Tabela 7.4. Parâmetros cinéticos e percentual de metano no biogás, para os ensaios do 

planejamento experimental do reator metanogênico. 

Ensaio 
P 

mL.L
-1

 

Rm 

mL.L
-1

.h
-1

 

λ 

h 

%CH4 

Biogás 

M-1 2872,36 17,07 0,00 65,5% 

M-2 3057,58 23,26 0,00 65,0% 

M-3 1055,37
a
 | 5367,51

b 
10,61

a
 | 17,44

 b
 3,22

 a
 | 173,3

 b
 64,7% 

M-4 486,82
a
 | 5390,11

b 
6,31

 a
 | 24,97

 b
 10,90

 a
 | 204,10

 b
 68,9% 

M-5 2100,43 19,43 0,00 64,5% 

M-6 690,35
a
 | 6320,56

b 
8,36

 a
 | 21,62

 b
 5,81

 a
 | 221,17

 b
 66,3% 

M-7 671,57
a
 | 4547,56

b 
6,96

 a
 | 12,13

 b
 0,00

 a
 | 208,92

 b
 66,5% 

M-8 4816,28 16,44 8,34 69,1% 

M-9 4547,97 29,39 5,16 65,6% 

M-10 4469,90 30,56 4,12 65,5% 

Para condições nas quais se verificou a distinção clara de dois platôs de produção de metano identificou-se por 
a
: 

parâmetros cinéticos ao final do primeiro platô, e 
b
: parâmetros cinéticos ao final do segundo platô. 

As diferentes condições experimentais resultaram em elevado impacto na cinética de 

produção de metano (Figura 7.2), considerando a importante variação nos parâmetros P, Rm e 

λ, e a observação de duas fases de produção para alguns dos ensaios. A partir da avaliação 

minuciosa de cada condição experimental, cruzando os dados cinéticos com informações dos 

parâmetros físico-químicos da avaliação operacional foi possível diagnosticar e direcionar o 

ajuste das condições para atingir melhores respostas. 
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Figura 7.2. Produção acumulada de CH4 com ajuste de Gompertz modificado, para os ensaios 

do planejamento experimental dos reatores metanogênicos. 

Em relação ao potencial máximo de produção de metano verificou-se por meio da 

análise de variância (ANOVA) que apenas o termo linear X1 (%CRF, p = 0,000) do modelo 

foi estatisticamente significativo (p < 0,10) (Tabela 7.5). O termo linear X2, os termos 

quadráticos X1
2

 (%CRF, p = 0,175), X2
2

 (razão NaHCO3/substrato, p = 0,899),  e o termo de 

interação X1X2 (p = 0,788), do modelo não foram significativos, indicando que apenas uma 

das variáveis resultou em efeito individual na produção de metano, obtendo-se um modelo 

bem simplificado em relação a esta resposta. 

Entretanto, por meio da análise de variância (ANOVA) para a resposta de velocidade 

máxima de produção de metano (Rm) verificou-se que o termo linear X2 (razão NaHCO3 para 

substrato, p = 0,062)  e os termos quadráticos X1
2

 (%CRF, p = 0,037) e X2
2
 (razão 

NaHCO3/substrato, p = 0,005) do modelo foram estatisticamente significativos (p < 0,10) 

(Tabela 7.6). A interação entre as variáveis (X1X2) permaneceu como não significativa para 

esta resposta (p = 0,818). Por meio dos resultados da análise estatística verificou-se que para 

Rm a variável de razão NaHCO3/substrato torna-se muito importante no processo, resultando 

em um modelo mais complexo que o obtido para P. 
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Tabela 7.5. ANOVA para efeitos do %CRF e razão NaHCO3/substrato do potencial máximo 

de produção (P), para intervalo de confiança de 90%. 

Fonte SQ GL QM Valor F Valor-P 

Modelo 14904760 5 2980952 37,28 0,002 

X1 (L) 14568784 1 14568784 182,20 0,000 

X2 (L) 43196 1 43196 0,54 0,503 

X1 (Q) 216853 1 216853 2,71 0,175 

X2 (Q) 1467 1 1467 0,02 0,899 

X1. X2 6611 1 6611 0,08 0,788 

Erro 319843 4 79961   

Total SQ 15224602 9    

Tabela 7.6. ANOVA para efeitos do %CRF e razão NaHCO3 para substrato na taxa máxima 

de produção de metano Rm, para um intervalo de confiança de 90%. 

Fonte SQ GL QM Valor F Valor-P 

Modelo 282,96 5 55,59 7,65 0,036 

X1 (L) 3,35 1 3,35 0,45 0,538 

X2 (L) 49,08 1 49,08 6,63 0,062 

X1 (Q) 69,71 1 69,71 9,42 0,037 

X2 (Q) 225,60 1 225,60 30,49 0,005 

X1. X2 0,45 1 0,45 0,06 0,818 

Erro 29,60 4 7,39   

Total SQ 312,56 9    

Com base na análise de regressão dos dados foram ajustadas funções polinomiais 

dadas pelas variáveis codificadas, resultando em modelos descritivos para o potencial máximo 

de produção e a taxa máxima de produção de metano. Considerando os termos identificados 

como significativos (p < 0,10) obteve-se para P um modelo linear, representado pela Eq. (10), 

já para Rm os termos significativos resultaram em um modelo quadrático, que pode ser 

representado pela Eq. (11), sendo o termo linear de X1 mantido para preservar um modelo 

hierárquico. 

𝑃(𝑚𝐿. 𝐿−1) = 301,0 +   59,98 𝑥1                                                    (10) 

𝑅𝑚 (𝑚𝐿. 𝐿−1. ℎ−1) = −26,6 + 1,07 𝑥1 +   117,8 𝑥2 − 0,008 𝑥1
2 − 175,6 𝑥2

2                 (11) 

 A significância dos modelos foi avaliada com base no teste ANOVA, os modelos 

obtidos para P e Rm são estatisticamente significativos baseado nos valores F. Para o modelo 

estatístico do potencial de produção de metano (P) o F calculado pela regressão (37,28) é 

muitas vezes superior ao valor de F tabulado (4,05), e para o modelo da taxa máxima de 

produção (Rm) o F calculado pela regressão (7,65) também é superior ao F tabulado (4,05), 

para ambos considerando um intervalo de confiança de 10%, e 4 graus de liberdade para os 

resíduos e 5 graus de liberdade para a regressão. Em ambos os casos rejeita-se a hipótese nula 
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H0, de forma que pelo menos umas das variáveis X1, X2 contribui significativamente com o 

modelo.  

O modelo para P possui um coeficiente de determinação (R
2
) de 0,98, e o modelo para 

Rm um coeficiente R² de 0,91; ou seja, por meio dos modelos é possível explicar 98,0% e 

91,0% da variabilidade, respectivamente. A partir disto, é possível inferir correlações 

positivas entre os valores preditos e aqueles observados para tais respostas. Modelos com 

bons ajustes são aqueles nos quais o coeficiente R
2
 tem valor na faixa de 0,75 – 1,00 

(Kainthola et al., 2019; Niladevi et al., 2009; Reungsang et al., 2012), portanto de acordo com 

o que foi obtido para os modelos apresentados para P e Rm, o ajuste foi adequado. 

A interação entre as variáveis independentes em relação as respostas P e Rm pode ser 

observada com clareza nas superfícies de respostas 3D (Figura 7.3a e c) e nos gráficos de 

contorno (Figura 7.3b e d), permitindo identificar condições com valores ótimos para tais 

respostas.  

A maior produção acumulada de CH4 foi verificada para o ensaio M-6, cuja produção 

média foi de 6320,6 mLCH4.L
-1

, conduzido com 100% de conteúdo do reator fermentativo - 

CRF (sem diluição) e uma razão 0,3 gNaHCO3.g
-1

DQO. Enquanto a menor produção 

acumulada (2100,4 mLCH4.L
-1

) foi observada no ensaio M-5, cujas condições foram 35,7% 

de CRF (maior diluição avaliada) e razão 0,3 gNaHCO3.g
-1

DQO. De uma forma geral, o 

potencial de produção de metano dependeu exclusivamente da concentração de matéria 

orgânica inicial dos ensaios, sendo observada uma correlação entre maior diluição do 

conteúdo do reator fermentativo com a redução de P. (Figura 7.3a). O fato da maior produção 

de metano ter sido verificada para o ensaio sem diluição do conteúdo fermentado do primeiro 

estágio, e a menor produção no ensaio cuja maior diluição foi aplicada, permite inferir que 

não houve inibição do processo devido a maiores concentrações de matéria orgânica, alto teor 

de sólidos, nem pelo conteúdo de óleos essenciais contido nos resíduos de citros. 
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Figura 7.3. (a) Superfície de resposta e (b) superfície de contorno, para o modelo de produção 

de CH4; (c) Superfície de resposta e (d) superfície de contorno, para o modelo de velocidade 

máxima de produção (Rm); (e) Superfície de resposta e (f) superfície de contornopara 

remoção de matéria orgânica (rDQO).  

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 
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Kurniawan et al. (2018) avaliaram a produção de metano a partir dos resíduos de citros 

em um sistema de dois estágios, e também observaram aumento da produção acumulada de 

metano com incremento da concentração de matéria orgânica, sem acúmulo de AOVs. 

Entretanto, a faixa de concentração de matéria orgânica avaliada (0,6 e 3,6 gDQO.L
-1

) foi 

bem inferior a avaliada no presente estudo. Empregando um processo de único estágio para 

digestão anaeróbia de resíduos de citros, Bouaita et al. (2022) identificaram instabilidade no 

processo metanogênico com o aumento da concentração de matéria orgânica para valores 

próximos a 3 gSTV.L
-1

.dia
-1

 (~2,73 gDQO.L
-1

.dia
-1

, com base nos dados do estudo). Tanto 

para sistemas de único estágio quanto de dois estágios ocorrem limitações na condução do 

processo com aumento da concentração de resíduos de citros. Todavia, em reatores em 

batelada de dois estágios no presente estudo não foi observada inibição para concentrações 

iniciais de substrato mais elevadas, próximas de 15,0 gDQO.L
-1

. 

Nos ensaios M-3, M-4, M-6 e M-7 foi observada produção de metano em duas fases 

distintas, diferentes em relação aos demais ensaios. Em geral, a produção da primeira fase se 

iniciou nas primeiras horas de ensaio, e representou parcela relativamente pequena da 

produção total do ensaio, sendo 19,7% (M-3), 9,0% (M-4), 10,9% (M-6), e 14,8% (M-7) 

(Figura 7.2).  Depois de cessada a produção na primeira fase foi observado um platô na curva 

de produção que teve duração de alguns dias (~100h), a partir do qual teve início a segunda 

fase de produção por volta de 200 horas após o início destes ensaios. Lotito et al. (2018) e 

Fagbohungbe et al. (2016) em estudos com resíduos de citros obtiveram um comportamento 

cinético da produção de metano semelhante ao observado no presente estudo. Os autores 

atribuíram tal fato ao rápido consumo da fração solúvel de matéria orgânica disponível no 

início do processo, de forma que o período de estagnação na produção ocorreu até que 

novamente fosse disponibilizado substrato assimilável pela via metanogênica a partir da 

degradação dos resíduos sólidos. Fagbohungbe et al. (2016) destacaram também provável 

papel do limoneno neste comportamento cinético da produção de metano.  No presente 

estudo, provavelmente, a disponibilidade inicial de ácidos orgânicos no conteúdo fermentado 

do primeiro estágio utilizado como substrato, possibilitou rápido início da produção nos 

ensaios metanogênicos. 

É provável que o limoneno não tenha sido um fator importante na produção de metano 

do presente estudo, visto que concentrações iniciais muito baixas foram observadas, entre 1,5 

a 5,0 mg.L
-1

. Como discutido por Ruiz e Flotats (2014) para reatores batelada em temperatura 
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mesofílica, o limoneno pode inibir a digestão anaeróbia em concentrações acima de 10  

mg.L
-1

.  

Vale destacar que foi verificada remoção de limoneno superior a 90% nos ensaios 

metanogênicos, sendo observados ao final concentrações residuais na faixa de 0,01 a 0,15 

mg.L
-1

. Calabró et al (2016) observaram que remoção significativa de limoneno em reatores 

em batelada associada à biodegradação, as quais ocorreram, a partir de 15 dias de incubação. 

No presente estudo o longo período de incubação dos ensaios, entre 15 a 35 dias, é provável 

que tenha favorecido a biodegradação do conteúdo residual de limoneno, resultando em 

baixas concentrações residuais ao final dos ensaios. 

Para os ensaios M-3, M-4 e M-6 a elevada concentração de matéria orgânica inicial é 

provável ter sido determinante para longa duração destes ensaios, e estabelecimento de um 

platô de produção de metano em período intermediário do processo. Sob tais condições, foram 

mantidas menores diluições do conteúdo do reator fermentativo, ou seja de 100% CRF (M-6), 

e 90% CRF (M-3 e M-4).  

Para tais ensaios, observou-se no início remoção da matéria orgânica solúvel (~8%) e 

diminuição do pH operacional (~6,5), em período coincidente ao primeiro platô de produção 

de metano. No período de estagnação da produção, verificou-se aumento da concentração de 

matéria orgânica solúvel (Figura 7.5), e diminuição acentuada do pH operacional (Figura 7.4), 

e somente com o início da segunda fase de produção de metano verificou-se gradual  

recuperação do pH operacional para valores > 6,5, e redução na concentração de matéria 

orgânica solúvel. Desta forma, a solubilização de matéria orgânica resultando na diminuição 

do pH operacional foi determinante para ocorrência de um platô intermediário da produção de 

metano. 

Um perfil semelhante ao identificado nestes ensaios do presente estudo foi observado 

por Zhang et al. (2019) em ensaios metanogênicos com resíduos de alimentos em reatores 

batelada, com diminuição acentuada de pH e aumento da concentração de matéria orgânica 

solúvel no início dos ensaios, como resultado da hidrólise e produção de ácidos orgânicos, 

consumindo a alcalinidade do sistema. A partir disso, os autores constataram menor produção 

de metano nesse período. Após essas primeiras horas dos ensaios também detectaram 

recuperação do pH atribuindo ao aumento da atividade metanogênica. Assim como observado 

no ensaio M-7 do presente estudo e por Zhang et al. (2019), a diminuição do pH para valores 
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abaixo de 6,0 resultou em longo período de estagnação no processo sem produção de metano, 

identificando recuperação do processo após longo período (20-30 dias), coincidente com a 

recuperação do pH para valores > 6,5.  

A solubilização e conversão do conteúdo orgânico dos sólidos causou aumento da 

concentração orgânica solúvel e diminuição do pH, tornando o ambiente desfavorável para as 

populações metanogênicas, havendo um período caracterizado pela estagnação da produção 

de metano. Sambusiti et al. (2013) mencionam para substratos complexos, tal como 

lignocelulósicos, que a hidrólise é uma etapa limitante, de forma que sua efetiva ocorrência 

possibilita obter maiores rendimentos de metano. 

 
Figura 7.4. Variação temporal do pH operacional dos ensaios do planejamento experimental. 
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Figura 7.5. Variação temporal da concentração de matéria orgânica nos ensaios do 

planejamento experimental. 

Os demais ensaios (M-1, M-2, M-5, M-8, M-9, M-10) foram caracterizados por única 

exponencial de produção de metano, com tempo bem reduzido para início da produção (<5h), 

com exceção de M-8, cujo tempo para início foi próximo de 35h. A menor concentração de 

matéria orgânica inicial destes ensaios decorrente da maior diluição do conteúdo do 

fermentativo do primeiro estágio (35,7% a 67,5% de CRF), e a adição NaHCO3, foram 

determinantes para que não fosse observada uma estagnação intermediária na produção de 

metano, mesmo com a solubilização e conversão do conteúdo orgânico dos sólidos, e também 

não sendo observada diminuição significativa do pH operacional do processo (Figura 7.4).  

Vale destacar que o tempo de duração dos ensaios esteve associado principalmente à 

concentração de substrato. Os ensaios com maior diluição do conteúdo do reator fermentativo 

(35,7% a 67,5% de CRF) tiveram duração entre 288 e 500 horas, sendo significativamente 

inferior ao verificado para M-3, M-4, M-6 e M-7 (67,5% a 100,0% de CRF) cujo tempo de 

ensaio foi entre 786 a 861 horas (Figura 7.2). Braga et al. (2018), também avaliaram a 

obtenção de metano a partir de resíduos lignocelulósicos (bagaço de cana de açúcar) em 

sistema de dois estágios, e empregaram baixa concentração de substrato (2 g.L
-1

 de bagaço de 

cana de açúcar), de forma que o tempo de duração do segundo estágio foi relativamente baixo, 

de aproximadamente 450 horas. Para concentração de substrato elevada (~19,0 gDQO.L
-1

) 



171 
 

 
 

empregando resíduos de citros, Camargo et al. (2021b) obtiveram para o segundo estágio do 

processo tempo de ensaio de 700 horas.  O padrão verificado no presente estudo, com ensaios 

de maior duração associados à maior concentração de substrato, e menor duração para baixas 

concentrações, está alinhado aos processos de dois estágios empregando resíduos sólidos 

como substrato.  

O rendimento téorico médio de metano reportado por Ferraz et al. (2016) é de 350 

mLCH4.g
-1

DQOr. Para os ensaios do presente estudo, tal rendimento foi bem superior ao 

teórico, considerando a remoção de matéria orgânica solúvel, dada pela diferença entre 

concentração inicial e final. Para M-6, por exemplo, ensaio no qual se empregou o conteúdo 

do reator fermentativo sem diluição (100% de CRF), e que, portanto, teve maior concentração 

de sólidos orgânicos, o rendimento foi de 458,0 mLCH4.g
-1

DQOr. Sob tais condições, 

provavelmente a solubilização da matéria orgânica pela degradação dos sólidos foi importante 

na produção de metano. O impacto da solubilização de resíduos sólidos orgânicos na 

produção de metano foi observado por Lin e Wang (2013), que identificaram aumento de até 

21% no rendimento de metano para ensaios cuja solubilização do material particulado de 

resíduos de alimentos foi aumentada. Os autores destacaram que o efeito de uma maior 

solubilização ocorreu em períodos mais longos, após 25 dias de ensaio. 

A redução da concentração de sólidos voláteis (rSTV) (Tabela 7.7) foi outro parâmetro 

importante para validar a importante contribuição dos resíduos sólidos de citros na 

disponibilização de conteúdo orgânico solúvel para o meio reacional dos reatores, por meio de 

mecanismos físicos e biológicos relacionados à atividade hidrolítica de microrganismos. A 

redução do tamanho das partículas dos resíduos de citros (<0.6 mm) foi fundamental para que 

seu conteúdo orgânico pudesse ser solubilizado. Agrawal et al. (2021) destacam a importância 

do tamanho das partículas no aumento da velocidade de hidrólise da biomassa, aumentando a 

área superficial de contato para atividade enzimática. A percepção de uma hidrólise efetiva do 

material lignocelulósico resultante da atividade hidrólitica dos microrganismos é de grande 

interesse no que se refere a recuperação energética a partir de resíduos sólidos, uma vez que 

promove eficiente disponibilização de açúcares solúveis a partir da celulose e hemicelulose 

(Tsegaye et al., 2019). 

De forma geral houve remoção de STV de 48,8% ± 13,2%, sendo a maior rSTV 

(64,8%) verificada justamente no ensaio M-6, no qual foi obtida a maior produção de metano. 

A menor remoção (23,3%) foi verificada no ensaio M-5, com menor P. Para os ensaios M-3 e 
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M-4, também se observou elevada rSTV, de 62,2% e 63,3% respectivamente, estes 

juntamente com o ensaio M-6, foram aqueles com maior concentração inicial de STV, em 

razão da menor diluição a partir do conteúdo do reator fermentativo, o que implicou nos 

maiores tempos de duração dos ensaios.  

O aumento da concentração de fenóis totais ao longo dos ensaios é outra evidência 

importante da ocorrência da hidrólise dos sólidos de citros ao longo do estágio metanogênico. 

De acordo com Camargo et al. (2021b), a despolimerização da biomassa lignocelulósica 

durante a hidrólise pode gerar furanos e compostos fenólicos. A concentração de fenóis totais 

dos ensaios M-8, M-9 e M-10, por exemplo, foi de 1,5 g.L
-1

, valor cerca de 4 a 5 vezes 

superior a concentração inicial, sendo posteriormente reduzida até o final dos ensaios. Em 

todos os demais ensaios também se identificou esse perfil, entretanto, com picos de 

concentração menos acentuados, na faixa de 0,8 a 1,0 g.L
-1

. A remoção de fenóis foi entre 

35,0% e 92,0% (Tabela 7.7), entretanto, se considerar a produção de compostos fenólicos ao 

longo do processo, as remoções absolutas foram consideravelmente maiores.  

Apesar do aumento expressivo na concentração de fenóis totais ao longo dos ensaios 

M-8, M-9 e M-10, de até 1,5 g.L
-1

, não foi identificado comportamento inibitório ao processo 

metanogênico associado a esta concentração, considerando a produção de metano obtida 

nestes ensaios, que foram similares à verificada no ensaio M-7, que foi conduzido com 

mesma concentração de substrato dos ensaios supracitados, mas cujas concentrações de fenóis 

detectadas ao longo do ensaio foram significativamente menores (máxima de 0,6 g.L
-1

). 

Apesar de efeitos inibitórios relacionados a compostos fenólicos em processos metanogênicos 

serem comumente reportados (Monlau et al., 2014), outros autores que investigaram os efeitos 

destes compostos também não observaram efeitos negativos para concentrações na faixa 

verificada no presente estudo. Koyama et al. (2017) avaliaram o efeito de diferentes 

concentrações (de 0,5 a 5,0 g.L
-1

) de compostos fenólicos resultantes da hidrólise da lignina  

na metanogênese em ensaios em reatores em batelada, e obtiveram que a produção de metano 

foi afetada somente para concentrações de compostos fenólicos > 2,5 g.L
-1

, sendo observada 

uma redução de 15% na produção ao avaliarem a concentração máxima de 5,0 g.L
-1

. Similar 

ao que foi observado no presente estudo, com redução significativa da concentração de fenóis 

totais durante os ensaios, em outros estudos também foi verificada importante degradação e 

consumo destes compostos fenólicos na digestão aneróbia, Levén e Schnurer (2005), por 

exemplo, observaram a degradação de fenóis em reatores em batelada alimentados com 
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resíduos orgânicos domiciliares, principalmente em condições mesofílicas, sugerindo que os 

fenóis foram metabolizados através da via benzoil-CoA.  

Tabela 7.7. Parâmetros físico-químicos e operacionais dos ensaios do planejamento 

experimental de produção de metano. 

Ensaio rDQO rFenóis 

Alcalinidade 

Inicial 
AI/AP pH 

rSTV 

mgCaCO3.L
-1

 Inicial Final Inicial Final 

M-1 92,45% 53,07% 430,13 1,40 0,02 7,31 7,38 40,9% 

M-2 93,52% 92,30% 425,48 0,40 0,02 7,67 7,42 34,6% 

M-3 86,76% 63,77% 899,52 1,85 0,06 7,42 7,20 62,2% 

M-4 79,01% 35,08% 818,40 0,48 0,05 7,58 7,58 61,0% 

M-5 92,83% 77,20% 346,43 0,63 0,02 7,59 7,36 23,3% 

M-6 78,07% 50,53% 1084,45 0,84 0,06 7,58 7,30 64,8% 

M-7 82,78% 59,66% 597,02 3,85 0,03 7,07 7,03 47,1% 

M-8 87,36% 60,45% 699,83 0,44 0,01 7,6 7,43 57,1% 

M-9 93,76% 62,14% 660,30 0,77 0,03 7,49 7,34 47,4% 

M-10 93,51% 65,78% 613,80 0,75 0,02 7,51 7,27 49,8% 

rDQO: remoção DQO; rFenóis: remoção fenóis. 

