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RESUMO 

ARAUJO, M. N. Produção de biohidrogênio em reatores anaeróbios a partir de águas 

residuárias: compreendendo o papel do leito fixo e sua influência na microbiota 

acidogênica. 2022. 151 p. Dissertação (Mestrado) – Escola de Engenharia de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2022. 

 

A busca por fontes alternativas de combustíveis visando substituir as matrizes energéticas não-

renováveis é um tópico altamente relevante e amplamente abordado em pesquisas científicas recentes. 

A produção biológica de hidrogênio (biohidrogênio-bioH2) a partir de águas residuárias via processos 

fermentativos é considerada uma estratégia promissora para substituir as matrizes fósseis nas 

próximas décadas, além de consistir em um carreador energético renovável capaz de amenizar o 

aquecimento global. Por mais que a capacidade dos processos fermentativos voltados para a produção 

de hidrogênio a partir de resíduos orgânicos esteja amplamente relatada na literatura científica, é 

possível acessar lacunas relacionadas à dinâmica de crescimento e retenção de biomassa em reatores 

de leito fixo, os quais são fatores fundamentais para o sucesso ou falha do processo. Estudos recentes 

revelaram lacunas relacionadas à finalidade do leito em reatores de filme-fixo e sua influência na 

produção de hidrogênio via processos fermentativos, dado o papel pivotante da porção basal do reator 

na conversão de substrato fresco e no estabelecimento de rotas metabólicas precursoras de bioH2. O 

objetivo deste estudo foi avaliar a influência de diferentes arranjos de imobilização de células (bem 

como sua ausência) na retenção e lavagem da biomassa e seus efeitos na evolução do bioH2 e nos 

perfis metabólicos de um reator anaeróbio tubular (AnTR, o qual não inclui material de suporte), um 

reator anaeróbio de leito-fixo estruturado (AnSTBR, que inclui material de suporte disposto em um 

padrão ordenado) e um reator anaeróbio de leito-fixo empacotado (AnPBR, o qual considerou 

material suporte disposto em um padrão desordenado) operados em condições operacionais 

equivalentes na câmara de alimentação. A maior produção de bioH2 foi alcançada  no AnSTBR  

(743,25 mL-H2 L
-1 d-1) em comparação com o AnPBR (662,04 mL-H2 L

-1 d-1) e o AnTR (586,22 mL-

H2 L-1 d-1). No caso do AnSTBR, ocorreu um consumo maciço de carboidratos na câmara de 

alimentação e no início da zona de leito, ambos compreendendo uma intensa atividade metabólica 

em comparação com as regiões superiores. Por outro lado, esse padrão foi restrito à câmara de 

alimentação do AnPBR, enquanto uma fonte alternativa de atividade láctica ocorreu na zona do leito. 

De modo geral, a presença de material suporte na zona do leito demonstrou ser imperativa para 

garantir uma retenção adequada de biomassa em termos quanti-qualitativos em oposição à ausência 

de leito fixo, influenciando a distribuição de biomassa, a conversão específica de substrato, a 

produção de bioH2 e as rotas metabólicas estabelecidas.  

 

Palavras-chave: Distribuição de biomassa, Carga orgânica volumétrica específica convertida, 

Fermentação lática capnofílica, Fermentação lática, Homoacetogênese, PCR/DGGE. 

 

  



 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

ARAUJO, M. N. Biohydrogen production in anaerobic reactors from wastewater: 

understanding the role of the fixed-bed and its influence on the acidogenic microbiota. 2022. 

151 p. Dissertation (Master's degree) – Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2022. 

 

The search for alternative sources of fuels aiming to replace non-renewable energy matrices is a 

highly relevant topic extensively addressed in recent scientific research. The biological production of 

hydrogen (biohydrogen-bioH2) from wastewater from fermentative processes is considered a 

promising strategy to substitute fossil matrices in the coming decades, besides being a renewable 

energy carrier capable of mitigating global warming. Despite the widely reported capacity of 

fermentative processes for hydrogen production from organic waste in scientific literature, there are 

still gaps concerning the dynamics of biomass growth and retention in fixed-film reactors, which are 

key factors for the success or failure of the process. Recent studies have revealed gaps related to the 

bed purpose in fixed-film reactors and its influence on biohydrogen (bioH2) evolution via dark 

fermentation, given the pivotal role of the basal portion (i.e., feeding chamber) in converting fresh 

substrate and establishing bioH2 precursor metabolic pathways, which is opposed to that observed in 

the bed zone. This study aimed to assess the influence of different cell immobilization arrangements 

(as well as its absence) on biomass retention and washout and their effects on bioH2 evolution and 

metabolic profiles of an anaerobic tubular reactor (AnTR, which does not include support material), 

an anaerobic structured-bed reactor (AnSTBR, which includes support material laid out in an orderly 

pattern) and an anaerobic packed-bed reactor (AnPBR, which considers support material laid out in 

a disorderly pattern) operated under equivalent operating conditions in the feeding chamber. Higher 

bioH2 evolution was achieved in the AnSTBR (743.25 mL-H2 L-1 d-1) compared to the AnPBR 

(662.04 mL-H2 L
-1 d-1) and AnTR (586.22 mL-H2 L

-1 d-1). For the former, a massive carbohydrate-

uptake occurred in the feeding chamber and at the beginning of the bed zone, both comprising an 

intense metabolic activity versus the upper regions. Conversely, this pattern was restricted to the 

AnPBR feeding chamber, while an alternative source of lactic activity occurred in the bed zone. 

Overall, the presence of media in the bed zone proved to be imperative to ensure suitable biomass 

retention in quanti-qualitative terms in opposition to no-bed, influencing biomass distribution, 

specific substrate conversion, bioH2 evolution and metabolic pathways. 

 

Keywords: Biomass distribution, Specific organic conversion rate, Capnophilic lactic fermentation, 

Lactic acid fermentation, Homoacetogenesis, PCR/DGGE. 
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 INTRODUÇÃO  

Os efeitos sinérgicos das mudanças climáticas aliados às ações antropogênicas e a 

redução das matrizes de combustíveis fósseis vêm intensificando a busca por fontes alternativas 

e sustentáveis de energia. Desde a crise do petróleo de 1973, recursos energéticos baseados em 

biomassas vêm se destacando no cenário nacional devido ao seu caráter renovável. Matérias-

primas como a cana-de-açúcar e oleaginosas são amplamente utilizadas como base para 

produção de biocombustíveis (etanol e biodiesel), além de outros produtos de valor agregado, 

como o açúcar e óleos vegetais, os quais podem ser associados de forma paralela à cadeia 

produtiva primária destas commodities. Essa versatilidade produtiva associada à utilização de 

matérias primas renováveis caracteriza às indústrias que manufaturam produtos baseados em 

biomassa como biorrefinarias, bem como as qualifica como peças fundamentais dentro da busca 

por sustentabilidade. 

Nas últimas duas décadas, a possibilidade de produção de recursos energéticos e de 

outras matérias primas de valor agregado a partir de resíduos ricos em matérias orgânica, 

anteriormente vistos apenas como passivos ambientais, trouxe à tona o conceito de 

biorrefinarias aplicado ao processamento de biomassas residuais. Dentre a gama de biomassas 

residuais existentes nas mais diversas cadeias produtivas agroindustriais, as águas residuárias 

ricas em carboidratos apresentam-se como um potencial recurso para geração de energia e 

matérias primas de valor agregado a partir de processos biotecnológicos. 

O processamento biológico de águas residuárias ricas em carboidratos via processos 

fermentativos é capaz de produzir biohidrogênio (bioH2), um carreador energético limpo com 

elevada densidade energética e versatilidade de aplicações industriais. Os processos 

fermentativos também podem gerar matérias primas de valor agregado no meio líquido, como 

ácidos orgânicos e solventes, paralelamente à produção de bioH2. Portanto, a produção de bioH2 

via processos fermentativos apresenta grande atratividade por ser capaz de aliar potencial 

energético à mitigação de impactos ambientais associados às águas residuárias de diversas 

cadeias produtivas agroindustriais. 

Em meio às diferentes configurações de reatores utilizados para a produção de bioH2 

via processos fermentativos, os do tipo leito fixo são considerados promissores, pois promovem 

o crescimento microbiano aderido e apresentam uma maior capacidade de retenção de biomassa 

quando comparados às tecnologias de crescimento suspenso. Entretanto, existem relatos de 

problemas relacionados aos baixos rendimentos e instabilidades dos processos associados a 
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dinâmica de retenção de biomassa. O acúmulo de biomassa, associado a seleção de 

determinadas comunidades microbianas, podem ocasionar rotas metabólicas indesejáveis (i.e., 

rotas que não produzem ou que consomem H2) e, consequentemente, afetar o desempenho dos 

processos hidrogenogênicos. 

Embora os conceitos e aplicações de reatores de leito fixo para produção de bioH2 não 

sejam temáticas inéditas na literatura científica (BLANCO; OLIVEIRA; ZAIAT, 2019a; 

FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020; LUCAS et al., 2015; PEIXOTO et al., 2011), estudos 

vêm demonstrando lacunas sobre qual é o papel fundamental do leito fixo sobre a dinâmica de 

retenção de biomassa e do desempenho na produção de bioH2 a partir de diferentes arranjos do 

material suporte (estruturado ou empacotado) (BRAGA, 2014; FUESS et al., 2021a). 

Fuess et al. (2021a) demonstraram, ao término da operação de um reator de leito fixo 

estruturado, que a conversão de substrato fresco (carboidratos) e, consequentemente, as rotas 

primárias de produção de bioH2 ocorreram majoritariamente no compartimento inicial (i.e., na 

câmara de alimentação), o que proporcionou uma distribuição qualitativa e compartimentada 

da biomassa retida devido às diferentes disponibilidades de substrato ao longo do reator. Essas 

observações podem induzir ao seguinte questionamento: se os processos primários de 

conversão de substrato fresco e produção de bioH2 ocorrem majoritariamente na câmara de 

alimentação dos reatores, o leito fixo pode ser descartado sem prejuízos ao processo como um 

todo? 

Apesar de Braga (2014) ter demonstrado que a ausência de leito fixo empacotado 

impactou na dinâmica de retenção de biomassa, na conversão de carboidratos e, 

consequentemente, na produtividade de bioH2 em reatores anaeróbios tubulares, uma 

comparação direta, com uma visão compartimentada e com uma base comparativa entre 

diferentes arranjos de leito ainda não foi realizada. 

Frente à lacuna e ao questionamento supracitados, a presente pesquisa buscou 

compreender o papel do leito-fixo a partir da avaliação dos impactos de diferentes arranjos de 

material suporte (empacotado e estruturado) e ausência de leito-fixo sobre a dinâmica de 

retenção de biomassa e da produção de bioH2 em diferentes configurações de reatores. Para 

tanto, os experimentos foram conduzidos por meio da aplicação de condições operacionais 

semelhantes na câmara de alimentação dos reatores com o intuito de manter uma base 

comparativa entre os sistemas. 
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 PREMISSAS, HIPÓTESE E OBJETIVO DE PESQUISA 

Baseando-se nas premissas de que [i] a conversão de substrato (e a consequente 

produção primária de hidrogênio) ocorre na câmara de alimentação em reatores anaeróbios de 

leito fixo estruturado, bem como [ii] o tipo de arranjo leito fixo empregado ou a ausência de 

meio suporte pode impactar negativamente a conversão de substrato e a produção de 

hidrogênio, coletam-se evidências de que a operação de reatores anaeróbios de leito fixo 

acidogênicos, em particular o de leito fixo estruturado, têm sido abordada de forma a não levar 

em consideração a distribuição de biomassa nestes sistemas. Além disso, uma comparação 

direta que envolva os impactos do arranjo de leito fixo empregado, bem como sua ausência, 

associada a um protocolo de análise espacial em reatores acidogênicos podem ser capazes de 

promover uma melhor compreensão dos processos de distribuição de biomassa e os caminhos 

metabólicos que ocorrem nestes sistemas. 

Nesse contexto, formulou-se a seguinte hipótese central na qual a presente pesquisa está 

pautada, que afirma: “tanto a ausência quanto diferentes arranjos de leito fixo são fatores 

capazes de alterar a dinâmica de retenção de biomassa, as rotas metabólicas, os 

rendimentos e a produção de hidrogênio, além de selecionar diferentes comunidades 

microbianas em reatores acidogênicos, ainda que as condições operacionais na câmara de 

alimentação sejam mantidas semelhantes entre si”. 

Desta forma, para confirmar ou refutar tal hipótese foi avaliado “o papel do leito fixo 

e do tipo de arranjo (ordenado ou estruturado)” em sistemas acidogênicos hidrogenogênicos 

em condição termofílica de temperatura, baseando-se na perspectiva de que a câmara de 

alimentação dos reatores é responsável pela conversão majoritária de substrato fresco e, 

consequentemente, pela produção primária de bioH2 (FUESS et al., 2021a). 
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 REVISÃO DE LITERATURA 

A seguir são apresentadas informações obtidas a partir de consultas na literatura de 

referência e que são relacionadas com a temática central de pesquisa. A fim de elucidar a 

problemática envolvida com a temática central de pesquisa e prover bases conceituais para 

comparação e discussão dos resultados e formulação das conclusões, foram compiladas 

informações relacionadas ao [i] conceito de biorrefinaria aplicado ao tratamento de águas 

residuárias, [ii] à utilização de águas residuárias como matéria prima para a produção de 

hidrogênio via processos fermentativos, [iii] às diferentes tecnologias de reatores contínuos de 

alta taxa comumente adotados em sistemas acidogênicos produtores de hidrogênio e [iv] ao 

papel do acúmulo de biomassa na produção de bioH2. 

 O CONCEITO DE BIORREFINARIA APLICADO AO TRATAMENTO DE ÁGUAS 

RESIDUÁRIAS 

O consumo global primário de energia relatado em 2010 foi de 524‧1015 BTU. Estima-

se que esse consumo crescerá cerca de 50% até o ano de 2050 devido à crescente demanda de 

nações emergente como p.ex. a Índia, China e Brasil. O uso excessivo de combustíveis fósseis 

(os quais representam mais 85% das demandas energéticas mundiais), tem sido associado a 

várias problemáticas ambientais, principalmente com relação a emissão de gases do efeito 

estufa (GEE) e degradação da qualidade do ar local e regional. De acordo com a Agência 

Internacional de Energia (IAE – do inglês International Agency Energy), a combustão de 

recursos fósseis é responsável por mais de 90% das emissões de GEE relacionadas à energia 

(ENERGY INFORMATION ADMINISTRATION (U.S. EIA), 2013; INTERNATIONAL 

ENERGY AGENCY (IEA), 2011). 

Nesse contexto, o desenvolvimento de tecnologias baseadas em fontes renováveis de 

energia (eólica, solar, hídrica e biomassa) são incentivadas como soluções para lidar com 

questões como às mudanças climáticas, degradação da qualidade do ar e insegurança energética. 

Estimativas levantadas pela IAE demonstram que a geração de energia a partir de fontes 

renováveis em 2014 foi cerca de 40% maior em comparação com 2010, bem como apresentam 

a maior taxa de crescimento anual dentro do setor energético, contribuindo com cerca de 20% 

do consumo total de energia gerada no globo. Essa contribuição deve-se em grande parte aos 

investimentos em pesquisa em biotecnologia combinados com a pressão das políticas globais 

de energia e ambientais (FALKNER, 2014; SAWATDEENARUNAT et al., 2016). 
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O conceito de biorrefinaria, definido pela IAE em 2008, consiste no processamento 

sustentável de biomassas visando a transformação desta matéria prima em um largo espectro 

de produtos de valor agregado (CHERUBINI, 2010); (FAVA et al., 2013). A aplicação deste 

conceito em unidades industriais de transformação de matérias primas de origem orgânica, 

principalmente as que possuem elevado teor de carboidratos, torna possível a produção de 

diversos bioprodutos, como bioplásticos, fármacos, agroquímicos, biocombustíveis e biogás 

(CHERUBINI; ULGIATI, 2010; GAIROLA; SMIRNOVA, 2012; MAMMAN et al., 2008). 

Nas últimas duas décadas, o conceito de biorrefinaria vem sendo abordado de forma a 

utilizar como matéria prima biomassas residuais de diversas cadeias produtivas agroindustriais 

para produção de energia (BLANCO; OLIVEIRA; ZAIAT, 2019a; CORBARI et al., 2019; 

LUCAS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020; PEIXOTO et al., 2011) e de produtos de valor 

agregado (AGLER et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2019; 

DIAS et al., 2006; ENG SÁNCHEZ et al., 2021). Nessa abordagem, a utilização da digestão 

anaeróbia (DA) como processo central de processamento de matérias primas de baixo valor 

agregado apresenta elevado potencial de conciliar a solução de problemas ambientais 

relacionados a diversos resíduos orgânicos com cadeias produtivas mais sustentáveis e 

economicamente atrativas (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; 

POGGI-VARALDO et al., 2014; SURENDRA et al., 2015). 

Por mais que os fundamentos e aplicações dos processos anaeróbios estejam 

consolidados na literatura (ANGELIDAKI; ELLEGAARD; AHRING, 2003; FORESTI; 

ZAIAT; VALLERO, 2006; LETTINGA, 1995; MCCARTY, 2001; MOSEY, 1983; PALMA 

et al., 2018), a continuidade de pesquisas que visem o desenvolvimento e melhoria de 

desempenho de sistemas baseados na digestão anaeróbia (DA) faz-se necessária quando se 

busca a otimização e maximização do potencial de produção de biogás (hidrogênio e metano) 

e matérias primas de valor agregado (ácidos orgânicos, solventes, polímeros, enzimas, etc.) a 

partir de águas residuárias (POGGI-VARALDO et al., 2014). 

 ÁGUAS RESIDUÁRIAS COMO MATÉRIA-PRIMA PARA PRODUÇÃO DE BIOH2 

VIA PROCESSOS FERMENTATIVOS  

Com o desenvolvimento tecnológico vivenciado nas últimas décadas, a demanda 

energética vem sendo acrescida com o passar dos anos, o que torna a busca por fontes 

alternativas e renováveis de energia um pilar fundamental para sustentação das sociedades 

modernas e para manutenção e preservação do meio ambiente. Nesse contexto, atualmente 
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existem diversos carreadores de energia cotados para cumprir o papel de fonte sustentável de 

energia, sendo o hidrogênio considerado uma das chaves fundamentais para solução dos 

problemas relacionados às mudanças climáticas devido às suas propriedades termodinâmicas 

associadas a uma combustão limpa e versatilidade de aplicações (JAIN, 2009; 

MOMIRLAN; VEZIROGLU, 2005). 

Além de ser uma alternativa aos combustíveis baseados em carbono, sua atratividade 

está relacionada a capacidade de ser produzido a partir de fontes renováveis e não renováveis 

de energia, o que caracteriza um cenário de diversidade de matérias primas para sua produção 

e garante uma maior segurança energética. Além disso, o hidrogênio pode ser utilizado em 

sistemas modernos de geração de energia de alta eficiência, como p.ex. as células combustíveis, 

bem como servir de reagente em variadas indústrias químicas para produção de fertilizantes, 

para o refino de petróleo e na síntese industrial de amônia (EDWARDS et al., 2008; 

GUO et al., 2010). 

Entretanto, o maior desafio para utilização de hidrogênio como fonte energética reside 

no desenvolvimento de processos de produção sustentáveis e baseados em viabilidade técnico-

econômica, além de otimizações das tecnologias de armazenamento. Atualmente, a maior parte 

do hidrogênio utilizado em atividades antrópicas é obtido a partir de métodos convencionais de 

produção que são baseados na utilização de matérias primas fósseis, i.e., não renováveis 

(GHIMIRE et al., 2015; KHAN et al., 2018). 

De acordo com Balat (2008), o hidrogênio utilizado em aplicações comerciais vem 

sendo produzido a partir de reforma a vapor do gás natural (48%) e do petróleo (30%), além de 

outros métodos industriais como gaseificação do carvão (18%) e eletrólise da água (4%). Esses 

métodos produtivos envolvem, de forma direta ou indireta, a utilização de combustíveis fósseis 

para produção de hidrogênio, o que descaracteriza o H2 produzido como uma fonte de energia 

sustentável, renovável e ambientalmente adequada. 

A produção de H2 a partir de processos biológicos (bioH2) que utilizam fontes 

renováveis ou até mesmo resíduos como matéria prima, é considerada uma abordagem 

promissora para enquadrá-lo como uma matriz energética sustentável. Nesse contexto, a 

produção de bioH2 a partir de resíduos orgânicos oriundos das mais diversas cadeias produtivas 

agroindustriais é capaz de associar a produção de energia com a mitigação dos impactos 

ambientais relacionados aos diversos compostos orgânicos que compõem essas matérias 

primas, conferindo um caráter sustentável e até mesmo renovável aos processos produtivos 

(BATISTA et al., 2015; DHAR et al., 2015). 
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Sistemas produtores de bioH2 por meio de processos fermentativos são capazes de 

utilizar diversas fontes de carbono como matéria prima devido a ampla versatilidade enzimática 

dos microrganismos envolvidos nesses processos (DAS, 2009). Devido à natureza bioquímica 

dos processos fermentativos, as águas residuárias ricas em carboidratos são notoriamente 

favoráveis para produção de bioH2, bem como para produção de ácidos orgânicos voláteis e até 

mesmo degradação de compostos por meio de processos de co-metabolismo, o que as tornam 

fontes promissoras para a recuperação energética associada a mitigação de possíveis impactos 

ambientais (CARNEIRO et al., 2020a; DAS; VEZIROǦLU, 2001; 

NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017). 

O tipo de substrato utilizado desempenha um importante papel sobre as taxas de 

produção e na viabilidade econômica do processo. Substratos ricos em carboidratos como 

glicose, sacarose e misturas de amido vem sendo amplamente utilizados em estudos para 

produção de bioH2 via processos fermentativos. Esta abordagem é compreendida no contexto 

científico devido a maior facilidade de análise e entendimento dos processos bioquímicos 

envolvidos quando comparado a substratos complexos, como é o caso das águas residuárias 

reais compostas por fontes de carbono diversas. Contudo, vale destacar que uma produção 

sustentável e ambientalmente adequada de hidrogênio necessariamente requer a utilização de 

matérias primas oriundos de fontes renováveis (GHIMIRE et al., 2015; HAWKES et al., 2007; 

REN et al., 2011; WANG; WAN, 2009). 

Atualmente, existem diversos estudos apresentados na literatura que abordam a 

utilização de água residuárias complexas para produção de bioH2 e apresentam faixas de 

produtividade e rendimentos que demonstram o elevado potencial dos processos fermentativos 

para esta finalidade. Além disso, a viabilidade produtiva de bioH2 para diversas águas 

residuárias reais vem sendo avaliada juntamente a diferentes configurações de biorreatores 

(CORBARI et al., 2019; FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; 

FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020; LUO et al., 2010).  

 FUNDAMENTOS DA PRODUÇÃO DE (BIO) HIDROGÊNIO VIA PROCESSOS 

FERMENTATIVOS 

O hidrogênio obtido por meio de processos biológicos (biohidrogênio-bioH2) pode ser 

produzido a partir de duas rotas distintas, sendo elas [i] a rota dos processos foto-dependentes 

(biofotólise da água e foto-fermentação) e [ii] a rota dos processos foto-independentes 

(processos fermentativos e células de eletrólise microbiana). Além das diferenças entre os 
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grupos de microrganismos envolvidos e da necessidade de radiação luminosa, essas rotas 

podem ser distinguidas de acordo com a necessidade de diferentes fontes de carbono de origem 

orgânica ou inorgânica (GHIMIRE et al., 2015; HALLENBECK; BENEMANN, 2002).  

A Figura 1 apresenta um fluxograma das vias biológicas de produção de hidrogênio e 

suas respectivas particularidades com relação a dependência de fontes luminosas e necessidades 

de fontes de carbono de acordo com suas origens. Em geral, todas as vias biológicas de 

produção de bioH2 apresentam aspectos favoráveis que sugerem a utilização destes processos 

como métodos para superar os desafios relacionados aos impactos ambientais decorrentes da 

utilização de fontes fósseis de energia. Contudo, aspectos tecnológicos e econômicos 

configuram cenários desfavoráveis para utilização desses processos em contrapartida aos 

combustíveis fósseis (DAS; VEZIROǦLU, 2008; GHIMIRE et al., 2015; 

HALLENBECK; BENEMANN, 2002). 

Aspectos como baixas de produção de bioH2, baixas eficiências de utilização de 

substrato (i.e., baixos rendimentos), necessidade e sensibilidade de faixas estreitas de oxigênio, 

fontes específicas de carbono, necessidade de ciclos claro-escuro e a baixa disponibilidade de 

luz no interior dos sistemas em grande escala, resultam em dificuldades de integrar os processos 

foto-dependentes em sistemas de tratamento de águas residuárias baseados no conceito de 

biorrefinarias (HALLENBECK; ABO-HASHESH; GHOSH, 2012). 

Em contrapartida, os processos foto-independentes, em particular os processos 

fermentativos, demonstram maior factibilidade quando se almeja uma produção de bioH2 em 

grande escala devido a aspectos como produções contínuas associadas a elevadas taxas de 

produção, capacidade de conversão de frações orgânicas presentes em diversos substratos 

orgânicos (principalmente as biomassas residuais ricas em carboidratos), produção de produtos 

metabólitos de elevado valor agregado, ausência da necessidade de aeração e independência 

luminosa (BOBOESCU et al., 2016; GUO et al., 2010; KUMAR et al., 2016; 

SIVAGURUNATHAN et al., 2016).  

De acordo com Holladay et al. (2009) e Nikolaidis e Poullikkas (2017), os processos 

fermentativos podem apresentar taxas de produção de bioH2 cerca de 23 a 1728 vezes maiores 

quando comparado com os processos foto-dependentes, além de exigirem volumes reacionais 

cerca de 22 a 1707 vezes menores. Esses aspectos imprimem o elevado potencial de viabilidade 

técnica e econômica para a aplicação dos processos fermentativos em cadeia produtoras de 

energia e de materiais de valor agregado. Em outras palavras, a utilização dos processos 

fermentativos pode ser considerada uma via biotecnológica notoriamente adequada para 

aplicação do conceito de biorrefinarias em sistemas de tratamento de águas residuárias. 
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Figura 1. Vias biológicas de produção de hidrogênio. 

 

Fonte: Adaptado de Ghimire et al. (2015). Legenda: Acarbono orgânico; Bcarbono inorgânico. 

As principais barreiras dos processos fermentativos são relacionadas a temas como a 

compreensão e seleção das comunidades microbianas envolvidas e o entendimento da 

conversibilidade das biomassas adotadas como matérias primas associada a um efetivo 

direcionamento do metabolismo microbiano. Contudo, essas barreiras demonstram maior 

capacidade de serem superadas com as ferramentas técnico-cientificas já desenvolvidas quando 

comparadas com as barreiras dos processos foto-dependentes e de sistemas de células de 

eletrólise microbiana, tendo em vista a necessidade intrínseca de desenvolvimento de sistemas 

tecnologicamente mais complexos. Além disso, estas barreiras são associadas de forma direta 

ou indireta à configuração de reator adotado, fundamental para o desenvolvimento e aplicação 

de tecnologias em grande escala (BABU; MOHAN; SARMA, 2009; BOBOESCU et al., 2016; 

GHIMIRE et al., 2015). 

Além das vantagens supracitadas, os processos fermentativos desempenham um papel 

fundamental no processo de digestão anaeróbia (DA). Mais especificamente, integram a 

primeira etapa da DA, frequentemente denominada de acidogênese (MOSEY, 1983;  

STAMS; PLUGGE, 2009). Em linhas gerais, aprofundar os conhecimentos relacionados aos 

processos fermentativos pode auxiliar na melhoria de desempenho de sistemas que visam a 

utilização de substratos fermentados em sistemas baseados em dois estágios, como p.ex. a 

recuperação de energia via reatores metanogênicos (FUESS et al., 2017a;  

MOTA; ZAIAT, 2018; WANG et al., 2013), ou na otimização da produção de ácidos orgânicos 
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de elevado valor agregado (i.e.: ácido lático, ácido capróico, ácido butírico) 

(AGLER et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2020; ENG SÁNCHEZ et al., 2021). 

A produção de H2 em ambientes anaeróbios a partir da conversão de substratos ricos em 

carboidratos decorre da redução de prótons (H+) em paralelo à oxidação de carbono presente na 

estrutura molecular da matéria orgânica devido a ação das enzimas hidrogênase e ferrodoxina 

oxirredutase, as quais são responsáveis pelo transporte de elétrons no meio reacional 

(DAS; VEZIROǦLU, 2001, 2008; GHIMIRE et al., 2015; LI; FANG, 2007; 

WANG; WAN, 2009). 

Partindo da glicose como monossacarídeo base e preferencial para produção de bioH2, 

os microrganismos acidogênicos a convertem em piruvato a fim de produzir adenosina 

trifosfato (ATP – biomolécula responsável pela manutenção energética celular) por meio do 

processo de glicólise. Esse processo é mediado pela ação da espécie reduzida da nicotinamida 

adenina dinucleotídeo sobre os prótons de hidrogênio (NAD+ + H+ → NADH) e pela 

fosforilação da adenosina difosfato (ADP + Pi → ATP) (Figura 2). Em termos bioquímicos, a 

produção de bioH2 a partir de processos fermentativos está diretamente relacionada ao balanço 

de NAD+/NADH no meio reacional. Assim dizendo, a regeneração de NAD+ é um fator 

fundamental para manter o equilíbrio do fluxo de elétrons durante os processos fermentativos. 

Em situações de desiquilibro, i.e., acúmulo de NADH no meio reacional, podem ocorrer desvios 

das rotas metabólicas no sentido de buscar o reestabelecimento do fluxo de elétrons, o que pode 

acarretar prejuízos na produção de bioH2 (HALLENBECK; BENEMANN, 2002; 

LI; FANG, 2007; SAADY, 2013). 

Nesse contexto, pode-se distinguir os caminhos metabólicos recorrentes nos processos 

fermentativos como: rotas produtoras de hidrogênio (redução de NAD), rotas consumidoras de 

hidrogênio (oxidação de NADH) e rotas que não geram hidrogênio (redução de NAD seguida 

da oxidação de NADH previamente gerado). Outra classificação pertinente para compreensão 

e análise de sistemas produtores de hidrogênio é a diferenciação entre fermentação primária e 

secundária (AGLER et al., 2011; HARPER; POHLAND, 1986; MCCARTY, 2001). 

Após o processo de glicólise, existem duas rotas metabólicas capazes de produzir 

hidrogênio quando há um balanço favorável das espécies reduzidas e oxidadas de NAD, sendo 

elas a rota do ácido acético (HAc) e do ácido butírico (HBu). Ambas ocorrem a partir da 

oxidação das moléculas de piruvato em acetil coenzima A (acetil-CoA), o que gera dióxido de 

carbono (CO2) e bioH2 por meio da ação das enzimas hidrogenase e ferrodoxina oxiredutase 

(Figura 2) (AGLER et al., 2011; GHIMIRE et al., 2015; LI; FANG, 2007). 
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No caso da rota de produção de HAc, acetil-CoA é convertida em acetato sem o 

intermédio de espécies de NADH com a finalidade de gerar ATP (fosforilação a nível de 

substrato), o que não restabelece um balanço favorável de NAD+ previamente oxidado na etapa 

de glicólise, e acaba por proporcionar um rendimento de hidrogênio (HY) teórico máximo de 4 

molH2 mol-1C6H12O6
1. Na rota do HBu, butiril-CoA é utilizado como percursor para geração 

de ATP mediado pela fosforilação a nível de substrato. Devido a este mecanismo de oxidação 

de NADH, a rota do HBu proporciona uma reposição de NAD+ no ambiente. Em outras 

palavras, a rota do HBu é capaz de restabelecer NAD+ para o meio reacional celular associado 

à produção de bioH2, bem como apresenta um HY teórico máximo de 2 mol-H2‧mol-1C6H12O6. 

Produtos metabólicos como etanol (EtOH) e ácido lático (HLa) produzidos pela via do 

piruvato decorrem do desbalanceamento das espécies de NAD+ e NADH associado a presença 

de microrganismos capazes de seguir estes caminhos metabólicos. Neste contexto, as espécies 

reduzidas NADH são oxidadas a fim de promover o restabelecimento de NAD+ para o meio 

celular. Portanto, devido ao consumo de NADH, as rotas metabólicas associadas a geração de 

EtOH e HLa não são capazes de promover geração de bioH2 (AGLER et al., 2011; GHIMIRE 

et al., 2015; LI; FANG, 2007). 

Em casos extremos de desiquilibro de NAD+/NADH (i.e., acúmulo excessivo de 

NADH, o que implica em uma razão NAD+/NADH muito próxima a zero) em associação a 

determinados grupos de microrganismos presentes no meio reacional, rotas metabólicas 

capazes de oxidar NADH podem ocorrer a fim de promover o reestabelecimento do equilibro 

de elétrons. As rotas produtoras de ácido propiônico (HPr) pela via do piruvato e pela via do 

acrilato promovem um decréscimo nos rendimentos de hidrogênio em processos fermentativos 

devido a este consumo de NADH e, consequentemente, de bioH2. 

Outros produtos metabólicos como os solventes gerados a partir do acetoacetil-CoA, 

denominados de produtos metabólicos secundários, promovem a oxidação de NADH e, 

consequentemente, reduções nos rendimentos de hidrogênio. Além disso, metabólitos como 

HAc, HPr, HBu e ácido capróico (HCp) podem ser formados a partir da utilização de produtos 

primários por meio da ação de microrganismos capazes de realizar rotas metabólicas específicas 

(Figura 2), denominadas de fermentação secundária. Desta forma, a geração de HAc, HPr, HBu 

e HCp e as respectivas rotas produtoras são intrinsecamente relacionadas às condições 

ambientais e à disponibilidade de substratos específicos no meio reacional (AGLER et al., 2011; 

GHIMIRE et al., 2015). 

 
1 No decorrer do texto, a notação C6H12O6 será atribuída a molécula de glicose. Outras moléculas de mesma 

fórmula molecular serão referidas a partir de seus respectivos nomes (p.ex.: frutose). 
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Figura 2. Rotas metabólicas simplificadas envolvidas na fermentação da glicose. 

 

Fonte: Adaptado de Saady (2013) and Stams and Plugge (2009). Legenda: fermentação primária (setas contínuas); 

fermentação secundária (setas serrilhadas); glicólise (A); rota do acrilato para propionato (B); β-oxidação reversa 

para butírato (C) e β-oxidação reversa para caproato (D). 

A dinâmica metabólica envolvida no processo de produção e consumo de hidrogênio 

nos processos fermentativos está relacionada diretamente com a autorregulação sintrófica das 

comunidades microbianas, que pode ser influenciad por fatores que condicionam as 

características do meio reacional, como p.ex.: pH, temperatura, pressão parcial de hidrogênio 

(PH2), comunidades microbianas envolvidas e disponibilidade de substratos. Desta forma, a 

sensibilidade das rotas metabólicas a estes fatores associada a uma complexa dinâmica de 

crescimento e retenção celular podem explicar as variações dos rendimentos de hidrogênio 

observadas em sistemas acidogênicos hidrogenogênicos que utilizam culturas mistas como 

biocatalisadores (CHAGANTI; KIM; LALMAN, 2011; NATH; DAS, 2004; 

RODRÍGUEZ et al., 2006). 

A produção de bioH2 em sistemas baseados nos processos fermentativos depende de 

diversos fatores como como: pH (DE GIOANNIS et al., 2014; 

LEE; MIYAHARA; NOIKE, 2002), tempo de detenção hidráulica (TDH) 

(KUMAR et al., 2014; SIVAGURUNATHAN et al., 2017), carga orgânica volumétrica 

aplicada (COVa) (FERRAZ JÚNIOR et al., 2014; 

FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015), carga orgânica volumétrica específica 

(COVe) (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FUESS et al., 2016), temperatura (T) 



44 

 

(GADOW et al., 2013; SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN, 2014), origem e concentração das 

fontes de carbono (GORGEC; KARAPINAR, 2019; LUCAS et al., 2015), PH2, concentração 

de íons metálicos, além das configurações dos biorreatores (BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017; 

GHIMIRE et al., 2015). 

 CONFIGURAÇÕES DE REATORES CONTÍNUOS COMUMENTE ADOTADOS 

PARA A PRODUÇÃO DE BIOHIDROGÊNIO VIA PROCESSOS FERMENTATIVOS  

Antes da década de 1960, a utilização dos processos anaeróbios para tratamento de águas 

residuárias enfrentava problemas como baixas taxas de crescimento microbiano e dificuldades 

no controle dos processos. Estes problemas estavam relacionados a dificuldade das unidades 

operacionais em promover um grau de mistura capaz de garantir um contato efetivo entre 

substratos e microrganismos, o que implicava em elevados tempos de detenção hidráulica 

(TDH) e baixos desempenhos. Esse baixo desempenho associado a elevados TDH 

inviabilizavam a aplicação da DA nas unidades centrais de tratamento de águas residuárias de 

elevada carga orgânica na época (FIELD; SIERRA; LETTINGA, 1988; 

MARAGNO; CAMPOS, 1992). 

Esses problemas foram sendo superados conforme o entendimento dos processos 

metabólicos dos microrganismos envolvidos no processo foi aprofundado em conjunto com a 

concepção de reatores mais modernos. Tecnologias de alta taxa como os reatores de manta de 

lodo, os reatores de leito fixo, os reatores de leito fluidizado e os reatores de leito expandido 

foram capazes de contornar os problemas por meio de mecanismos de imobilização da 

biomassa, o que possibilitou a desvincular o tempo de retenção celular (TRC) do TDH. A 

capacidade de desvincular o TRC do TDH possibilitou melhores desempenhos aos processos 

de tratamento baseados na DA devido a uma maior eficiência de contato entre os 

microrganismos e os substratos passíveis de serem metabolizados, bem como um maior 

controle e manutenção de quantidades adequadas de biomassa nos sistemas 

(FORESTI; ZAIAT; VALLERO, 2006; HICKEY et al., 1991; LETTINGA et al., 1980; 

SCHINK, 2002). 

Todos os processos modernos de tratamento biológico de águas residuárias são baseados 

no conceito de um tempo de contato efetivo entre os microrganismos e substratos, o que 

viabiliza a aplicação de elevadas cargas orgânicas e um processamento mais efetivo das águas 

residuárias em contrapartida aos primeiros digestores anaeróbios (tanques de contato). A 

capacidade de aplicação de elevadas cargas orgânicas nas unidades de tratamento biológico de 
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águas residuárias caracteriza essas unidades como reatores de alta taxa. As diversas tecnologias 

de reatores de alta taxa se baseiam em mecanismos de retenção de biomassa, como p.ex.: [i] 

recirculação da biomassa lavada pela corrente efluente dos sistemas, [ii] formação de grânulos 

sedimentáveis e gerados por mecanismos de autoimobilização; [iii] retenção de agregados de 

biomassa associada a formação de biofilme em meio suporte fixado ao corpo do reator 

(RAJESHWARI et al., 2000). 