Outra resposta importante avaliada no processo metanogênico foi a remoção de 

matéria orgânica solúvel (rDQOS), medida pela diferença entre DQOS inicial e final. A 

rDQOS foi de 88,0% ± 6,2%, sendo a maior delas verificada no ensaio M-2 de 93,5% e nos 

ensaios do ponto central (M-9 e M-10). A menor rDQOS foi observada no ensaio M-6, de 

78,1%, provavelmente em razão da maior concentração inicial de matéria orgânica, visto que 

tal ensaio foi conduzido sem diluição do conteúdo do reator fermentativo do primeiro estágio. 

Em outros estudos empregando resíduos de citros foram verificadas remoção de 50,0% a 

66,0% (Camargo et al., 2021b; Carvalho et al., 2019; Su et al., 2016), sendo inferiores às do 

presente estudo. A maior rDQOS do presente estudo é provável estar associada a fatores como 

estratégia de separação do processo em dois estágios estabelecendo melhores condições 

ambientais para o desenvolvimento da metanogênese; a baixa concentração de limoneno 

observada no estágio metanogênico; a alcalinização do processo; e o desenvolvimento de uma 

comunidade microbiana com ampla diversidade metabólica tornando o processo robusto em 

termos de metabolização de compostos a partir dos resíduos de citros.  

Por meio da análise de variância (ANOVA) da remoção de matéria orgânica solúvel 

(rDQOS) verificiou-se que apenas o termo linear X1 (%CRF, p = 0,008) e os termos 
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quadráticos X1
2

 (%CRF, p = 0,071) e X2
2

 (razão NaHCO3 para substrato, p = 0,062) do 

modelo foram estatisticamente significativos (p < 0,10) (Tabela 7.8). O termo linear X2 (p = 

0,982) e a interação entre as variáveis X1X2 (p = 0,216) não foram significativas para esta 

resposta (p = 0,818). A partir disso é possível concluir que para rDQOS a variável de %CRF 

exerceu efeito muito importante, com maior remoção sendo atingida em condições de maior 

diluição do conteúdo do reator fermentativo. Mas, a variação da razão NaHCO3/substrato, 

também resultou em efeitos sobre o processo, entretanto, com menor importância. 

Tabela 7.8. ANOVA para efeitos do %CRF e razão NaHCO3/substrato na remoção de matéria 

orgânica solúvel (rDQOS), para intervalo de confiança de 90%. 

Fonte SQ GL QM Valor F Valor-P 

Modelo 0,031 5 0,006 6,87 0,043 

X1 (L) 0,021 1 0,021 23,39 0,008 

X2 (L) 0,000 1 0,000 0,00 0,982 

X1 (Q) 0,005 1 0,005 5,95 0,071 

X2 (Q) 0,006 1 0,006 6,63 0,062 

X1. X2 0,002 1 0,002 2,16 0,216 

Erro 0,004 4 0,001   

Total SQ 0,035 9    

 

A partir da análise de regressão dos dados foi ajustada uma função polinomial dada 

pelas variáveis codificadas, resultando em um modelo de remoção de matéria orgânica solúvel 

para o processo metanogênico. Considerando os termos identificados como significativos (p < 

0,10) obteve-se para rDQO um modelo quadrático, representado pela Eq. (12), sendo o termo 

linear de X2 mantido para preservar um modelo hierárquico. 

𝑟𝐷𝑄𝑂𝑆 (%) = 0,602 + 0,00832 𝑥1 +   0,872 𝑥2 − 0,000068 𝑥1
2 − 0,904 𝑥2

2                 (12) 

O modelo obtido para rDQO é estatisticamente significativo baseado no valor F obtido 

no teste ANOVA. O valor de F calculado pela regressão (6,87) é superior ao valor de F 

tabulado (4,05), considerando um intervalo de confiança de 10%, e 4 graus de liberdade para 

os resíduos e 5 graus de liberdade para a regressão. O coeficiente de determinação (R
2
) do 

modelo foi de 0,90. Por meio do modelo para rDQO é possível explicar 90,0% da 

variabilidade da remoção de matéria orgânica solúvel medida entre início e final dos ensaios.  

A superfície do modelo estatístico para rDQO tende ao plano levemente inclinado em 

xz, com suave curvatura nas extremidades, indicando uma redução mais brusca na remoção 

para condições com maior concentração de CRF (Figura 7.3e, 7.3f).  
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Para os ensaios M-1, M-2, M-5, M-9 e M-10, a diminuição da concentração de matéria 

orgânica ocorreu rapidamente em exponencial negativa, de forma que pode ser interpretado 

que a velocidade de consumo da matéria orgânica foi maior que a de solubilização de matéria 

orgânica proveniente da degradação dos resíduos sólidos, não sendo observados picos de 

aumento, nem estagnação da concentração de MO ao longo do processo (Figura 7.5). Para o 

ensaio M-8 após curto período de aumento e estagnação da concentração de MO, a redução 

seguiu o perfil identificado nos ensaios citados acima. Nos ensaios M-3, M-4, M-6 e M-7, 

identificou-se significativos picos de aumento da concentração de MO solúvel no início dos 

ensaios, provavelmente, com velocidade de solubilização superior aquela de consumo no 

referido período. 

A solubilização de carboidratos via hidrólise dos sólidos conduziu a produção de 

ácidos orgânicos, que inevitavelmente ocasionou diminuição do pH operacional (Figura 7.4). 

A elevada concentração de AOVs no conteúdo do reator fermentativo (CRF) utilizado como 

substrato no reator metanogênico resultou em altos valores para alcalinidade intermediária 

(AI) no início dos ensaios metanogênicos (Figura 7.6), principalmente para aqueles com 

menor diluição do CRF. Tal fato, resultou em razões AI/AP elevadas, fora da faixa 

considerada ideal de monitoramento de reatores metanogênicos (Ripley et al., 1986) para 

alguns casos, entretanto, a característica do processo em dois estágios justifica tal observação. 

Nos ensaios M-3 (0,1 gNaHCO3.gDQO
-1

) e M-7 (sem NaHCO3), para os quais baixa 

alcalinidade parcial (AP) inicial foi observada, houve diminuição importante de pH, em 

valores abaixo de 6,0 ao longo dos ensaios. Enquanto para M-4 (0,5 gNaHCO3.gDQO
-1

), 

mesmo com alta concentração de substrato, não houve diminuição do pH para valores abaixo 

de 6,0, sendo provável estar associado a alta alcalinidade parcial inicial desta condição 

experimental. 

Ao final dos ensaios em razão do consumo quase total dos AOVs observou-se a quase 

nulidade da alcalinidade intermediária (Figura 7.6), ao contrário da alcalinidade parcial que 

aumentou consideravelmente, uma vez que a capacidade de tamponamento tornou-se 

disponível em razão da baixa concentração de ácidos e da contribuição da metanogênese 

acetoclásitca com HCO3
-
. Tais fatos levam a valores para razão AI/AP bem baixos, muito 

próximos à zero.  
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Outro aspecto importante relacionado à recuperação energética de metano é o seu 

conteúdo na composição do biogás (%CH4), cujos valores típicos estão entre 45% a 75% 

(International Energy Agency, 2020). O percentual de CH4 no biogás foi de 66,2% ± 1,6%, 

não havendo grande diferença nesta observação entre todos os ensaios. As maiores %CH4 

foram verificados nos ensaio M-8 (69,1%) e M-4 (68,9%) cujos valores foram muito 

próximos, e os menores %CH4 identificados para M-3 (64,7%) e M-5 (64,5%).  

 
Figura 7.6. Alcalinidade intermediária, parcial e total, e relação AI/AP para início e final dos 

ensaios do planejamento experimental de produção de metano. 

Herrmann et al. (2016) avaliaram a produção de metano para mais de 40 diferentes 

substratos lignocelulósicos caracterizados como resíduos de colheita de variadas culturas, de 

forma que o percentual de metano obtido no biogás ficou entre 49% a 61%. Empregando 

diversos dejetos animais Triolo et al. (2011) obtiveram biogás entre 58% - 68%, e para 

diferentes resíduos lignocelulósicos identificaram percentual de metano entre 54% - 63%, 

para ensaios em reatores em batelada. Su et al. (2016) usaram resíduos de citros submetidos a 

pré-tratamento biológico e obtiveram máximo conteúdo de metano de 57% em reatores em 

batelada. O percentual de metano no biogás dos ensaios do presente estudo foi satisfatório 

com base nos resultados reportados por outros autores para diferentes substratos 

lignocelulósicos e para resíduos de citros, cujo percentual máximo de metano no biogás é 

próximo a 60%. 

Boa resposta em relação a este parâmetro é fundamental como medida indireta do 

desempenho do processo metanogênico; além disso, a variação no conteúdo de metano resulta 
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na variação do conteúdo energético do biogás representado pelo seu Poder Calorífico Inferior 

(PCI, MJ.m
-3

) (International Energy Agency, 2020), tendo impacto direto na viabilidade de 

escala do processo. Balat e Balat (2009) destacam que a composição do biogás é um 

parâmetro essencial, uma vez que possibilita identificar sistemas de purificação apropriados, 

melhorando as condições de sua combustão. 

7.3.2 Metabólitos solúveis  

 A variação da concentração e distribuição dos AOVs e solventes ao longo do processo 

fornece informações adicionais em relação às vias metabólicas de produção, conversão e 

consumo destes intermediários no processo de AD, que compõem grande parcela do conteúdo 

de matéria orgânica solúvel.  

No início dos ensaios observa-se a predominância dos ácidos acético (HAc) (402,95 - 

1107,53 mg.L
-1

) e butírico (HBu) (795,86 - 1989,65 mg.L
-1

) em elevadas proporções (Figura 

7.7), resultado do primeiro estágio fermentativo otimizado para produção de hidrogênio, uma 

vez que as vias de produção destes ácidos orgânicos são aquelas que favorecem maiores 

rendimentos de H2 (Sikora et al., 2013). A disponibilidade inicial de HAc foi importante para 

o rápido início da produção de metano, uma vez que este é um dos substratos primários para 

metanogênese (Yadvika et al., 2004). 

De forma geral nas primeiras horas de operação ocorreu aumento da concentração 

total de metabólitos solúveis (AOVs + solventes), com exceção do ensaio M-5 (35,7% HFE, 

0,3 gNaHCO3.gDQO
-1

), no qual verificou-se redução da concentração de ácidos orgânicos, 

desde as primeiras horas, provavelmente devido à menor concentração de substrato. Nos 

ensaios M-1, M-3 e M-7, o aumento da concentração de metabólitos solúveis se deu 

principalmente pelo aumento de HBu e HPr, enquanto, nos ensaios M-4, M-6, M-8, M-9 e M-

10, além do aumento destes ácidos orgânicos, foi verificado aumento da concentração de 

HAc.  

Em todos os ensaios foi observado comportamento padrão em período intermediário 

de remoção de HAc. Para o HBu identificou-se dois padrões distintos, o primeiro do aumento 

da sua concentração nos ensaios M-6 e M-7, sendo provável de ter ocorrido devido à elevada 

conversão de carboidratos via hidrólise do conteúdo lignocelulósico. O segundo sendo de 

observados nos demais ensaios referente à remoção de HBu, sendo em alguns casos 
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observadas concentrações próximas a zero, além também da sua conversão em HAc por meio 

de reações acetogênicas (Pan et al., 2021).  

Em relação ao ácido propiônico, também foi observado comportamento semelhante; 

ou seja, aumento da sua concentração nos ensaios M-3, M-6, e M-7, enquanto que nos demais 

ensaios houve a diminuição ou estagnação da sua concentração; os quais também podem estar 

associados aos processos acetogênicos (Li et al., 2015).  

Padrões distintos para os perfis de concentração de HBu e HPr podem ser associados à 

termodinâmica das reações acetogênicas e ao sintrofismo entre os microrganismos 

acetogênicos e metanogênicos. As reações de conversão de HPr e HBu a HAc são 

energeticamente desfavoráveis (ΔG° = +76,0 kJ, e +48,0 kJ, respectivamente), desta forma a 

tendência é que tais reações ocorram para baixas concentrações de produto (HAc), resultando 

em uma dependência obrigatória das bactérias acetogênicas com as arqueias metanogênicas 

acetoclásticas (Angelidaki et al., 2011). Sendo assim menores velocidades de consumo de 

HAc, que resultaram em maiores concentrações de HAc neste período em alguns ensaios, 

podem ter limitado a conversão dos ácidos butírico e propiônico.  

Para todos os ensaios a concentração final de HBu foi muito baixa ou até mesmo não 

observado, reforçando a ideia de que o metabolismo acetogênico foi muito importante no 

processo, uma vez que este foi o metabólito em maior concentração no início dos ensaios.  

Exceção aos ensaios M-3 e M-4, nos demais a concentração de HPr também foi  baixa e 

praticamente zero ao final dos ensaios Para M-3 e M-4 houve durante os ensaios constante 

aumento da concentração de HPr, sendo provável que as reações acetogênicas para conversão 

deste AOV não foram favorecidas. A conversão do ácido butírico em acético não é tão 

desfavorável termodinamicamente como a conversão do ácido propiônico, de forma que o 

acúmulo de HBu é raramente reportado na literatura (Amani et al., 2011). 

Neste período intermediário do processo identificou-se aumento da concentração de 

metanol (MetOH) nos ensaios M-3, M-4 e principalmente em M-6. Tal aumento pode estar 

associado ao metabolismo de degradação da pectina, uma vez que o metanol é o principal 

produto final deste metabolismo (Schink e Zeikus, 1980). As pectinas pertencem ao grupo de 

polissacarídeos heterogêneos, sendo abundantes em espécies de citros, principalmente 

laranjas, as quais são degradadas pela ação das pectinases produzidas por bactérias, fungos e 

leveduras (Ohimain, 2016). Portanto, a degradação dos sólidos de citros ao longo do processo 
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favoreceu o aumento de metanol, principalmente nos ensaios com maior concentração de 

sólidos (M-3, M-4 e M-6). 

 

Figura 7.7. Variação dos metabólitos solúveis ao longo dos ensaios metanogênicos do 

planejamento experimental. 

Ao final dos ensaios M-3, M-8, M-9 e M-10 concentrações muito baixas ou 

inexistentes de metanol foram verificadas, oposto ao que foi identificado ao longo do 

processo, nos quais picos de concentração de metanol foram detectados. A produção de 

metano a partir da utilização do metanol pode estar associado ao consumo deste metabólito, 

pelas vias metanogênicas metilotróficas que podem ser dependentes ou não da disponibilidade 

de H2 (Kurth et al., 2020; Laloui-carpentier et al., 2006). Para os ensaios M-4 e M-6 não foi 

verificado relevante consumo do metanol, com acúmulo deste metabólito ao longo dos 

ensaios, de forma que foram observadas ao final dos ensaios expressivas concentrações. O 

acúmulo deste metabólito pode ser atribuído a uma limitação da ocorrência das vias 
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metilotróficas dependentes de hidrogênio, em razão da competição por substrato com vias 

hidrogenotróficas (Feldewert et al., 2020).  

7.3.3 Ensaios de validação dos modelos 

Os ajustes obtidos por meio do desenho experimental e pelo modelo de superfícies de 

respostas possibilitaram a obtenção de uma condição otimizada para o potencial máximo (P) 

de produção de CH4 (V-1), com a velocidade máxima de produção (Rm) de CH4 (V-2), e com 

a remoção de matéria orgânica solúvel (rDQO) (V-3).  

A desejabilidade (D) que é um parâmetro importante para avaliar se as condições 

simultâneas de otimização são aceitáveis (1) ou não (0), foi de 0,835 para o ensaio V-2 e de 

0,762 para V-3, portanto, tais condições atendem a este critério, sendo válidas para explicar 

com boa cobertura o comportamento das respostas avaliadas. 

O ensaio de validação para otimização do potencial máximo de produção (V-1) 

resultou em 6549,65 mLCH4.L
-1

, com cinética caracterizada por dois platôs de produção 

(Figura 7.8), e longa duração do processo (aproximadamente 830 horas), assim como 

observado para alguns dos ensaios do planejamento experimental. Na condição experimental 

foram fixadas as variáveis em 99,3% de CRF, e razão de 0,58 gNaHCO3.gDQO.L
-1

 (Tabela 

7.9). A produção obtida é muito próxima aquela observada em M-6 (6320,6 mLCH4.L
-1

), 

ensaio com o maior P do planejamento experimental. Esta semelhança está associada ao fato 

de que a variável concentração inicial de substrato (%CRF) foi realizada com valores muito 

semelhantes para M-6 (100% de CRF) e V-1 (99,3% de CRF), a qual resultou em maior efeito 

na resposta avaliada (P). 

O ensaio de validação para otimização simultânea do P e Rm (V-2) resultou em 

5876,27 mLCH4.L
-1

 e 23,83 mLCH4. h
-1

.L
-1

, respectivamente. Destaca-se a modificação no 

comportamento cinético da produção com iminente desaparecimento da distinção de dois 

platôs de produção, reduzindo o período de estagnação da produção durante o ensaio V-2 

(Figura 7.8), e também do tempo de duração total que foi de cerca de 710 horas. Elevada Rm 

foi identificada no período caracterizado como primeira fase, com relevante produção 

acumulada neste período (25,9% do total). A condição experimental teve fixadas as variáveis 

em 83,9% de CRF, e razão de 0,35 gNaHCO3.gDQO.L
-1

 (Tabela 7.9).  
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Tabela 7.9. Condições experimentais e principais respostas, para os ensaios de validação das 

condições otimizadas metanogênicas. 

Condições Experimentais 

Variáveis V-1 V-2 V-3 

Otimização P P + Rm P + rDQOS 

Diluição CRF (%) 99,3 83,9 72,3 

gNaHCO3.gDQO
-1

 0,58 0,35 0,30 

Desejabilidade 0,934 0,835 0,762 

Parâmetros dos ensaios de validação das respostas otimizadas pelo modelo  

 V-1 V-2 V-3 

P (mL.L
-1

) 726,1
a 
| 6549,7

b
 1521,4

a
 | 5876,3

b
 5403,4 

Rm (mL.L
-1

.h
-1

) 9,6
a 
| 37,7

b
 19,6

a
 | 23,8

b
 25,8 

λ (h) 2,6
a
 | 217,8

b
 0,4

a
 | 131,9

b
 10,5 

%CH4 70,0% 68,6% 67,2% 

pH 
inicial 7,56 7,53 7,52 

Final 7,67 7,35 7,38 

AI/AP 
inicial 0,53 0,68 0,74 

final 0,02 0,03 0,04 

rDQO 87,12% 82,44% 91,04% 

rFenóis 45,70% 20,12% 59,69% 

rSTV 58,6 62,0% 53,3% 
a
parâmetros ao final do primeiro platô de produção de CH4; 

b
parâmetros ao final do segundo platô de produção 

de CH4. 

 

Figura 7.8. Produção acumulada de CH4 com ajuste de Gompertz modificado, para os ensaios 

de validação das condições de otimização. 
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 A remoção da matéria orgânica (rDQO) (ensaio V-3) está correlacionada à produção 

de metano (P) e pode ser entendida como um indicador de eficiência do processo em termos 

de uso do carbono (Kumar and Lin, 2013). A condição de realização do ensaio foi com 72,3% 

de CRF, e 0,30 gNaHCO3.gDQO.L
-1

 (Tabela 7.9), obtendo-se P de 5403,41 mLCH4.L
-1

 

(Figura 7.8), e 91,04% de rDQOS, o que representou 530,22 mLCH4.gDQOS
-1

. Para tal 

condição otimizada não se observou estagnação na produção durante o processo, havendo 

única e acentuada exponencial de produção de metano, com redução do tempo total de ensaio, 

para aproximadamente 500 horas. 

Nas condições otimizadas de V-1 e V-2, as quais foram conduzidas com menor 

diluição do conteúdo do reator fermentativo (99,3% de CRF e 83,9% de CRF, 

respectivamente), observou-se um pico da concentração de matéria orgânica solúvel e 

diminuição de pH no início dos ensaios (Figura 7.9). Devido ao ajuste na alcalinização do 

processo (razão de gNaHCO3/gDQO) a diminuição do pH operacional não foi tão acentuada, 

sendo mantida em faixa favorável ao processo (acima de 6,0).  

 

Figura 7.9. Variação temporal para pH operacional e concentração de matéria orgânica para 

os ensaios de validação das condições otimizadas. 

Nos ensaios V-1, V-2 e V-3, observou-se aumento das concentrações de HAc, HBu e 

HPr no início até determinado ponto intermediário dos ensaios, verificando que a remoção de 
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HBu e HPr passou a ocorrer expressivamente somente quando concentrações reduzidas de 

HAc foram verificadas nos reatores. O perfil observado para estes metabólitos é coerente ao 

previsto pela termodinâmica desfavorável das reações acetogênicas, não ocorrendo conversão 

quando há elevada concentração de produto (HAc) no meio (Angelidaki et al., 2011).  

Ao final dos ensaios V-2 e V-3 não se observou acúmulo significativo de nenhum 

metabólito (Figura 7.10), sendo o metanol todo consumido principalmente no período final do 

processo. Todavia, na condição de validação V-1 houve elevada produção e acúmulo de 

metanol no período final do ensaio, de forma que tal metabólito não foi consumido no 

processo, supondo o não favorecimento de vias metilotróficas. 

 

Figura 7.10. Perfil de metabólitos solúveis ao longo dos ensaios de validação das condições 

otimizadas. 

 A produção de metano obtida com resíduos de citros é superior àquela observada em 

outros estudos nos quais não foram aplicados pré-tratamentos térmicos ou químicos (Camargo 

et al., 2021b; Forgács et al., 2012; Wikandari et al., 2015). Em outros estudos foram 

observadas maiores produções de metano, entretanto para isso foram aplicados aos resíduos 
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de citros pré-tratamentos energeticamente intensivos, tais como destilação a vapor ou 

explosão vapor, ou ainda ambientalmente inviáveis como a utilização de solventes. Neste 

contexto, vale destacar que a separação do processo em dois estágios como proposto permitiu 

atingir elevada produção de metano, aplicando concentração de matéria orgânica superior 

àquela utilizada em sistemas de único estágio (Tabela 7.10). 

Tabela 7.10. Análise comparativa da produção otimizada de CH4 com resíduos da 

agroindústria de citros. 

Substrato Pré-tratamento Produção de CH4 Referência 

Efluente da fermentação de 

resíduos sólidos e água 

residuária de citros para 

produção de hidrogênio 

Moagem dos resíduos 

sólidos 

308,2
a 

mLCH4.g
-1

STVRSL 

Presente estudo 
327,3

b
 

mLCH4. g
-1

STVRSL 

349,2
c 

mLCH4. g
-1

STVRSL 

Efluente da fermentação de 

resíduos sólidos de citros 

Moagem dos resíduos 

sólidos 

187,4  

mLCH4.g
-1

STVRSL 

(Camargo et 

al., 2021b) 

Resíduos sólidos de laranjas 

(cascas) 
Destilação Vapor 

332,0 

mLCH4.g
-1

SV 

(Martín et al., 

2010) 

Mistura de resíduos de citros 

com resíduos sólidos 

municipais 

Não aplicado 
102,0 

mLCH4.g
-1

SV (Forgács et al., 

2012) 
Explosão vapor 

537,0 

mLCH4.g
-1

SV 

Resíduos sólidos de laranjas 

(cascas) 

Não aplicado 
131,0 

mLCH4.g
-1

SV (Wikandari et 

al., 2015) 
Solvente (hexano) 

217,0 

mLCH4.g
-1

SV 

Resíduos sólidos de laranjas 

(cascas) 

Tratamento Biológico 
340,0 

mLCH4.g
-1

SV 

(Ruiz et al., 

2016) 
Destilação a vapor 

470,0 

mLCH4.g
-1

SV 

Extração líquido-

líquido 

440,0 

mLCH4.g
-1

SV 
a
: condição otimizada V-1;

 b: condição otimizada V-2; 
c
: condição otimizada V-3. 

7.3.4 Caracterização Microbiana  

Realizou-se a caracterização taxonômica da comunidade microbiana das amostras dos 

ensaios de validação das condições otimizadas V-1 (99,3% de CRF, e 0,58  

gNaHCO3.gDQO
-1

), V-2 (83,9% de CRF, e 0,35 gNaHCO3.gDQO
-1

), e V-3 (72,3% de CRF, e 

0,30 gNaHCO3.gDQO
-1

). A comparação entre as amostras destes ensaios possibilitou avaliar 

a relação entre a observação sistemática de diferenças nas principais respostas do processo, e 
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a composição da comunidade microbiana em termos de abundância relativa dos grupos 

identificados.  

Para a amostra do ensaio V-1, V-2 e V-3 obteve-se 26.433, 22.335 e 25.894 

sequências do gene RNAr 16S, além de 151 ASV, 220 ASV e 224 ASV (Amplicon Sequence 

Variant), respectivamente.  

A partir do índice de Shannon-Wiener, verificou-se menor diversidade no ensaio da 

condição otimizada V-1 para o Domínio Bacteria (3,59), quando comparada aos demais, 

sendo o ensaio V-3 aquele com maior diversidade (4,54) (Tabela 7.11). Entretanto, para o 

Domínio Archaea identificou-se diversidade em V-3 (1,71) pouco superior a V-1 e V-2, cuja 

diversidade foi de 1,67. Em relação a V-3 observou-se dominância (0,981) superior à 

verificada para V-2 (0,955) e V-1 (0,894) para o Dominio Bacteria, com base no índice de 

Simpson. Todavia, para o Domínio Archaea maior dominância foi verificada em V-1 (0,789). 

Tais diferenças na diversidade e dominância das comunidades microbianas decorrem do 

ajuste das variáveis no intuito de estabelecer condições otimizadas com foco em diferentes 

respostas (P, Rm e rDQO). Nas três amostras foram identificados microrganismos 

pertencentes ao domínio Bacteria e Archaea, com maior abundância relativa para o domínio 

Bacteria.  

Tabela 7.11. Índices ecológicos do Domínio Archaea e Bacteria. 

Índice 
Archaea Bacteria 

V-1 V-2 V-3 V-1 V-2 V-3 

 Shannon 1,71 1,67 1,67 3,59 4,20 4,54 

Simpson 0,789 0,769 0,770 0,894 0,955 0,981 

Os filos identificados em maior abundância relativa para o Domínio Bacteria no ensaio 

V-1 foram Firmicutes (45,0%), Thermotogota (36,0%) e Bacteroidota (6,7%). No ensaio V-2 

foram Firmicutes (47,5%), Thermotogota (22,6%), e Bacteroidota (11,2%). Enquanto, para V-

3 os principais filos identificados foram Firmicutes (36,6%), Bacteroidota (25,7%), 

Thermotogota (8,4%), Desulfobacterota (6,7%) e Synergistota (4,9%). Em relação ao domínio 

Archaea os filos em maior abundância foram Halobacterota (79,3%), e Thermoplasmatota 

(18,4%) para V-1. No ensaio V-2 foram identificados Halobacterota (85,2%), e Euryarchaeota 

(10,3%), e em V-3 Halobacterota (74,3%), Thermoplasmatota (9,4%) e Euryarchaeota 

(13,2%).  
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Em relação ao Domínio Bacteria identificou-se para V-1 e V-2 representantes da 

família Petrotogaceae, com abundância relativa de 35,4% e 22,1%, respectivamente. Em V-1 

foram identificadas as famílias Lachnospiraceae (9,2%), Hungateiclostridiaceae (4,2%), 

Clostridiaceae (4,0%), Syntrophomonadaceae (3,9%), Oscillospiraceae (3,8%) e 

Synergistaceae (3,5%) também foram identificadas com. Para V-2 as famílias 

Lachnospiraceae (6,5%), Limnochordia (5,5%), Syntrophomonadaceae (5,2%), 

Hungateiclostridiaceae (4,4%), Oscillospiraceae (4,3%) e Ruminococcaceae (3,1%), também 

foram identificadas em maior abundância relativa. Em relação ao ensaio V-3 não se 

identificou única família com destacada abundância relativa comparada as demais, sendo 

observadas Syntrophomonadaceae (8,2%), Petrotogaceae (7,6%), Tannerellaceae (6,8%), 

Dysgonomonadaceae (5,7%), Synergistaceae (4,9%), Bacteroidaceae (4,6%), 

Lachnospiraceae (3,9%), Hungateiclostridiaceae (3,8%), Spirochaetaceae (3,7%), 

Ruminococcaceae (3,7%), e Anaerolineaceae (3,2%). 

Para o domínio Archaea as famílias Methanoregulaceae (61,2%), 

Methanomassiliicoccaceae (18,4%) e Methanomicrobiaceae (18,2%) foram abundantes no 

ensaio V-1. No ensaio V-2 identificou-se com maior abundância as famílias 

Methanoregulaceae (57,9%), Methanosaetaceae (14,8%), e Methanosarcinaceae (12,5%). Já 

para V-3 as famílias com maior abundância foram Methanoregulaceae (61,3%), 

Methanosaetaceae (13,0%), Methanomassiliicoccaceae (8,7%) e Methanobacteriaceae (8,7%). 

As principais diferenças observadas entre as abundâncias relativas das principais 

famílias de microrganismos presentes nos ensaios foram as seguintes: a redução significativa 

da abundância da família Petrotogaceae no ensaio V-3; aumento da abundância da família 

Methanosaetaceae em V-2 e V-3 comparado a V-1, com redução da abundância das famílias 

Methanomassiliicoccaceae e Methanomicrobiaceae. 

Em relação aos gêneros, alguns grupos pertencentes ao Domínio Bacteria não foram 

identificados em nível de gênero, prevalecendo a classificação da família na qual tal grupo 

pertence. Nos três ensaios avaliados, o gênero identificado como AUTHM297, pertencente à 

família Petrotogaceae foi aquele com maior abundância relativa, sendo 35,4% em V-1, 22,1% 

em V-2 e 7,6% em V-3 (Figura 7.11a). Para V-1 microrganismos não identificados a nível de 

gênero, pertencentes as famílias Lachnospiraceae, Hungateiclostridiaceae também foram 

observados em abundância relativa > 4,0%, além de grupos pertencentes ao gênero Oxobater 

(3,0%). Para V-2 os gêneros Hydrogenispora (4,6%) e Syntrophomonas (3,2%) foram 
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observados com relevante abundância relativa, ademais gêneros não identificados 

pertencentes às famílias Lachnospiraceae, Hungateiclostridiaceae foram identificados com 

abundância próxima a 3,0%. Em relação ao ensaio V-3 foram identificadas representantes 

pertencentes a Macellibacteroides (6,8%), Syntrophomonas (6,5%), Bacteroides (4,6%), e 

gêneros não identificados pertencentes às famílias Dysgonomonadaceae (4,6%), e 

Synergistaceae (3,4%). As principais diferenças na estrutura da comunidade microbiana 

foram observadas entre o ensaio V-3 em relação aos ensaios V-1 e V-2. Para V-3 identificou-

se diminuição da abundância relativa de AUTHM297, associada ao aumento de 

Macellibacteroides, Syntrophomonas e Bacteroides. 

Microrganismos semelhantes a AUTHM297, e identificados em V-1 e V-2, têm sido 

frequentemente observados em reatores aplicados à digestão anaeróbia de efluentes com 

presença de sólidos orgânicos (Ahmad et al., 2018; Xu et al., 2020). Como discutido por Liu 

et al. (2020), tal grupo tem metabolismo especializado que lhe permite se desenvolver em 

ambientes com matéria orgânica biodegradável. Mou et al. (2022) associou a elevada 

abundância observada para este gênero à maior eficiência de hidrólise em reatores UASB, que 

resultou em maior conteúdo de matéria orgânica degradada. No presente estudo, constatou-se 

efetiva hidrólise dos resíduos sólidos dos ensaios metanogênicos, sendo mais efetiva nas 

condições com maior concentração de sólidos, tal como em V-1 e V-2, fato que pode estar 

associado a observação de maior abundância destes microrganismos nestes ensaios. 

Microrganismos pertencentes ao gênero não cultivado pertencente à família 

Lachnospiraceae, também foram identificados com razoável abundância relativa nos ensaios 

V-1 e V-2. Muito gêneros pertencentes a família Lachnospiraceae fermentam diversos 

açúcares, em ácido acético, succínico, láctico, etanol, e contribuem na acidogênese em 

sistemas com alto teor de sólidos (Han et al., 2017). Tais grupos também podem degradar 

compostos recalcitrantes, como celulose e hemicelulose em AOVs (Wang et al., 2017). A 

correlação reportada entre este grupo de microrganismos e o alto teor de sólidos em reatores, 

combinada a sua comprovada capacidade hidrolítica, é provável terem sido determinantes 

para maior abundância em V-1 e V-2, visto que nestes ensaios maior concentração inicial de 

STV foi observada em razão da menor diluição do efluente fermentativo, além do fato de que 

para estes ensaios, maior remoção de sólidos foi verificada, indicando importante atividade 

hidrolítica no processo. 
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Figura 7.11. Abundância relative dos gêneros para os Domínios (a) Archaea, e (b) Bacteria, 

para os ensaios V-1,  V-2, e V-3. 

(a) 

(b) 
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No ensaio V-2 foi observado abundância relativa maior de Hydrogenispora, em 

relação aos outros ensaios. Tal gênero está associado à fermentação de açúcares em ácido 

acético, etanol e H2 (Kang et al., 2021). Em estudo de degradação anaeróbia de palha em 

reatores batelada, Prem et al. (2019) associaram a significativa abundância de 

Hydrogenispora ao fornecimento a longo prazo de ácido acético. Elevada abundância de tal 

gênero têm sido reportada em outros estudos relacionados à digestão anaeróbia de resíduos de 

citros (Zhang et al., 2022), assim como, em outros substratos lignocelulósicos  (Gomes et al., 

2021; Kang et al., 2021).  

Nos três ensaios um gênero não cultivado pertencente à família Hungateiclostridiaceae 

foi identificado, tal família é pertencente ao filo Firmicutes e alguns gêneros têm sido 

isolados, estando associados à hidrólise, com capacidade de produzirem enzimas celulolíticas 

e xilanolíticas (Dobrzynski et al., 2021). Nos ensaios do presente estudo, principalmente para 

V-2, é provável que microrganismos destes gêneros foram fundamentais no processo de 

disponibilização dos carboidratos da matriz lignocelulósica dos resíduos de citros, assim 

como na conversão a produtos metabólicos, tal como ácido acético e H2, de forma 

fundamental para o desenvolvimento do processo metanogênico.  

Outros grupos acidogênicos, também foram identificados nos ensaios com razoável 

abundância, tais como os gêneros Bacteroides, Macellibacteroides, e não cultivado 

pertencente à família Dysgonomonadaceae. Bacteroides é um importante grupo fermentativo 

mesofílico associado ao catabolismo de açúcares, cujos principais produtos são os ácidos 

propiônico, acético, láctico, fórmico, succínico e fumárico (Lu et al., 2012), sendo comumente 

identificados em reatores aplicados ao tratamento de águas residuárias (Wang et al., 2016). 

Bactérias fermentativas semelhantes a Macellibacteroides tem como principais subprodutos 

metabólicos os ácidos láctico, acético e butírico, com crescimento ótimo em pH entre 6,5 e 

7,5 (Jabari et al., 2012). Zhao et al. (2022) identificaram elevada abundância deste gênero em 

ensaios de co-digestão de dejetos de aves, com Enteromorpha e aparas de grama. 

Microrganismos pertencentes à família Dysgonomonadaceae incluem espécies com 

capacidade hidrolítica, que degradam polissacarídeos recalcitrantes liberando oligossacarídeos 

e monossacarídeos, e capazes de converte-los em AOVs (Owusu-agyeman et al., 2022), e têm 

sido reportados de forma recorrente em reatores anaeróbios com resíduos lignocelulósicos 

(Schroeder and Logroño, 2022), tal como nos ensaios do presente estudo.  
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Em relação à família Anaerolineaceae, destaca-se sua relação com a biodegradação de 

de compostos fenólicos em reatores anaeróbios (Si et al., 2018). A maior remoção de fenóis 

totais (59%) observada no ensaio V-3 pode estar associada à maior abundância deste gênero, 

quando comparada aos ensaios V-1 e V-2, nos quais a remoção foi de apenas 45,7% e 20,1%, 

respectivamente. 

Oxobacter, Syntrophomonas, e gênero não cultivado pertencente a família 

Synergistaceae, caracterizam-se como grupos acetogênicos, fundamentais para estabelecer o 

processo metanogênico com elevada eficiência. Microrganismos semelhantes a Oxobacter 

não obtém energia a partir da degradação de açúcares, possuindo uma natureza acetogênica 

autotrófica (Bengelsdorf et al., 2015), e obtém energia principalmente catabolizando ácido 

pirúvico em ácido acético, ou ainda monóxido de carbono em ácido acético e butírico. Tal 

gênero é proximamente relacionado a Acetobacterium woodii (Krumholz e Bryant, 1985), 

sendo identificado em elevada abundância em estudos de digestão anaeróbia de resíduos 

lignocelulósicos (Ndubuisi-nnaji et al., 2020).  Syntrophomonas são capazes de degradar 

sintroficamente, tanto ácido butírico, como propiônico em acético (Bonugli‑Santos et al., 

2022). Kushkevych et al. (2019) investigaram microrganismos acetogênicos em reatores para 

produção de biogás a partir de variados substratos lignocelulósicos e dejetos animais. 

Syntrophomonas foi identificado em todos os digestores avaliados, sendo o grupo de 

microrganismos acetogênicos mais abundante na maior parte deles, confirmando a 

importância deste grupo no processo metanogênico.  

A identificação destes e outros grupos acetogênicos representou abundância relativa 

superior a 10%, e suas funções metabólicas foram fundamentais para evitar o acúmulo de 

metabólitos intermediários, que poderiam prejudicar a eficiência do processo metanogênico. 

Como discutido por Anukam et al. (2019) para sucesso do processo metanogênico evitando 

acúmulo de AOVs a interação de microrganismos acetogênicos e metanogênicos é 

fundamental. O estágio acetogênico tem impacto na eficiência da produção de biogás, já que 

70% do metano são formados através da redução do ácido acético, sendo em média 25% dele 

formado via acetogênese (Schink, 1997). Tais grupos foram mais abundantes no ensaio V-3, 

sendo provável que esta maior abundância esteja relacionada à menor concentração inicial de 

substrato sólido, em comparação a V-1 e V-2, resultando em menor atividade e abundância de 

grupos hidrolíticos e acidogênicos.  
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 Para o domínio Archaea sete gêneros foram identificados em maior abundância 

relativa nos ensaios, sendo eles Methanoregula, Methanolinea, Methanomassiliicoccus, 

Methanofollis, Methanosaeta, Methanosarcina e Methanobacterium, como pode ser 

visualizado na Figura 7.11b. No ensaio V-1 verificou-se abundância de 41,5% para 

Methanoregula, 19,7% para Methanolinea, 18,4% para Methanomassiliicoccus, e 18,2% para 

Methanofollis. Em V-2 as maiores abundâncias relativas identificadas foram para 

Methanolinea (38,0%) Methanoregula (19,9%), Methanosaeta (14,8%), Methanosarcina 

(12,5%), e Methanobacterium (6,7%). Já para V-3 Methanolinea (40,9%), 

Methanoregula,(20,4%), Methanosaeta (13,0%), Methanomassiliicoccus (8,7%), e 

Methanobacterium (8,7%). De forma geral verificou-se que representantes semelhantes a 

Methanolinea foram significativamente predominantes nos ensaios V-2 e V-3, enquanto em 

V-1 a predominância foi de Methanoregula.  

 Microrganismos metanogênicos semelhantes Methanoregula são bem reconhecidos 

como hidrogenotróficos, capazes de reduzir CO2 a CH4, utilizando H2 como doador de 

elétrons (Zinder e Bräuer, 2016), e incluem espécies ácido-tolerantes (Yashiro et al., 2011). A 

maior abundância deste gênero no ensaio V-1 é provável estar associada a maior redução do 

pH operacional durante maior período do ensaio, sendo este o parâmetro que exerceu maior 

pressão seletiva para predominância deste gênero. Methanolinea também é reconhecido como 

hidrogenotrófico, mas tem seu crescimento ótimo em pH 7,0 (Imachi e Sakai, 2016), ao 

contrário do observado para Methanoregula. Tal gênero foi mais abundante nos ensaios V-2 e 

V-3, provavelmente porque não houve alteração acentuada de pH.  

 Apesar do H2 ser juntamente ao HAc um dos produtos das reações acetogênicas 

identificadas nos ensaios, sendo produzidos 2 mols H2 por mol de HBu consumido, e 3 mols 

de H2 por mol de HPr consumido, além da provável produção de H2 resultante da conversão 

dos carboidratos solubilizados dos resíduos sólidos, destaca-se que não foi detectado 

hidrogênio na composição do biogás ao longo dos ensaios. Sendo assim, reforça-se a 

importância da via metanogênica hidrogenotrófica em V-1, V-2 e V-3, reduzindo CO2 a 

metano utilizando H2 como doador de elétrons (Demirel e Scherer, 2008). Destaca-se também 

que, mesmo com a separação de fases, com recuperação de hidrogênio separadamente no 

primeiro estágio, a metanogênese hidrogenotrófica foi predominante para a produção de 

metano. 
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Methanofollis foi identificado em maior abundância no ensaio V-1 do que nos ensaios 

V-2 e V-3. Tais microrganismos caracterizam-se como metanogênicos hidrogenotróficos 

halotolerantes, com capacidade de metabolizar ampla faixa de substratos, tais como H2 + CO2, 

2-propanol + CO2, butanol + CO2, ciclopentanol + CO2. Todavia, não utilizam ácido acético, 

metanol ou etanol (Obata et al., 2020). É provável que a maior concentração resultante da 

menor diluição do conteúdo do reator fermentativo e também da maior razão  

gNaHCO3.g
-1

DQO em V-1, tenha favorecido maior abundância de tal gênero com 

características halotolerantes neste ensaio. 

 A metanogênese metilotrófica também ocorreu de forma importante, principalmente 

nos ensaios V-2 e V-3, considerando a característica metabólica de alguns dos gêneros de 

arqueias identificadas (Methanomassiliicoccus, Candidatus Methanomethylicus, Candidatus 

Methanofastidiosum) e perfil de concentração do metanol ao longo dos ensaios. Em tal via há 

produção de 3 mols de CH4 e um mol de CO2 a cada 4 mols de metanol consumidos, o que 

representa rendimento de 75% de CH4 (Laloui-carpentier et al., 2006). Todavia, para 

metanogênese metilotrófica dependente de hidrogênio, há produção de um mol de CH4 por 

mol de metanol e H2 consumidos. Vale destacar que tais reações são termodinamicamente 

favoráveis (ΔG° -104,9 e -113,0 kJ/mol CH4, respectivamente) favorecendo sua ocorrência na 

disponibilidade dos substratos (Kurth et al., 2020; Laloui-carpentier et al., 2006). 

Methanomassiliicoccus foram identificados em maior abundância no ensaio V-1 do 

que nos ensaios V-2 e V-3, tal grupo caracteriza-se como metanogênico metilotrófico 

dependente de H2. Tais microrganismos não expressam em seu metabolismo parte da via 

metanogênica na qual os grupos metil ligados ao cofator são oxidados a dióxido de carbono, 

sendo portanto incapazes da metanogênese a partir de apenas compostos metilados (Dridi et 

al., 2012; Kurth et al., 2020). A elevada abundância de grupos hidrogenotróficos neste ensaio 

como Methanofollis, Methanoregula e Methanolinea é provável ter estabelecido uma 

competição pelo doador de elétrons (H2), reduzindo a atividade da via metilotrófica 

dependente de H2. Portanto, as vias hidrogenotróficas foram muito importantes na produção 

de metano no ensaio V-1, suprimindo a atividade metabólica metilotrófica através do 

estabelecimento de competição por H2.  

Candidatus Methanomethylicus são caracterizados pelo metabolismo metanogênico 

metilotrófico (Vanwonterghem et al., 2016), e foram verificados nas três condições de 

validação. Candidatus Methanofastidiosum identificado em V-2 e V-3, tem metabolismo 
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caracterizado pela utilização de ácido acético, e compostos metilados como fonte de carbono 

para produzir metano, e tem sido reportado em reatores anaeróbios mesofílicos (Zhang et al., 

2020), e pode ter contribuído para a metanogênese acetoclástica nestes ensaios. 

Methanobacterium também identificada em V-2 e V-3 tem como característica a redução de 

CO2 a metano, sendo H2 o principal doador de elétrons, mas com possibilidade de utilizar 

ácido fórmico, monóxido de carbono ou álcoois como doadores de elétrons (Boone, 2015). 

Microrganismos pertencentes aos gêneros Methanosaeta foram identificados em em 

abundância >10% nos ensaios V-2 e V-3, enquanto Methanosarcina somente foi identificada 

em V-2 em abundância >10%. Tais gêneros são caracterizados pelo metabolismo 

acetoclástico (Kampmann et al., 2012). A baixa velocidade específica de crescimento (𝜇𝑚𝑎𝑥) 

e o baixo coeficiente de saturação (Ks) de Methanosaeta favorece seu crescimento em baixas 

concentrações de ácido acético, enquanto em concentrações mais elevadas deste ácido 

promove o desenvolvimento de Methanosarcina (Abid et al., 2021). No ensaio V-2 foi 

observado, por meio do perfil temporal de metabólitos, a manutenção de concentração mais 

elevada de ácido acético por maior período; provavelmente, tal padrão pode estar associado à 

maior abundância de Methanosarcina nesta condição experimental. Com base nas 

abundâncias relativas destes gêneros sugere-se elevada importância da via acetoclástica nos 

ensaios V-2 e V-3.   

As informações metabólicas dos diferentes grupos de microrganismos identificados 

em maior abundância, e o perfil dos principais sub-produtos metabólicos (ácidos acético, 

butírico, propiônico, metano, hidrogênio, metano), foram utilizadas para inferência e 

delineamento de um padrão das vias metabólicas predominantes (Figura 7.12). Para os três 

ensaios destaca-se a importância da ocorrência de vias metabólicas acidogênicas associadas à 

produção de ácidos orgânicos, e hidrogênio, decorrente da disponibilização de carboidratos 

simples pelo processo de hidrólise do RSL que também foi notadamente importante ao longo 

do processo. As vias acetogênicas de conversão de HPr e HBu a HAc desenvolveram-se com 

dinâmicas distintas em V-1, V-2 e V-3, entretanto para todos eles, o processo acetogênico foi 

fundamental para a progressão satisfatória da metanogênese.  

A metanogênese acetoclástica foi importante na dinâmica do processo, evitando 

acúmulo de HAc nos reatores, no mesmo sentido destaca-se a via hidrogenotrófica, que 

possibilitou o consumo de H2, produzido tanto na acidogênese como acetogênese, mantendo 

baixas as pressões de H2 e elevando o rendimento de metano (Demirel e Scherer, 2008). A 
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ocorrência da via metanogênica metilotrófica foi observada em maior importância para V-2 e 

V-3, havendo elevado consumo do metanol ao longo do processo, todavia, para V-1 não 

houve relevante ocorrência de tal via, sendo observado acúmulo de metanol ao final do 

ensaio. 

As inferências funcionais e os KO (KEGG Orthology) relacionados a principais vias 

metabólicas identificadas nos ensaios estão apresentadas na Figura 7.13. Com base no número 

de correspondência para cada KO observou-se para o metabolismo de carboidratos as 

principais categorias observadas em V-1, V-2 e V-3, as quais foram relacionadas ao 

metabolismo de glicólise/gliconeogênese (1,42%, 1,43% e 1,44%), metabolismo do piruvato 

(1,25%, 1,23% e 1,19%), de produção de H2 (0,39%, 0,38% e 0,35%), metabolismos do 

butanoato, propanoato e metanol (0,83%, 0,83% e 0,79%), e metanogênese (0,21%, 0,24% e 

0,27%). 