De acordo com Stazi e Tomei (2018), uma efetiva dinâmica de retenção de biomassa 

pode compensar as baixas taxas de crescimento microbiano das comunidades anaeróbias e, 

portanto, favorecer a aplicação dos processos anaeróbios para uma grande variedade de 

condições ambientais e de águas residuárias. 

Em linhas gerais, as tecnologias de biorreatores utilizadas para produção de bioH2 via 

processos fermentativos ainda podem ser divididas em dois grupos de acordo com o tipo de 

crescimento microbiano recorrente, sendo: [i] os reatores de crescimento suspenso e [ii] os 

reatores de crescimento aderido. Apesar destes diferentes tipos de crescimento microbiano 

serem observados simultaneamente nos processos baseados na DA, diferentes configurações de 

biorreatores são capazes de promover de forma mais expressiva um tipo de crescimento em 

detrimento do outro. 

Dentre os sistemas de crescimento suspenso desatacam-se o reator de mistura completa 

(AnCSTR – do inglês Anaerobic Continuous Stirred Tank Reactor) e o reator anaeróbio de 

membrana (AnMBR – do inglês Anaerobic Membrane Bio Reactor). Para os sistemas de 

crescimento imobilizado/aderido destacam-se o reator anaeróbio de manta de lodo e 

escoamento ascendente (UASB – do inglês Upflow Anaerobic Sludge Blanket), o reator 

anaeróbio de manta de lodo expandido (EGSB – do inglês Expanded Granular Sludge-Bed), o 

reator anaeróbio de leito fluidizado (AnFBR – do inglês Anaerobic Fluidized-Bed Reactor), o 

reator anaeróbio de leito fixo empacotado (AnPBR – do inglês Anaerobic Packed-Bed Reactor) 

e o reator anaeróbio de leito fixo estruturado (AnSTBR – do inglês Anaerobic Structured-Bed 

Reactor) (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; JUNG et al., 2011a; LEITE et al., 2008). 

Outra classificação relevante que engloba os pontos de vista tecnológico, econômico e 

ambiental sobre as diferentes tecnologias de biorreatores disponíveis, refere-se à necessidade 

de utilização de recursos energéticos intrínsecos para o funcionamento de determinadas 

configurações. Tecnologias que utilizam como unidades centrais de bioprocessamento reatores 

CSTR, AnMBR, EGSB e AnFBR, exigem a utilização de equipamentos indispensáveis para 

que possam funcionar de acordo com as suas concepções de projeto, como p.ex., bombas de 
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recirculação e misturadores mecânicos, o que, naturalmente, emprega necessidades energéticas 

intrínsecas aos processos de tratamento. 

A utilização de equipamentos que exigem recursos energéticos para o devido 

funcionamento das tecnologias supracitadas está relacionada às peculiaridades conceptivas de 

cada um dos sistemas, como p.ex.: a mistura do meio reacional (CSTR), a necessidade de 

elevadas cargas hidráulicas para permeabilidade do efluente pela membrana (AnMBR), a 

expansão da manta de lodo (EGSB) e a fluidificação do meio suporte (AnFBR). 

No caso das tecnologias de leito fixo (AnPBR e AnSTBR) e na tecnologia baseada em 

autoimobilização de biomassa (UASB), uma menor demanda energética é requerida devido a 

concepção destas tecnologias que não exigem a utilização de equipamentos para as devidas 

funcionalidades operacionais. Consequentemente, essas configurações de biorreatores sugerem 

apresentar melhores rendimentos energéticos globais em relação as tecnologias que requerem 

uma demanda energética intrínseca (AnCSTR, AnMBR, EGSB e AnFBR). 

A seguir as configurações de reatores supracitadas serão abordadas com enfoque para a 

relação da dinâmica de biomassa e a produção de hidrogênio a partir de processos 

fermentativos, bem como particularidades de cada uma das configurações tecnológicas. 

3.4.1 Reator Anaeróbio de Mistura Completa (AnCSTR) 

O AnCSTR basicamente consiste em um tanque agitado e operado continuamente sob 

condições de anaerobiose. Em teoria, o AnCSTR garante um contato efetivo entre substrato e 

microrganismos devido ao elevado grau de mistura do meio reacional associado a um 

crescimento microbiano suspenso (células livres), o que facilita a liberação de hidrogênio do 

meio reacional. 

Devido ao crescimento suspenso e ao elevado grau de agitação, características como a 

liberação facilitada de hidrogênio, redução dos efeitos de inibição causado por compostos 

tóxicos e facilidades de projeto, operação e análise, tornam o AnCSTR uma configuração de 

reator amplamente abordada em estudos que envolvem a produção de bioH2. Entretanto, por 

mais que esta tecnologia tenha sido idealizada e analisada sob a perspectiva de um crescimento 

microbiano suspenso, em sistemas acidogênicos, as bactérias produtoras de hidrogênio podem 

rapidamente flocular e granular (FANG; LIU; ZHANG, 2002; JUNG et al., 2011b), o que 

destoa das bases de concepção e projeto da tecnologia AnCSTR e pode impactar os processos 

de produção de bioH2. 
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A retenção de biomassa em reatores de mistura completa está estritamente relacionada 

ao TDH. Desta forma, o TDH torna-se um parâmetro operacional fundamental para o controle 

e manutenção da quantidade de biomassa retida em reatores AnCSTR, sendo capaz de afetar a 

eficiência de consumo de substrato, a população microbiana e as rotas metabólicas recorrentes 

(NUALSRI; KONGJAN; REUNGSANG, 2016; WANG et al., 2013). 

Devido ao acoplamento entre TDH e TRC em reatores do tipo AnCSTR e ao 

metabolismo inerente aos microrganismos hidrogenogênicos e hidrogenotróficos, processos 

que visam a produção de bioH2 podem ser menos efetivos em relação a sistemas que adotam 

configurações de reatores que desvinculam estes parâmetros operacionais. Desvincular o TDH 

do TRC pode proporcionar maiores COVa e maiores produções de hidrogênio devido a um 

menor TDH associado a uma maior retenção de microrganismos produtores de hidrogênio 

(JUNG et al., 2011b). Além disso, de acordo com (CHANG; LEE; LIN, 2002), TRC muito 

elevados podem ocasionar o estabelecimento de microrganismos consumidores de hidrogênio 

ou até mesmo microrganismos competidores em relação às cepas hidrogenogênicas, em outras 

palavras, cepas que utilizam o substrato primário e não produzem hidrogênio. 

Existem duas maneiras de se desvincular o TDH do TRC em reatores contínuos de 

mistura completa, sendo elas: [i] o reciclo da biomassa lavada e adensada em um sedimentador, 

o mesmo método amplamente utilizado em sistemas aeróbios de tratamento de águas 

residuárias, o qual é comumente conhecido como lodos ativados; e/ou [ii] por meio da adição 

de material suporte no meio reacional. 

O método de reciclo de biomassa pode configurar um ambiente inviável para produção 

de bioH2 em sistemas fermentativos hidrogenogênicos quando utilizada a fim de controlar a 

retenção de biomassa. Devido aos parâmetros operacionais e fatores ambientais como 

comportamento hidrodinâmico, pH, TDH, disponibilidade de substrato fresco, alcalinidade e T 

serem diferentes na unidade de separação de sólidos em relação a unidade central de 

processamento (i.e., o próprio AnCSTR), podem ocorrer alterações e desbalanceamentos nas 

comunidades microbianas pré-estabelecida no reator durante o processo de reciclo da biomassa 

concentrada na unidade de adensamento (sedimentador). Em adição, uma separação efetiva da 

biomassa pode ser onerosa em termos operacionais e energéticos, o que acaba dificultando as 

estratégias operacionais para produção contínua e estável de bioH2 e pode até mesmo 

inviabilizar o processo devido ao elevado custo energético em relação à geração de energia via 

bioH2. 
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3.4.2 Reator Anaeróbio de Membrana (AnMBR) 

O AnMBR surgiu como uma tecnologia potencial para garantir melhores desempenhos 

em sistemas de tratamento biológico de águas residuárias pela via anaeróbia devido a sua 

elevada capacidade de separar a fase liquida dos componentes sólidos e, consequentemente, 

desvincular o TRC do TDH. Essa tecnologia tem potencial de gerar um efluente de alta 

qualidade devido a sua elevada capacidade de separação de sólidos. A separação de sólidos em 

reatores do tipo AnMBR pode ser realizada a partir de duas formas distintas de operação, as 

quais são definidas pela forma de integração entre os tipos de membranas adotadas e o reator 

(LEE; LI; NOIKE, 2010; ROBLES et al., 2018). 

A membrana de fluxo cruzado externo (também denominada de fluxo lateral) opera 

externamente a unidade principal (reator), e é onde a água residuária processada é separada da 

biomassa antes de sair na corrente efluentes do sistema. Além disso, a membrana de fluxo 

cruzado externo é acoplada a um circuito de recirculação responsável por retornar a biomassa 

retida ao reator, sendo este aspecto a maior vantagem deste tipo de membrana. Devido ao 

elevado grau de mistura na superfície da membrana de fluxo cruzado, uma limpeza física das 

superfícies ocorre de forma natural, o que acaba por mitigar processos de obstrução. Contudo, 

devido à necessidade inerente de recirculação de biomassa, a membrana de fluxo cruzado 

externo requer maiores recursos energéticos quando comparada com a membrana submersa 

(JUNG et al., 2011a; ROBLES et al., 2018). Em contrapartida, a membrana submersa opera 

internamente a unidade principal de processamento (reator), não havendo necessidade da 

recirculação dos sólidos retidos. Além disso, como consequência de seu modo de permeação 

(vácuo ou gravidade), a membrana submersa caracteriza-se como uma tecnologia que requer 

menos recursos energéticos, porém, é mais suscetível aos processos de obstrução/colmatação 

(fouling) (JUNG et al., 2011a; ROBLES et al., 2018). 

Independentemente da tecnologia de membrana empregada, problemas relacionados aos 

processos de colmatação e os elevados requisitos energéticos são considerados como barreiraras 

fundamentais para otimização da viabilidade técnico-econômica da configuração AnMBR 

(ASLAM et al., 2017; JUNG et al., 2011b). Sistemas que adotam a configuração AnMBR como 

unidades centrais para produção de bioH2 via processos fermentativos, demonstram haver uma 

correlação entre elevados TRC, empregados para maiores taxas de produção de hidrogênio, e 

uma redução do crescimento microbiano. Esse comportamento vem sendo associado com a 

acumulação de exopolisacarídeos (do inglês, extracellular polymeric substances-EPS) 

(LEE; LI; NOIKE, 2010). Diversos trabalhos têm demonstrado que estas substâncias afetam 
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negativamente a permeabilidade das membranas, e assim acabam comprometendo a produção 

de bioH2 (AL-HALBOUNI et al., 2008; LEE et al., 2008; SHEN et al., 2010). 

Devido a susceptibilidade aos processos de obstrução, pode-se levantar o 

questionamento de que os custos energéticos e demandas operacionais acabam sendo 

redirecionados para o gerenciamento adequado deste tipo de membrana, como p.ex. sistemas 

de lavagem assistida por biogás, os mais utilizados nos processos descritos na literatura. 

Trabalhos associam um melhor desempenho na utilização da tecnologia de membranas quando 

são associados a outras configurações de reatores como UASB, EGSB e AnFBR. Entretanto, 

essas associações ainda geram questionamentos quanto ao consumo energético intrínseco e a a 

um possível balanço energético desfavorável (DERELI et al., 2012; JUNG et al., 2011b; 

OZGUN et al., 2013; SHIN; BAE, 2018). 

3.4.3 Reator Anaeróbio de Manta de Lodo e Escoamento Ascendente (UASB) 

O desenvolvimento de reatores do tipo UASB para a produção de metano (CH4) teve 

início em meados da década de 1970 e, desde então, é a configuração tecnológica mais popular 

para o processamento anaeróbio de diversas águas residuárias devido a elevadas eficiências de 

tratamento associadas a uma relativa estabilidade do processo (JUNG et al., 2011b; 

LETTINGA et al., 1980). O sucesso dos reatores do tipo UASB está relacionado a sua 

capacidade de retenção de biomassa (i.e., elevados TRC) associada a aplicação de elevadas 

cargas orgânicas e produção de biogás frente aos processos tradicionais da época (p.ex., tanques 

de contato) (LETTINGA et al., 1980; SCHMIDT; AHRING, 1996). 

A retenção de biomassa em reatores UASB ocorre por meio da formação de agregados 

granulares de microrganismos com elevada atividade metabólica e grande capacidade de 

sedimentação. O mecanismo mais aceito para a formação de grânulos é denominado de 

autoimobolização. Sistemas que contêm biomassa autoimobilizada dispensam da necessidade 

de material suporte para adesão microbiana, o que pode acarretar menores custos de 

implementação. De acordo com (LETTINGA et al., 1980), a formação estrutural e 

composicional associada a estabilidade dos grânulos é determinante para o sucesso dos 

processos anaeróbios metanogênicos em reatores UASB. 

O uso da configuração UASB para a produção de hidrogênio vem sendo abordada em 

diversos trabalhos desde o primeiro relato apresentado por (FANG; LIU; ZHANG, 2002; 

JUNG et al., 2011) sobre a capacidade de formação de grânulos compostos por comunidades 

microbianas acidogênicas produtoras de hidrogênio. Entretanto, (JUNG et al., 2011) relataram 
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que a maioria dos trabalhos que adotaram a tecnologia UASB para produção de bioH2 foram 

conduzidos a partir do processamento de águas residuárias sintéticas compostas 

majoritariamente por substratos simples e que a principal limitação dessa configuração está 

relacionada aos longos períodos de partida2 observados. Os autores identificaram períodos 

partida e uma formação efetiva de grânulos contendo comunidades produtoras de bioH2 

variando entre 150 e 300 dias de operação. Os longos períodos de partida são comumente 

associados aos diferentes tipos de inóculos e pré-tratamento aplicados para seleção das 

comunidades acidogênicas e inibição das comunidades metanogênicas (CHANG; LIN, 2004; 

MU; YU; WANG, 2006; MU; YU, 2006; WANG; MU; YU, 2007). 

3.4.4 Reator Anaeróbio de Manta de Lodo Expandida (EGSB) 

O EGSB foi concebido com a finalidade de superar problemas recorrentes nos reatores 

do tipo UASB, principalmente os relacionados a hidrodinâmica destes sistemas, como p.ex.: 

caminhos preferenciais, curtos-circuitos hidráulicos e zonas de estagnação (mortas). Para isto, 

cargas hidráulicas são aplicadas a fim de se atingir altas velocidades superficiais (acima de 

4 m‧h-1, cerca de 5a 8 vezes maior em relação as velocidades superficiais comumente aplicadas 

em reatores UASB (0,5 a 0,7 m‧h-1) de acordo com Lettinga e Hulshoff, (1995) capazes realizar 

a expansão da manta de lodo granular e assim, promover um melhor contato entre substrato e 

microrganismos (VAN DER LAST; LETTINGA, 1992). Contudo, de acordo com 

Seghezzo (1997), não existem relações diretas entre velocidade superficial e consumo de 

substrato verificados em reatores do tipo EGSB. O autor ainda afirma que características 

composicionais e estruturais dos grânulos desempenham maior relevância para o sucesso do 

processo em reatores EGSB, comportamento similar ao relatado para a configuração UASB. 

De acordo com Jung et al. (2011), alguns estudos foram conduzidos para elevar o 

desempenho da produção de bioH2 em sistemas EGSB. Entretanto, as taxas de produção de 

hidrogênio nestes estudos não foram substancialmente maiores quando comparadas com 

reatores do tipo UASB, o que reforça a hipótese apresentada por (SEGHEZZO, 1997). 

 
2 Entende-se por período de partida aquele cujo a estabilidade do sistema não esteve bem definida em termos das 

variáveis respostas relacionadas a produção de bioH2. Em alguns dos estudos referenciados, este período também 

englobou a formação efetiva dos grânulos em termos estruturais e composicionais. 
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3.4.5 Reator Anaeróbio de Leito Fluidizado (AnFBR) 

O AnFBR foi concebido sob a perspectiva de minimizar as resistências à transferência 

de massa recorrentes em sistemas de crescimento microbiano aderido. Nesta configuração, o 

crescimento microbiano ocorre pela adesão dos microrganismos em material suporte capaz de 

ser fluidificado por meio da aplicação de elevadas cargas hidráulicas via recirculação interna 

no reator. Devido às elevadas velocidades superficiais, a resistência à transferência de massa 

entre o biofilme e o meio líquido são minimizadas e, consequentemente, elevadas taxas das 

reações bioquímicas podem ser alcançadas (BARCA et al., 2015; FERREIRA et al., 2018; 

MENEZES; PARANHOS; SILVA, 2020). Nesse contexto, o AnFBR apresenta capacidade de 

reter elevadas quantidades de biomassa associada a uma excelente capacidade de mistura, 

caracterizando sistemas capazes de operar com elevadas COVa e curtos TDH 

(BARROS et al., 2010). 

Em relação à produção de bioH2, o elevado grau de mistura no reator proporciona um 

efetivo desprendimento do gás do meio líquido, prevenindo o aumento da pressão parcial de 

hidrogênio no meio líquido e, consequentemente, a estabilidade do processo 

(MENEZES; PARANHOS; SILVA, 2020; PREETHI et al., 2019). Contudo, o elevado grau de 

mistura do meio pode resultar na destruição da biomassa. Além disso, o requerimento 

energético associado a pouca compreensão do comportamento mecânico do leito fluidificado 

são fatores que afetam a viabilidade técnico-econômica desta configuração em grande escala 

(SINHAROY; KUMAR; PAKSHIRAJAN, 2020; ZHANG et al., 2007). 

3.4.6 Reator Anaeróbio de Leito Fixo Empacotado (AnPBR) 

Sistemas baseados na imobilização de biomassa, especialmente os reatores de leito fixo 

empacotado (AnPBR – do inglês anaerobic packed bed reactor), vêm sendo objeto de estudo 

em diversas pesquisas que visam a produção biológica de hidrogênio devido a sua capacidade 

de operar com elevados TRC aliado ao fato destes reatores conseguirem atingir elevadas 

concentrações de biomassa no sistema, mesmo com a aplicação de elevadas velocidades 

superficiais, características interessante quando pensado na aplicação deste processo em grande 

escala (FERNANDES et al., 2013; KUMAR et al., 2016).  

Estudos avaliaram a aplicação de reatores do tipo AnPBR em sistemas acidogênicos a 

partir da análise de diferentes parâmetros operacionais e estruturais dos reatores capazes de 

influenciar a produção de hidrogênio, sendo eles: a relação carbono/nitrogênio 
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(ANZOLA-ROJAS et al., 2015), razão de recirculação (FONTES LIMA; ZAIAT, 2012), tipo 

de material suporte e porosidade do leito (FERNANDES et al., 2013), suplementação 

nutricional (BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017; PEIXOTO et al., 2011), relação DQO/cálcio 

(BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017), origem e tipo de pré-tratamento do inóculo 

(PENTEADO et al., 2013). 

Por mais que os estudos supracitados tenham contribuído para o aprimoramento do 

desempenho de sistemas que empregam o AnPBR, problemas na estabilidade de produção de 

hidrogênio podem ser observados em longos tempos de operação (ANZOLA-ROJAS et al., 

2015; ANZOLA-ROJAS; ZAIAT, 2016; FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; 

GOMES et al., 2015). 

Mesmo que a capacidade de operar com elevados tempos de retenção celular seja, 

teoricamente, uma característica interessante para os reatores biológicos, alguns trabalhos têm 

associado a performance indesejável dos sistemas AnPBR a elevada concentração de biomassa 

no leito como o fator responsável pela instabilidade e baixos desempenhos da produção de 

hidrogênio devido a colmatação e entupimento do leito (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; 

FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; PEIXOTO et al., 2011). Tais premissas 

levantam a suposição da existência de uma relação ótima entre a concentração de 

microrganismos em um reator acidogênico e a produtividade de bioH2.  