Dentre as KO preditas associadas à metanogênese (Figura 7.12), maior proporção foi 

observada para K01895 acetil-CoA sintetase [EC:6.2.1.1], enzima que atua na reação de 

conversão de ácido acético em acetil-CoA, sendo de fundamental importância para o 

metabolismo acetoclástico (Camargo et al., 2021b). A maior abundância de KO observados 

foram associados à via acetoclástica, e as principais enzimas inferidas foram a acetil-CoA 

decarbonilase/sintase (K00193 [EC:2.3.1.169] e K00197 [EC:2.1.1.145]) associadas à síntese 

de CH3-CO(III)FeSP e na formação de 5-Metil-H4SPT, e a tetra-hidrometanopterina S-

metiltransferase (K00577 [EC:2.1.1.86]) que catalisa a reação de formação de Metil-CoM. 

Para a via metanogênica hidrogenotrófica as principais KO observadas foram das enzimas 

hidrogenase redutora de F420 (K00440 [EC: 1.12.98.1]) que catalisa a redução da coenzima 

F420 dependente da utilização de H2 como doador de elétrons, 

metilenotetrahidrometanopterina desidrogenase (K01499 [EC: 3.5.4.27]) envolvida na reação 

de formação de N
5
-metil-THMPT.  
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Figura 7.12. Principais KO inferidas relacionadas a produção de metano, para os ensaios V-1, 

V-2, e V-3. 

Na via metanogênica metilotrófica as KO observadas em maior abundância são 

relacionadas à formação de Metil-CoM a partir do metanol, sendo elas a K14080  enzima 

corrinoide específica de metanol metil-Co(III) [EC: 2.1.1.246] que atua na transferência de 

um grupo metil da proteína corrinóide (KEGG Pathway Database, 2022), e K04480 metanol 

cobalamina metiltransferase [EC: 2.1.1.90], enzima que catalisa a transferência de grupos 

metil do metanol para uma proteína corrinoide específica de metanol (MtaC), ambas as 

enzimas foram inferidas em maior proporção no ensaio V-3, quando comparado a V-1 e V-2, 

em razão da maior abundância relativa de grupos metilotróficos em V-3 comparado a V-2, e 

da menor importância de tal via em V-3 considerando o acúmulo de metanol observado ao 

final do ensaio. 
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Figura 7.13. Vias de conversão de resíduos de citros em subprodutos (H2, AOVs e CH4) para 

as condições otimizadas V-1, V-2 e V-3. A cor das setas indicam as etapas de conversão do 

substrato, e os microrganismos associados a cada estapa estão identificados pelos símbolos 

(▲■●★). 

7.3.5 Avaliação de balanço energético e econômico 

 O potencial energético (PECH4) do segundo estágio do processo de co-digestão 

anaeróbia de resíduos sólidos e água residuária do processamento de citros foi baseado na 

produção volumétrica de metano obtida experimentalmente nas condições de validação V-1, 

V-2 e V-3. A quantificação do conteúdo de energia disponível na forma de eletricidade e calor 

a partir da conversão deste potencial energético foi realizada baseada na utilização do metano 
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em um ciclo de cogeração (CHP), de forma que o potencial de recuperação energética foi 

diferenciado nos componentes de geração elétrica (PGECH4) e térmica (PGCCH4). 

Os PECH4 obtidos foram de 9,2 MJ.kg
-1

 RSL para V-1, 9,7 MJ.kg
-1

 RSL em V-2, e de 

10,4 MJ.kg
-1

 RSL em V-3 (Figura 7.14). O poder calorífico inferior dos resíduos sólidos de 

citros é estimado ser de 16,97 MJ.kg
-1

 (Tamelová et al., 2018),  e para águas residuárias Korth 

et al. (Korth et al., 2017) reportaram um conteúdo energético médio de 13,0 kJ.g
-1

 DQO, desta 

forma levando em consideração as condições experimentais (concentrações de RSL e de 

ARL) dos ensaios V-1, V-2 e V-3, estima-se que a produção de metano obtida possibilitou 

uma recuperação de 49,0%, 52,0% e 55,5%, respectivamente, do conteúdo energético contido 

nos substratos. 

 

Figura 7.14. Potencial Energético (PECH4), Potencial de Geração de Eletricidade (PGECH4), e 

Potencial de Geração de Calor (PGCCH4) para as condições experimentais dos ensaios V-1, V-

2 e V-3. 

Para a condição V-1 o PGECH4 foi de 1,09 MWh.t
-1

 RSL e o PGCCH4 de 1,07 MWh.t
-1

 

RSL (total de 2,16 MWh.t
-1

 RSL), para V-2 o PGECH4 foi de 1,16 MWh.t
-1

 RSL e o PGCCH4 

de 1,14 MWh.t
-1

 RSL (total de 2,30 MWh.t
-1

 RSL), enquanto para V-3 obteve-se um PGECH4 

de 1,24 MWh.t
-1

 RSL e PGCCH4 de 1,21 MWh.t
-1

 RSL (total de 2,45 MWh.t
-1

 RSL) (Figura 

7.14). Observa-se que as diferentes condições avaliadas para o segundo estágio do processo 

resultam em diferenças na recuperação energética obtida; para V-3 a recuperação energética 

foi 13,3% superior a V-1 e 6,7% superior a V-2, enquanto que para V-2 foi 6,2% superior a 

V-1. 
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Em modelo de economia circular a ideia é realizar o aproveitamento da energia gerada 

a partir da co-digestão dos resíduos em processos com demanda dentro da própria indústria. 

No contexto das indústrias de processamento de citros para produção de suco há demandas, 

tanto de eletricidade, como de calor, nos processos de extração, pasteurização, resfriamento, 

concentração e refrigeração do suco, assim como na centrifugação da emulsão de água e óleo 

para obtenção de óleos essenciais (Beccali et al., 2010), e também para secagem dos resíduos 

de casca e bagaço (Knudsen et al., 2011). Com base nos dados de Galvagno et al. (2019) que 

analisaram as demandas de uma fábrica real de sucos, estima-se um consumo de 0,122 MWh 

de eletricidade e 0,531 MWh de calor por tonelada de frutas processadas. Para uma tonelada 

de frutas processadas há uma geração próxima de 0,12 toneladas de resíduos sólidos (cascas + 

bagaço) secos com umidade < 20%, tal como utilizado nos experimentos do presente estudo. 

Considerando esta geração de resíduos secos por tonelada de frutas processadas, os PGECH4 

obtidos no presente estudo poderiam suprir toda demanda de eletricidade relativa ao 

processamento, enquanto os PGCCH4 poderiam contribuir de 24,2% a 27,5% com a demanda 

de calor da planta de processamento. 

Em relação aos aspectos econômicos da recuperação energético dos resíduos de citros 

foi realizado um balanço simplificado com base nos ganhos relacionados à geração de 

eletricidade (US$ 92,51 por MWh (EPE, 2021)) e calor (US$ 102,25 por MWh, baseado na 

utilização do gás natural 22,4 US$.MMBtu
-1

 (MME - Ministério de Minas e Energia, 2022)), 

e nos custos relativos ao consumo de bicarbonato de sódio para alcalinização. Foi observado 

que para a condição experimental relativa ao ensaio V-3 obteve-se um lucro de 150,55  

US$.t
-1

 RSL, o maior dentre as condições avaliadas (Figura 7.15), decorrente principalmente 

de um menor consumo de alcalinizante (0,30 gNaHCO3.g
-1

DQO) que resultou em um custo 

de 43,6 US$.t
-1

 RSL, enquanto que para V-2 este custo foi de 49,85 US$.t
-1

 RSL de forma que 

o lucro calculado foi de 123,0 US$.t
-1

 RSL, e para V-1 o custo com alcalinização foi de 84,2 

US$.t
-1

 RSL impactando no lucro que foi estimado em apenas 40,5 US$.t
-1

 RSL. 
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Figura 7.15. Balanço econômico relativo a recuperação energética nos ensaios V-1, V-2 e V-

3, incluindo ganhos relativos ao PGECH4 e PGCCH4, e custos associados a alcalinização. 

7.4.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A condição ótima para produção acumulada de metano para o segundo estágio do 

processo de co-digestão de resíduos de citros foi 99,3% de conteúdo do reator fermentativo 

(CRF) e 0,58 gNaHCO3.g
-1

DQO, conduzindo a obtenção de 6549,7 mL.L
-1

, resultando em 

rendimento de 308,2 mLCH4.g
-1

STVRSL. A condição de otimização simultânea para P e 

rDQO, foi 72,3% de CRF, e 0,30 gNaHCO3.g
-1

DQO, sendo obtida produção de 5403,4  

mLCH4.L
-1

, entretanto, resultando em maior rendimento 349,2 mLCH4.g
-1

STVRSL.  

Para o ensaio da condição otimizada de produção acumulada de H2 observou-se 

elevada remoção de sólidos totais voláteis (STV) (58,6%), resultante da hidrólise dos resíduos 

sólidos de citros (RSL) ao longo do processo, sendo detectada elevada disponibilização de 

matéria orgânica solúvel, possibilitando que o rendimento alcançado fosse de 308,2  

mLCH4.g
-1

STVRSL.  

De forma geral as vias metabólicas acetogênicas de conversão dos ácidos butírico e 

propiônico a acético foram observadas com relevante importância para que o processo 

metanogênico ocorresse de forma satisfatória, sem a acumulação destes metabólitos 

intermediários. 

Para o ensaio de validação da condição de otimização do potencial de produção de 

hidrogênio foi verificado o acúmulo de metanol, com manutenção de concentração residual de 
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1053 mg.L
-1

 ao final do ensaio, sendo provável causa a supressão da atividade das vias 

metilotróficas dependentes de H2 devido a competição por H2 com as vias hidrogenotróficas.  

 Elevada abundância de microrganismos hidrolíticos e acidogênicos (AUTHM297, 

Lachnospiraceae, Hungateiclostridiaceae, Hydrogenispora) foi identificada nos ensaios, 

destacando a importância do processo de hidrólise dos resíduos sólidos de citros 

disponibilizando carboidratos simples para conversão à ácidos orgânicos, aumentando a 

eficiência do processo metanogênico. 

 De forma geral a ocorrência das vias metabólicas metanogênicas acetoclástica 

(Methanosarcina, Methanosaeta, Candidatus Methanofastidiosum), hidrogenotrófica 

(Methanoregula, Methanolinea, Methanobacterium), e metilotróficas 

(Methanomassiliicoccus, Candidatus Methanomethylicus, Methanofolis) foram observadas 

com base no perfil de metabólitos ao longo dos ensaios e na estrutura da comunidade 

microbiana. Considerando o sinergismo existente entre arqueias metanogênicas relacionadas a 

estas diferentes vias e bactérias acidogênicas e acetogênicas, no que se refere à relação entre 

produtos e substratos, o desenvolvimento destes três metabolismos foi fundamental para o 

processo de digestão dos resíduos de citros. 

Um potencial energético (PECH4) máximo de 10,4 MJ.kg
-1

RSL foi estimado com base 

na condição otimizada de produção de metano e remoção de matéria orgânica, representando 

recuperação de 55,5% do conteúdo energético dos substratos, com estimativa de potencial de 

geração de eletricidade de 1,24 MWh.t
-1

RSL, e potencial de geração de calor de 1,21 MWh.t
-1

 

RSL. 

Com base nos resultados obtidos é possível concluir que o sistema de dois estágios 

pode ser aplicado com sucesso para a co-digestão anaeróbia de resíduos da agroindústria de 

citros, permitindo maximizar a recuperação energética por meio da operação em condições 

otimizadas, tanto para produção de hidrogênio no primeiro estágio, como para produção de 

metano no segundo. Assim como possibilita elevada redução do conteúdo de sólidos e a 

obtenção de digestato com reduzida concentração de matéria orgânica solúvel. Maior 

investigação é necessária acerca da viabilidade do processo em sistemas contínuos em escala 

piloto e industrial, avaliando qual a melhor alternativa tecnológica em termos técnicos e 

econômicos.  
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Co-digestão de resíduos sólidos e líquidos da agroindústria de citros: 

Efeito do tempo de detenção hidráulica e carga orgânica volumétrica 

sobre a produção de H2 em reator de leito lixiviado em operação 

contínua 

Resumo: A aplicação do reator de leito lixiviado (RLL) é alternativa promissora para a 

digestão anaeróbia simultânea de resíduos sólidos e líquidos. O RLL foi operado de forma 

contínua em quatro fases distintas, a 37°C. Nas fases I e II (TDH de 36h) avaliou-se a 

influência do aumento da concentração de carboidratos (4,0 para 6,5 g.L
-1

, respectivamente) 

na produção de hidrogênio. Nas fases III e IV (6,5 gCHO.L
-1

) avaliou-se o efeito da redução 

do TDH (24h e 12h, respectivamente). Em TDH de 36h o aumento da concentração de 

carboidratos na alimentação do reator na fase II (6,5 gCHO.L
-1

) resultou em maior produção 

de hidrogênio (582,6 6 mLH2.d
-1

) comparada à fase I (38,9 mLH2.d
-1

) com 4,0 gCHO.L
-1

. 

Entretanto, máxima produção de hidrogênio foi observada em TDH de 24h na fase III 

(1128,0 mLH2.d
-1

) e 12h na fase IV (1609,9 mLH2.d
-1

). Todavia, em TDH de 12h (fase IV) 

ocorreu redução no rendimento de hidrogênio (80,4 mLH2.g
-1

CHO) em comparação ao TDH 

de 24h (104,9 mLH2.g
-1

CHO). Nas fases II e III observou-se elevada concentração de ácido 

capróico, 1,76 ± 0,94 g.L
-1

 e 1,93 ± 0,95 g.L
-1

, respectivamente. Enquanto, para a fase IV 

observou-se maior concentração de ácido butírico (1,64 ± 0,75 g.L
-1

) e etanol (0,82 ± 0,31 

g.L
-1

). Com base no metabolismo dos microrganismos identificados em maior abundância, 

como Lactobacillus, Caproicoproducens, Bifidobacterium, Olsenella e Solobacterium, 

inferiu-se sobre rotas de alongamento de cadeia na produção dos ácidos butírico e capróico, 

com produção de hidrogênio resultante da oxidação do ácido láctico.  

 

CAPÍTULO 8 



202 
 

 
 

8.1.Introdução 

 O contínuo aumento na demanda por energia tem impulsionado nas últimas décadas a 

busca por novos combustíveis e recursos energéticos. Associado a isso as emergentes 

preocupações em relação às mudanças climáticas decorrentes das emissões antrópicas de 

gases de efeito estufa impulsionam a necessidade de investimentos em energia renovável 

(Julio et al., 2022; Liao e Roc, 2020). Neste cenário o hidrogênio é tratado como um 

combustível promissor para geração de eletricidade e para propulsão veicular, em razão de 

sua combustão livre de carbono e sua elevada densidade energética específica (Rievaj et al., 

2019; Rocha et al., 2021; Yue et al., 2021).  

 A produção de H2 por meio da fermentação escura tem sido investigada com a 

utilização de ampla variedade de substratos (Bundhoo, 2019; Dahiya et al., 2021), tais como 

açúcares simples como glicose e sacarose (Han et al., 2011; Zhang et al., 2015), e com maior 

interesse empregando águas residuárias industriais (Fernandes et al., 2010; Fuess et al., 2016) 

e diferentes biomassas lignocelulósicas (Rabelo et al., 2018; Villa Montoya et al., 2020a). 

Neste contexto, os resíduos sólidos e águas residuárias da agroindústria de citros têm sido 

ainda discretamente avaliados como potenciais substratos para produção de H2 (Abd-Alla et 

al., 2018; Camargo et al., 2021a; Torquato et al., 2016; Mohan et al., 2009), apesar de seu alto 

teor de açúcares simples como glicose, frutose e sacarose, e também polissacarídeos como 

pectina, celulose e hemicelulose (Calabró et al., 2018; Forgács et al., 2012; Rosas-Mendoza et 

al., 2020). Destaca-se que a produção anual de citros é superior a 75 milhões de toneladas por 

ano, e que há geração de 500 – 600 kg de resíduos sólidos (cascas, bagaços, sementes) por 

tonelada de laranjas processadas (Calabrò e Panzera, 2018; FAO, 2019), e estima-se que seja 

gerada em média 0,80 – 1.25 m³ de água residuária a cada 1 tonelada de frutas processadas 

(Mendoza et al., 2018; Rosas-Mendoza et al., 2020). 

 Estudos com aplicação de configurações de reatores contínuos no intuito de investigar 

e otimizar o processo fermentativo para produção biológica de H2 a partir de resíduos da 

agroindústria de citros ainda são escassos. Avanços relacionados à identificação de melhores 

condições para obtenção de hidrogênio a partir de resíduos de citros têm sido 

predominantemente obtidos com o emprego de reatores em batelada. Por exemplo, Camargo 

et al. (2021a, 2019) avaliaram o efeito de pré-tratamentos nos resíduos sólidos de citrus e 

identificaram condições de pH e concentração de substrato ótimas para produção de H2. Abd-

Alla et al. (2018) avaliaram a remoção de limoneno, e a utilização de um hidrolisado dos 
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resíduos de citros como substrato nos ensaios fermentativos utilizando bactérias isoladas. O 

efeito da concentração de substrato também foi avaliado por Mohan et al. (2009) e Torquato 

et al. (2016), que empregaram extrato de cascas de laranja e água residuária do 

processamento, respectivamente.  

A digestão anaeróbia (AD) de resíduos sólidos impõe muitas limitações para aplicação 

de configurações de reatores usualmente utilizados com águas residuárias. Neste contexto, o 

reator de leito lixiviado (RLL) (Leach Bed Reactor – LBR) é uma alternativa promissora para 

a AD de resíduos com elevado teor de sólidos, superando alguns inconvenientes de reatores 

usualmente utilizados, como por exemplo o CSTR (Xiong et al., 2019). Nesta configuração 

tem-se como principais vantagens sua simples e econômica operação, dispensa a utilização de 

equipamentos de agitação, e a separação sólido-líquido pós-fermentação (Bayrakdar et al., 

2018; Demirer e Chen, 2008). Nesta configuração o substrato sólido é carregado no 

compartimento do reator, e a fase líquida aspergida sobre o leito sólido percolando através 

dele e atingindo o compartimento inferior de armazenamento do lixiviado. O lixiviado é 

recirculado, de forma contínua ou intermitente, do tanque inferior para o topo do reator, 

realizando ciclos de percolação através do leito de resíduos sólidos (Hussain et al., 2017; 

Riggio et al., 2017a). 

O reator de leito lixiviado (RLL) é  aplicado em estudos de digestão anaeróbia com 

diversos tipos de resíduos sólidos orgânicos. Xu et al. (2014) conduziram a digestão anaeróbia 

de resíduos de alimentos em reator de leito lixiviado operado em regime de batelada, e 

avaliaram práticas de recirculação contínua e intermitente do lixiviado, assim como diferentes 

razões sólido-líquido. A co-digestão de uma mistura de resíduos de cereais e cama de vaca foi 

avaliada por Riggio et al. (2017b) em um sistema com seis RLL operados em paralelo, 

investigando diferentes taxas de descarga de lixiviado, e otimização da degradação do 

substrato. A co-fermentação de fibra lignocelulósica de resíduos de dendê e dejetos de suínos 

foi conduzida em RLL operado em modo batelada por 60 dias por Saritpongteeraka et al. 

(2015). Sob tais condições, os autores identificaram que maiores intervalos entre as 

recirculações de lixiviado e maior proporção de dejetos de suínos proporcionaram aumento da 

hidrólise e produção de ácidos orgânicos voláteis (AOV). Lu et al. (2008) aplicaram um 

sistema de dois estágios para co-digestão de resíduos de flores e vegetais, empregando um 

RLL no primeiro estágio para potencializar a etapa de hidrólise, e identificaram que a 
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recirculação de uma fração do efluente do reator metanogênico permitiu potencializar a 

hidrólise do substrato neste sistema reacional. 

No presente estudo foi explorada a aplicação da configuração de reator de leito 

lixiviado em modo de operação contínuo para a co-fermentação de resíduos sólidos e líquidos 

da agroindústria de citros, avaliando-se o efeito da carga orgânica (COV) e do tempo de 

detenção hidráulica (TDH) na produção de hidrogênio e AOV. A abordagem de operação em 

modo contínuo, estabelecendo fases de operação com estratégia de substituição do leito fixo 

de forma cíclica, até então não tem sido reportada na literatura para esta configuração de 

reator. Sendo assim, o presente estudo buscou estabelecer estas condições operacionais para 

obter produção contínua de hidrogênio, apoiando a logística de recuperação energética a partir 

dos resíduos da agroindústria de citros. Por meio da caracterização da comunidade microbiana 

para diferentes fases de operação e compartimentos do RLL, buscou-se construir uma 

inferência das vias metabólicas predominantes e detalhar a distribuição espacial da 

comunidade microbiana no reator. Além disso, por meio de um balanço energético da 

produção de H2 estimar o potencial de recuperação energética. 

8.2.MATERIAIS E MÉTODOS 

8.2.1 Substrato e Inóculo 

Lodo granular de reator UASB mesofílico aplicado ao tratamento de água residuária 

de abatedouro de aves (Avícola Dacar - Tietê, São Paulo, Brasil) foi utilizado para inoculação 

do reator de leito lixiviado. O lodo granular foi triturado e submetido a tratamento térmico, 

90°C por 15 minutos, seguido de choque térmico até atingir temperatura ambiente, conforme 

metodologia aplicada por Kim et al. (2006) e Menezes e Silva (2019). As características do 

lodo mesofílico utilizado são 6,87% m/m ST (68,7 gST/kg Lodo) e 5,94% m/m STV (59,4 

gSTV/kg Lodo) e pH 7,15. 

Os substratos empregados no estudo foram provenientes da agroindústria de 

processamento de laranjas para produção de suco, localizada na cidade de Matão – SP, Brasil. 

Os resíduos sólidos correspondem as cascas e bagaços das laranjas (Citrus sinensis L. 

Osbeck, var. Pera-Rio) pós-extração mecanizada do suco, que foram secos em estufa a 50°C 

por 48h previamente a sua utilização. A caracterização dos resíduos sólidos após a secagem 

em estufa, podem ser verificados na Tabela 4.1 (página 36). 
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O substrato líquido utilizado na operação contínua do reator foi composto pela mistura 

de água residuária do processamento e do licor concentrado de prensagem das cascas, em 

proporções ajustadas de acordo com a concentração de carboidratos definida. A água 

residuária consiste no efluente líquido principal originado na indústria, sendo proveniente da 

lavagem das frutas e máquinas, e demais atividades de limpeza de rotina. O licor concentrado 

provém do efluente da prensagem mecânica das cascas e bagaço após sua passagem pelo 

evaporador de calor residual onde ocorre a volatilização de óleos essenciais e remoção de 

água, resultando em um licor com elevada carga orgânica e concentração de açúcares. A 

caracterização da água residuária e do licor concentrado pode ser verificada na Tabela 8.1. 

Tabela 8.1. Caracterização da água residuária do processamento de citros e do licor de 

prensagem das cascas e bagaço. 

Parâmetro 
Água 

residuária 

Licor de prensagem 

concentrado 

pH 4,57 4,50 

TS (mg.L
-1

) 4232,5 97802,0 

TVS (mg.L
-1

) 3185,0 91101,8 

SST (mg.L
-1

) 1950,0 43740,0 

SSV (mg.L
-1

) 1750,0 41320,0 

DQO bruta (g.L
-1

) 9,78 212,2 

DQO Filtrada (g.L
-1

) 5,13 191,2 

Carboidratos Totais (g.L
-1

) 0,54 93,2 

Carboidratos Solúveis (g.L
-1

) 0,11 85,2 

Fenóis Totais (g.L
-1

) 0,45 13,2 

EtOH (mg.L
-1

) 354,5 177,5 

HAc (mg.L
-1

) 530,6 742,5 

HPr (mg.L
-1

) 115,5 26,0 

HBu (mg.L
-1

) 274,1 283,0 

HVa (mg.L
-1

) 140,0 185,6 

8.2.3 Configuração e montagem do reator de leito lixiviado  

 Os experimentos foram conduzidos em um RLL cilíndrico construído em acrílico com 

fundo cônico, com altura total de 70 cm e 8,5 cm de diâmetro, e equipado com conectores de 

engate rápido para conexão de mangueiras de poliuretano (8 e 6 mm). Como pode ser 

visualizado na Figura 8.1 o reator é dividido em três compartimentos principais, o headspace 

no topo do reator (0,68 L), um tanque de armazenamento do lixiviado na parte inferior (1,68 

L), e um leito fixo de resíduos (1,5 L) confinado em uma câmara central, sendo sustentado por 

uma tela metálica com malha de 2 mm. Um tubo de inox de 6 mm de diâmetro conecta o 

tanque de lixiviado ao headspace do reator, no intuito de equalizar a pressão entre os 
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compartimentos do reator a medida que o leito de resíduos torna-se suficientemente 

compacto, evitando o aprisionamento de biogás no compartimento inferior do reator. 

Como pode ser verificado no aparato experimental apresentado na Figura 8.1, o 

sistema é equipado por duas bombas, sendo uma para manter a recirculação do lixiviado, e 

outra para realizar a alimentação de substrato líquido no sistema. No sistema de recirculação 

do lixiviado uma bomba dosadora de acionamento eletromagnético de diafragma foi utilizada, 

levando lixiviado do tanque de armazenamento para o topo do reator, onde é feita a aspersão 

sobre o leito de resíduos. O sistema de alimentação de substrato foi realizado por meio de uma 

bomba peristáltica, para bombeamento do substrato líquido, o qual era armazenado em 

refrigerador a 4°C, para o topo do reator, onde também foi realizada sua aspersão sobre os 

resíduos. O biogás produzido foi coletado na parte superior do reator, passando por um selo 

hídrico com solução salina, sendo direcionado ao sistema de quantificação volumétrica. 

 

Figura 8.1. Aparato experimental do RLL acidogênico, operado em modo contínuo. 
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8.2.4 Modo de operação 

O leito fixo do RLL foi preenchido com 200 g (massa seca) de resíduos sólidos de 

citros, o que corresponde a aproximadamente 175 g de ST. Argila expandida com diâmetro de 

1cm foi misturada com o RSL no leito, em proporção volumétrica de 1:1, sendo um material 

inerte para enchimento do compartimento e minimizar a compactação do substrato e a 

formação de canais preferenciais de percolação do lixiviado. A substituição do RSL no leito 

fixo foi realizada de forma cíclica à medida que se observou o entupimento do leito 

impedindo a percolação do lixiviado, levando ao acúmulo de líquido na parte superior do leito 

fixo. Para tanto, o reator foi equipado com uma tampa removível para carregamento e 

descarregamento dos resíduos. 

Na fase de inoculação o reator foi operado em modo batelada (20 dias), com 

recirculação em circuito fechado. Tal processo foi realizado a partir de um reservatório 

externo (mantido sob refrigeração a 4°C) com volume de 6 L contendo substrato líquido (água 

residuária + licor concentrado) e 5% v/v de lodo que foi submetido ao tratamento térmico. 

Durante este período as concentrações de carboidratos e ácido láctico, além do pH foram 

monitoradas até que fosse observado o estabelecimento de um patamar residual de substrato. 

Após a etapa de inoculação (INC) o RLL foi operado em modo contínuo por 140 dias, 

em 4 diferentes fases operacionais. As estratégias de operação do reator consistiram em 

aumentar a concentração de carboidratos totais da alimentação de substrato líquido, com 

aumento da proporção de licor concentrado na mistura com a água residuária, de 4,0  

gCHO.L
-1

 na fase I, para 6,5 gCHO.L
-1

 na fase II, e redução do TDH de 36 h (fase II), para 

24h (fase III) e 12 h (fase IV), promovendo um aumento da carga orgânica volumétrica 

(COV) aplicada, sendo observado a estabilização dos parâmetros de monitoramento entre as 

mudanças de fases. Detalhes das condições operacionais estão apresentados na Tabela 8.2. 

Tabela 8.2. Condições operacionais aplicadas ao reator de leito lixiviado (RLL) 

Fase 

Operação 

HRT
a
  

(h) 

Período  

(d) 

Substrato 

líquido
a 

(gCHO.L
-1

) 

OLR
a
 

(kgDQO.m
-3

.d
-1

) 
NaHCO3.g

-1
CHOt 

INC - 1 - 21 - - - 

I 36 22 - 46 4,5 9,5 0,50 

II 36 47 - 70 6,5 13,5 0,30 

T-I - 71 - 89 - - - 

III 24 90 - 120 6,5 20,2 0,30 

T-II - 121 - 126 - - - 

IV 12 127 - 159 6,5 40,4 0,30 

INC: período de inoculação; T-I e T-II: períodos de transição após substituição do leito fixo. 
a
: valores teóricos 
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Na etapa de inoculação (INC), assim como em todas as fases operacionais contínuas 

(I, II, III, e IV), foi fixada uma taxa de 12 recirculações por dia, calculada com base no 

volume do tanque de armazenamento de lixiviado, proporcionando suficiente contato sólido-

líquido por meio da percolação do lixiviado pelo leito de resíduos. 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3) foi adicionado (2,5 g.L
-1

) ao substrato líquido 

utilizado na alimentação do reator, no intuito de fornecer capacidade tamponante ao meio 

líquido, controlando o pH operacional em valores próximos a 5,0. O reator foi mantido em 

câmara climatizada em temperatura controlada de 37°C. 

8.2.5 Amostragem, análises, e métodos analíticos 

 O monitoramento do reator foi baseado na medida diária dos seguintes parâmetros 

para a fase líquida: demanda química de oxigênio solúvel (DQOs) (APHA/AWWA/WEF, 

2012), carboidratos totais (CHOt) e solúveis (CHOs) (Dubois et al., 1956), ácidos orgânicos 

voláteis (AOVs) e solventes (Adorno et al., 2014), ácido láctico (HLa) (Taylor, 1996), fenóis 

totais (FT) (Buchanan e Nicell, 1997) e pH (APHA/AWWA/WEF, 2012). Sólidos totais (ST), 

sólidos totais voláteis (STV), e sólidos suspensos voláteis (SSV) (APHA/AWWA/WEF, 

2012), foram quantificados duas vezes por semana. As análises de CHOs, fenóis e DQOs 

foram realizadas para amostras filtradas em filtro de seringa 0,45 µm. O peso seco 

(APHA/AWWA/WEF, 2012) dos resíduos foi quantificado antes de sua adição e após sua 

remoção do leito do reator.  Análise de amostras da biomassa lignocelulólica para sua 

caracterização quanto ao conteúdo de lignina, hemicelulose, celulose, cinzas e extrativos foi 

realizada baseado na metodologia de análise de fibras em detergente descrita por Van Soest 

(1967, 1963). 

 A composição e volume do biogás foram monitorados diariamente; amostras 500 µL 

de biogás do headspace do reator foram coletadas utilizando seringa equipada com trava de 

pressão, e a composição do biogás (H2, CH4, e CO2) analisada por cromatografia gasosa, 

utilizando cromatógrafo Shimadzu GC-2010 (detector de condutividade térmica (TCD), 

coluna capilar Carboxen
TM

 1010 PLOT (30 m x 0,53 mm, Supelco), gás de arraste argônio 

(12 mL.min
-1

), temperatura do injetor de 220°C, 130°C para coluna e 230°C no detector). A 

produção volumétrica de biogás foi monitorada de forma descontínua através do método de 

deslocamento de coluna empregando uma solução salina acidificada, conforme Walker et al. 

(2009), sendo realizadas três medidas diárias para obtenção de uma média representativa da 

produção ao longo do dia. 
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8.2.7 Análise dos dados 

Uma série de variáveis de resposta para avaliar o desempenho do reator foram obtidas 

com base nos parâmetros de monitoramento, sendo elas a conversão de carboidratos totais 

(ECCHO), conversão de ácido láctico (ECHLa), taxa produção de hidrogênio (HFR), taxa de 

produção volumétrica de hidrogênio (VPRH) dada em mLH2.L
-1

.d
-1

 Eq.(1), e rendimento de 

hidrogênio (HY) em termos de carboidratos consumidos do em mLH2.g
-1

CHO Eq.(2). 

𝑉𝑃𝑅𝐻 =  
𝑉𝐵. %𝐻2

𝑉𝑈
                                                                  (1) 

𝐻𝑌 =  
𝑉𝐵. %𝐻2

𝐶𝐻𝑂𝐶
                                                                  (2) 

Sendo 𝑉𝐵o volume de biogás produzido por dia (L biogas.d
-1

), %𝐻2 o percentual de 

hidrogênio na composição do biogás, 𝑉𝑈 o volume útil do reator (L), e 𝐶𝐻𝑂𝐶 os carboidratos 

consumidos por dia (gCHO.d
-1

). 

 Os softwares Minitab
®

 19.1 e STATISTICA 10 foram utilizados para análise 

estatística dos dados experimentais, avaliando a diferença estatística das variáveis resposta 

entre as fases de operação, empregando intervalo de confiança de 95% (p<0,05). A 

normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov, para que os 

testes estatísticos mais adequados pudessem ser aplicados ao conjunto de dados. Para séries 

de dados com distribuição normal as respostas foram comparadas por meio do teste ANOVA 

e teste de Tukey, para séries de dados cuja normalidade não foi constatada para sua 

distribuição as respostas foram comparada pro meio do teste de Kruskal-Wallis, e teste de 

Dunn estabelecendo comparações múltiplas.  

8.2.6 Potencial Energético 

 A estimativa de recuperação energética resultante da produção de H2 nas diferentes 

fases operacionais do reator de leito lixiviado foi padronizada com referência a uma unidade 

métrica (m³) de licor de prensagem concentrado, visto que este representou a principal fonte 

de fornecimento de carboidratos ao processo fermentativo. O potencial energético do 

hidrogênio - PEH2 (MJ.m
-3

licor) foi calculado por meio da Eq. (3), sendo a variável CHOLicor 

refere-se à concentração de carboidratos no licor de prensagem concentrado, PCIH2 o poder 
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calorífico inferior do H2 (10,8 MJ.m
-3

) (Goldmeer, 2019), e as variáveis ECCHO e HY já 

descritas anteriormente. 

𝑃𝐸𝐻2 = 𝐻𝑌. 𝑃𝐶𝐼𝐻2. 𝐶𝐻𝑂𝐿𝑖𝑐𝑜𝑟 . 𝐸𝐶𝐶𝐻𝑂 . 10−3                                  (3) 

𝑃𝑃𝐸𝐻2 =
𝑃𝐸𝐻2. 𝜂

3600
                                                                 (4) 

Para estimativa do potencial de produção de eletricidade - PPEH2 (MJ.m
-3

licor) com 

base na Eq. (4), foi considerada uma eficiência (𝜂) de 60% para conversão elétrica em células 

combustível (DOE Energy Efficiency And Renewable Energy Information Center, 2006; 

Shabani e Andrews, 2015).  

8.2.7 Análise de biologia molecular  

Extração e sequenciamento do DNA genômico foram realizados para amostras 

coletadas do leito fixo de resíduos e do tanque de lixiviado ao final das fases II e IV. As 

amostras foram centrifugadas (6000 rpm - 6 minutos), e solução PBSX1 (NaCl 8,2 g.L
-1

, 

Na2HPO4 1,05 g.L
-1

, NaH2PO4 + H2O 0,35 g.L
-1

) foi empregada para lavagem do pellet de 

biomassa. A extração do DNA genômico foi realizada utilizando FastDNA™ SPIN Kit for 

Soil DNA Extraction (MP Biomedicals). A integridade do DNA extraído foi verificado em 

gel de agarose  0,8% e a quantificação (ng/µL) e a pureza (relação 260/280nm) foi realizado 

no Nanodrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher Scientific).  O sequenciamento do 

DNA foi realizado pela empresa ByMyCell Genomics Made Simple (Ribeirão Preto-SP, 

Brazil). Amostras de DNA foram submetidas a preparação da biblioteca de amplicons, 

seguido da amplificação com set primer 341F-806R dos genes 16S rRNA região V3-V4. Os 

fragmentos foram submetidos ao sequenciamento em plataforma Illumina NovaSeq6000 PE 

250. A avaliação das sequências foi realizada utilizando Qiime2 (v2022.2.0). Na análise dos 

dados brutos, sequências de comprimento insatisfatório e chimeras foram removidos. Os 

reads curados foram utilizadas na definição dos ASV (Amplicon Sequence Variant).  Em 

seguida as reads foram mapeadas usando o banco de dados de  RNAr 16S de referência (Silva 

138 Full Length). As sequências foram submetidas ao banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) sob número de acesso PRJNA909578. As bases de dados 

BRENDA (BRENDA Enzyme Database, 2022) e KEGG (KEGG Pathway Database, 2022) 

foram utilizadas para inferência das vias metabólicas. 

 



211 
 

 
 

8.3.RESULTADOS E DISCUSSÕES 

8.3.1 Degradação dos resíduos sólidos e desempenho do reator    

 O reator de leito lixiviado (RLL) foi continuamente alimentado com uma mistura de 

água residuária e licor de prensagem concentrado, com proporção baseada na concentração de 

carboidratos totais contidos na composição de cada um deles, visando atender a concentração 

de substrato fixada para a respectiva fase operacional. O leito fixo composto por resíduos 

sólidos de citros e argila expandida (proporção 1:1 em volume) foi inicialmente adicionado ao 

reator previamente no período de inoculação (INC: 0-20 dias), sendo substituído por 

necessidade de forma cíclica. 

Durante o período de 160 dias de operação foram realizadas duas substituições do leito 

fixo em resposta à colmatação e compactação da estrutura do leito, que levaram 

primeiramente à maior resistência à percolação da alimentação e do lixiviado em recirculação, 

e posteriormente ao impedimento total causando acúmulo de líquido no topo do leito fixo. Tal 

comportamento era esperado para um longo período operacional, em virtude da fragmentação 

e degradação dos sólidos orgânicos do leito, caracterizados inicialmente em partículas (~1 

cm), sendo conduzidos a uma condição que se assemelha a uma lama (slurry). Vale ressaltar 

que o tempo observado para que seja necessária a substituição do preenchimento de resíduos 

no leito difere em decorrência das especificidades de cada tipo de resíduo utilizado. 

Riggio et al. (2017a) ao avaliarem diferentes “spent beddings” coletadas de estábulos 

de ovelhas, cabras, cavalos e vacas como leito fixo para a digestão anaeróbia em reator de 

leito lixiviado, reportaram que após 60 dias de operação quando o processo foi então 

finalizado, houve comportamento similar ao que foi observado no presente estudo em relação 

à compactação e redução da capacidade de percolação do lixiviado no leito. Os autores 

relataram que a presença da palha e mistura de resíduos no leito foi determinante no processo 

para garantir uma estrutura favorável à percolação do lixiviado, mas que a perda de rigidez 

das fibras da palha com o decorrer do processo foi determinante no comprometimento da 

estrutura e porosidade do leito. Riggio et al. (2017a) não empregaram materiais de 

enchimento no leito para auxiliar na estruturação, visto que a palha presente nos resíduos 

cumpriu tal função. Devido às características dos resíduos utilizados no presente estudo, a 

utilização da argila expandida como material de enchimento foi fundamental para garantir 

boas condições de operação, assim como em outros estudos que avaliaram diferentes 

materiais de enchimento para composição do leito, tal como lascas de madeira (Demirer e 
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Chen, 2008) e cascas de pistache (Myint e Nirmalakhandan, 2009). Visando prolongar ainda 

mais as boas condições de percolação de lixiviado pelo leito e garantir maior degradação dos 

resíduos sólidos ali contidos, outros materiais de enchimento combinados aos resíduos de 

citros podem ser avaliados, sendo possível explorar materiais inertes no processo, tal como, a 

argila expandida; ou ainda, resíduos com características complementares favoráveis a 

estruturação do leito, e que sejam degradados no processo, tal como a palha.  

A primeira troca dos resíduos de citros no leito foi realizada 71 dias após o início da 

operação, ao final da Fase II, e uma segunda troca ocorreu posteriormente com 50 dias (dia 

121 de operação). A substituição cíclica do leito fixo foi avaliada como estratégia operacional 

para possibilitar a manutenção de uma operação contínua do RLL. A manutenção da elevada 

concentração de biomassa microbiana no tanque de lixiviado, com uma contínua recirculação 

e percolação através do “novo leito” garantiu o reestabelecimento do desempenho operacional 

do reator após um curto período de transição. Após a primeira troca de resíduos sólidos do 

leito (dia 71), um período de transição (T-I) com duração de 19 dias foi estabelecido até que 

fosse observada a recuperação de alguns parâmetros operacionais de monitoramento, como 

pH, remoção de carboidratos, produção de biogás, a níveis satisfatórios, tendo como base o 

monitoramento da fase de operação anterior. Posteriormente, a segunda troca de resíduos 

sólidos do leito (dia 121), um novo período de transição foi delimitado (T-II) com duração de 

apenas 6 dias, sendo observada rápida recuperação do desempenho operacional do reator.  

Os sólidos iniciais e finais do leito fixo do RLL foram quantificados de forma que a 

diferença foi identificada como a remoção promovida pela hidrólise/degradação dos resíduos 

ao longo do processo. Após a primeira troca de leito realizada ao final da fase II quantificou-

se 41,5 g de RSL em peso seco, 35,9 gST e 34,5 gSTV, o que representou 79,3% de remoção 

de ST em período de residência dos resíduos no reator de 70 dias. Ao final da fase III, quando 

o leito foi substituído após 50 dias de residência no reator, uma massa de 85,8 g de RSL em 

peso seco foi quantificada, com 74,3 gST e 71,2 gSTV, atingindo assim redução de 57,1% do 

conteúdo de sólidos do leito fixo. Já ao final da operação 77,0 g de RSL em peso seco, com 

66,7 gST e 63,9 gSTV, após 40 dias de operação, observou-se a remoção de 61,5% de sólidos.  

Caracterização analítica dos resíduos sólidos de citros foi realizada para amostras 

antes da operação e outra coletada ao final da fase II. Sob tais condições foi possível verificar 

modificações importantes em sua composição em relação aos teores de lignina, celulose e 

hemicelulose. Para a amostra dos resíduos pré-operação do reator observou-se conteúdo de 
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11,4% de hemicelulose, 19,4% de celulose e 5,5% de lignina, com 0,9% de cinzas. Em 

relação a amostra coletada ao final da fase II verificou-se 20,0% de hemicelulose, 29,7% de 

celulose, e 2,8% de lignina, com aumento do percentual de cinzas para 7,1%. Verifica-se que 

o processo de hidrólise dos RSL no leito fixo do RLL resultou no aumento da proporção de 

hemicelulose, celulose e cinzas, sendo provável que a redução do conteúdo dos resíduos no 

leito foi possível devido à dissociação da complexa e recalcitrante matriz lignocelulósica da 

estrutura da parede celular em compostos mais simples como celulose e hemicelulose (Patria 

et al., 2022). 

O maior período de residência dos resíduos (70 dias) é provável ter favorecido melhor 

remoção de sólidos do leito fixo para as fases I e II. Em relação a maior degradação de sólidos 

do leito na fase IV em comparação ao da fase III, mesmo com menor tempo de residência, é 

provável que outros fatores operacionais possam ter favorecido maior hidrólise. A taxa de 

recirculação do lixiviado é reportada como um fator importante no aumento da hidrólise dos 

resíduos do leito (Lu et al., 2008; Xu et al., 2014). No presente estudo fixou-se 12 

recirculações.d
-1

 para todo o período operacional, sendo provável esta taxa de recirculação, 

um dos fatores para a elevada remoção de sólidos. Fatores como pH e modificações na 

estrutura da comunidade microbiana também têm sido apontados como importantes no 

desempenho da degradação dos resíduos do leito (Cysneiros et al., 2012; Xiong et al., 2019). 

 A remoção de carboidratos no RLL permaneceu entre 95,0 ± 0,8% (Fase II) e 88,2 ± 

2,7% (Fase IV), todavia, para as fases II e III observou-se menor amplitude e dispersão para 

este parâmetro durante o período de operação, indicando maior estabilidade operacional 

(Figura 8.2a). O aumento da concentração de substrato entre as fases I (4,0 gCHO.L
-1

) e II 

(6,5 gCHO.L
-1

) não resultou em efeito negativo no que se refere à diminuição do rendimento 

da utilização do substrato (Tabela 8.3), pelo contrário, houve aumento da eficiência de 

remoção de carboidratos. O aumento da concentração de substrato entre as fases I e II se 

alinha com resultados reportados na literatura, nos quais  são descritas respostas positivas em 

relação à eficiência de conversão de substrato em reatores contínuos acidogênicos com 

aumento da concentração de substrato em determinada faixa (Ottaviano et al., 2016), sendo 

avaliado como necessário o aumento da sua concentração no intuito de atingir maior produção 

volumétrica de H2 (Lukajtis et al., 2018).  

A redução do TDH avaliado entre as fases II (36h), III (24h) e IV (12h), ocasionou 

ligeira e gradativa diminuição da remoção de carboidratos à medida que o TDH foi reduzido. 
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Assim como observado em outros estudos que empregaram diferentes configurações de 

reatores contínuos com substratos ricos em carboidratos visando à produção de H2, também 

identificaram diferentes respostas em relação ao comportamento da remoção de carboidratos 

com a variação do TDH, sendo muito dependente da configuração do reator e da característica 

do substrato (Ghimire et al., 2015). 

 

 

  

Figura 8.2. Performance do RLL nas diferentes fases operacionais: (a) eficiência da remoção 

de carboidratos (ECCHO, %), (b) pH operacional. 

Observou-se diminuição significativa da eficiência de remoção de carboidratos ao 

longo da operação, e posteriormente à substituição dos resíduos de citros no leito. Identificou-

se uma elevada liberação de carboidratos solúveis a partir dos resíduos sólidos de citros para o 

meio líquido nas primeiras 24h e após a adição de novos resíduos ao leito, em decorrência do 

contato sólido-líquido promovido pela percolação da alimentação e da recirculação do 

lixiviado (Figura 8.3a). Após substituições do leito verificou-se liberação de 12,5 gCHO.L
-1

 

(após primeira troca de leito) e de 8,5 gCHO.L
-1

 (após segunda troca de leito), tendo como 

base a relação de equivalência de 1,07 gDQO.g
-1

CHO, sendo observado nos dias 

subsequentes uma normalização com menor variação na matéria orgânica afluente e efluente. 

Um padrão com gradativa recuperação da remoção de carboidratos é observada ao longo dos 

dias durante os períodos de transição T-I e T-II, reestabelecendo níveis de remoção próximos 

a 90%.  

É provável que este pico na concentração de substrato seja determinante para a 

diminuição significativa da remoção de carboidratos, após a troca do leito fixo, causando uma 

sobrecarga no sistema. O período de transição mais curto (6 dias) observado após a segunda 

substituição do leito (T-II) pode estar associado ao menor TDH, neste período, em 

comparação a primeira substituição, promovendo maior diluição dos açúcares liberados pelos 

RSL, em decorrência da maior vazão ao sistema.  A remoção do biofilme estabelecido no leito 

(a) (b) 
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fixo substituído é provável ser outro fator importante para a redução da eficiência, logo após a 

substituição, entretanto a elevada taxa de recirculação do lixiviado (12 recirculação.d
-1

) 

garantiu rápida formação de biofilme aderido ao novo leito de resíduos e argila expandida, 

visivelmente observado, reestabelecendo uma condição com alta densidade de 

microrganismos.  

Tabela 8.3. Desempenho geral do RLL nas quatro fases operacionais. 