Braga (2014) avaliou três configurações de reatores acidogênicos alimentados com água 

residuária sintética a base de sacarose em condição termofílica para produção de bioH2 em 

escala de bancada. As operações foram compostas por um reator do tipo UASB e dois reatores 

tubulares de fluxo ascendente, sendo estes, distintos pela presença ou não de um leito fixo 

empacotado. Em relação aos reatores tubulares, foi possível avaliar a influência do leito fixo 

empacotado a partir de duas condições operacionais distintas (TDH de 2 e 0,5 h) sobre as 

seguintes variáveis respostas: produtos metabólitos solúveis (AOV e solventes); rendimentos 

de hidrogênio (HY); produção volumétrica de hidrogênio (PVH); eficiência de conversão de 

sacarose (%ECS); concentração de biomassa (SSV) na corrente efluente. Entre as variáveis 

avaliadas, as eficiências de conversão de sacarose observadas apresentaram diferenças 

significativas entre os sistemas com e sem leito fixo. Os reatores com leito fixo empacotado 

apresentaram diferenças significativas dos valores de eficiência de conversão de sacarose 

quando operados em TDH de 2 e 0,5 h, respectivamente. Para o sistema com TDH de 2 h, foi 

observada uma estabilidade na conversão de sacarose após 86 dias de operação, atingindo 

valores na faixa de 99% durante os últimos 50 dias de operação, enquanto o sistema com TDH 

de 0,5 h, a estabilidade na faixa de 40,4 ± 7,6% ocorreram após 31 dias de operação e se manteve 
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até o final da operação. Por outro lado, os reatores sem leito, operados com TDH de 2 e 0,5 h, 

não apresentaram diferença estatística com relação às eficiências de conversão de sacarose, 

34,58±4,87% e 37,00±2,42%, respectivamente. Mesmo com eficiências de conversão de 

sacarose similares, a lavagem de biomassa aferida no sistema com TDH de 0,5 h foi duas vezes 

maior quando comparada com o sistema operado com TDH de 2 h. Portanto, de acordo com 

Braga (2014), a existência ou não do leito fixo empacotado nos reatores impacta diretamente 

na eficiência de conversão de sacarose e, consequentemente, nas rotas metabólicas e na 

produção de bioH2. 

3.4.7 Reator Anaeróbio de Leito Fixo Estruturado (AnSTBR) 

Fundamentado na hipótese de ser uma alternativa eficiente para o controle e manutenção 

da concentração de biomassa em sistemas anaeróbios de leito fixo, quando comparado aos 

sistemas que empregam reatores do tipo AnPBR, foi desenvolvido no LPB/EESC/USP, a 

configuração do reator anaeróbio de leito fixo e estruturado (AnSTBR). Destaca-se que o 

AnSTBR não foi desenvolvido exclusivamente como alternativa ao AnPBR na produção de 

bioH2, mas sim como uma alternativa aos sistemas de leito fixo empacotado convencionais em 

geral, independentemente do objetivo do bioprocesso. 

A configuração AnSTBR já foi avaliada para remoção de sulfato 

(CAMILOTI et al., 2014; CUNHA et al., 2020), degradação de poluentes emergentes 

(CARNEIRO et al., 2019, 2020b; ROMEIRO et al., 2019), produção de metano 

(ARAUJO JUNIOR et al., 2016; FUESS et al., 2017b; MOCKAITIS et al., 2014) e produção 

de bioH2 (BLANCO; OLIVEIRA; ZAIAT, 2019a; 

FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 

2019; FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020; NIZ et al., 2019). 

O AnSTBR combina o crescimento imobilizado da biomassa em meios de elevada 

porosidade, o que garante um contato efetivo entre os microrganismos e substrato, além de 

possibilitar a aplicação de elevada carga orgânica volumétrica e garantir uma adequada retenção 

de biomassa no sistema, possibilitando um melhor controle e manutenção da COVe 

(ANZOLA-ROJAS; ZAIAT, 2016; CAMILOTI et al., 2014). 

Os trabalhos descritos a seguir visaram à aplicação de reatores anaeróbios de leito fixo 

estruturado para produção biológica de hidrogênio. Pode-se notar a existência de poucos 

trabalhos voltados para a temática supracitada. Contudo, vale ressaltar a importância dos 
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estudos relatados a seguir para o desenvolvimento e aprimoramento do processo de produção 

biológica de hidrogênio a partir de processos fermentativos em reatores do tipo AnSTBR. 

Blanco, Fuess e Zaiat (2017) avaliaram o efeito do íon cálcio (Ca2+) no controle da 

COVe por meio de variações na razão DQO/[Ca2+] em um sistema AnSTBR em condição 

mesofílica (25ºC) visando a produção de bioH2. O reator foi operado com fluxo ascendente e 

alimentado continuamente com água residuária sintética contendo sacarose e ureia como fontes 

de carbono e nitrogênio. O sistema foi operado a uma COVa de 24 kg-DQO m-³ d-1 e TDH de 

2 h. De acordo com os autores, dosagens de cálcio podem efetivar a retenção de biomassa no 

sistema AnSTBR e, consequentemente, melhorar a produção biológica de hidrogênio por meio 

da manutenção da COVe. Entretanto, notou-se a existência de uma razão ótima entre DQO e 

concentrações de cálcio (DQO/[Ca2+] = 1360). Valores abaixo do valor ótimo favorecem a 

lavagem de biomassa, o que resulta em uma baixa concentração de microrganismos capazes de 

produzir hidrogênio.  

Blanco, Oliveira e Zaiat (2019a) avaliaram o AnSTBR para produção de bioH2 a partir 

de soro do leite reconstituído. A pesquisa foi dividida em três etapas: operação do sistema 

AnSTBR para avaliação do processo de produção de hidrogênio e geração de biomassa 

acidogênica; ensaios em batelada com a biomassa retida no sistema após operação para 

aferimento de parâmetros cinéticos da comunidade microbiana estabelecida e modelagem 

matemática dos dados cinéticos obtidos. O AnSTBR foi operado em condições acidogênicas 

mesofílica com uma COVa de 24 kg-DQO m-3 d-1 e TDH 24 h durante um período de 32 dias. 

O desempenho máximo de produção de hidrogênio foi aferido após 24 dias de operação e 

correspondeu a um pico de HY de 2,4 molH2 mol-1
lactose. De acordo com os autores, este 

rendimento foi superior a pesquisas realizadas com parâmetros e condições operacionais 

similares em sistemas APBR. Em relação a estabilidade do sistema, após o pico de produção 

de bioH2, o rendimento caiu para 1,4 molH2 mol-1lactose e manteve-se constante até o final da 

operação de 32 dias. Os autores concluíram que o AnSTBR se mostra promissor para produção 

de bioH2 a partir de água residuária da indústria do soro do leite principalmente se comparado 

com o AnPBR, o que reforça novamente a ideia já apresentada no decorrer do presente texto, 

de que os AnSTBR são mais eficientes para controle e manutenção da biomassa em relação aos 

reatores de leito fixo empacotado. 

Anzola-Rojas e Zaiat (2016) avaliaram a produção de hidrogênio em reator anaeróbio 

de leito fixo estruturado com escoamento descendente (AnDSBR – do inglês anaerobic down-

flow structured-bed reactor). Os autores se embasaram na hipótese de que a inversão do fluxo 

seria capaz de promover o desprendimento do hidrogênio formado no processo fermentativo do 
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meio líquido ao contrário do que ocorre nos reatores de fluxo ascendente (no caso em 

comparação ao AnSTBR), devido a contracorrente gás (naturalmente ascensional) -líquido 

(neste caso, descensional). Também foram avaliados diferentes materiais suportes para 

confecção dos leitos (PEBD – polietileno de baixa densidade, PU – espuma de poliuretano e 

CERA – material cerâmico). Além disso, foi realizada manobra operacional de descarte de 

biomassa ao longo das operações, com operação paralela comparativa de seis sistemas 

AnDSBR (ANZOLA-ROJAS; ZAIAT, 2016). Os resultados revelaram uma produção contínua 

de hidrogênio durante 120 dias de operação, os quais foram comparados com os de um reator 

de leito fixo empacotado empregando polietileno de baixa densidade (PEBD) como material 

suporte, sendo o AnDSBR capaz de elevar em 10% a lavagem de biomassa induzida na corrente 

efluente ao sistema e de diminuir em 15% o acúmulo de biomassa no leito. Os autores 

concluíram que o sistema possui capacidade de manter uma constante renovação de biomassa 

e um melhor controle sobre COVe quando comparado ao AnPBR, o que garante uma produção 

contínua de hidrogênio, mais efetivamente quando aliado ao descarte de biomassa. 

Buscando otimizar o processo fermentativo para produção de hidrogênio no AnDSBR, 

Anzola-Rojas, Zaiat e Wever (2016) avaliaram a produção volumétrica de hidrogênio e o 

rendimento de hidrogênio a partir da variação da COVa (12, 24, 12, 24, 48 e 96 g-DQO L-1 d-

1, respectivamente, por um período de 30 dias para cada COVa, perfazendo seis fases de 

operação em 180 dias) por meio de mudanças no TDH (entre 2 e 4 h) e na concentração de 

substrato (entre 1 e 16 g-DQO L-1), sendo sacarose e ureia as fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente. Além disso, os produtos solúveis referentes à fermentação foram avaliados 

com intuito de verificar o tipo de fermentação predominante no sistema e a eficiência energética 

total foi estimada. Entre os resultados obtidos no trabalho em questão, observações referentes 

às variações na PVH e RH para os mesmos valores de COVa durante a operação do sistema 

sugere, de acordo com os autores, influência majoritária do parâmetro COVe no processo de 

produção de hidrogênio em relação a COVa. Com o aumento da COVa (especificamente para 

os valores de 48 e 96 g-DQO L-1 d-1) foi verificado um aumento nos valores de PVH e RH, 

associados a um melhor controle da COVe. 

 O PAPEL DO ACÚMULO DE BIOMASSA NA PRODUÇÃO DE BIOHIDROGÊNIO  

A configuração de reator é capaz de influenciar a produção de bioH2 por meio da 

capacidade de retenção de biomassa em processos fermentativos. Como já apresentado 

anteriormente, em geral, biorreatores de leito fixo apresentam elevada capacidade de retenção 
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de biomassa e, teoricamente, devido a capacidade de desacoplar o TDH do TRC, estas 

configurações são capazes de prevenir a lavagem de biomassa mesmo com a aplicação de 

elevadas COVa e assim garantir elevados níveis de produção de bioH2 (GHIMIRE et al., 2015; 

KUMAR et al., 2016).  

Entretanto, diversos autores vêm associando o acúmulo excessivo de biomassa em 

sistemas fermentativos como um fator negativo sobre a produção de bioH2 em longos períodos 

de operação, devido ao desbalanceamento da relação alimento-microrganismos (A/M). Além 

disso, estratégias baseadas no controle do acúmulo de biomassa em sistemas fermentativos 

demonstram ser capazes de garantir condições de disponibilidade adequadas de substrato, o que 

pode direcionar o metabolismo microbiano para rotas produtoras de bioH2 em detrimento de 

rotas não produtos ou consumidoras de bioH2 (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; 

BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017; FUESS et al., 2016; GOMES et al., 2015; HAFEZ et al., 

2010).  

A baixa disponibilidade de substrato é comumente associada ao estabelecimento de 

condições homoacetogênicas, o que diminui as taxas de produção de bioH2. O aumento da 

COVa em sistemas acidogênicos hidrogenogênicos pode ser uma alternativa para evitar o 

estabelecimento de condições homoacetogênicas. Entretanto, elevadas COVa podem promover 

rotas não produtoras de bioH2, levando ao acúmulo de HPr e HLa nos sistemas (FERRAZ 

JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; FONTES LIMA; MOREIRA; ZAIAT, 2013; 

SAADY, 2013).  

O acúmulo de biomassa impacta diretamente a carga orgânica volumétrica específica 

(COVe), que pode ser comparada por analogia à relação alimento-microrganismo (A/M) para 

sistemas operados em modo contínuo. Para baixos valores de COVe, tende-se a estimular a 

homoacetogênese, uma rota metabólica responsável por diminuir a produção de hidrogênio 

mesmo com a continuidade da conversão dos substratos primário e geração de HAc no meio 

reacional (ANZOLA-ROJAS et al., 2015). Estudos têm demonstrado que valores de COVe na 

faixa de 4-6 g-DQO g-1SSV d-1 proporcionam uma relação favorável entre alimento e 

microrganismos para uma efetiva produção de hidrogênio em diferentes configurações de 

reatores a partir de águas residuárias sintéticas (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; 

HAFEZ et al., 2010). Estudos conduzidos com águas residuárias complexas ricas em 

carboidratos, como é o caso da vinhaça de cana-de-açúcar, também demonstraram os melhores 

desempenhos em termos de produção de bioH2 para valores de COVe em faixas similares às 

encontradas em estudos conduzidos com águas residuárias sintéticas (FUESS et al., 2016; 

FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 2019). 
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Outro parâmetro capaz de impacatar no processo de acúmulo de biomassa em reatores 

anaerórbios é a COVa. A COVa é um importante parâmetro para otimização da produção de 

bioH2 nos processos fermentativos em reatores contínuos, sendo essencial a definição de faixas 

que promovam o máximo rendimento de hidrogênio possível. A relação entre a COVa e o HY 

ainda não está claramente explicada na literatura científica. Alguns estudos demonstram que 

elevados valores de COVa podem reduzir ou aumentar o HY, a depender do tipo de substrato e 

microrganismos envolvidos no processo (HAFEZ et al., 2010; VAN GINKEL; LOGAN, 2005; 

ZHANG et al., 2004). Hoelzle et al., (2020) demonstraram que a expressão proteica dos 

microrganismos envolvidos em culturas mistas fermentativos pode ser influenciada pelo tipo e 

concentração de substrato presentes no ambiente, podendo direcionar ou inibir determinados 

caminhos metabólicos em sistemas acidogênicos. Por mais que este estudo tenha sido 

conduzido sob a ótica de produção de ácidos orgânicos de valor agregado, os mesmos caminhos 

metabólicos verificados podem ocorrer em sistemas acidogênicos hidrogenogênicos, o que 

pode sugerir uma relação entre a COVa e o HY. 

Em estudo recente, Fuess et al. (2021a) pormenorizaram a dinâmica de retenção de 

biomassa e a disponibilidade de substrato a partir de um protocolo experimental de desmonte 

compartimentado para um AnSTBR acidogênico hidrogenogênico. Este protocolo permitiu 

aferir a distribuição quali-quantitativa da biomassa e dos produtos metabólicos solúveis (PMS) 

recorrentes nos diferentes compartimentos reacionais. A distribuição de PMS observada 

demonstrou que as rotas metabólicas primárias de produção de bioH2 ocorreram no 

compartimento inicial do biorreator (i.e., câmara de alimentação-CA), mesmo com uma similar 

distribuição quantitativa de biomassa entre a CA e a zona de leito (aproximadamente 10 g-SSV 

em cada). Em outras palavras, por mais que a biomassa total aderida estivesse distribuída em 

quantidades similares na câmara de alimentação e na zona do leito fixo estruturado, a biomassa 

presente na CA foi responsável por cerca de 90% da conversão de substrato primário 

(carboidratos totais), o que demonstra que essa parcela da biomassa total retida foi responsável 

pelas rotas primárias de produção de bioH2. Por fim, ensaios de atividade hidrogenogênica 

associaram um potencial de produção de bioH2 duas vezes superior à biomassa coletada na CA 

em comparação à coletada na zona de leito. 

 CONSIDERAÇÕES FINAIS DA REVISÃO DE LITERATURA 

As informações apresentadas no Capítulo 3 demonstram o potencial da produção de 

bioH2 por meio de processos fermentativos em integrar, de maneira isolada ou acoplada, 
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sistemas biotecnológicos baseados na aplicação do conceito de biorrefinarias ao tratamento de 

águas residuárias de diversas cadeias produtivas. Também foi possível coletar informações que 

evidenciam uma melhor adequabilidade de tecnologias de reatores de leito fixo com relação a 

requisitos energéticos e operacionais quando comparados às outras configurações apresentadas.  

Frente ao contexto de heterogeneidade na distribuição quali-quantitativa de biomassa 

relatado por Fuess et al. (2021a), pode-se levantar o questionamento de qual é o papel do leito 

fixo estruturado na produção de bioH2, já que praticamente toda a conversão de substrato fresco 

(primário) esteve relacionado com a biomassa suspensa retida na CA. Em paralelo às 

observações relatadas por Fuess et al. (2021a), às observações relatadas por Braga (2014), as 

quais dizem respeito aos impactos negativos da ausência de leito fixo empacotado, também 

levantam questionamentos sobre quais são os impactos da existência de diferentes arranjos de 

leito fixo sobre a dinâmica de retenção de biomassa em reatores anaeróbios acidogênicos 

hidrogenogênicos. 

Comumente a comparação entre diferentes configurações de biorreatores é realizada a 

partir da aplicação de condições operacionais equivalentes em termos globais sem levar em 

consideração características específicas, como p.ex. a distribuição heterogênea de biomassa em 

diferentes compartimentos reacionais ao longo de reatores tubulares que tendem ao fluxo 

pistonado, sendo este um fator capaz de impactar a produção de bioH2 e, provavelmente, a 

dinâmica de biomassa nos diferentes compartimentos reacionais. Em outras palavras, as 

comparações realizadas entre diferentes configurações de reatores não levam em consideração 

as observações apresentadas por Fuess et al. (2021a), e acabam por adotar bases comparativas 

que não consideram as diferentes características que ocorrem de maneira compartimentada nas 

diferentes configurações de reatores, principalmente com relação a CA e a zona de leito. 

A fim de apresentar uma comparação sucinta e direta, a Tabela 1 exibe o desempenho 

de produção de bioH2 para diferentes águas residuárias e em diferentes configurações de 

reatores de leito fixo estimados de forma global, i.e., de forma não compartimentada. 
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Tabela 1. Produção de bioH2 a partir de águas residuárias reais em reatores de leito fixo, com diferentes configurações de leito. 

Substrato Inóculo Reator 
Temperatura 

[ºC] 
pH 

TDH  

[h] 

COVa  

[kg-DQO 

m-3‧d-1] 

HY 

[molH2‧ 

mol-1CH] 

PVH  

[L-H2‧ 

L-1‧d-1] 

H2 

[%] 
Referência 

Soro de leite F.N. AnSTBRa 25 5,13 24 24 
1,4 

(2,4) 

1,6 

(2,5) 
- 

(BLANCO; 

OLIVEIRA; ZAIAT, 

2019a) 

Vinhaça de 

cana-de-

açúcar 

F.N. AnPBRa 55 5,15 7,5 84,2 
1,5 

(5,6) 

0,79 

(2,10) 

19,6 

(46,2) 
(FUESS et al., 2016) 

Água 

residuária de 

refrigerante 

F.N. AnPBRa 25 6,0 0,5 78,99 3,47 - 15,8 
(PEIXOTO et al., 

2011)c 

Vinhaça de 

cana-de-

açúcar 

F.N. AnPBRa 55 5,5 10,2 84,2 
1,6 

(3,7) 

0,76 

(2,28) 

38,7 

(71,1) 

(FERRAZ JÚNIOR; 

ETCHEBEHERE; 

ZAIAT, 2015) 

Melaço de 

cana-de-

açúcar 

F.N. AnSTBRb 55 3,8 4 60 1,18 2,12 51 
(OLIVEIRA et al., 

2020) 

Soro de leite 

e glicerina 

Lodo (pré-

tratamento 

térmico) 

AnSBBRa 30 4,3 31 24 1,4 3,21 62 
(LOVATO et al., 

2017)c 

Manipueira F.N. AnSTBR 36 5,2 2 22,4 
0,3 

(1,3) 

0,55 

(1,64) 

40,5 

(69) 

(CORBARI et al., 

2019) 

Notas: aMaterial suporte de PEBD, bMaterial suporte de poliuretano, cResultado referente ao reator ou condição com o melhor desempenho em termos de produção de bioH2, 
1Tempo de clico. Os dados em (negrito) representam os valores máximos observados. 
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 MÉTODOS E ETAPAS DE PESQUISA 

A seguir está apresentado o protocolo experimental definido para o cumprimento do 

objetivo e verificação da hipótese de pesquisa previamente apresentada. De modo geral, o 

protocolo experimental adotado consistiu na operação de três diferentes configurações de 

reatores anaeróbios acidogênicos alimentados com água residuária sintética e em condição 

termofílica de temperatura (55ºC). Com esse protocolo, buscou-se compreender os efeitos do 

tipo leito fixo sobre a dinâmica de biomassa e na produção de bioH2 a partir do pressuposto de 

que a câmara de alimentação é majoritariamente responsável pelos processos hidrogenogênicos. 

Para tal, foram impostas as mesmas condições operacionais como COVa e TDH na câmara de 

alimentação dos reatores a partir da aplicação da mesma vazão de entrada, tendo em vista a 

homogeneidade construtiva dos sistemas. 

 APROXIMAÇÃO EXPERIMENTAL: ENSAIOS HIDRODINÂMICOS, PROJETO 

DOS REATORES E CONDIÇÕES OPERACIONAIS 

Inicialmente, ensaios hidrodinâmicos de estímulo-resposta utilizando cloreto de sódio a 

uma concentração de 10 g L-1 como traçador visando uma perturbação do tipo degrau foram 

realizados para acessar o padrão hidrodinâmico estabelecido nas diferentes configurações de 

reatores. Os reatores foram preenchidos com água de torneira e posteriormente alimentados 

com a solução traçadora (também preparada com água de torneira). Uma calculadora gráfica 

Texas Instruments TI-89 (Texas Instruments, EUA) e um sistema de aquisição de dados 

Calculator-Based Laboratory™ (Texas Instruments, EUA) acoplados a uma sonda de 

condutividade (Vernier Software and Technology, EUA) foram usados para medir as 

concentrações do traçador na corrente efluente dos sistemas. Os dados obtidos foram analisados 

de acordo com o protocolo de cálculo apresentado por Levenspiel (1998), o qual permitiu 

determinar o padrão de fluxo estabelecido nos reatores a partir do número de reatores contínuos 

de tanque agitado de igual volume em série, bem como avaliar o tempo médio de detenção 

hidráulica a partir da distribuição do tempo de detenção hidráulica. As equações utilizadas para 

analisar os dados coletados nos ensaios hidrodinâmicos são apresentadas a seguir 

(Equações 1-6). 
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𝐹(𝑡) = 𝐶(𝑡)/𝐶𝑚𝑎𝑥 Equação 1 

𝐹(𝑡) = ∫ 𝐸(𝑡) ∙ 𝑑𝑡 →  𝐸(𝑡) =  
𝑑𝐹(𝑡)

𝑑𝑡

𝑡

0

 
Equação 2 

�̅�ℎ =  
∫ 𝑡 ∙ 𝐸(𝑡) ∙ 𝑑𝑡

∞

0

∫ 𝐸(𝑡) ∙ 𝑑𝑡
∞

0

=  ∫ 𝑡 ∙ 𝐸(𝑡) ∙ 𝑑𝑡
∞

0

 
Equação 3 

𝜎2 =  
∫ (𝑡 − �̅�ℎ) ∙ 𝐶(𝑡) ∙ 𝑑𝑡

∞

0

∫ 𝐶(𝑡) ∙ 𝑑𝑡
∞

0

 
Equação 4 

𝜎𝜃
2 =  

𝜎2

𝜃ℎ
2 

Equação 5 

𝑁 − 𝐶𝑆𝑇𝑅 =  
1

∫ 𝐶(𝑡) ∙ 𝑑𝑡
∞

0

 
Equação 6 

sendo 𝐹(𝑡) função das concentrações de traçador medidas durante o período de teste 𝐶(𝑡) e 

normalizadas pela concentração máxima de traçador medida 𝐶𝑚𝑎𝑥; 𝐸(𝑡) representa a função da 

da curva de distribuição normalizada dos tempos de detenção hidráulica; �̅�ℎ é o tempo médio 

de detenção hidráulica; 𝑡 é o tempo em um determinado momento do ensaio; 𝜎2 é a variância 

das curvas, a qual indica a dispersão da distribuição dos tempo de detenção hidráulica; 𝜎𝜃
2 é a 

variância adimensional; e 𝑁 − 𝐶𝑆𝑇𝑅 representa o número de reatores contínuos de tanque 

agitado de igual volume em série. 

Dado os achados relacionados à conversão majoritária de substrato fresco na porção 

basal de um AnSTBR relatados por Fuess et al. (2021a), três reatores construídos em acrílico e 

com características construtivas idênticas foram operados em paralelo por 68 dias sob condições 

equivalentes aplicada na câmara de alimentação e condição termofílica de temperatura (55ºC). 

Os reatores consistiram em [i] um reator anaeróbio tubular (AnTR, o qual não era preenchido 

com material suporte), [ii] um AnSTBR (usando cilindros ocos de polietileno de baixa 

densidade (LDPE, do inglês low-density polyethylene) dispostos verticalmente na zona de leito 

como material suporte) e [iii] um AnPBR (usando aparas de LDPE dispostos aleatoriamente na 

zona de leito como material suporte). Sempre que presente, o material suporte foi disposto em 

telas de aço inoxidável. Os reatores foram alimentados na mesma faixa de vazão (cerca de 



63 

 

333 mL h-1) usando bombas peristálticas, tendo como base as condições utilizadas por  

Fuess et al. (2021a) e objetivando manter uma COVa nas camaras de alimentação de 

100 kg-DQOt m-3 d-1. Apesar do mesmo volume total, manter condições equivalentes nas CA 

levou a diferentes níveis gerais de COVa e TDH devido aos diferentes volumes úteis nos 

reatores, os quais são resultado dos arranjos de material suporte dispostos na zona de leito do 

AnSTBR e AnPBR. A área superficial disponível para fixação de biomassa também variou de 

acordo com a ausência/presença do leito e a disposição dos materiais suporte. As características 

intrínsecas dos materiais de suporte e as condições de operação dos reatores são apresentadas 

na Tabela 2.  

Selos hídricos foram colocados entre o headspace e o sistema de medição e aquisição 

de dados de vazão de biogás para estabilizar a superfície do líquido nos reatores e preservar os 

dispositivos de medição em casos de quedas extremas de pressão. O desenho esquemático 

detalhado do aparato experimental está representado na Figura 3. As características construtivas 

(dimensões) dos reatores são apresentadas na Figura 4. 

 PROTOCOLO DE INOCULAÇÃO E ÁGUA RESIDUÁRIA À BASE DE 

SACAROSE 

A inoculação dos reatores foi realizada de acordo com o protocolo de fermentação 

natural usando vinhaça de cana-de-açúcar conforme descrito por outros trabalhos 

(FERRAZ JÚNIOR et al., 2014; FERRAZ JÚNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; 

FUESS et al., 2021a, 2021b; FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 2019). Após a etapa de 

inoculação, os reatores foram operados em modo contínuo e fluxo ascendente e alimentados 

com água residuária sintética à base de sacarose com uma demanda química de oxigênio total 

de 5 g-DQOt L-1. A ureia foi usada como fonte de nitrogênio para mandar uma relação C/N de 

140 (ANZOLA-ROJAS et al., 2015). A suplementação de nutrientes seguiu os mesmos passos 

de estudos anteriores (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FONTES LIMA; ZAIAT, 2012). 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3) foi dosado no tanque de alimentação para tamponar a água 

residuária sintética, com valores de 0,25 (até o dia 22) e 0,28 (após o dia 22)  

g-NaHCO3 g
-1DQOt. O aumento da dosagem de NaHCO3 após o dia 22 teve como objetivo 

mantar o pH do processo em uma faixa favorável para a produção de bioH2 

(FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020). 
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Figura 3. Desenho esquemático do aparato experimental. 

 

Legenda: (1) tanque de alimentação, (2) bomba peristáltica, (3) câmara de alimentação, (4) zona de leito do AnTR (zona tubular), (5) zona de leito do AnSTBR (leito estruturado), 

(6) zona de leito do AnPBR (leito compactado), (7) corrente efluente, (8) selo hídrico, (9) tubo em forma de J, (10) sistema de aquisição de dados (placa de desenvolvimento 

Arduino Nano Atmega328). Abreviaturas: CA-câmara de alimentação, compartimentos C1/C2/C3/C4 da zona de leito, CS-câmara de saída, a/b/c/d/e-pontos de amostragem 

espacial, NaHCO3-bicarbonato de sódio, H2-hidrogênio, CO2-dióxido de carbono, AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito empacotado.   
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Tabela 2. Características intrínsecas dos reatores de acordo com os diferentes arranjos de material suporte. 

 Material suporte Condições operacionais 

Reatores 
L1 

[mm] 

D1 

[mm] 

ASE 

[cm2 g-1] 

Massa 

[g] 

ASD 

[cm2] 

VT 

[L] 

VU 

[L] 

Porosidade 

[%] 

COVa(CA) 

[kg-DQO m-3 d-1] 

COVa 

[kg-DQO m-3 d-1] 

TDHCA 

[h] 

TDH 

[h] 

AnTR - - -  1016,61* 2,30 2,30 100 101,98±3,82 16,85±0,63 1,17±0,04 7,07±0,22 

AnSTBR 25 20 7,945 203,3 1615,02 2,30 2,02 87 100,73±2,79 19,14±0,53 1,18±0,02 6,22±0,13 

AnPBR 5 4,5 7,940 819,9 6510,48 2,30 1,16 50 101,35±3,03 33,20±0,99 1,17±0,03 3,58±0,09 

Notas: *Área superficial das paredes internas da zona de leito do AnTR, 1Relativo à conformação da estrutura do material. 

Abreviaturas: ASD-área superficial disponível, D-diâmetro, TDH-tempo de detenção hidráulica, TDHCA- tempo de detenção hidráulica na câmara de alimentação, 

L-comprimento, COVa-carga orgânica volumétrica aplicada, COVa(CA)-carga orgânica volumétrica aplicada na câmara de alimentação, ASE-área superficial específica, 

VT-volume total, VU-volume útil, AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito empacotado. 
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Figura 4. Desenho esquemático das características construtivas dos reatores. 

 

Fonte: Elaboração própria no software AutoCAD (Autodesk®) versão 2021 para estudantes. Nota: as dimensões 

dos elementos que compõem a estrutura de cada um dos reatores são apresentadas em milímetros. 

 MONITORAMENTO DOS REATORES, MÉTODOS ANALÍTICOS E 

AVALIAÇÃO DE DESEMPENHO 

O monitoramento da fase líquida (incluindo a caracterização dos perfis espaciais e 

temporais) baseou-se nas seguintes variáveis de processo: pH; DQOt, demanda química de 
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oxigênio solúvel (DQOs); carboidratos totais (CHt); e produtos metabólicos solúveis (PMS), 

que consistem em ácido lático (HLa), ácido butírico (HBu), ácido acético (HAc), ácido 

propiônico (HPr) e etanol (EtOH). Os sólidos suspensos voláteis (SSV) foram quantificados 

apenas nas correntes efluentes. As determinações de DQOt e DQOs (colorimetria), pH 

(potenciometria) e SSV (gravimetria) foram realizadas de acordo com os protocolos descritos 

no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2017). A 

determinação de HLa (colorimetria) foi baseada em Taylor (1996). 

Técnicas cromatográficas foram utilizadas para análises de CHt e PMS. Para as 

determinações de HAc, HPr, HBu e EtOH, foi utilizado um cromatógrafo gasoso (GC, do inglês 

gas chromatography) (GC-2010, Shimadzu Scientific Instruments, Japão) equipado com um 

detector de ionização de chama (FID, do inglês flame ionization detector) e um amostrador 

automático COMBI-PAL (Shimadzu). Hidrogênio, ar sintético e nitrogênio foram utilizados 

como gás de arraste, gases de chama e gás de reposição, respectivamente 

(ADORNO; HIRASAWA; VARESCHE, 2014). 

A determinação de CHt (sacarose, glicose, xilose, arabinose, galactose, manose e 

frutose) foi realizada em um cromatógrafo líquido de alto desempenho (CTO-20A COLUMN 

OVEN prominence, Shimadzu) equipado com uma bomba de injeção (LC-10 AD-VP, 

Shimadzu), amostrador automático (SIL-20A-HT prominence, Shimadzu), controlador (SCL-

10 A-VP, Shimadzu), coluna Aminex® HPX-87P e um detector de índice de refração (RID, do 

inglês refractive index detector) (RID 10A, Shimadzu). Água ultra purificada (MilliPore, 

Estados Unidos da América, Direct-Q® 3 UV) foi usada como eluente a uma taxa de fluxo de 

0,4 mL min-1 (modo isocrático) e a temperatura do forno foi ajustada para 55°C. As amostras 

foram filtradas usando filtros de seringa descartáveis com tamanhos de poros de 1,0 e 0,20 μm 

(MACHEREY-NAGEL, Alemanha, CHROMAFIL® GF/PET-20/25) e, sempre que 

necessário, o pH foi ajustado para uma faixa de 5-9 com a adição de uma solução de hidróxido 

de sódio a 50% (p/v) e o volume adicionado foi considerado no cálculo dos fatores de diluição. 

As amostragens espaciais foram realizadas nos dias 22, 36, 52 e 68 (escolhidos com o 

objetivo de obter uma distribuição temporal uniforme durante o período operacional e 

considerando o estabelecimento de um estado quase-estacionário durante o período de operação 

adotado) em modo descendente para compreensão da dinâmica do consumo de CHt e a 

geração/consumo de PMS ao longo da altura dos reatores sem causar grandes distúrbios 

hidrodinâmicos. As amostras líquidas foram coletadas a partir de septos de borracha localizados 

em cada compartimento (Figura 3) usando seringas de 5 mL.  
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A fase gasosa foi monitorada pela medição da vazão de biogás (VBG) e pela 

determinação da composição do biogás. A VBG foi quantificada por medidores de gás 

conectados ao headspace dos reatores com base em uma técnica de pulsometria, conforme 

descrito por Veiga et al. (1990), enquanto a composição do biogás (H2, N2, CH4 e CO2) foi 

avaliada por GC usando um detector de condutividade térmica (GC/TCD; modelo GC-2010, 

Shimadzu Scientific Instruments, Japão) e argônio como gás de arraste (PERNA et al., 2013). 

O desempenho dos reatores foi avaliado pelas seguintes variáveis-resposta: eficiência 

de conversão de CHt (ECCHt; %), VBG (mL d-1), teor de bioH2 no biogás (f-H2; %), taxa de 

produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume total dos reatores 

(PVHVT, mL-H2 L
-1 d-1), produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume útil 

dos reatores (PVHVU, mL-H2 L-1 d-1), vazão molar de hidrogênio (VMH; mmol-H2 h-1) e 

rendimento de hidrogênio (HY, do inglês hydrogen yield; mol-H2 mol-1CHt). A VBG, a PVHVT 

e a PVHVU expressam o volume de bioH2 considerando a pressão local média da cidade de São 

Carlos, a qual está situada na região Centro-Leste do Estado de São Paulo (0,91 atm), e a 

temperatura na qual as reações bioquímicas ocorreram (55ºC). Os números de moles de bioH2 

expressos em VMH e HY também consideraram as mesmas condições de temperatura e pressão 

para fins de cálculo. 

O protocolo descrito por Anzola-Rojas et al. (2015) foi adotado para estimar o 

coeficiente de rendimento do crescimento da biomassa (YX/S; g-VSS g-1CHt), a evolução da 

retenção de biomassa e a taxa de carga orgânica específica (COVe; g-CHtaplicado g
-1SSV d-1). 

Uma nova abordagem baseada nesse protocolo foi utilizada para estimar a taxa de conversão 

orgânica específica (COVRe; g-CHtconvertido g-1SSV d-1), que representa a quantidade de 

substrato convertido pela quantidade de biomassa retida durante todo o período operacional em 

sistemas contínuos. As equações utilizadas para avaliação de desempenho são apresentadas na 

Tabela 3 e as frequências de análise com os respectivos métodos analíticos na Tabela 4. 
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Tabela 3. Equacionamento empregado no protocolo de cáalculo utilizado no monitoramento dos reatores. 

Variável-resposta Unidade Equacões Parâmetros de cálculo 

Eficiência de conversão 

de carboidratos totais 

(ECCHt) 

% 𝐸𝐶𝐶𝐻𝑡 = (
𝐶𝐻𝑎𝑓 −  𝐶𝐻𝑒𝑓

𝐶𝐻𝑎𝑓
) × 100 

𝐶𝐻𝑎𝑓: concentração de carboidratos totais 

afluente ao reator [mg‧L-1] 

𝐶𝐻𝑒𝑓: concentração de carboidratos totais 

efluente ao reator [mg‧L-1] 

Vazão de biogás  

(VBG) 
mL‧d-1 𝑉𝐵𝐺 = 𝑁º𝑝𝑢𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑑𝑖á𝑟𝑖𝑜𝑠  × 𝑉𝑝𝑢𝑙𝑠𝑜 

𝑁º𝑝𝑢𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑑𝑖á𝑟𝑖𝑜𝑠: quantidade de pulsos diários 

[pulso‧d-1] 

𝑉𝑝𝑢𝑙𝑠𝑜: volume do pulso [mL‧pulso-1] 

Fração de hidrogênio (f- 

H2) e gás carbônico (f-

CO2) no biogás 

% 

𝑓 − 𝐻2 =
𝑛𝐻2

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

𝑓 − 𝐶𝑂2 =
𝑛𝐶𝑂2

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

𝑛𝐻2: número de mols de H2 [m-mol] 

𝑛𝐶𝑂2: número de mols de CO2 [m-mol] 

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙: 𝑛𝐻2+ 𝑛𝐶𝑂2 

Vazão volumétrica de 

hidrogênio 

(VVH) 

mL-H2‧d
-1 𝑉𝑉𝐻 = 𝑉𝐵𝐺 × 𝑓 − 𝐻2 

𝑉𝐵𝐺: vazão de biogás [mL‧d-1] 

𝑓 − 𝐻2: fração de hidrogênio no biogás [%] 

Vazão molar de 

hidrogênio 

(VMH) 

mol-H2‧d
-1 𝑉𝑀𝐻 =

𝑃 × 𝑉𝑉𝐻

𝑅 × 𝑇
 

𝑃: 0,91-pressão atmosférica média em São Carlos 

[atm] 

𝑉𝑉𝐻: vazão volumétrica de hidrogênio [mL-H2‧d
-

1] 

𝑅: 0,08205746-constante universal dos gases 

perfeitos [L·atm·K−1‧ mol−1] 

𝑇: 55+273,15-temperatura do biogás [ºK] 



70 

 

Tabela 3. Equacionamento empregado no protocolo de cáalculo utilizado no monitoramento dos reatores (continuação). 