Parâmetros de Operação Fase I Fase II Fase III Fase IV 

pH afluente 6,23 (±0,10) 6,00 (±0,11) 6,14 (±0,19) 6,06 (±0,11) 

pH operacional 5,52 (±0,26) 5,09 (±0,07) 5,14 (±0,37) 4,72 (±0,15) 

CHO afluente (g.L
-1

) 4,05 (±0,31) 6,39 (±0,58) 6,25 (±0,59) 6,59 (±0,27) 

ECCHO (%) 91,9 (±2,3) 95,0 (±0,8) 92,9 (±1,1) 88,2 (±2,7) 

HLa afluente (g.L
-1

) 0,44 (±0,10) 0,72 (±0,09) 0,79 (±0,13) 0,81 (±0,09) 

ECHLa (%) 98,0 (±1,7) 98,8 (±0,4) 98,2 (±1,7) 7,5 (±52,5) 

Fenóis totais afluente (g.L
-1

) 0,95 (±0,08) 1,08 (±0,14) 1,12 (±0,12) 1,06 (±0,12) 

Fenóis totais efluente (g.L
-1

) 1,75 (±0,54) 1,51 (±0,16) 1,77 (±0,31) 1,37 (±0,34) 

%H2 (%) 6,9 (±9,7) 23,0 (±19,2) 21,9 (±4,3) 19,5 (±3,5) 

HFR (mLH2.d
-1

) 38,9 (±49,6) 582,6 (±562,2) 1128,0 (±525,6) 1609,9 (±427,2) 

VHPR (mLH2.L
-1

.d
-1

) 31,2 (±21,5) 346,8 (±334,6) 671,4 (±312,9) 958,3 (±254,3) 

HY (mLH2.g
-1

CHO) 11,3 (±7,0) 91,7 (±91,4) 104,9 (±44,3) 80,4 (±19,2) 

STV efluente (mg.L
-1

) 5503,8 (±426,7) 5033,7 (±268,9) 6100,3 (±713,3) 7269,5 (±216,4) 

SSV efluente (mg.L
-1

) 777,5 (±147,7) 575,0 (±117,9) 705,6 (±125,3) 948,8 (±176,3) 

CHO: Carboidratos; ECCHO: eficiência remoção carboidratos; HLa: ácido láctico; ECHLa: eficiência remoção 

ácido láctico; HFR: taxa produção de hidrogênio; VHPR: taxa de produção volumétrica de hidrogênio; HY: 

rendimento de hidrogênio. 

A elevada taxa de recirculação é apontada por Hussain et al. (2017) como fator 

importante para melhor distribuição dos microrganismos acidogênicos dentro do reator, 

promovendo um reabastecimento dos microambientes com bactérias acidogênicas, 

possibilitando maior acesso ao substrato. A importância da taxa de recirculação para o 

estabelecimento de melhores condições para consumo do substrato também foi reportada por 

Xu et al. (2014). Os autores destacaram favorecimento de novos nichos para os 

microrganismos hidrolíticos entrar em contato com a superfície sólida, conduzindo ao 

concomitante aumento de biofilme associado a atividade de enzimas extracelulares. 
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A redução da ECCHO após as trocas do leito fixo foi acompanhada por uma acentuada 

diminuição do pH operacional atingindo valores próximos a 4,0 (Figura 8.3b); o gradativo 

reestabelecimento do pH operacional para um patamar próximo 5,0 esteve diretamente 

relacionado a recuperação de outros parâmetros operacionais, tal como ECCHO, e também com 

a remoção de ácido láctico, e produção de hidrogênio. Desta forma, observou-se ao longo da 

operação do RLL elevada sensibilidade ao pH operacional, de forma que variações do pH 

resultaram em modificações nos principais parâmetros de monitoramento e respostas 

observadas. A observação converge com o que é reportado por outros autores (Cysneiros et 

al., 2012; Hussain et al., 2017), reconhecendo o pH como um fator chave, com efeito  

substancial na fermentação e influenciando nas vias metabólicas, atividades enzimáticas, e nas 

populações de bactérias (De Gioannis et al., 2013; Sivagurunathan e Kumar, 2015). 

O pH operacional do RLL permaneceu entre 5,52 ± 0,26% (Fase I) e 4,72 ± 0,15 (Fase 

IV) (Figura 8.2b). Todavia, para a fase II observou-se menor amplitude e dispersão para as 

medidas deste parâmetro durante o período de operação, indicando maior estabilidade 

operacional. Para as fases III e IV cujo TDH foi reduzido em comparação a II, observou-se 

maiores flutuações do pH ao longo da operação, de forma que o aumento da COV pode estar 

relacionada a maior instabilidade do processo, uma vez que maior concentração de AOVs foi 

observada. Padrão semelhante ao do presente estudo foi verificado por Perna et al. (2013) em 

reator acidogênico de leito empacotado (packed bed) empregado para produção de 

hidrogênio. Os autores observaram que a medida que a COV foi aumentada de 22,0 até 37,0 

kgDQO.m
-3

.d
-1

 houve maior variação do pH operacional, com redução do pH médio, mesmo 

com a manutenção da adição de bicarbonato de sódio na alimentação. E também verificaram 

considerável aumento da concentração total de AOV decorrente da redução do TDH de 24h 

para 8h, com consequente incremento da COV (Ferraz et al., 2014). 

O aumento da concentração de substrato entre as fases I (4,0 gCHO.L
-1

) e II (6,5 

gCHO.L
-1

) resultou em importante diminuição do pH (Tabela 8.3), como esperado, em 

virtude da maior conversão de produtos ácidos, e redução da relação gNaHCO3.gCHOt. A 

diminuição do TDH entre as fases II (36h) e III (24h) não teve impacto no pH operacional, 

com manutenção de valores próximos a 5,1±0,2. Todavia, com a redução do TDH para 12h 

resultou em diminuição do pH operacional do RLL, com valor de 4,7±0,1, e observação de 

maior instabilidade deste parâmetro ao longo do período.  
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Figura 8.3. Variação temporal do monitoramento do RLL para (a) eficiência de remoção de 

carboidratos (ECCHO,%), (b) pH operacional, (c) Eficiência de remoção de ácido láctico 

(ECHLa, %). 

(a) 

(b) 

(c) 
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A concentração de ácido láctico efluente foi tomada como um parâmetro de 

monitoramento do processo, uma vez que, tem-se relação importante com a produção de 

hidrogênio. O ácido láctico pode ser utilizado por determinadas populações de 

microrganismos como substrato em vias metabólicas cujo H2 é um dos subprodutos (Sikora et 

al., 2013). Nas fases I, II e III foi verificado um padrão de consumo do HLa afluente, com 

eficiência de remoção (ECHLa) muito próxima a 100% (Tabela 8.3), sendo consumidos 

aproximadamente 0,29 ± 0,07 kgHLa.m
-3

.dia
-1

 na fase I, 0,48 ± 0,06 kgHLa.m
-3

.dia
-1

 na fase 

II, e 0,79 ± 0,13 kgHLa.m
-3

.dia
-1

 na fase III. Na fase IV houve alternância entre períodos com 

diminuição da concentração de HLa efluente e outros com aumento em relação ao afluente, de 

forma que a medida de dispersão para a ECHLa neste período foi elevada (Tabela 8.3), 

resultados estes que se alinham a redução e maior instabilidade de pH observada nesta fase 

operacional. 

Imediatamente, após a primeira troca de leito (dia 71 de operação) ocorreu aumento 

relevante da concentração de HLa efluente (4,0 gHLa.L
-1

), o qual permaneceu durante quase 

todo período em T-I.  O mesmo padrão foi observado após a segunda troca (dia 120 de 

operação), entretanto de forma bem menos intensa, reestabelecendo rapidamente uma 

condição de consumo de HLa (Figura 8.3c).  

Por meio de tais observações pode-se inferir sobre a mudança das vias metabólicas 

predominantes nos períodos de operação em T-I e T-II, provavelmente, em decorrência de 

alguns fatores, como a sobrecarga de substrato devido ao aporte extra de carboidratos por 

meio dos resíduos de citros, além da reduzida densidade de biomassa no reator nestes 

períodos em decorrência da remoção do biofilme presente no leito fixo que foi substituído. 

Aumento da concentração de HLa em sistemas fermentativos tem sido reportadas em 

situações de maior aporte de substrato ou de maior carga orgânica volumétrica (Bundhoo e 

Mohee, 2016), tal como ocorreu nestes períodos pós substituição do leito do RLL. 

 Foi observada maior concentração de SSV no efluente do RLL, de 575,0 ±117,9  

mg.L
-1

 na fase II em até  948,8 ±176,3 mg.L
-1

 na fase IV, a partir da diminuição do TDH e 

consequente aumento da COV entre as fases II, III e IV (Tabela 8.2). O aumento da COV de 

13,5 kgDQO.m
-3

.d
-1

 (fase II), para 20,2 kgDQO.m
-3

.d
-1

 (fase III) e até 40,4 kgDQO.m
-3

.d
-1

 

(fase IV) favoreceu maior crescimento microbiano no leito, levando também à maior 

concentração de sólidos no efluente. Similarmente, Borges et al. (2022) verificaram aumento 

das concentrações de SSV no efluente do reator de leito estruturado utilizando vinhaça de 
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cana-de-açúcar e glicerol como substrato, atribuindo a maior lavagem celular ocasionado pelo 

aumento do crescimento de biomassa no retor. O washout de biomassa do reator decorrente da 

diminuição do TDH pode também ser apontado como um fator para o aumento da 

concentração de SSV no efluente, como consequência de maiores velocidades de circulação 

do líquido no reator, provendo a lavagem e eliminação de microrganismos (Liu et al., 2014). 

A elevada concentração de SSV efluente da fase I pode estar associada a eliminação de 

biomassa acumulada durante o período anterior de inoculação (Fuess et al., 2017), em um 

processo autorregulado pelo sistema.  

8.3.2 Produção de hidrogênio e composição dos metabólitos solúveis  

 A produção de hidrogênio no RLL foi a principal resposta operacional investigada no 

estudo, e está correlacionada aos principais parâmetros de monitoramento do reator, como pH, 

ECCHO, e ECHLa. Tal resposta foi avaliada com base nas variáveis de percentual de hidrogênio 

na composição do biogás (%H2), produção volumétrica de H2 (VPRH), e rendimento de H2 

(HY). O %H2 ao longo da operação foi verificado entre 1,6% e 31,9%, os valores médios 

foram de 6,9 ± 9,7% ao longo da fase I, 23,0 ±19,2% na fase II, 21,9 ±4,3% na fase III, e 19,5 

±3,5% durante a fase IV.  

Na fase I ocorreu redução no %H2 ao longo dos dias de operação, de forma que a 

partir do 30º dia o %H2 foi verificado estabilização em valor abaixo de 10%, até o final desta 

fase, conduzindo ao baixo percentual médio relativo a este período. O perfil observado para 

fase II foi oposto, ou seja, a partir de baixo percentual no 47º dia de operação, ocorreu 

gradativo aumento de hidrogênio ao longo dos dias, com estabilização a 25% a partir do 60º 

dia de operação. Ao longo das fases III e IV não foram observadas importantes oscilações no 

%H2, que se manteve em patamar estável durante todo o período, conduzindo a baixos 

valores de dispersão para esta medida. Vale destacar que nos períodos de transição (T-I e T-

II) o %H2 tendeu a valores muito próximos a zero, sendo muito afetado pela instabilidade 

operacional nestes períodos de operação (Figura 8.4b). 

Especificamente, na operação do RLL com resíduos de citros não foi observado %H2 

da ordem de 40-50% como reportado em outros estudos com reatores contínuos (Dounavis et 

al., 2015; Ferraz et al., 2014; Kirli e Karapinar, 2018). Além de questões relacionadas ao 

padrão metabólico predominante ao longo das fases operacionais, que é determinante no 

estabelecimento das proporções de produtos gasosos (H2 e CO2), é importante destacar que 

provavelmente em função das características hidrodinâmicas do reator não ocorreu 
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favorecimento de eficiente transferência de massa da fase líquida para fase gasosa. Apesar da 

baixa solubilidade de H2 na água, o que promove o escape do gás do meio aquoso no reator, 

esse transporte pode ocorrer de forma insuficiente, uma vez que o hidrogênio pode aderir na 

superfície de grânulos ou biofilme (Si et al., 2018), ou como no caso do RLL na manta de 

resíduos sólidos do leito fixo. Kirli e Karapinar (2018) destacam que inadequada mistura e 

limitações de transferência de massa, são algumas das principais características que precisam 

ser superadas em sistemas de leito fixo com biomassa imobilizada. 

A produção volumétrica de hidrogênio (VPRH) verificada ao longo da operação foi 

equivalente a 31,2 ± 21,5 mLH2.L
-1

.d
-1

 na fase I, 346,8 ± 334,6 mLH2.L
-1

.d
-1

 para a fase II, 

671,4 ± 312,9 mLH2.L
-1

.d
-1

 na fase III, e 958,3 ± 254,3 mLH2.L
-1

.d
-1

 na fase IV (Figura 8.5a). 

Ao longo da fase I a produção de hidrogênio foi inferior às demais fases, mesmo com 

indicadores operacionais de monitoramento favoráveis a fermentação, como pH (5,52 ±0,26), 

ECCHO (91,9±2,3%), e ECHLa (98,0±1,7%). O aumento da concentração de substrato na fase II 

para 6,5 gCHO.L
-1

, proporcionou melhor resposta em relação à produção volumétrica de H2 

(Figura 8.4a). O elevado valor para a medida de dispersão da VPRH para fase II (Figura 8.5a) 

reflete esse perfil de aumento gradativo da produção de H2 partindo de valores iniciais 

extremamente baixos e atingindo elevada produção volumétrica. 

A partir da recuperação da VPRH em função do aumento da disponibilidade de 

substrato (fase II) pode-se inferir que ao longo da fase I a baixa concentração de carboidratos 

(4,0 gCHO.L
-1

) foi limitante, promovendo uma seleção metabólica de aproveitamento 

energético, não sendo favorável à produção de hidrogênio, como destacado por Pu et al. 

(2019). Estes autores identificaram produção muito reduzida de H2 para baixas concentrações 

de substrato, destacando a insuficiente disponibilidade de matéria orgânica para ocorrência da 

fermentação de H2.  

A diminuição do TDH resultou em efeito positivo em relação à VPRH; ou seja do 

TDH de 36h (fase II) para 24h (fase III) houve aumento  em 93,6% (324,6 mLH2.L
-1

.d
-1

), e 

para TDH de 12h (fase IV) observou-se 42,7% (286,9 mLH2.L
-1

.d
-1

) em relação a fase III . 

Por conseguinte, obteve-se aumento da COV de 13,5 kgDQO.m
-3

.d
-1

 (fase I), para 20,2 

kgDQO.m
-3

.d
-1

 (fase II) até 40,4 kgDQO.m
-3

.d
-1

 (fase IV), os quais foram determinantes para 

maior produção volumétrica de H2, como resultado direto da maior disponibilidade absoluta 

de substrato. Maior VPRH decorrente da diminuição do TDH e aumento da COV tem sido 

observada em diversos estudos empregando diferentes configurações de reatores contínuos 
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para fermentação de variados substratos orgânicos (Aguilar e García, 2013; Corbari et al., 

2019; Kirli e Karapinar, 2018). 

 

 
Figura 8.4. Variação temporal do monitoramento do RLL para (a) produção volumétrica 

(VPRH, mLH2.d
-1

.L
-1

), e rendimento de hidrogênio (HY, mLH2.g
-1

CHO), (b) composição do 

biogás (%). 

Em função do aumento da COV entre as fases III e IV foi possível identificar alguns 

sinais de estresse operacional do reator, como por exemplo, ácido láctico no efluente (0,82 ± 

0,22 g.L
-1

), e ligeira redução da ECCHO. Assim, apesar do aumento da VPRH, o rendimento de 

H2 (HY) para a fase IV foi reduzido em comparação às fases II e III (Figura 8.5b). 

Provavelmente, a aplicação de TDH inferior a 12h pode favorecer o acúmulo de AOVs, em 

função do comprometimento da remoção de carboidratos, resultando na falha do processo de 

produção de H2.  

 

(a) 

(b) 
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Figura 8.5. Performance do RLL de acordo com as diferentes fases operacionais: (a) produção 

volumétrica (VPRH, mLH2.d
-1

.L
-1

), (b) rendimento de hidrogênio (HY, mLH2.g
-1

CHO). 

 O maior HY obtido foi de 104,9 ± 44,3 mLH2.g
-1

CHO na fase III, superando o 

rendimento de H2 da fase IV equivalente a 80,4 ± 19,2 mLH2.g
-1

CHO, e também da fase II 

cujo valor médio foi de 91,7 ± 91,4 mLH2.g
-1

CHO. Sendo assim, maior HY foi atingido para 

TDH de 24h correspondendo à COV de 20,2 kgDQO.m
-3

.d
-1

. A redução do TDH tem sido 

observada como uma estratégia benéfica ao aumento do rendimento de hidrogênio em 

reatores acidogênicos (Kirli e Karapinar, 2018). Todavia, observa-se a partir de alguns 

resultados da literatura um comportamento similar ao observado para o HY entre as fases III e 

IV do presente estudo; é destacado nestes resultados que essa tendência de redução no 

rendimento de H2 possa estar relacionado ao desequilíbrio no processo, em virtude de uma 

sobrecarga orgânica no reator, resultante da diminuição do TDH (Aguilar e García, 2013; 

Ferreira et al., 2019).  

 O ácido acético (HAc) foi o principal metabólito no efluente do reator da fase I (1,44 ± 

0,18 g.L
-1

), além dos ácidos butírico (HBu) (1,08 ± 0,34 g.L
-1

) e capróico (HCp) (0,64 ± 0,31 

g.L
-1

). O elevado TDH (36h) fixado na fase I é um provável fator que pode ter favorecido a 

ocorrência de reações de consumo de H2 (Si et al., 2018). Apesar da inoculação do reator com 

lodo submetido ao tratamento térmico, ser uma estratégia para suprimir microrganismos 

consumidores de H2 (Kim et al., 2006), a microbiota autóctone dos resíduos sólidos e água 

residuária de citros podem ter promovido a inoculação destes grupos no sistema ao longo da 

operação. 

 Nas fases II, III, e IV a concentração de HAc foi de 1,0±0,15 g.L
-1

, não sendo o 

principal metabólito observado no efluente, representando apenas 20% da composição total de 

metabólitos (Figura 8.7). A distribuição percentual dos metabólitos nas fases II e III foi 

semelhante, com predominância do ácido capróico (HCp) sendo de 1,76 ± 0,94 g.L
-1

 na fase 

(a) (b) 
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II, e de 1,93 ± 0,95 g.L
-1 

na fase III, e representando respectivamente 35,9 ± 9,8%, e 31,3 ± 

8,9%, da composição total de metabólitos.  

O ácido capróico é um ácido carboxílico de cadeia média, produto de um processo 

bioquímico de alongamento de cadeia de ácidos carboxílicos baseado no ciclo reverso de β-

oxidação (Cavalcante et al., 2017), ou na via de biossíntese de ácidos graxos (Dong et al., 

2023), sendo o etanol ou ácido láctico os principais doadores de elétrons para estes 

mecanismos, possibilitando suficiente quantidade de equivalentes redutores para atender a 

síntese de ácidos de cadeia média (Agler et al., 2011; Grootscholten et al., 2013). Destaca-se 

que o processo de alongamento de cadeia ocorre com a formação sequencial de ácido butírico 

e ácido capróico a partir do ácido acético, havendo condições e disponibilidade de agentes 

redutores (Agler et al., 2011). A partir do conhecimento do processo e dinâmica dos 

metabólitos ao longo das fases operacionais, na qual observou-se concomitante diminuição da 

concentração de HAc com o aumento de HCp, e consumo quase total de HLa nas fases II e 

III, foi  possível inferir que o ácido láctico foi o principal agente redutor para na via de 

alongamento de cadeia para formação de ácido capróico, uma vez que neste período houve 

aumento da concentração de EtOH não indicando seu efetivo consumo neste processo 

bioquímico.  

O ácido butírico foi o principal metabólito observado na fase IV de operação do RLL, 

de 1,64 ± 0,75 g.L
-1

, correspondendo a 30,3 ± 4,9% do total de metabólitos observados. 

Todavia, a concentração do HCp abundante nas fases II e III (1,76 ± 0,94 g.L
-1

 e 1,93 ± 0,95 

g.L
-1

, respectivamente) foi consideravelmente reduzido para 0,72 ± 0,51 g.L
-1

 (12,5% da 

composição total) na fase IV. Ao longo deste período identificou-se também o aumento da 

proporção de etanol (EtOH), dentre os metabólitos, de 0,82 ± 0,31 g.L
-1

 (16,0% da 

composição total), assim como diminuição do consumo do ácido láctico. É provável que as 

condições operacionais na fase IV não tenham sido favoráveis à ocorrência efetiva do 

processo de alongamento de cadeia conduzindo a diminuição da produção de HCp, e ao 

aumento da concentração de ácido butírico no efluente, mantendo alta disponibilidade de 

doadores de elétrons (lactato, etanol).  

Kucek et al (2016) avaliaram a produção de n-caproato a partir da oxidação do ácido 

láctico e destacaram condição mais favorável ao processo em pH 5,0, tal como observado nas 

fases II e III do presente estudo. Além disso, observaram que adição de ácido butírico ao 

processo não causou aumento da concentração de n-caproato, havendo na verdade uma 
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produção líquida positiva de HBu devido ao alongamento de cadeia de ácido acético 

endógeno, com o ácido láctico como doador de elétrons. Zhu et al (2015) indicam que não há 

barreiras bioquímicas do ponto de vista termodinâmico para formação de n-caproato a partir 

do HLa, mas que os microrganismos envolvidos nesta via produzem principalmente HBu, 

intermediário do processo. A partir destas considerações pode-se evidenciar que o aumento da 

concentração de ácido butírico na fase IV esteve diretamente correlacionado à redução na 

formação de HCp. 

A partir da importância do alongamento de cadeia na dinâmica de produção dos 

principais metabólitos (butírico e capróico) e consumo de HAc, ao longo da operação do 

reator  (fases II,  III e IV) é válido estabelecer que a produção de hidrogênio derivou 

principalmente destas reações. A reação global de alongamento de cadeia de ácido acético à 

ácido capróico, a partir da oxidação do ácido láctico envolve a produção de dois mols de H2 

para cada mol de HCp (3 ácido láctico + 2H
+
   n-capróico + CO2 + 2 H2 + H2O (Zhu et al., 

2015). O mesmo ocorre para a produção de HBu a partir da oxidação de ácido láctico 

acoplada ao ciclo do alongamento de cadeia, com a produção de dois mols de H2 para cada 

mol de HBu produzido. Uma vez que a produção de hidrogênio resultou principalmente da 

reação de oxidação do ácido láctico para fornecer elétrons ao processo de alongamento de 

cadeia, a diminuição do HY na fase IV é coerente com a maior concentração residual de HLa 

no efluente desta fase, e também com a menor concentração de HCp. 

 

Figura 8.6. Variação temporal de concentração de AOVs e solventes ao longo da operação do 

RLL. 
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Figura 8.7. Composição percentual dos metabólitos solúveis nas fases de operação do RLL. 

 Outros metabólitos solúveis como o ácido propiônico (HPr), ácido valérico (HVa), e 

metanol (MeOH) também foram observados no efluente do RLL ao longo da operação, 

entretanto em menor concentração, de forma que a proporção individual de cada um deles em 

relação ao total esteve sempre abaixo de 10%. Em relação ao HPr não foi observado aumento 

em sua concentração entre afluente e efluente do reator ao longo das fases I e II, todavia, ao 

longo das fases III e IV foi observado de 0,10 g.L
-1

 e 0,24 g.L
-1

, respectivamente. Para o 

MeOH e HVa foram observados aumentos em suas concentrações afluente e efluente do 

reator, de forma que a produção mais relevante de MeOH ao longo da operação ocorreu na 

fase IV, de 0,33 ± 0,15 g.L
-1

, enquanto HVa teve maior produção semelhante nas fases III e 

IV, de 0,44 ± 0,12 g.L
-1

 e 0,40 ± 0,14 g.L
-1

, respectivamente. 