Variável-resposta Unidade Equacões Parâmetros de cálculo 

Produção volumétrica de 

hidrogênio calculada a 

partir do volume útil 

(PVHVU) 

mL-H2‧L
-1 d-1 𝑃𝑉𝐻𝑉𝑈 =

𝑉𝑉𝐻

𝑉𝑢
 

𝑉𝑉𝐻: vazão volumétrica de hidrogênio [mL-H2‧d
-1] 

𝑉𝑢: volume útil dos reatores [L] 

Produção volumétrica de 

hidrogênio calculada a 

partir do volume total 

(PVHVT) 

mL-H2‧L
-1 d-1 𝑃𝑉𝐻𝑉𝑇 =

𝑉𝑉𝐻

𝑉𝑡
 

𝑉𝑉𝐻: vazão volumétrica de hidrogênio [mL-H2‧d
-1] 

𝑉𝑡: volume total dos reatores [L] 

Rendimento de hidrogênio 

(HY) 
mol-H2‧mol-1CH 

𝐻𝑌 =
𝑉𝑀𝐻

𝑄𝑎𝑓 × (𝐶𝐻𝑎𝑓 − 𝐶𝐻𝑒𝑓)
𝑀𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒

 

𝑉𝑀𝐻: vazão molar de hidrogênio [mol-H2‧d
-1] 

𝑄𝑎𝑓: vazão afluente aos reatores [L d-1] 

𝐶𝐻𝑎𝑓: concentração de carboidratos totais afluente 

ao reator [mg‧L-1] 

𝐶𝐻𝑒𝑓: concentração de carboidratos totais efluente 

ao reator [mg‧L-1] 

𝑀𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒: 342-massa molar da sacarose [g‧mol-1] 

Nota: o cálculo do rendimento de hidrogênio (HY) dos reatores levou em consideração a massa molar da sacarose devido a composição da água residuária sintética utilizada na 

alimentação dos reatores (Seção 4.3). 
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Tabela 4. Métodos analíticos e frequência de análises  

Variáveis 
Frequência 

Semanal 
Método Referência 

pH 3x Potenciometria 
(APHA; AWWA; 

WEF, 2017) 

DQOt, DQOs 3x Digestão/Espectrofotometria 
(APHA; AWWA; 

WEF, 2017) 

SSV 3x Gravimetria/Calcinação 
(APHA; AWWA; 

WEF, 2017) 

AOV e 

Solventes 
3x Cromatografia gasosa 

(ADORNO; 

HIRASAWA; 

VARESCHE, 2014) 

Vazão de 

Biogás 
Diária Deslocamento de líquido 

Adaptado de 

Veiga et al. (1990) 

Composição 

de Biogás 
3x Cromatografia gasosa (PERNA et al., 2013) 

Carboidratos 

totais 
3x 

Cromatografia líquida de alta 

eficiência 
- 

Ácido lático 3x Digestão/Espectrofotometria (TAYLOR, 1996) 

 

 DESMONTAGEM COMPARTIMENTADA DOS REATORES E ANÁLISES 

MOLECULARES 

Ao final do período operacional, o meio líquido foi drenado em cada compartimento de 

cima para baixo (i.e., câmara de saída (CS), compartimentos da zona de leito (C4, C3, C2 e C1) 

e câmara de alimentação (CA), respectivamente), o que permitiu determinação a distribuição 

da biomassa suspensa. A biomassa aderida foi coletada a partir da lavagem das paredes da zona 

de leito, dos materiais suporte do AnSTBR (anéis de PEBD) e AnPBR (aparas de PEBD) e das 

telas usadas para segurar o leito-fixo, enquanto a biomassa aderida no AnTR foi coletada apenas 

pela lavagem das paredes internas da zona de leito e das telas. As quantidades de biomassa 

suspensa e aderida foram quantificadas como SSV. 

A caracterização das comunidades microbianas foi realizada para as amostras de 

biomassa coletadas dos inóculos (vinhaça de cana-de-açúcar fermentada), das câmaras de 

alimentação (biomassa suspensa) e das zonas de leito (biomassa aderida) dos reatores. As 

amostras das câmaras de alimentação e das zonas de leito foram coletadas ao final da operação. 

Essa abordagem, associada às técnicas de reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês 

polymerase chain reaction) e eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE, do inglês 

denaturing gradient gel electrophoresis), foi utilizada para avaliar a influência dos diferentes 
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arranjos de leito, bem como sua ausência, na estrutura e na diversidade das comunidades 

microbianas estabelecidas ao longo dos reatores. As amostras de biomassa foram lavadas com 

uma solução salina tamponada com fosfato (PBS, do inglês phosphate-buffered saline) para 

remoção de impurezas e manutenção de condições adequadas de armazenamento. 

Aproximadamente 0,5g de biomassa úmida de cada amostras foi armazenada a -20ºC. Em 

seguida, as amostras foram submetidas à PCR usando o conjunto de primers 968FGC - 1401R 

referente ao domínio Bacteria (NÜBEL et al., 1996) e seu produto usado na técnica DGGE 

(MUYZER; WAAL; UITIERLINDEN, 1993). As etapas detalhadas dos ensaios de biologia 

molecular são ilustradas na Tabela 5. 

 ANÁLISES ESTATÍSTICA 

As variáveis de monitoramento (pH, f-H2, HAc, HPr, HLa, HBu e EtOH), as variáveis-

resposta (ECCHt, PVHVT, PVHVU e HY) e a COVa(CA) foram submetidas a testes estatísticos de 

análise de variância unidirecional (One-Way ANOVA). Os testes estatísticos visavam verificar 

diferenças significativas entre os reatores (variável independente) para determinadas variáveis 

dependentes. Em geral, os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) 

e homocedasticidade (Levene) para verificar os pressupostos necessários para o uso da 

One-Way ANOVA emparelhada com o teste post-hoc de Tukey (FIELD, 2018; 

HAUKOOS; LEWIS, 2005). Para dados com distribuição não gaussiana, foram realizados 

procedimentos de bootstrapping (1.000 reamostragens; intervalo de confiança (IC) de 95% 

BCa) para corrigir desvios da normalidade e garantir um IC de 95% entre as médias para maior 

confiabilidade estatística (HAUKOOS; LEWIS, 2005). Os dados que apresentaram 

heterogeneidade de variância foram submetidos à correção de Welch e as médias foram 

comparadas pela técnica post-hoc de Games-Howell (FIELD, 2018). 
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Tabela 5. Ensaios de biologia molecular (PCR/DGGE): detalhamento passo a passo. 

Passos   

Extração do DNA Kit de extração Fabricante 

 FastDNA™ SPIN Kit for Soil DNA Extraction MP Biomedicals, Irvine, CA, USA 

PCR Instrumento Conjunto de primers 

 Thermocycler Eppendorf AG - 22331 Hamburg, 

GermanyEppendorf AG - 22331 Hamburg, Germany 

968FGC - 1401R (referente ao Domínio 

Bacteria) 

DGGE Instrumento Condições de operação 

 DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-

Rad) 

Gradiente de desnaturação de 45 a 65%, 75V 

sob temperatura constante (60ºC) por 16 horas 

Processamento do resultado do 

DGGE 

Instrumento Condição de processamento 

 Photodocumentation System (L. PixTpuch - Loccus 

Biotechnology) 

Exposição à radiação UV (254 nm) 

Cálculo do coeficiente de 

similaridade e elaboração do 

dendrograma 

Software Versão 

 BioNumerics 7.0 

Cálculo dos índices ecológicos: D, H' 

e Chao-1 

Software Versão 

 Past 4.03 

Abreviaturas: D-dominância, H'-índice de diversidade de Shannon, Chao-1-riqueza relativa. 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste capítulo, são apresentados os resultados obtidos a partir da realização das etapas 

experimentais do presente projeto de pesquisa. Os resultados ora apresentados foram 

fundamentalmente estruturados tendo em vista as hipóteses e objetivos previamente definidos, 

bem como foram discutidos com base nos conceitos elencados a partir da pesquisa bibliográfica 

referente às temáticas de pesquisa.  

Inicialmente, aspectos relacionados ao comportamento hidrodinâmico são apresentados 

a fim de caracterizar diferenças nos padrões de escoamento relacionadas aos diferentes tipos de 

leito fixo empregados em cada configuração de reator, tendo em vista a sua relação intrínseca 

com o desempenho dos sistemas.  

Características composicionais da água residuária utilizada durante a etapa de 

inoculação são apresentadas a fim de verificar o impacto das diferentes configurações 

reacionais sobre a conversão de substratos e as rotas metabólicas estabelecidas.  

Os desempenhos dos reatores são apresentados em termos da distribuição de biomassa, 

dinâmica de retenção de biomassa, produção de bioH2 e produtos metabólicos solúveis. Os 

balanços de massa da fase solúvel e global são apresentados a fim de avaliar a confiabilidade e 

a representatividade dos métodos analíticos empregados, bem como promover uma 

visualização geral dos caminhos metabólicos estabelecidos. 

Por fim, são apresentados aspectos relacionados à diversidade e similaridade das 

comunidades microbianas selecionadas ao término das operações por meio de técnicas de 

biologia molecular. Tais resultados são discutidos de forma comparativa entre si e a outros 

trabalhos relacionados à produção de bioH2 a partir de configurações de reatores semelhantes 

aos adotados no presente estudo. 

 AVALIAÇÃO DE DESEMPENHO: CONVERSÃO DE SUBSTRATO E 

PRODUÇÃO DE BIOH2 

Considerando que a conversão de substrato fresco (i.e., CHt) é o processo primário de 

produção de bioH2 em sistemas fermentativos, os coeficientes de variação (CV) das ECCHt 

foram utilizados como medida estatística para definição do período de estabilidade visando 

garantir uma base temporal comparativa entre os reatores. Um CV por volta de 20% foi adotado 

como referência para determinação do período de estabilidade. Deve-se notar que o período de 

estado quase-estacionário foi utilizado como base comparativa para os perfis temporais das 
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variáveis-resposta dos reatores. As variáveis-resposta utilizadas para análise de desempenho 

dos reatores no período de estado quase-estacionário são apresentadas na Figura 5. Uma 

apresentação mais detalhada incluindo os períodos de instabilidade, estado quase-estacionário 

e todo o período de operação com valores médios, máximos e de desvio padrão é apresentada 

no Apêndice C. 

Apesar de uma quantidade de biomassa total retida cerva de 2 vezes menor em 

comparação ao AnTR e ao AnSTBR (padrão mais detalhado e discutido na Seção 5.2), o 

AnPBR apresentou uma ECcHt média de 51,04±5,71%, a qual provou ser estatisticamente 

equivalente ao observado no AnSTBR (52,55±6,66%) e cerca de 10% maior em comparação 

ao observado no AnTR (40,95±8,23%) (Figura 5a). A ECcHt média calculada para o AnTR 

apresentou diferenças significativas em comparação ao demais reatores. No geral, estes 

resultados indicam que a ausência de material suporte no AnTR afetou negativamente a 

capacidade de conversão de substrato da biomassa retida em comparação com os reatores que 

forneceram material suporte para o crescimento de biomassa aderida (AnSTBR e AnPBR). 

Uma produção contínua de bioH2 foi observada em todos os reatores. Diversos estudos 

utilizam a PVHVU como uma variável-resposta chave para avaliar o desempenho de sistemas 

fermentativos voltados para a produção de bioH2 . Sob esta perspectiva, o desempenho do 

AnPBR (1312,66±230,40 mL-H2 L
-1

 d-1) foi cerca de 2,2 e 1,5 vezes maior em relação ao AnTR 

(586,22±98,12 mL-H2 L
-1

 d-1) e ao AnSTBR (854,74±139,77 mL-H2 L
-1

 d-1), respectivamente 

(Figura 5b). Outro aspecto a ser considera é que apesar da equivalência entre as ECcHt do 

AnSTBR e AnPBR, o último apresentou um desempenho muito superior em termos de 

produção de bioH2 sob esta perspectiva de avaliação. Entretanto, a VBG (Figura 5c), a f-H2 

(Figura 5d) e a VMH (Figura 5e) determinadas no AnSTBR (5057.65±601.69 mL d-1; 

33.70±2.75 %; 2.41±0.39 mmol-H2 h-1) superam aquelas determinadas no AnTR 

(4100,91±403,28 mL d-1; 32,73±3,25 %; 1,90±0,32 mmol-H2 h-1) e AnPBR 

(4812,28±918,68 mL d-1; 31,82±1,95 %; 2,14±0,38 mmol-H2 h
-1). Vale destacar que a VMH 

do AnSTBR foi 12,6% maior comparada ao AnPBR, enquanto o último demonstrou ser 53,6% 

maior do que o primeiro em termos de PVHVT. 

Em vista dos resultados supracitados, a maior PVHVU observada no AnPBR está 

intrinsecamente relacionada ao seu volume útil (1,16 L), o qual corresponde a 50 e 57% do 

volume útil do AnTR (2,30 L) e AnSTBR (2,02 L), respectivamente. Neste contexto, uma 

abordagem alternativa para avaliação de desempenho em termos de produção de bioH2 foi 

utilizada.  
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Figura 5. Avaliação de desempenho temporal: (a) eficiência de conversão de carboidratos totais (ECCHt), (b) produção volumétrica de hidrogênio 

calculada usando o volume útil (PVHVU), (c) vazão de biogás (VBG), (d) fração de hidrogênio no biogás (f-H2), (e) vazão molar de hidrogênio 

(MFH), (f) produção volumétrica de hidrogênio calculada usando o volume total (PVHVT), (g) rendimento de hidrogênio (HY), (h) pH e (i) carga 

orgânica volumétrica removida específica (COVRe). 

 

Notas: os índices ᶯ, ᶿ e ᶠ representam o AnTR, o AnSTBR e o AnPBR, respectivamente. O reator que apresenta o índice dos demais indica que os valores médios da variável de 

resposta ou do parâmetro analisado apresentaram similaridade estatisticamente significativa. Os box-plots foram elaborados a partir dos dados referentes ao período de quase-

estado estacionário (dias 22 a 68). *O volume e o número de moles de bioH2 foram estimados considerando a pressão atmosférica média da cidade de São Carlos (0,91 atm) e 

a temperatura em que ocorreram as reações bioquímicas (55ºC). Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito empacotado. 
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No caso específico deste estudo, no qual as bases comparativas entre os sistemas foram 

estritamente baseadas na aplicação das mesmas condições operacionais na CA e na equidade 

do volume total dos reatores, o PVHVT provou ser a variável-resposta mais adequada para 

avaliação de desempenho. Seguindo esta abordagem, uma maior produtividade média baseada 

na PVHVT (Figura 5f) foi observada no AnSTBR (743,25±121,54 mL-H2 L
-1

 d-1), seguido pelo 

AnPBR (662,04±116,20 mL-H2 L-1
 d-1) e AnTR (586,22±98,12 mL-H2 L-1

 d-1) (todos 

estatisticamente diferentes entre si), respectivamente. Desta forma, as PVHTV determinadas em 

cada um dos reatores passam a corroborar as VBG, as f-H2 e as VMH. 

Além disso, esta abordagem permite inferir que a PVHTV consiste em uma variável-

resposta mais adequada para comparar configurações de reatores com porosidades distintas, 

como p.ex. AnSTBR (alta porosidade) comparado com o AnPBR (baixa porosidade), garatindo 

resultados mais confiáveis sobre a ‘real’ produção de bioH2 de uma dada tecnologia. Em outras 

palavras, a PVHVT não permite que o volume útil de uma determinada configuração de reator, 

muitas vezes afetada pelo arranjo do material suporte disposto na zona de leito, mascare a 

avaliação de desempenho. Alternativamente, o projeto de reatores com foco na comparação de 

sistemas com volumes úteis equivalente pode levar a um uso mais adequado da PVHVU, 

independentemente de diferenças na porosidade. 

Os valores de pH medidos nos substratos fermentados (Figura 5g) indicou que tanto o 

AnSTBR (5,06±0,1) quanto o AnPBR (5,23±0,37) alcançaram uma faixa mais favorável à 

produção de bioH2 (5,0-5,2 (FUESS et al., 2021b; FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 

2019)), enquanto o AnTR (6,08±0,56) apresentou valores fora desta faixa, o que corrobora a 

produção de bioH2 observada. Embora valores de pH que excedem 5,0-5,5 nem sempre sejam 

deletérios para a produção de bioH2, rotas metabólicas específicas, tais como a sulfetogênese 

(ROGERI et al., 2023) e a fermentação propriônica  

(FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 2019; SAADY, 2013) são favorecidas sob tais 

condições, impactando negativamente a atividade hidrogenogênica. Além disso, a maior 

estabilidade do AnSTBR em comparação aos demais reatores é um fator a ser destacado, 

considerando a relevância do potencial hidrogeniônico na produção de bioH2. Por fim, apesar 

das diferentes produtividades de bioH2, os reatores apresentaram níveis equivalentes de HY 

(Figura 5h) e faixas similares de COVe durante o período operacional (Figura 5i). 
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 DISTRIBUIÇÃO DE BIOMASSA E PERFIS ESPACIAIS DE CARBOIDRATOS E 

PRODUTOS METABÓLICOS SOLÚVEIS 

O protocolo de desmontagem associado à amostragem especial permitiu avaliar a 

distribuição quanti-qualitativa da biomassa, o consumo de substrato fresco e a 

graração/consumo de PMS ao longo da altura dos reatores. Os detalhes da distribuição 

quantitativa de biomassa são apresentados na Tabela 2 e exibem diferentes quantidades de 

biomassa retida entre os reatores e seus diferentes compartimentos ao final do período 

operacional. Embora a COVa(CA) e o tempo de detenção hidráulica na CA (TDHCA) tenham 

permanecido em níveis equivalentes (sem diferenças significativas estatisticamente validadas), 

diferentes quantidades de biomassa foram medidas na CA, bem como foram notados diferentes 

padrões de distribuição. Vale notar que os resultados dos ensaios hidrodinâmicos (Figura 6 e 

Tabela 6) demonstraram o estabelecimento de padrão de fluxo pistonado em todos as 

configurações de reatores investigadas, o que garante a confiabilidade na abordagem de 

avaliação compartimentada utilizada. 

Figura 6. Ensaios hidrodinâmicos: (a) curvas de resposta de saída de traçador normalizadas 

F(t) e (b) curvas de distribuição de tempo de residência E(t). 

 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito empacotado. 
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Tabela 6. Características hidrodinâmicas: número de reatores de tanque agitado contínuo em 

série (N-CSTR), tempo médio de retenção hidráulica (�̅�ℎ) e tempo experimental de retenção 

hidráulica (HRT) 

Reator N-CSTR �̅�ℎ [h] HRTa [h]  

AnTR 459 6.05 7.07±0.22 

AnSTBR 221 5.75 6.22±0.13 

AnPBR 185 3.87 3.58±0.09 

Nota: avalores médios e desvios padrão obtidos durante a operação a partir do monitoramento da vazão aplicada 

nos reatores. 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito empacotado, N-CSTR-número de reatores contínuos de tanque agitado de igual volume em 

série. 

Os perfis de distribuição de biomassa revelaram que as maiores frações de biomassa 

retida ocorreram na CA de todos os reatores (77,22%-AnTR, 89,37%-AnSTBR e 71,46%-

AnPBR). Em termos quantitativos, a biomassa retida na CA do AnSTBR (5,48 g-VSS) foi cerca 

de duas vezes maior em comparação com o AnPBR (2,76 g-VSS), assim como 16,6% maior 

em comparação com o AnTR (4,70 g-SSV). Apesar das quantidades relativamente similares de 

biomassa total retida no AnTR (6,08 g-SSV)  e AnSTBR (6,13 g-VSS), o primeiro apresentou 

quantidades mais elevadas de biomassa aderida (1,07g-VSS) e suspensa (0.31g-VSS) na zona 

de leito, as quais juntas representam mais do dobro da quantidade de biomassa total retida na 

zona de leito do AnSTBR (0,49 g-SSV aderida e 0,16 g-VSS suspensa) e cerca de 25% mais 

em comparação com o AnPBR (0,96 g-SSV aderida e 0,14 g- VSS suspensa) para o mesmo 

compartimento.  