A relação HBu/HAc como um indicador metabólico do processo tem sido empregado 

em estudos de fermentação (Akhlaghi et al., 2019, 2017; Wicher et al., 2013), de forma que 

valores maiores para esta razão estão associados a maior produção de hidrogênio, uma vez 

que nota-se que elevadas concentrações de HAc em sistemas muitas vezes não são 

diretamente correlacionadas a fermentação de ácido acético, na qual a produção de H2 atinge 

o rendimento máximo teórico, mas sim a reações de consumo de H2 pela homoacetogênese 

autotrófica ou heterotrófica (Akhlaghi et al., 2017). A razão HBu/HAc nas fases I e II foram 

muito semelhantes, sendo inferior a 1, ou seja de 0,77 ± 0,34, e 0,76 ± 0,27, respectivamente, 

indicando maior proporção de HAc. Nas fases seguintes, houve gradativo aumento da razão 

HBu/HAc, com valores superiores a 1, sendo de 1,23 ± 0,34 para fase III, e 1,67 ± 0,78 para 

fase IV. Maiores valores para razão HBu/HAc foram observados com a diminuição do TDH 
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do reator, coerente com o fato de que esta diminuição do TDH foi favorável a maior produção 

de H2. 

8.3.3 Efeito do aumento da concentração de substrato e redução do TDH no desempenho 

do reator: avaliação estatística 

 As diferenças absolutas nas principais respostas operacionais durante cada uma das 

fases foram descritas anteriormente, entretanto para que se possa afirmar de forma correta e 

segura se a modificação de variáveis operacionais aplicada entre as fases I, II, III e IV 

resultou em efeitos significativos nestas respostas operacionais se faz necessário o emprego 

de testes estatísticos que resguardem a tomada de decisão com elevado grau de confiança. 

Para tanto, foram comparados o efeito do aumento da concentração de carboidratos na 

alimentação do reator nas fases I e II e o efeito da diminuição do TDH nas fases II, III e IV 

(Tabela 8.4).  

Tabela 8.4. Matriz de representação da avaliação estatística comparativa dos principais 

parâmetros operacionais entre as fases operacionais do RLL. 

 Fase I Fase II Fase III Fase IV 

Fase I - 

ECCHO: ES ↓ 

ECHLa: ES ↓ 

%H2: ES ↓ 

VHPR: ES ↓ 

HY: ES ↓ 

- - 

Fase II 

ECCHO: ES ↑ 

ECHLa: ES ↑ 

%H2: ES ↑ 

VHPR: ES ↑ 

HY: ES ↑ 

- 

ECCHO: ES ↑ 

ECHLa: ES ↑ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↓ 

HY: ES ↓ 

ECCHO: ES ↑ 

ECHLa: ES ↑ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↓ 

HY: NES  

Fase III - 

ECCHO: ES ↓ 

ECHLa: ES ↓ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↑ 

HY: ES ↑ 

- 

ECCHO: ES ↑ 

ECHLa: ES ↑ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↓ 

HY: ES ↑ 

Fase IV - 

ECCHO: ES ↓ 

ECHLa: ES ↓ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↑ 

HY: NES 

ECCHO: ES ↓ 

ECHLa: ES ↓ 

%H2: NES 

VHPR: ES ↑ 

HY: ES ↓ 

- 

ES: diferença estatisticamente significativa; NES: diferença estatisticamente não-significativa; ↑: 

aumento; ↓: redução. 

O aumento da concentração de carboidratos na alimentação de 4,0 g.L
-1

 para 6,5 g.L
-1

 

resultou em diferença significativa para todos os principais parâmetros de monitoramento 

avaliados. Destaca-se que os efeitos observados na comparação da fase II em relação I foram 
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positivos para todos os parâmetros, com aumento da eficiência de remoção de carboidratos e 

HLa, assim como nos indicadores relacionados a produção de H2. Neste contexto, destaca-se 

que a manutenção de uma alimentação com baixa concentração de substrato para TDH de 

36h, delimitando COV de apenas 9,5 kgDQO.m
-3

.d
-1

, foi desfavorável para estabelecer 

produção contínua de hidrogênio, mesmo considerando a gradativa disponibilização de 

substrato proveniente do leito fixo de resíduos de citros ao longo do período operacional. 

A diminuição do TDH operacional de 36h (fase II) para 24h (fase III), e de 36h (fase 

II) para 12h (Fase IV) resultou em efeitos estatisticamente significativos para algumas das 

variáveis operacionais. Para as variáveis de eficiência de remoção de substrato (ECCHO e 

ECHLa), a diminuição do TDH, tanto para 24h, quanto para 12h teve efeito negativo 

significativo, sendo observado que o consequente aumento da COV a partir da diminuição do 

TDH teve impacto na eficiência de utilização do substrato pelo sistema, aumentando o 

conteúdo energético não aproveitado no efluente do reator. 

Em relação aos parâmetros de monitoramento da produção de H2, não foi verificado 

efeito significativo em relação ao %H2 no biogás com a diminuição do TDH de 36h (fase II) 

para 24h (fase III), e nem de 36h (fase II) para 12h (fase IV). A produção volumétrica foi 

estatisticamente impactada, com efeito positivo em ambos os casos, sendo provável que 

valores inferiores de TDH podem favorecer a obtenção de maior produção de H2. Entretanto, 

para o rendimento de H2 (HY) só foi verificado efeito positivo estatisticamente significativo 

com a diminuição do TDH de 36h para 24h, com aumento do HY para o TDH de 24h.  

Por meio da avaliação estatística da diminuição do TDH de 24h para 12h (fases III e 

IV, respectivamente) verificou-se efeito estatisticamente significativo positivo em relação à 

produção volumétrica de hidrogênio. O efeito observado foi significativamente negativo para 

o rendimento de H2, de forma que identificou-se que acima de determinada COV, resultante 

da diminução do TDH para 12h, o aumento no consumo absoluto de substrato não teve 

relação proporcional com o aumento da produção de H2. Para as variáveis de monitoramento 

da eficiência de remoção de substrato (ECCHO e ECHLa), o efeito da diminuição do TDH de 

24h para 12h foi estatisticamente negativo, confirmando que de fato houve limitações na 

remoção do substrato para maiores valores de COV. 

Com base na análise estatística das respostas observadas em cada uma das fases 

operacionais, é possível afirmar considerando o aproveitamento do conteúdo energético 
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contido no substrato, e nos parâmetros de monitoramento da produção de hidrogênio, que as 

condições da fase III (6.5 gCHO.L
-1

, TDH 24h, COV 20,2 kgDQO.m
-3

.d
-1

) resultaram em 

melhor cenário de operação para o RLL empregando resíduos da agroindústria de citros. 

Por meio da análise de correlação de Pearson identificou-se que a produção 

volumétrica de H2 (VPRH) teve forte relação com outras variáveis do processo (Figura 8.8), 

reforçando a ideia de que a produção de hidrogênio esteve associada diretamente ao 

comportamento de outros parâmetros de monitoramento do reator. Destaca-se elevada 

correlação positiva com a produção de HBu (r = 0.76), e negativa com HAc (r = -0,81), 

provavelmente, a produção de hidrogênio foi favorecida para valores mais elevadas 

considerando a razão HBu/HAc. Pela elevada correlação negativa entre VPRH e pH (r = - 

0,92), verifica-se que houve uma tendência de diminuição da produção de H2 para maiores 

valores de pH operacional na faixa de 4,72 a 5,52 observada neste estudo, de forma que tal 

correlação foi influenciada principalmente pelo baixo VPRH da fase I, na qual o pH 

operacional foi de 5,52. 

A interpretação conjunta das correlações negativas entre %H2 e HAc (r = -0,97) e 

VPRH e pH (r = - 0,92), com a correlação positiva entre HAc e pH (r = 0,85), permitem 

inferir com maior grau de evidências a possibilidade de que a homoacetogênese tenha 

impactado significativamente a produção de H2, principalmente na fase I. O pH operacional 

de 5,5 como foi o caso da fase I, é favorável à ocorrência de reações de consumo de H2 para 

produção de HAc (Ntagia et al., 2020), estabelecendo correlação positiva para estas 

variáveis.Tais reações de consumo resultam diretamente na redução do %H2 e VPRH, tal 

como observado na  fase I. 

Elevada correlação positiva (r = 0,81) foi identificada entre as variáveis ECHLa e pH, 

indicando maior diminuição do pH operacional à medida que houve menor eficiência de 

remoção de HLa. Tal correlação estabelecida é coerente ao que foi observado principalmente 

nos resultados da fase IV, na qual a ECHLa foi em média inferior a 10% e o pH reduzido em 

relação as demais fases, sendo de 4,72±0,15. Verifica-se, portanto, que a concentração de HLa 

no efluente é uma variável muito importante no monitoramento do RLL, visto que a redução 

de sua conversão resultou diretamente na diminuição do pH operacional, o que pode ser 

indicativo direto de instabilidade no processo de produção de H2.  
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Figura 8.8. Matriz de correlação de Pearson obtida pelo pacote “corrplot” no ambiente da 

linguagem R. 

8.3.4 Caracterização da comunidade microbiana  

Amostras para caracterização e análise da estrutura da comunidade microbiana foram 

coletadas no leito fixo do reator e também do tanque de lixiviado ao final das fases II (70º 

dia), e IV (160º dia), assim denominadas LF-II e TL-II, e LF-IV e TL-IV, respectivamente. A 

coleta ao final de duas fases operacionais distintas teve como objetivo avaliar o nível de 

modificação da estrutura da microbiota em decorrência da imposição de diferentes TDHs e 

consequente variação da COV do reator, que resultou em alterações importantes nas respostas 

operacionais. Amostras do leito fixo e do tanque de lixiviado relativas ao mesmo período 

operacional foram caracterizadas para melhor compreensão da dinâmica das populações de 

microrganismos nos diferentes microambientes do reator. 

O número de sequências, total de ASV (Amplicon Sequence Variant), bem como os 

índices de diversidade, estão apresentados na Tabela 8.5. A similaridade com base nas ASV’s 

foi verificada entre as amostras do leito fixo e do tanque de lixiviado da mesma fase 

operacional, e entre as amostras das diferentes fases operacionais. Entre as amostras da 

mesma fase operacional, LF-II e TL-II, e LF-IV e TL-IV, observou-se similaridade de 75,0% 
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e 62,5%, respectivamente, sendo possível inferir sobre alterações nas populações em função 

das características operacionais do RLL.  

Tabela 8.5. Índices de diversidade para as amostras analisadas. 

Índices LF-II TL-II LF-IV TL-IV 

Número de 

Sequências 
29809 43103 28935 31413 

Total de ASV 7 12 10 13 

Shannon-Wiener 0,79 0,77 1,01 1,35 

Simpson 0,91 0,90 0,92 0,93 

LF-II:amostra do leito fixo ao final da fase II; TL-II:amostra do tanque de lixiviado ao final da fase II; LF-

IV:amostra do leito fixo ao final da fase IV; TL-IV:amostra do tanque de lixiviado ao final da fase IV. 

O filo Firmicutes foi identificado com a maior abundância relativa em todas as quatro 

amostras analisadas, LF-II (98,7%), TL-II (98,94%), LF-IV (92,0%), e TL-IV (88,9%). Em 

LF-II também foi identificada representantes do filo Bacteroidota (1,3%), e dos filos 

Bacteroidota (0,6%) e Actinobacteriota (0,5%) para TL-II. Em relação a LF-IV e TL-IV, 

também foram identificados os microrganismos pertencentes aos filos Bacteroidota (1,7% e 

2,7%), Actinobacteriota (5,1% e 7,3%), e Patescibacteria (1,3% e 1,1%), respectivamente. 

Elevada abundância relativa do filo Firmicutes em reatores fermentativos destinados a 

produção de hidrogênio e AOVs tem sido reportada em outros estudos (Garcia-Peña et al., 

2011; Wainaina et al., 2020).  Identificação dessas bactérias pode estar associada ao elevado 

conteúdo de carboidratos dos substratos, além das características hidrolíticas e acidogênicas 

deste filo, os quais podem degradar compostos orgânicos provenientes de resíduos 

agroindustriais (Greses et al., 2020). Entre as amostras do leito fixo e do lixiviado da mesma 

fase operacional não se observou grande alteração na abundância dos filos identificados, 

entretanto, entre as amostras da fase II e IV foi observada relevante modificação, com 

destaque para o aumento de representantes do filo Actinobateria, cujo papel em reatores 

fermentativos tem sido associado à degradação de polissacarídeos, sendo frequentemente 

reportado em relevante abundância em reatores acidogênicos (Balagurunathan et al., 2020; 

Wainaina et al., 2020). 

Lactobacillaceae foi a família identificada com maior abundância relativa em todas as 

amostras, 81,3 % em LF-II, 84,4% em TL-II, 77,0% em LF-IV, e 69,8% em TL-IV. Para as 

amostras da fase II de operação as outras famílias também foram observadas como 

Ruminococcaceae (LF-II, 9,2% e TL-II, 4,3%), Erysipelotrichaceae (LF-II, 2,9% e TL-II, 
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2,7%), e Lachnospiraceae (LF-II, 2,20% e TL-II, 3,6%), e outras como Prevotellaceae, 

Clostridiaceae, e Caloramatoraceae, cujas abundâncias foram próximas de 1%.  

Nas amostras da fase IV algumas famílias foram identificadas em maior abundância 

em comparação a fase II, como Erysipelotrichaceae com 4,3% (LF-IV) e 6,5% (TL-IV), 

Prevotellaceae com 1,7% (LF-IV) e 2,7% (TL-IV), e Clostridiaceae com 1,4% (LF-II) e 1,6% 

(TL-IV). Algumas famílias somente foram identificadas nas amostras da fase IV, tais como 

Atopobiaceae com abundância de 5,1% (LF-IV) e 4,4% (TL-IV), Leuconostocaceae com 

1,9% (LF-IV) e 1,9% (TL-IV), e Saccarimonadales com 1,3% (LF-IV) e 1,1% (TL-IV), assim 

como a família Bifidobacteriaceae que foi verificada somente na amostra TL-4 (~ 3,0%). 

Lactobacillus foi dominante em todas as amostras, ou seja de 81,3%, 84,4%, 77,0%, e 

69,8% para LF-II, TL-II, LF-IV, e TL-IV, respectivamente (Figura 8.9). Para as amostras da 

fase II identificou-se o gênero Caproiciproducens com 9,2% e 4,3% de abundância relativa 

em LF-II e TL-II, respectivamente; enquanto para as amostras da fase IV foram inferiores e 

de 0,3% (LF-IV) e 1,8% (TL-IV) representando a principal diferença observada na estrutura 

da comunidade microbiana em nível de gênero. Em contrapartida foi observado para a fase IV 

outros gêneros com abundância relativa diferenciada em relação a fase II. Por exemplo, 

Solobacterium com 4,3% e 6,5%, Olsenella com 5,1% e 4,4%, gênero não cultivado da classe 

Bacilli com 5,8% e 3,8%,respectivamente em LF-IV e TL-IV;  além de Bifidobacterium 

identificado apenas em TL-IV com 3,0% de abundância. Outros gêneros foram identificados 

em menor abundância (~1%) nas amostras, como Lachnospiraceae NK3A20, 

Saccharimonadales, e Clostridium sensu stricto 12.  

O gênero Lactobacillus identificado com predominante abundância relativa em todas 

as amostras é caracterizado por microrganismos homofermentativos os quais produzem ácido 

láctico como principal produto da fermentação de hexoses por meio da via Embden–

Meyerhof–Parnas (EMP), e também heterofermentativos que produzem quantidades 

equimolares de ácido láctico, acetato ou etanol e CO2 pela via pentose fosfato (Pot et al., 

2014; Wood e Holzapfel, 1995). Apesar da característica metabólica deste grupo abundante 

ao longo das fases operacionais II e IV do reator, não foi observado HLa no efluente da fase 

II, e ao longo da fase IV concentrações equivalentes entre afluente e efluente foram 

verificadas. Por meio de tais observações pode-se inferir que o ácido láctico produzido da 

fermentação dos carboidratos foi concomitantemente consumido em outras vias metabólicas. 

Assim como discutido por Gomez-Romero et al. (2014) é provável que as relações sintróficas 
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com outros grupos de microrganismos em reações fermentativas utilizando lactato como 

substrato suportaram a produção de hidrogênio observada ao longo da operação. 

  

 

 

 

Figura 8.9. Abundância relative para os gêneros de bactérias, para as amostras LF-II, TL-II, 

LF-IV, e TL-IV. 

  Lactobacillus tem sido reportada frequentemente em reatores fermentativos para 

produção de H2 em condições de instabilidade, mas também de estabilidade operacional 

(Castelló et al., 2009; Fuess et al., 2018), evidenciando que a fermentação do lactato pode 

desempenhar papel fundamental na produção de H2, sendo observada correlação entre 

abundância de Lactobacillus e outros metabólitos como ácidos butírico, e acético, e etanol 

(Santiago et al., 2019). Nas fases II e IV inferiu-se que vias metabólicas de alongamento de 

cadeia foram importantes no processo de formação de metabólitos como HBu e HCp, sendo a 

oxidação do ácido láctico fundamental para disponibilização de fluxo de elétrons para o 

processo, contribuindo na formação de H2 (Cavalcante et al., 2017; Zhu et al., 2015), 

evidenciando o papel positivo da população de Lactobacillus no desempenho da fermentação 

LF-II TL-II 

LF-IV TL-IV 
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de hidrogênio. Além disso, é provável que uma parcela da produção de ácido acético, e etanol, 

observada nestas fases operacionais seja produto do metabolismo heteroláctico destes 

microrganismos. 

 Microrganismos pertencentes ao gênero Caproicoproducens foram identificados com 

abundância importante, principalmente nas amostras da fase II (LF-II e TL-II). Tal grupo se 

caracteriza pela capacidade de produzir ácidos graxos de cadeia média, tais como ácidos C4-

C6 (Luo et al., 2023). A recente criação do gênero Caproicoproducens foi proposta para 

abrigar a espécie isolada Clostridium sp. BS-1 (nomeada Caproiciproducens 

galactitolivorans) (Kim et al., 2015) cuja característica metabólica principal é a produção de 

ácido capróico a partir da oxidação de ácido láctico (Andersen et al., 2017). As características 

metabólicas deste grupo de microrganismos são coerentes ao perfil de metabólitos solúveis 

observados nas fases II e IV; de forma que maior concentração de HCp foi observada na fase 

II, na qual maior abundância relativa deste gênero foi identificada. 

O provável mecanismo de alongamento de cadeia para produção de HCp e HBu a 

partir de HAc, utilizando HLa como doador de elétrons, é evidenciado em bactérias 

semelhantes a Caproicoproducens. Luo et al. (2023) também identificaram 

Caproicoproducens em reator de leito lixiviado (RLL) empregado na digestão anaeróbia de 

resíduos de alimentos. Os autores verificaram um perfil de metabólitos semelhante ao 

observado no presente estudo, com aumento da concentração de ácidos de cadeia média e 

HBu no mesmo período em que houve consumo do HLa. 

 O gênero Solobacterium foi identificado em todas as amostras (Figura 8.9), mas 

principalmente na fase IV. Microrganismos pertencentes a este grupo estão mais intimamente 

relacionados à classe Clostridia, em específico com membros do clustrer Clostridium XVI. A 

fermentação de glicose por Solobacterium tem como produtos principais os ácidos acético, 

láctico e butírico (Kageyama e Benno, 2000), a partir da fermentação de carboidratos. 

Microrganismos deste gênero não têm sido comumente reportados em relevante abundância 

relativa em reatores anaeróbios, mas Zhen et al. (2022) identificaram aumento da abundância 

de Solobacterium em reator CSTR aplicado à digestão anaeróbia de resíduos de alimentos a 

medida que aplicaram maiores COVs. Todavia, o papel deste grupo no desempenho do reator 

não foi claramente identificado. Lagoa-Costa et al. (2022) identificaram Solobacterium e 

destacaram seu papel na produção de ácido acético via fermentação ácida mista.  



234 
 

 
 

Olsenella e Bifidobacterium foram os gêneros identificados com abundâncias relativas 

entre 3,0 e 5,0% nas amostras da fase IV, mas não sendo identificados em LF-II e TL-II. 

Ambos, têm em comum o fato de que seu principal produto metabólico da fermentação de 

glicose é o ácido láctico, entretanto, empregam vias notadamente distintas. Não há evidências 

de que o hidrogênio seja produzido por microrganismos do gênero Olsenella (Castelló et al., 

2009), entretanto são comumente reportados em reatores fermentativos de produção de 

hidrogênio. Tal fato, indica que este grupo estabeleça competição por substrato com 

microrganismos produtores de H2 (Feng et al., 2018; Santiago et al., 2020). Desta forma, com 

possibilidade de diminuição  do rendimento de H2 do reator. Já os microrganismos do gênero 

Bifidobacterium reconhecidamente incluídas no grupo de bactérias ácido lácticas (LAB), 

produzem HLa e HAc como principais produtos fermentativos sem formação de CO2, através 

de via metabólica de fermentação de hexoses distinta das demais LAB, denominada rota 

bifidus (Wood e Holzapfel, 1995). As características destes gêneros sugerem que no presente 

estudo houve uma diversificação metabólica na produção de HLa a partir da fermentação dos 

carboidratos na fase IV, uma vez que concomitante ao aumento da abundância destes grupos 

identificou-se redução da abundância de Lactobacillus nas amostras da fase IV, quando 

comparada a fase II (de 81,3% em LF-II e 84,4% em TL-II, para 77,0% em LF-IV e 69,8% 

em TL-IV).   

Xiong et al. (2019) identificaram elevada abundância relativa de Bifidobacterium no 

lixiviado do RLL aplicado à digestão de resíduos de alimentos, sendo observada redução 

expressiva deste grupo nas amostras dos resíduos do leito fixo. Padrão semelhante foi 

observado no presente estudo, uma vez que tal gênero somente foi identificado na amostra do 

tanque de lixiviado (TL-IV 3,0%), não sendo identificado no leito fixo. Os autores destacam o 

importante papel de sintrofia deste grupo com outros microrganismos no reator, sendo 

responsável pela fermentação não só de açúcares simples, mas também de celulose, 

hemicelulose e pectina, disponibilizando ácido acético láctico, para posterior metabolização 

por outras bactérias. Todavia, tal gênero não foi identificado nas amostras do leito fixo.  

Predição das prováveis vias de metabolização do substrato e produção de hidrogênio, 

AOVs e solventes foi realizada para as amostras da fase II e IV (Figura 8.10). A fermentação 

dos carboidratos resultou principalmente na produção dos ácidos láctico e acético, e também 

em etanol, por meio das vias metabólicas distintas, principalmente da fermentação homo e 

heteroláctica, rota bifidus e fermentação ácido mista, em função do metabolismo de 
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Lactobacillus, Bifidobacterium e Olsenella. Na rota bifidus destaca-se o papel da enzima 

transcetolase [2.2.1.1], a qual catalisa as reações de formação de eritrose-4-fosfato e xilulose-

5-fosfato a partir da molécula de frutose-6-fosfato, e também a conversão de xilulose-5-

fosfato a gliceraldeído-3-fosfato, para posterior formação de ácido láctico a partir do ácido 

pirúvico. Para fermentação homoláctica, destaca-se a enzima piruvato quinase [2.7.1.40]. Esta 

enzima catalisa a conversão de fosfofenolpiruvato em ácido pirúvico na última etapa da 

glicólise (Zhao et al., 2023). Já para fermentação heteroláctica destaca-se a glicose-6-fosfato 

desidrogenase [1.1.1.149], 6-fosfogliconolactonase [3.1.1.31], e 6-fosfogliconato 

desidrogenase [1.1.1.44], que catalisam a formação do intermediário 6-fosfogliconato a partir 

da glicose-6-fosfato, e sua conversão a ribulose-5-fosfato, respectivamente. Na via de 

formação de etanol tem-se a atuação da álcool desidrogenase [1.1.1.1] a partir da molécula de 

acetaldeído, e da enzima acetato quinase [2.7.2.1] na formação de ácido acético a partir da 

molécula de acetil-CoA. 

A oxidação do HLa ocorreu de forma importante, destacando seu papel como doador 

de elétrons para o processo de alongamento de cadeia. Na predição de enzimas verificou-se L-

lacato desidrogenase [1.1.1.27], que atua na reação de oxidação de ácido láctico em ácido 

pirúvico, convertido posteriormente em acetil-CoA para ser acoplado aos ciclos de 

alongamento de cadeia. Destaca-se que nesta reação de oxidação há formação de equivalente 

redutores (NADH), que resultam na formação de hidrogênio pela ação de hidrogenases do 

sistema Fedox/Fedred (Weghoff et al., 2014).  

O alongamento de cadeia foi fundamental na formação de ácido butírico e 

principalmente do ácido capróico (Figura 8.10), relacionado ao metabolismo de 

Caproicoproducens. As principais vias metabólicas relacionadas a este processo são o ciclo 

reverso de β-oxidação e o ciclo de biossíntese de ácido graxos (FBA), ambos partem da 

disponibilidade de moléculas de acetil-CoA, que podem ser derivada da oxidação do lactato 

ou etanol (Yin et al., 2022). A partir da predição das enzimas foi verificado que o ciclo de 

biossíntese ácidos graxos (FAB) tenha sido importante no processo de alongamento de cadeia 

(Figura 8.10), considerando as abundâncias identificadas para as enzimas que catalisam as 

reações nesta via. Em pesquisas recentes têm sido demonstrado que a via de biossíntese de 

ácidos graxos (FAB) é mais ativa do que a via de β-oxidação reversa na produção de ácidos 

de cadeia média por alongamento de cadeia (Dong et al., 2023). Zhang et al. (2023) avaliaram 

mecanismos de produção de ácidos de cadeia média a partir da fermentação de resíduos de 
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alimentos em reatores em batelada. Os autores observaram elevada proporção de ácido 

capróico (48,0%) entre os metabólitos produzidos, e a partir da análise de enzimas funcionais 

no processo, identificaram que a via de ácidos graxos foi a rota principal no alongamento de 

cadeia. Semelhante ao presente estudo foram identificados Lactobacillus, Bifidobacterium e 

Caproicoproducens entre os mais abundantes na comunidade microbiana do reator. 

Em reação catalisada pelas enzimas beta-cetoacil-ACP sintase I, II e III [2.3.1.180] 

[2.3.1.41] [2.3.1.179] (FabH, FabB e FabF) ocorre a condensação da molécula de malonil-

ACP, formada a partir da carboxilação do acetil-CoA (Wu et al., 2021) em reação catalisada 

pelas enzimas acetil-CoA carboxilase [6.4.1.2] e maloniltransferase [2.3.1.39] (FabD), com 

acetil-CoA, para formar acetoacetil-ACP, iniciando o primeiro ciclo da via FAB até a 

formação de butiril-ACP através de reações intermediárias catalisadas pelas enzimas 3-

oxoacil-ACP redutase [1.1.1.100] (FabG), 3-hidroxiacil-ACP desidratase [4.2.1.59] (FabZ), 

enoil-ACP redutase I [1.3.1.9] (FabI), e enoil-ACP redutase II [1.3.1.10] (FabK), com 

formação de ácido butírico no alongamento de cadeia de carboxilatos C2 (Yin et al., 2022). 

No segundo ciclo FAB que se inicia com a condensação de butiril-ACP com malonil-ACP, 

formando ao final a molécula de hexanoil-ACP, por meio de reações catalisadas pelas 

mesmas enzimas já mencionadas para o primeiro ciclo, com formação de ácido capróico 

(carboxilato C6), a partir do alongamento da cadeia de HBu (carboxilato C4). Tais enzimas 

catalisadoras destas reações do ciclo de ácidos graxos (FAB) foram inferidas com abundância 

nas amostras do RLL do presente estudo. 
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Figura 8.10. Vias de conversão dos resíduos sólidos, água residuária de processamento de 

licor de prensagem de cascas de citros, em H2, AOVs e solventes. 

 

8.3.5 Potencial de recuperação energética 

O balanço energético para as quatro fases de operação do reator de leito lixiviado foi 

realizado a partir das modificações nas condições operacionais que resultaram em diferentes 

rendimentos de H2 e impactaram na recuperação do conteúdo energético contido no substrato. 

Em relação ao aspecto econômico do processo foram avaliados os custos associados com a 
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alcalinização do reator baseando-se nas demandas de alcalinizante por unidade de energia 

produzida. 

 O potencial energético do hidrogênio (PEH2) foi de 10,5 MJ.m
-3

 licor para fase I, 87,6 

MJ.m
-3

 licor para fase II, 98,0 MJ.m
-3

 licor para fase III, e 71,2 MJ.m
-3

 licor para fase IV 

(Tabela 8.4). O PEH2 obtido para a fase I foi bem inferior das demais; como já discutido para 

tal fase operacional não foi observada relevante produção de H2 de forma que nesta condição 

a fermentação de hidrogênio não foi predominante e resultou em baixo potencial energético. 

A partir do poder calorífico inferior de 16,03 kJ.g
-1

 hexoses (Dong et al., 2009), e na hipótese 

de que o conteúdo de carboidratos no licor de prensagem concentrado utilizado no presente 

estudo (93,2 g.L
-1

) é composto por hexoses, estima-se um potencial de 1494,0 MJ por m
-3

 de 

licor; desta forma atingiu-se um percentual de recuperação energética a partir do hidrogênio 

de 0,70% na fase I, 5,86% na fase II, 6,56% na fase III, e 4,77% na fase IV.  

Tabela 8.6. Análise energética e econômica para as diferentes fases operacionais avaliadas 

para o RLL 

Fases MJ.m
-3

 licor kWh.m
-3

 licor tNaHCO3.MWh
-1

 US$.MWh
-1

 

I 10,5 1,7 26,7 13082,8 

II 87,6 14,6 1,9 937,7 

III 98,0 16,3 1,7 838,3 

IV 71,2 11,9 2,4 1153,4 

 

Apesar dos valores elevados para eficiência de conversão de carboidratos (ECCHO) 

obtidos para todas as fases operacionais, o percentual de conteúdo energético do licor que foi 

recuperado na forma de H2 foi baixo, não chegando a 7%. Portanto, um efluente fermentativo 

com elevado potencial energético ainda pode ser aproveitado, implicando em oportunidade 

atrativa para recuperação energética, por meio da obtenção de metano através da aplicação de 

um segundo estágio metanogênico. A obtenção de metano em reator metanogênico é uma 

alternativa que permite a recuperação energética bem superior àquela da fermentação, em 

razão do elevado volume de biogás produzido e densidade energética do metano por unidade 

de volume. Fuess et al. (2017) obtiveram em sistema de dois estágios para digestão anaeróbia 

da vinhaça em reatores de leito fixo produção máxima de hidrogênio de 9,5 MJ.m
-3

 vinhaça 

na fase acidogênica, enquanto no segundo estágio por meio da produção de metano obteve-se 

um potencial energético de 177,7 MJ.m
-3

 vinhaça. 
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A estimativa de potencial de produção de eletricidade (PPEH2) resultou em 1,7 

KWh.m
-3

 licor para fase I, 14,6 kWh.m
-3

 licor para fase II, 16,3 kWh.m
-3

 licor para fase III, e 

11,9 kWh.m
-3

 licor para fase IV. Com base no estudo de Cook (1983) estima-se que 1 

tonelada de laranjas processadas  resulte em produção de aproximadamente 55 litros de licor 

de prensagem concentrado após passagem pelo evaporador, considerando um processo de 

prensagem única das cascas. Em um cenário de uma indústria que processa 1 milhão de 

toneladas de laranjas por safra a geração de licor de prensagem concentrado seria da ordem de 

55.000 m³, de forma que o aproveitamento deste licor no processo de fermentação de 

hidrogênio poderia resultar na geração de até 896,5 MWh (considerando o PPEH2 da fase III), 

que poderia ser reaproveitado em diversas atividades com demanda energética dentro da 

indústria. 

Uma análise de sensibilidade foi realizada em relação ao parâmetro de rendimento de 

H2 das fases operacionais II, III e IV, de forma que considerou-se uma variação de até 25% 

para mais (nível superior) e para menos (nível inferior)  no HY de cada fase (HY-25%, HY, 

HY+25%), supondo cenários nos quais poderiam ser realizadas melhorias operacionais para 

atingir tais rendimentos (HY+25%), ou ocorrer instabilidades prejudicando a produção de H2 

(HY-25%). Tomando como referência o PPEH2 médio da fase III, que foi o maior obtido no 

contexto da operação do RLL, observou-se que mesmo para um cenário otimista com HY+25% 

para fase IV o seu PPEH2, ainda assim permaneceria 10,1% inferior ao cenário de referência 

da fase III (Figura 8.11), evidenciando como as condições da fase operacional IV não foram 

favoráveis do ponto de vista da recuperação energética. Considerando a fase II, observou-se 

um cenário otimista com HY+25% poderia proporcionar aumento de até 11,7% no PPEH2 em 

relação a fase III. Um máximo PPEH2 de até 20,41 kWh.m
-3

 licor poderia ser obtido 

considerando o nível superior da análise para fase III (HY+25%), adotando estratégias 

operacionais que pudessem elevar o HY desta fase para valores próximos de 131,0 mL H2.g
-1

 

CHO, sendo um direcionamento para o aumento da recuperação energética aplicando resíduos 

de citros em RLL.  
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Figura 8.11. Análise de sensibilidade para PPEH2 em relação a variação do HY. 

Em relação à demanda por alcalinizante obteve-se consumo entre 26,7 

tNaHCO3.MWh
-1

 (fase I) e 1,7 tNaHCO3.MWh
-1

 (fase III), uma amplitude elevada entre as 

diferentes fases operacionais que permite evidenciar a importância da otimização de HY 

visando reduzir a demanda específica de aditivos por unidade de energia produzida (Tabela 

8.4). Entretanto, mesmo para o cenário da fase III que foi o mais favorável, a demanda ainda é 

elevada considerando os custos com o alcalinizante que são da ordem de US$ 489,6 por 

tonelada (Intratec Primary Commodity Prices, 2018b), resultando em custos muito elevados 

por unidade de eletricidade produzida, sendo, portanto um obstáculo para viabilidade 

econômica do processo. 

8.4.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Observou-se redução significativa do conteúdo de RSL do leito fixo do reator ao final 

de cada fase operacional, com remoção de 79,3% ao final da fase II (70 dias), 57,1% ao final 

da fase III (50 dias), e 61,5% ao final da fase IV (40 dias). 

O aumento da concentração de carboidratos na alimentação de 4,0 para 6,5 gCHO.L
-1

 

resultou no aumento da VPRH de 38,9 mLH2.d
-1

 para 582,6 6 mLH2.d
-1

. Máxima VPRH foi 

observada para menores TDHs, sendo de 1128,0 mLH2.d
-1

 para TDH de 24h e 1609,9 

mLH2.d
-1 

para 12h. Entretanto, a diminuição do TDH resultou na redução do HY de 104,9 

mLH2.g
-1

CHO em TDH de 24h para 80,4 mLH2.g
-1

CHO em TDH de 12h. 
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 Nos períodos de transição posteriores às trocas de resíduos do leito fixo foram 

verificadas instabilidades operacionais que resultaram em impacto significativo na produção 

de H2. Não houve qualquer produção de H2 nos dias subsequentes a troca do leito, sendo que a 

produção de H2 foi retomada quando houve recuperação de parâmetros operacionais do reator 

como pH, remoção de carboidratos e ácido láctico. 

Os ácidos butírico e capróico estiveram principalmente associados às vias metabólicas 

de alongamento de cadeia, com o ácido láctico sendo o principal agente redutor nesta reação. 

A produção de hidrogênio derivou principalmente destas reações associadas à produção de 

HBu e HCp, sendo resultado da reação de oxidação do ácido láctico. 

Lactobacillus foi identificado com maior abundância relativa em todas as amostras 

analisadas, LF-II, TL-II, LF-IV, e TL-IV com 81,3%, 84,4%, 77,0%, e 69,8%, 

respectivamente. Entre as amostras de fase II e IV a principal diferença observada na estrutura 

da comunidade microbiana foi em relação a Caproiciproducens com redução importante de 

sua abundância na fase IV, em comparação a fase II, coerente a menor produção de HCp na 

fase IV. 

O máximo potencial de produção de eletricidade (PPEH2) de 16,3 kWh.m
-3

 licor, foi 

obtido com base na produção de hidrogênio da fase III, sendo estimada um PPEH2 de até 

896,5 MWh, considerando a geração de licor a partir do processamento de 1 milhão toneladas 

de laranjas em uma indústria. 

Baseado nos resultados obtidos verifica-se que a aplicação da configuração de reator 

de leito lixiviado é uma alternativa promissora para co-digestão de resíduos da agroindústria 

de citros visando seu aproveitamento energético, sendo fundamental melhor investigação 

acerca de estratégias de substituição do leito de resíduos no sentido de reduzir ou até mesmo 

eliminar o período de transição delimitado pela instabilidade operacional. 
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A partir dos objetivos e hipóteses propostos para este trabalho elaborou-se as 

conclusões gerais, que incluem uma síntese dos principais resultados e das contribuições desta 

pesquisa, os quais estão resumidas abaixo: 

Hipótese I: Os resíduos sólidos compostos por casca e bagaço e a água residuária de citros 

são fonte de microrganismos anaeróbios fermentativos. Aceita. 

i. O inóculo autóctone enriquecido a partir dos resíduos de citros foi efetivo na 

fermentação em reatores em batelada, entretanto não foram obidos rendimentos elevados de 

hidrogênio, sendo Olsenella, Prevotella, Lactobacillus e Bifidobacterium os principais 

gêneros de bactérias identificadas na comunidade microbiana do inóculo.  

Hipótese II: Nem todas as variáveis do processo tem efeitos significativos na produção de 

hidrogênio e ácidos orgânicos na co-digestão de resíduos de citros. Aceita. 

ii. Menor tamanho de partículas de resíduos sólidos (<0,6 mm), concentração de resíduos 

sólidos de citros, e concentração de água residuária, resultaram em efeitos positivos mais 

significativos na cinética de produção de H2.  

Hipótese III: A suplementação com agentes alcalinizantes proporciona maior estabilidade 

para o processo de fermentação, possibilitando aumento do rendimento de hidrogênio. Aceita. 

iii. A suplementação com alcalinizantes resultou em maior estabilidade no processo de 

fermentação de H2, sendo identificado melhores resultados com a utilização do carbonato de 

cálcio quando comparado ao uso  do bicarbonato de sódio.  

iv. O ajuste das variáveis de concentração de substrato e CaCO3, equacionado pela razão 

gCaCO3/gCHO, foi identificado como fundamental para promover maior potencial de 

produção de H2.  

Hipótese IV: A otimização nas condições operacionais da co-digestão dos resíduos permite 

obter produção de hidrogênio significativamente superior a condições não-otimizadas; e 

Hipótese VIII: A alteração das condições operacionais nas quais as etapas fermentativa e 

metanogênica são conduzidas resulta em alteração significativa das rotas metabólicas 

CAPÍTULO 9 
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predominantes como uma resposta a mudança na estrutura da comunidade microbiana. 

Aceitas. 

v. Foi identificada condição otimizada para produção de hidrogênio a partir da co-

digestão de resíduos de citros, com 21,4 gSTV.L
-1

 de RSL, 3,4 gDQO.L
-1

de água residuária, e 

4,5 g.L
-1

 de CaCO3, resultando na produção de 1249,0 mLH2.L
-1

, sendo os ácidos butírico e 

acético os metabólitos predominantes, com inexpressiva produção de outros metabólitos 

solúveis.  

vi. Em condição otimizada de produção de H2 identificou-se dominância do gênero 

Clostridium sensu stricto 1, cuja abundância realiva foi de 95,0%, sendo a via metabólica 

Clostridial inferida como predominante.  

vii. Para condições que resultaram em baixa produção de H2 verificou-se predominância 

da fermentação de ácido láctico, com aumento da abundância relativa do gênero 

Lactobacillus.  

Hipótese V: A diluição do conteúdo do reator fermentativo operado em condição otimizada 

para produção de hidrogênio utilizado como substrato para metanogênese possibilita 

estabelecer condições para uma eficiente produção de metano. Rejeitada. 

viii. A utilização do conteúdo do reator fermentativo (CRF) como substrato para a fase 

metanogênica resultou em eficiente produção de metano, não sendo identificados efeitos 

inibitório ao processo decorrentes da elevada concentração de matéria orgânica, nem pela 

presença de limoneno.  

ix. Maior produção acumulada de metano no segundo estágio foi obtida com 99,3% de 

CRF, e 0,58 gNaHCO3.g
-1

DQO, resultando em 6549,7 mLCH4.L
-1

, representando um 

rendimento de 308,2 mLCH4.g
-1

STVRSL.  

Hipótese VII: O Reator de Leito Lixiviado operado em modo contínuo é uma alternativa 

eficiente para a co-digestão de resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros; e 

Hipótese VIII: A alteração das condições operacionais nas quais as etapas fermentativa e 

metanogênica são conduzidas resulta em alteração significativa das rotas metabólicas 

predominantes como uma resposta a mudança na estrutura da comunidade microbiana. 

Aceitas. 
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x. A aplicação do reator de leito lixiviado para fase fermentativa no tratamento de 

resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros possibilitou uma eficiente remoção do 

conteúdo de resíduos sólidos do leito fixo.  

xi. A operação do reator de leito lixiviado com TDH de 12h resultou na maior produção 

volumétrica de hidrogênio, entretanto, o máximo rendimento de H2 foi obtido para TDH de 

24h.  

xii. Ao longo de diferentes fases operacionais do reator de leito lixiviado houve importante 

produção dos ácidos butírico e capróico, sendo inferido que a produção destes metabólitos 

esteve associada às vias metabólicas de alongamento de cadeia, com o ácido láctico sendo o 

principal agente redutor nesta reação.  

Hipótese VI: A co-digestão de resíduos sólidos e líquidos do processamento de citros 

possibilita a recuperação de uma parcela importante do conteúdo energético contido nestes 

substratos. Aceita. 

xiii. Apesar da elevada produção de H2, o potencial energético máximo obtido para fase 

fermentativa representou uma parcela muito pequena (3%) do conteúdo energético dos 

substratos, entretanto o potencial da fase metanogênica possibilitou uma recuperação 

substancial (55,5%) deste conteúdo energético.  
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Considerando os resultados obtidos no presente estudo em relação ao potencial de 

obtenção de produtos de valor biotecnológico, como biocombustíveis e ácidos orgânicos,  

conclui-se que as perspectivas para a valorização da co-digestão dos resíduos da agroindústria 

de processamento de citros são positivas. O processo de digestão anaeróbia como uma 

alternativa econômica e ambiental, tem se firmado como uma proposta consolidada para 

tratamento de resíduos e águas residuárias de alguns setores, com ganho de escala dos 

sistemas e aplicação industrial. Os resultados apresentados aqui contribuem nesta trajetória, 

visando ao desenvolvimento de um modelo de economia circular para a cadeia produtiva de 

processamento de citros. Entrentanto, há que se elucidar ainda inúmeros aspectos e 

peculiaridades do processo, algumas recomendações e sugestões para trabalhos futuros sobre 

a co-digestão destes substratos são: 

 

i. Avaliar diferentes estratégias para acidificação no primeiro estágio do processo: 

considerando a baixa contribuição que a produção de hidrogênio representa na 

recuperação do conteúdo energético dos resíduos, a fermentação com foco em outros 

sub-produtos que possam manter ou aumentar a produção de metano obtida no presente 

estudo podem ser interessantes. 

 

ii. Avaliar a adição de um terceiro co-substrato para o processo: agregar um co-

substrato cujas características possam agregar alcalinidade ao processo, possibilitando 

uma redução na demanda por alcalinizante, identificado como um dos gargalos para 

viabilidade econômica. 

 

iii. Analisar diferentes configurações de sistema para potencializar a recuperação 

energética: avaliar a recirculação de uma parcela do efluente metanogênico para o 

primeiro estágio, contribuindo para o tamponamento da etapa fermentativa. 

iv. Avaliar outros materiais de enchimento não inertes para o leito do reator de leito 

lixiviado: a utilização de materiais de enchimento são necessárias para manutenção da 

estrutura do leito fixo em virtude das características dos resíduos de citros, substituir 
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materiais inertes (exemplo, argila expandida) por outros matérias lignocelulósicos que 

possam cumprir de forma satisfatória este papel é uma alternativa interessante do ponto 

de vista ambiental e econômico, considerando o ganho de escala do processo. 

v. Realizar um balanço energético, econômico e ambiental (3E) completo para o 

processo de valorização da co-digestão dos resíduos do processamento de citros: a 

aplicação de metodologias mais específicas e avançadas para realizar estas análises com 

base nos resultados até então obtidos pode possibilitar identificar aspectos que precisam 

de maior atenção nos estudos experimentais para que o processo se torne 

economicamente viável e mais sustentável, como por exemplo, a identificação da 

necessidade de redução do consumo de energia no processo (trituração dos resíduos, 

manutenção temperatura mesofílica 37°C, agitação, etc), e redução do consumo de 

compostos químicos (alcalinizantes, nutrientes, etc). 
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Capítulo 4: 

Avaliação de fatores significativos na produção de hidrogênio e ácidos 

orgânicos na co-fermentação de resíduos sólidos e água residuária do 

processamento de citros 
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a
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Figura A.1. Perfil de pH de ensaios do planejamento experimental de Plackett-Burman com 

pH inicial 5,0. 
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Figura A.2. Perfil de pH de ensaios do planejamento experimental de Plackett-Burman com 

pH inicial 8,0. 

 

Figura A.3. Curvas de rarefação das sequências do RNAr 16S para as amostras do inóculo 

autóctone (DR-1) e ensaio C-7 (DR-2). 
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A diversidade das amostras analisadas foi comparada através dos índices ecológicos 

de Shannon-Wiener, e Simpson, e a riqueza analisada através do índice Chao-1. Para o 

inóculo autóctone verificou-se maior diversidade de Shannon (4,19) em comparação ao ensaio 

C-7 (2,93), em relação à dominância por meio do índice de Simpson verificou-se que para o 

ensaio C-7 houve menor dominância (0,80) comparado ao inóculo (0,89). O índice de Chao-1 

que representa uma medida da riqueza baseada na abundância indicou maior riqueza (322,85) 

para o inóculo autóctone em comparação à condição C-7 (234,50). 

Para o consórcio microbiano utilizado na bioaumentação dos ensaios foi observada 

maior diversidade, menor dominância e maior riqueza de espécies, tal fato relaciona-se ao fato 

de que ao estabelecer condições mais específicas potencializando a produção de hidrogênio 

como ocorreu em C-7, houve uma pressão seletiva aumentando a dominância de grupos mais 

específicos e assim reduzindo a diversidade e riqueza da população. Em relação ao índice de 

diversidade de Shannon, Villa-Montoya et al. (2020b) também verificaram maior valor para o 

consórcio microbiano utilizado para bioaumentação (0,887) quando comparado ao índice 

obtido para o reator otimizado para produção de hidrogênio (0,689), indicando uma seleção de 

microrganismos após a produção de hidrogênio. E assim como obtido no presente estudo 

Hernandéz-Mendoza et al. (2014) observaram redução da diversidade de Shannon-Wiener de 

2,197 verificada no inóculo, para 1,946 ao final da operação de um reator batelada sequencial, 

os autores concluíram que uma menor diversidade e uma comunidade microbiana estável 

refletiram em maior produção de hidrogênio. 
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Capítulo 5: 

Efeito da alcalinização para o aumento da produção de hidrogênio sob 

diferentes concentrações de substrato na co-fermentação de resíduos 

da agroindústria de citros 
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Figura B.1. Reatores batelada equipados com conjunto de válvulas acopladas. 
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Figura B.2. Curvas de rarefação das sequências do gene RNAr 16S para as amostras dos 

ensaios A-7 (FF7) e ensaio A-9 (FF9). 
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Capítulo 6: 

Otimização de parâmetros fermentativos para aumento da produção 

de hidrogênio: A co-fermentação de resíduos da agroindústria de 

citros é uma alternativa interessante para recuperação energética? 
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Figura C.1. Curvas de rarefação das sequências do RNAr 16S para as amostras do lodo 

granular (LD) e ensaios E-10 (DH1), e OC-H (DH0). 

 

 

 

 

 

Apêndice C 



286 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