A partir de modelos de regressão linear e a subsequente derivação das equações 

ajustadas para as retenções de biomassa estimadas (Figura 7a), foram obtidas as taxas de 

retenção de biomassa: o AnTR (100,6 mg-SSV d-1) apresentou uma taxa de retenção 

equivalente ao AnSTBR (100 mg-SSV d-1), enquanto no AnPBR (62,8 mg-SSV d-1) uma taxa 

cerca de 48% menor foi observada. Apesar da menor área superficial disponível para o 

crescimento aderido de biomassa (Tabela 2, Seção 4.1), o AnTR alcançou uma maior 

capacidade de retenção de biomassa, especialmente em comparação com o AnPBR. 

Analisar os valores de YX/S para consórcios microbianos anaeróbios tem sido uma 

abordagem amplamente utilizada para entender os padrões de retenção de biomassa em 

diferentes configurações de reatores (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; ANZOLA-ROJAS; 

ZAIAT, 2016; AQUINO; FUESS; PIRES, 2017; FUESS et al., 2021a; GOMES et al., 2015). 

Os valores de YX/S estimados (Figura 7) podem ser considerados representativos para avaliação 

da capacidade de retenção e crescimento de biomassa dada a equivalência entre as quantidades 
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medidas (ao final do período operacional) e estimadas (a partir do protocolo de cálculo da 

COVe) de biomassa retida nos sistemas. Em uma primeira perspectiva, baseada em argumentos 

comumente relatados na literatura (AQUINO; FUESS; PIRES, 2017; FUESS et al., 2021a; 

GOMES et al., 2015), a disposição aleatória e a baixa porosidade associacada à alta 

disponibilidade de área superficial em reatores de leito fixo empacotado geralmente levam a 

uma maior capacidade de retenção de biomassa e, consequentremente, a níveis mais baixos de 

lavagem de biomassa em comparação com outras configurações de reatores (p.ex., AnSTBR e 

reator contínuo de tubos múltiplos (CMTR, do inglês continuous multiple tube reactor). Estes 

estudos correlacionam maiores densidades celulares com uma menor demanda de energia 

metabólica direcionada para o crescimento, o que sustenta os valores relativamente baixos de 

YX/S observados em tais casos. No entanto, os resultados aqui obtidos contradizem a hipótese 

de que níveis mais altos de retenção de biomassa deveriam estar associados à uma maior 

disponibilidade de área superficial. 

Figura 7. Retenção de biomassa e conversão de substrato fresco: (a) evolução da biomassa 

dentro dos reatores e taxas de retenção e (b) variação da carga orgânica volumétrica removida 

específica (COVRe) (período de quase-estado estacionário, dias 22-68). 

 

Notas: os índices ᶯ, ᶿ e ᶠ representam o AnTR, o AnSTBR e o AnPBR, respectivamente. O reator que apresenta o 

índice dos demais indica que os valores médios da variável de resposta ou do parâmetro analisado apresentaram 

similaridade estatisticamente significativa. Abreviaturas: y-retenção de biomassa, x-período de operação (tempo), 

R2-coeficiente de determinação, AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, 

AnPBR-reator anaeróbio de leito empacotado.
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Tabela 7. Níveis de distribuição de biomassa e coeficientes de rendimento de crescimento para diferentes configurações de reatores de leito fixo. 

Distribuição de biomassa [g-SSV] e fração relativa (a,b) 

YX/S
D Reator Referência 

CA SuspensaA SuspensaB 
Aderida 

(zona de leito) 

Retida 

medida 

Retida 

estimadaC 
Lavada Total 

4,70 

(9,7%a;77,2%b) 

0,31 

(0,6%a;5,2%b) 

5,01 

(10,3%a;82,4%b) 

1,07* 

(2,2%a;17,6%b) 

6,08 

(12,5%a) 
6,81 

42,6 

(87,5%a) 
48,68 0,055 AnTR Este estudo 

5,48 

(9,9%a;89,3%b) 

0,16 

(0,3%a;2,7%b) 

5,64 

(10,2%a;92%b) 

0,49 

(0 ,9%a;8%b) 

6,13 

(11,1%a) 
6,83 

49,5 

(88,9%a) 
55,63 0,051 AnSTBR Este estudo 

2,76 

(5,8%a;71,5%b) 

0,14 

(0,3%a;3,17%b) 

2,90 

(6,1%a;75,1%b) 

0,96 

(2%a;24,9%b) 

3,86 

(8,1%a) 
4,50 

44,0 

(91,9%a) 
47,86 0,046 AnPBR Este estudo 

10,28 

(3,9%a;44,62%b) 

0,47 

(0,2%a;2%b) 

10,75 

(4,1%a;46,7%b) 

12,29 

(4,8%a;53,3%b) 

23,04 

(8,9%a) 
25,48 

236,6 

(91,1%a) 
259,64 0,056 AnSTBR 

(FUESS et 

al., 2021a)1 

- - 
34,07 

(14,8%a;79,8%b) 

8,6 

(3,7%a;20,2%b) 

42,67 

(18,5%a) 
- 

187,5 

(81,5%a) 
230,17 0,051 AnSTBR 

(ANZOLA-

ROJAS; 

ZAIAT, 

2016)2 

- - 
6,4 

(10,1%a;33,2%b) 

12,9 

(20,3%a;66,8%b) 

19,3 

(30,4%a) 
- 

44,3 

(69,6%a) 
63,6 0,030 

AnPBR 

C/N=140 

(ANZOLA-

ROJAS et 

al., 2015)3 

- - 
4,4 

(4,1%a;15,6%b) 

23,7 

(22,2%a;84,3%b) 

28,1 

(26,4%a) 
- 

78,5 

(73,6%a) 
106,7 0,040 

AnPBR 

C/N=40 

(ANZOLA-

ROJAS et 

al., 2015)3 
Notas: ABiomassa suspensa no meio líquido dos compartimentos da zona de leito (C1, C2, C3 e C4) e na câmara de saída; BBiomassa suspensa em todo o meio líquido (câmara 

de alimentação + compartimentos da zona de leito + câmara de saída); CBiomassa retida estimada a partir do cálculo da COVe; D[g-SSV g-1CHt]; aFração relacionada à biomassa 

total produzida (retida e lavada); bFração relacionada à biomassa retida (suspensa e aderida); 1Condições operacionais: TDH = 6 h, COVa = 20 kg-DQOt m-3 d-1, T = 55°C, meio 

de suporte de PEBD, período operacional = 141 dias nessas condições, substrato = melaço de cana-de-açúcar e fluxo ascendente; 2Condições operacionais: TDH = 2 h, 

COVa = 24 kg-DQOt m-3 d-1, T = 25°C, meio de suporte de PEBD, período operacional = 90 dias, substrato = água residual à base de sacarose e fluxo descendente; 3Condições 

operacionais: TDH = 2 h, COVa = 24 kg-DQOt m-3 d-1, T = 25ºC, meio de suporte de PEBD, período operacional = 60 dias, substrato = água residuária à base de sacarose, 

C/N = 140, fluxo ascendente; *Quantidade de biomassa fixada nas paredes internas da zona do leito. 

Abreviaturas: C/N-razão carbono-nitrogênio, DQOt-demanda química de oxigênio total, TDH-tempo de detenção hidráulica, PEBD-polietileno de baixa densidade, COVa-

carga orgânica volumétrica aplicada, COVe- carga orgânica volumétrica específica, T-temperatura, YX/S-coeficiente de rendimento de crescimento de biomassa, CA-câmara de 

alimentação, AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito empacotado. 
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Embora os YX/S estimados estejam em faixas semelhantes àquelas relatadas em outros 

estudos (Figura 7, (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; ANZOLA-ROJAS; ZAIAT, 2016; FUESS 

et al., 2021a)), foi observado um padrão distinto em termos de lavagem e distribuição de 

biomassa. O AnPBR apresentou uma lavagem de biomassa que correspondeu a 91,94% de toda 

a biomassa produzida, enquanto no AnSTBR e AnTR as frações de biomassa lavada 

corresponderam a 88,97% e 87,49%, respectivamente (Tabela 7). Consequentemente, a maior 

fração relativa de biomassa retida foi medida no AnTR (12,51%) em comparação com o 

AnSTBR (11,03%) e AnPBR (8,06%) (Tabela 7). 

A COVe tem sido utilizada para analisar a relação entre a disponibilidade de substrato 

e a biomassa retida em sistemas fermentativos contínuos e sua relação com a evolução de bioH2 

(ANZOLA-ROJAS et al., 2015; BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017; FERRAZ JÚNIOR; 

ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015; FUESS et al., 2016, 2018; FUESS; ZAIAT; DO 

NASCIMENTO, 2019; GOMES et al., 2015). No entanto, a COVRe é uma variável-resposta 

facilmente acessada por meio de uma pequena modificação no protocolo de cálculo da COVe 

e que representa a relação entre a quantidade de substrato convertido e a quantidade de biomassa 

retida em sistemas contínuos. Em geral, a COVRe pode ser considerada  como uma boa 

aproximação para avaliar a eficácia de um dado consórcio microbiano retido em termos 

específicos de conversão de substrato. Sob esta abordagem, a COVRe estimada (Figura 7b) 

demonstra que o AnPBR (6,54±2,52 g-CHtconvertidos g
-1SSV d-1) apresentou uma biomassa mais 

eficaz (estatisticamente significativa) em termos específicos de conversão de substrato fresco 

em comparação com o AnSTBR (4,74±2,06 g-CHtconvertidos g-1SSV d-1) e AnTR 

(3,61±1,94 g-CHtconvertidos g-1SSV d-1) (ambos os últimos estatisticamente equivalentes), 

respectivamente. Tais achados demonstram que o AnPBR foi capaz de reter uma biomassa com 

maior atividade celular específica devido ao maior valor de COVRe, o que corrobora o 

desempenho de conversão de substrato previamente relatado (Seção 5.1). 

A maioria dos estudos que buscam estender a relação entre retenção de biomassa com a 

conversão de substrato e a consequente produção de bioH2 (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; 

ANZOLA-ROJAS; ZAIAT, 2016; BLANCO; FUESS; ZAIAT, 2017; FUESS et al., 2018, 

2021a; FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 2019; GOMES et al., 2015), incluindo este, são 

geralmente baseados na quantificação de biomassa por meio da determinação do teor de SSV 

de uma dada amostra de lodo. No geral, a análise da dinâmica de crescimento, retenção e 

lavagem de biomassa realizada exclusivamente através da determinação de SSV não permite 

distinguir as distintas frações que podem compreender uma determinada amostra de lodo. Por 

mais que esta abordagem seja amplamente utilizada para compreender a dinâmica de biomassa 
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em reatores de leito fixo, uma abordagem alternativa que considere a quantificação de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS, do inglês extracellular polymeric substances) e a 

fração de biomassa ativa pode compreender uma avaliação mais apropriada, dado que mesmo 

com quantidades distintas de biomassa retida (quantificadas apenas como SSV), o AnSTBR e 

o AnPBR demonstraram ECCHt médias equivalentes (comportamento discutido anteriormente 

na Seção 5.1).  

As EPS são caracterizadas como produtos metabólicos complexos de alto peso 

molecular, compostos principalmente por polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, bem 

como por frações menos significativas de lipídeos e ácidos húmicos 

(LASPIDOU; RITTMANN, 2002). Dentre as diversas funções das matrizes de EPS relatadas 

na literatura, essas substâncias têm demonstrado desempenhar papel fundamental na fixação de 

biomassa em meios de suporte, agregação de células planctônicas em flocos e grânulos, assim 

como na formação e estruturação de biofilmes (BANU et al., 2018; LASPIDOU; 

RITTMANN, 2002; SHENG; YU; LI, 2010). Por mais que a determinação de EPS não tenha 

sido realizada neste estudo, os resultados quantitativos de retenção e lavagem de biomassa 

associados às COVRe calculadas sugerem fortemente que a ausência de meios de suporte no 

AnTR resultou em uma menor densidade celular em comparação com o AnSTBR e AnPBR, 

respectivamente, produzindo também maiores quantidades de EPS como uma “estratégia de 

sobrevivência” para compensar a menor disponibilidade de área superficial para o crescimento 

aderido. 

Os perfis espaciais de CHt e PMS (Figura 8a, b, c) são representados em termos de 

valores médios correspondentes aos perfis realizados durante o período de operação e 

permitiram visualizar padrões de consumo de substrato fresco e as vias metabólicas 

estabelecidas ao longo da altura dos reatores. As conversões de CHt e PMS ao longo dos 

reatores são representadas na Figura 8d, e, f em termos de valores médios correspondentes à 

conversão de DQOs calculados a partir dos perfis espaciais, demonstrando um padrão distinto 

entre os sistemas (os dados discretos correspondentes a cada perfil espacial são apresentados 

no Apêndice D). No geral, padrões metabólicos similares enfatizando diferenças quantitativas 

foram observadas no AnTR e AnSTBR. Por outro lado, um padrão metabólico distinto foi 

encontrado no AnPBR. 
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Figura 8. Perfis espaciais: (a, b, c) distribuição de CHt e SMP e (d, f, g) padrões de conversão de 

DQO entre compartimentos. 

 

Abreviaturas: CA-câmara de alimentação, compartimentos C1/C2/C3/C4 da zona de leito, CHt-carboidratos totais, HAc-

ácido acético, HPr-ácido propiônico, HLa-ácido láctico, HBu-ácido butírico, EtOH-etanol, 

AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito 

empacotado.   
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Foi observado um consumo acentuado de CHt na CA de todos os reatores, com os 

maiores valores observados no AnPBR (1904±320 mg-DQO L-1) e AnSTBR 

(1872±333 mg-DQO L-1) comparado ao AnTR (1181±540 mg-DQO L-1). Os comportamentos 

observados para conversão de substrato fresco nos reatores corroboram os achados 

apresentados por Fuess et al. (2021a). Entretanto, vale destacar que a distribuição de biomassa 

relatada por Fuess et al. (2021a) é notavelmente distinta da observada neste estudo, em 

particular para o AnSTBR, e pode estar associada às diferentes condições operacionais 

aplicadas, ou seja: uso de diferentes substratos (caldo de cana e melaço), variação da 

concentração de substrato (20-5 g-DQOt L-1), relação C/N (152 quando utilizado melaço como 

substrato), diferentes estratégias de alcalinização (dosagem de NaOH e/ou NaHCO3), variações 

no TDH (24-6 h) e um maior período operacional (320 d) 

(FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020). A produção de PMS na CA dos reatores demonstra 

ser resultado direto da conversão de substrato pelas vias de fermentação acética (Reação 1), 

butírica (Reação 2) e homolática (Reação 3), porém, com destacadas diferenças quantitativas. 

Maiores quantidades de HAc e HBu foram determinadas na CA do AnSTBR 

(Figura 8b; HAc = 348±34 mg-DQO L-1, HBu = 655±179 mg-DQO L-1) e AnPBR 

(Figura 8c; HAc = 380±66 mg-DQO L-1, HBu = 547±130 mg-DQO L-1) comparado ao AnTR 

(Figura 8a; HAc = 225±43 mg-DQO L-1, HBu = 455±143 mg-DQO L-1). No entanto, o AnPBR 

se destacou em termos de atividade lática neste compartimento, demonstrando uma 

concentração de HLa (460±176 mg-DQO L-1) cerca de 2,9 e 2,6 vezes maior comparado ao 

AnTR (159±77 mg-DQO L-1) e AnSTBR (178±30 mg-DQO L-1), respectivamente. 

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2 (Reação 1) 

C6H12O6 → CH3(CH2)2COOH + 2CO2 + 2H2 (Reação 2) 

C6H12O6 → 2CH3CH(OH)COOH (Reação 3) 

Após a interface CA/C1, consideráveis reduções nas concentrações de CHt foram 

observadas no AnTR (985±461 mg-DQO-L-1) e AnSTBR (755±85 mg-DQO-L-1). Em ambos 

os casos, tais reduções estiveram associadas principalmente ao aumento da atividade butírica e 

lática, dadas as concentrações de HBu e HLa determinadas no C1 do AnTR 

(HBu = 931±29 mg-DQO L-1, HLa = 577±224 mg-DQO L-1) e AnSTBR  

(HBu = 1023±117 mg-DQO L-1,HLa = 724±60 mg-DQO L-1). De C1 em diante, variações 

marginais na concentração de CHt foram determinadas no AnTR (3,2% na interface C1/C2 e 
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menor que 1% nos demais compartimentos) e AnSTBR (menor que 1% para todos os demais 

compartimentos), indicando uma baixa atividade celular nas regiões superiores da zona de leito. 

Além disso, é notável que a baixa variação nas concentrações de HAc e HBu após a interface 

CA/C1 do AnTR (Figura 8b) e AnSTBR (Figura 8d) demonstram que a atividade acética 

(Reação 1) e butírica (Reação 2) nos compartimentos da zona de leito foram marginais 

comparados à CA nestas configurações de reatores, o que demonstra que a biomassa retida na 

CA e no compartimento inicial da zona de leito (C1) do AnTR e AnSTBR desempenharam um 

papel primário no estabelecimento de vias metabólicas hidrogenogênicas, i.e., produtoras de 

bioH2. 

No AnPBR, reduções de 5,5% e 4,1% na concentração de CHt foram observadas nas 

interfaces CA/C1 e C1/C2 (Figura 8f), respectivamente. De C2 em diante, a variação na 

concentração de CHt foi menor que 1% até a interface C4/Efluente, onde uma conversão de 

cerca de 2,7% ocorreu. Neste caso, a biomassa retida na FDC foi a responsável pela conversão 

da maior fração de substrato fresco e pelo estabelecimento das vias metabólicas primárias de 

produção de bioH2 (Reações 1, 2 e 3). Além do padrão distinto relacionado à conversão de 

substrato fresco nos compartimentos iniciais da zona de leito (C1 e C2), as vias metabólicas 

estabelecidas na zona de leito do AnPBR foram distintas daquelas observadas no AnTR e 

AnSTBR. Analisando o perfil espacial do AnPBR (Figura 8c), um aumento progressivo nas 

concentrações de HLa associado com reduções nas concentrações de HAc ao longo da zona de 

leito foi observado. Dado que a produção de HAc ocorreu somente na CA do AnPBR e 

considerando a concentração determinada neste compartimento (380±66 mg-DQO L-1) e a 

concentração na corrente efluente (197±29 mg-DQO L-1), uma diminuição de cerca de 

47,8±1,6% da concentração de HAc ocorreu ao longo da zona de leito (obtida dos consumos de 

HAc considerando todos os perfis espaciais realizados ao longo período operacional). Usando 

a mesma abordagem, a concentração de HLa determinada no efluente do AnPBR 

(924±237 mg-DQO L-1) foi cerca de 2 vezes maior do que a concentração determinada na CA 

(460±176 mg-DQO L-1). Embora o aumento de HLa tenha ocorrido em conjunto com a redução 

de CHt nas interfaces CA/C1 e C1/C2, este padrão associado ao consumo de HAc nos 

compartimentos da zona de leito sugere fortemente o estabelecimento de uma fonte alternativa 

de atividade lática nesta região do AnPBR, o que é destacado na interface C2/C3 onde este 

padrão foi observado associado a reduções marginais de CHt. 

A fermentação lática capnofílica (CLF, do inglês capnophilic lactic fermentation) 

consiste em uma fonte alternativa de atividade lática capaz de reciclar frações de HAc em HLa 

quando concentrações adequadas de CO2 dissolvido ocorrem no meio líquido sem prejudicar a 
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produção de bioH2 (Reação 4). Neste caso, as bactérias pertencentes principalmente ao gênero 

Thermotoga desempenhar um papel metabólico fundamental em favor da redução do piruvato 

via acetil-CoA por meio da enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase sobre a 

descarboxilação oxidativa (DIPASQUALE; D’IPPOLITO; FONTANA, 2014; 

FUESS et al., 2021a; PRADHAN et al., 2016). A CLF foi relatada em sistemas fermentativos 

suplementados com NaHCO3, particularmente em reatores do tipo AnSTBR alimentados com 

melaço (FUESS et al., 2021a; FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020). 

A disponibilidade de HAc a partir da fermentação acética (Reação 1) associada ao 

aumento da concentração de CO2 dissolvido produzido a partir da fermentação direta de 

carboidratos e pela dissociação de NaHCO3 desencadeada pela liberação aumentada de íons H+ 

na CA forneceu condições adequadas para a CLF nas regiões superiores (i.e., compartimentos 

da zona de leito) do AnPBR. O arranjo do meio suporte do AnPBR pode ter desempenhado um 

papel fundamental no estabelecimento da CLF devido ao maior “aprisionamento” do biogás 

rico em CO2 na zona de leito em comparação com o AnSTBR e AnTR. Além disso, a retenção 

marginal de biomassa na zona de leito do AnSTBR e as diferentes condições e estratégias 

operacionais relatadas por Fuess et al. (2021a) em comparação aquelas utilizadas neste estudo 

são fatores que podem sustentar explicações para os diferentes padrões metabólicos observados. 

Em particular, a relação NaHCO3/DQOt utilizada neste estudo correspondeu a 62,5 % 

(0,25 g-NaHCO3 g-1 DQOt) e 70% (0,28 g-NaHCO3 g-1 DQOt) da utilizada por 

Fuess et al. (2021a) (0,4 g-NaHCO3 g
-1 DQOt), o que pode ter levado a diferentes níveis de 

disponibilidade de CO2 dissolvido no meio líquido. 

CH3COOH + CO2 + 4H+ + 4e- → CH3CH(OH)COOH + 2H2O (Reação 4) 

Os níveis marginais de HPr e EtOH determinados ao longo dos reatores podem ser 

resultado de caminhos metabólicos secundários, tais como a fermentação propiônica (Reação 

5) (COUTO et al., 2020; GHIMIRE et al., 2015), do tipo etanol (Reação 6) 

(ANZOLA-ROJAS; ZAIAT; WEVER, 2016) e heterolática (Reação 7) 

(GARCÍA-DEPRAECT et al., 2019a), com as maiores concentrações determinadas na CA onde 

o maior consumo de substrato fresco ocorreu. Os menores níveis de HPr determinados 

corroboram os achados relatados por (FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO, 2020), o qual a 

atividade propiônica foi aumentada sob condições de sobrecarga em um AnSTBR 

(COVa > 86 kg-DOQt m-3 d-1). No entanto, vale destacar que os níveis de HPr determinados 

em todos os compartimentos do AnTR, o qual tinha a menor COVa 
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(16,85±0,63 kg-DOQt m-3 d-1), foram até 3,6 e 3 vezes maiores em comparação com o AnSTBR 

(19,14±0,53 kg-DOQt m-3 d-1) e AnPBR (33,20±0,99 kg-DOQt m-3 d-1), indicando um impacto 

metabólico negativo em termos de atividade hidrogenogênica relacionado à ausência de 

material suporte nessa configuração. Com relação às concentrações de EtOH, os resultados 

corroboram os achados relatados por (ANZOLA-ROJAS; ZAIAT; WEVER, 2016), os quais 

demonstraram que a fermentação do tipo etanol foi proporcional ao aumento progressivo de 

COVa em um reator anaeróbio de leito-fixo estruturado de fluxo descendente. 

C6H12O6 + 2H2 → 2CH3CH2COOH + 2H2O (Reação 5) 

C6H12O6 + 2H2O → C2H5OH + CH3COOH + 2CO2 + 2H2 (Reação 6) 

C6H12O6 + H2O → CH3CH(OH)COOH + CH3COOH + CO2 + 2H2 (Reação 7) 

De modo geral, tais achados destacam o papel chave da biomassa retida na CA nos 

processos fermentativos primários, os quais podem ser direcionados dependendo dos arranjos 

do material suporte disposto acima desse compartimento. Em outras palavras, por mais que a 

CA dos reatores estejam em condições operacionais equivalentes, a disponibilidade de área 

superficial na zona de leito afeta a retenção de biomassa e direciona as rotas metabólicas neste 

compartimento. No entanto, não foram observadas correlações diretas entre uma maior 

disponibilidade de área superficial associada a níveis mais altos de retenção, o que sugere 

fortemente que o arranjo do material suporte impulsiona a dinâmica de retenção e lavagem de 

biomassa nos reatores de forma quali-quantitativa, provavelmente influenciando aspectos 

relacionados à formação de biofilme. 

 PERSPECTIVAS SOBRE AS ROTAS METABÓLICAS PREDOMINANTES 

No geral, os perfis temporais de PMS (Figura 9a, b e c) permitiram avaliar se as rotas 

metabólicas estabelecidas nos reatores durante o período de operação corroboram os achados 

relacionados aos perfis espaciais, além de fornecer sustentação adicional para a avaliação de 

desempenho dos sistemas. Diferentes faixas de concentração de PMS relacionadas à produção 

ou consumo de bioH2 foram observadas nos reatores, o que sustenta os resultados relacionados 

às avaliações de desempenho previamente apresentadas. Considerando o período de estado 

quase-estacionário, (dias 22-68), o maior nível médio de HAc (Figura 9d) foi observado no 

AnSTBR (246,98±57,58 mg-DQO L-1) e AnPBR (239,59±47,77 mg-DQO L-1). 
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Figura 9. Perfil temporal dos produtos metabólicos solúveis no (a) AnTR, (b) AnSTBR e (c) AnPBR e avaliação metabólica comparativa em termos 

de (d) ácido acético-HAc, (e) ácido butírico-HBu, (f) ácido propiônico-HPr, (g) ácido lático-HLa, (h) etanol-EtOH e (f) homoacetogênese. 

 

Notas: os índices ᶯ, ᶿ e ᶠ representam o AnTR, o AnSTBR e o AnPBR, respectivamente. O reator que apresenta o índice dos demais indica que os valores médios da variável de 

resposta ou do parâmetro analisado apresentaram similaridade estatisticamente significativa. Os box-plots foram elaborados a partir dos dados referentes ao período de estado 

quase-estacionário (dias 22 a 68). 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito empacotado, H2-hidrogênio. 
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Por outro lado, o AnTR apresentou o maior nível médio de HPr 

(38,69±22,24 mg-DQO L-1) comparado ao AnSTBR (11,58±3,31 mg-DQO L-1) e AnPBR 

(23,09±7,27 mg-DQO L-1) (Figura 9e). Níveis equivalentes de HBu (sem diferenças 

significativas) foram observados em todos os sistemas, i.e., 698,77±403,40 mg-DQO L-1 

(AnTR), 690,34±393,48 mg- DQO L-1 (AnSTBR) e 599,88±271,24 mg- DQO L-1 (AnPBR) 

(Figura 9f). 

Considerando que a produção de bioH2 durante os processos fermentativos de substratos 

orgânicos por culturas mistas é tipicamente devida ao consumo de carboidratos via fermentação 

acética (Reação 1) e/ou butírica (Reação 2), bem como seu consumo é intrínseco à fermentação 

propiônica (Reação 6) (ANTONOPOULOU et al., 2008; CASTELLÓ et al., 2018; 

COUTO et al., 2020; GHIMIRE et al., 2015), esses achados corroboram o desempenho dos 

reatores em relação à produção de bioH2. Em geral, os maiores níveis de HAc associados aos 

baixos níveis de HPr e a considerável atividade butírica no AnSTBR se destacam, assim como 

os níveis mais baixos de HAc associados aos maiores níveis de HPr no AnTR. Embora os níveis 

de HBu determinados nos reatores não apresentem diferenças estatisticamente significativas, 

os níveis ligeiramente mais baixos deste PMS no AnPBR indicam que a menor produção de 

bioH2 dessa configuração em comparação ao AnSTBR foi provavelmente associada a esse 

padrão. 

Além da fermentação propiônica, a atividade hidrogenogênica pode ser afetada pelo 

estabelecimento de rotas metabólicas tais como a homoacetogênese (Reação 8), a qual consiste 

na produção de HAc a partir do consumo autotrófico de H2 e CO2 

(ANTONOPOULOU et al., 2008; SAADY, 2013). Embora esse processo possa ser responsável 

pelo consumo de mais de 40% do bioH2 produzido em sistemas fermentativos, a 

homoacetogênese raramente é considerada (LUO et al., 2011). Estudos recentes demonstraram 

que o estabelecimento da homoacetogênese em sistemas fermentativos é independente da fonte 

e do tipo de pré-tratamento aplicado à fonte de inóculo e à configuração de reator, 

independentemente da faixa de temperatura (mesofílica, termofílica e hipertermofílica) 

(HAO; WANG, 2015; LUO et al., 2011; 

MONTIEL-CORONA; PALOMO-BRIONES; RAZO-FLORES, 2020; 

MONTOYA-ROSALES et al., 2019; SAADY, 2013). 

2CO2 + 4H2 → CH3COOH + 2H2O (Reação 8) 
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A predominância da homoacetogênese (%Homo) em sistemas fermentativos tem sido 

relatada em diversos estudos por meio da avaliação da proporção entre HAc derivado da 

atividade homoacetogênica (HAcH) e o HAc total medido (Equação 9) (LUO et al., 2011; 

MENEZES; SILVA, 2019; MONTIEL-CORONA; PALOMO-BRIONES; RAZO-FLORES, 

2020; MONTOYA-ROSALES et al., 2019). No entanto, essa abordagem pressupõe 

imperativamente que [i] todo HAc é produzido somente a partir da fermentação de carboidratos 

primários e da homoacetogênese, [ii] o bioH2 é consumido somente pela fermentação 

propiônica e [iii] todo bioH2 é derivado da produção de HAc e HBu, o que torna possível estimar 

o rendimento estequiométrico teórico de H2 (bioH2-teórico) e HAcH por meio das  

Equações 1-2 (ambas obtidas de balanços de massa para os ácidos orgânicos voláteis e bioH2 

produzidos) (AROOJ et al., 2008; LUO et al., 2011). 

𝑏𝑖𝑜𝐻2 − 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜 = 2 × [𝐻𝐵𝑢] + 2 × [𝐻𝐴𝑐] − [𝐻𝑃𝑟] (Equação 7) 

[𝐻𝐴𝑐𝐻] =
2 × [𝐻𝐵𝑢] + 2 × [𝐻𝐴𝑐] − [𝐻𝑃𝑟] − (𝑏𝑖𝑜𝐻2 − 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑜)

6
 (Equação 8) 

%𝐻𝑜𝑚𝑜 = [𝐻𝐴𝑐𝐻] ÷ [𝐻𝐴𝑐] (Equação 9) 

endo [𝐻𝐴𝑐], [𝐻𝐵𝑢] e [𝐻𝑃𝑟] as taxas de produção molar (mmol d-1) estimadas de ácido acético, 

ácido butírico e ácido propiônico, respectivamente. 

Considerando que a estimativa da %Homo em sistemas fermentativos utiliza as 

concentrações efluentes de HAc, HBu e HPr e que os perfis espaciais do AnPBR demonstraram 

que em média 47,8±1,6% do HAc produzido na CA foi consumido ao longo da zona de leito 

via CLF, a qual consiste em uma rota metabólica que consome HAc sem afetar a produção de 

bioH2, tal aproximação torna-se inadequada para esta configuração de reator devido ao não 

cumprimento das premissas necessárias. No entanto, a fração de HAc consumido demonstrou 

um baixo CV (3,4%), o que indica fortemente um padrão estável da CLF ao longo da zona de 

leito do AnPBR. Embora o tamanho da amostra dos perfis espaciais (n=4) seja menor em 

comparação com o monitoramento temporal dos reatores (considerando o período de estado 

quase-estacionário n=21, e todo o período operacional n=28), o estabelecimento da CLF ao 

longo da zona de leito do AnPBR foi observado em todos os perfis espaciais, os quais foram 

realizados de forma distribuída ao longo do período operacional. Portanto, considerando que 

todo o HAc no AnPBR foi produzido por meio da conversão direta de substrato fresco na CA 

e que seu consumo ocorreu somente ao longo da zona de leito via CLF, pode-se assumir que a 
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concentração recorrente de HAc na CA do AnPBR durante a operação (HAcCA) é uma variável 

de processo que satisfaz as premissas necessárias para o uso da abordagem proposta por  

Arooj et al. (2008) (Equações 7, 8 e 9) e pode ser obtida pela Equação 10 para substituir a 

variável [HAc] nas Equações 1, 2 e 3. No caso do AnTR e AnSTBR, as concentrações de HAc 

determinadas na corrente efluente naturalmente satisfazem as premissas necessárias para a 

estimativa da %Homo. 

𝐻𝐴𝑐𝐶𝐴 = [𝐻𝐴𝑐] ×

 ∑ (
[𝐻𝐴𝑐𝐶𝐴(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎)]𝑖 − [𝐻𝐴𝑐𝐸𝑓]

𝑖

[𝐻𝐴𝑐𝐶𝐴(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎)]𝑖
)𝑛

𝑖=0

𝑛
 

(Equação 10) 

sendo [𝐻𝐴𝑐] a taxa de produção molar de ácido acético (mmol d-1), [𝐻𝐴𝑐𝐶𝐴(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎)]𝑖. é a 

concentração de ácido acético determinada na CA em cada perfil, [𝐻𝐴𝑐𝐸𝑓]
𝑖
 é a concentração 

de ácido acético determinada na corrente efluente de cada perfil, e 𝑛 é o número total de 

perfis espaciais realizados durante o período operacional. 

Sob esta aproximação, foi possível determinar a razão de bioH2-medido/bioH2-teórica 

(Figura 9i) para o AnTR (37,44±9,25%), AnSTBR (39,32±13,11%) e AnPBR (37,49±11,16%), 

os quais não foram significativamente diferentes entre si. Mesmo assim, a %Homo estimada 

nos reatores (Figura 9i) indica uma maior predominância desta rota metabólica no AnTR 

(44,87±16,97%) comparado ao AnSTBR (37,62±13,42%) e AnPBR (36,94±14,02%), 

respectivamente. A maior %Homo estimada para o AnTR corrobora a menor produção de bioH2 

observada nesta configuração, bem como sustenta os impactos adversos da ausência de leito-

fixo em reatores hidrogenogênicos termofílicos. 

Por mais que o maior nível médio de HLa tenha sido determinado no AnPBR 

(1011,40±176,97 mg-DQO L-1), o qual é significativamente diferente dos níveis médios no 

AnSTBR (809,38±108,42 mg-DQO L-1) e AnTR (723,27±265,31 mg-DQO L-1), este PMS foi 

o mais predominante em todas as configurações de reatores (Figura 9g). A fonte de atividade 

lática observada nos reatores pode ser atribuída à fonte de inóculo. A ocorrência de bactérias 

ácido-lácticas (LAB, do inglês Lactic Acid Bacteria) em vinhaça de cana-de-açúcar tem sido 

relatada em estudos que utilizaram o mesmo protocolo de inoculação aqui adotado (FUESS et 

al., 2018; VILELA et al., 2019). De acordo com García-Depraect et al. (2021), as evidências 

atualmente disponíveis indicam que as LAB podem desempenhar um papel de destaque em 

sistemas fermentativos, o que está além dos mecanismos comumente atribuídos a esse grupo 

microbiano e correlacionados com a produção prejudicada de bioH2, p. ex., competição por 
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substrato, excreção de compostos antimicrobianos e diminuição acentuada de pH. Diversos 

estudos atribuem um importante papel para as LAB durante a produção de bioH2, a qual 

demonstra ser impulsionado por interações entre LAB e bactérias produtos de hidrogênio (HPB, 

do inglês Hydrogen-Producing Bacteria) e fortemente influenciada pelas condições ambientais, 

especialmente em faixas de pH entre 5,0 e 6,0 (FUESS et al., 2018; GARCÍA-DEPRAECT et 

al., 2019b, 2019a). A relação entre LAB e HPB baseia-se na hipótese da ocorrência de um 

mecanismo de alimentação cruzada entre lactato, como o que ocorre na microbiota 

gastrointestinal humana, em que HLa, o principal produto liberado pelas LAB, e HAc são 

utilizados como substratos pelas HPB e convertidos em HBu, bioH2 e CO2 (Reação 9) 

(GARCÍA-DEPRAECT et al., 2021). 

Embora alguns estudos apontem que a produção de bioH2 impulsionada pelo lactato 

(Reação 9) é acionada em condições limitadas de disponibilidade de carboidratos (FUESS et 

al., 2018; GARCÍA-DEPRAECT et al., 2020), outras evidências sugerem quem a razão entre 

disponibilidade de substrato e concentração de biomassa não apresentam uma correlação direta, 

mas depende do efeito combinado entre tais características (GARCÍA-DEPRAECT et al., 

2021). Neste contexto, García-Depraect et al. (2021) destaca que o estabelecimento de um 

balanço entre a conversão direta de carboidratos em HLa e HAc pelas LAB associada com seus 

consumos pelas HPB é uma estratégia para utilizar efetivamente substratos ricos em 

carboidratos para a produção de bioH2. Por exemplo, está rota metabólica tem sido relatada em 

diversos sistemas fermentativos (BLANCO; OLIVEIRA; ZAIAT, 2019b; FUESS et al., 2018; 

FUESS; ZAIAT; DO NASCIMENTO, 2019), e em alguns casos é destacada como uma rota 

complementar ao consumo direto de carboidratos por meio da fermentação acética e butírica 

(FUESS et al., 2021b, 2021a). Considerando as faixas de pH, as produções de bioH2 e os altos 

níveis de HLa determinados, o estabelecimento deste tipo de interação entre LAB e HPB nos 

reatores torna-se fortemente evidente, independente das particularidades observadas. 

Considerando os baixos níveis de EtOH determinados ao longo do período operacional 

(Figura 9a, b, c e h), os quais foram cerca de 2 vezes maiores no AnTR 

(61,68±43,88 mg-DQO L-1) e AnPBR (70,68±31,25 mg-DQO L-1) comparado ao AnSTBR 

(32,15±15,49 mg-DQO L-1), o estabelecimento da fermentação tipo etanol (Reação 6) e 

heterolática (Reação 7) como rotas secundárias e menos expressivas no papel da produção de 

CH3COOH + 2CH3CH(OH)COOH → 3/2CH3(CH2)2COOH + 2CO2 + H2O 

+ H2 
(Reação 9) 
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bioH2 dos reatores são fortalecidas. Estas rotas metabólicas foram relatadas em outros trabalhos 

(ANZOLA-ROJAS; ZAIAT; WEVER, 2016; FUESS et al., 2021a; LORQUET et al., 2004). É 

importante notar que as menores concentrações de EtOH determinadas no AnSTBR, em 

associação com as concentrações intermediárias e mais altas de HLa e HAc, respectivamente, 

sugere fortemente que essa configuração foi capaz de fornecer condições favoráveis para o 

estabelecimento da fermentação acética como principal fonte de HAc, o que sustenta sua maior 

produção de bioH2. Por outro lado, as frações de HAc determinadas no AnTR e AnPBR 

provavelmente resultam de rotas como a fermentação tipo etanol (Reação 6) e heterolática 

(Reação 7), as quais ambas fornecem metade do HY em comparação à fermentação acética 

(Reação 1). 

Outras funções das LAB nos processos fermentativos devem ser enfatizadas, pois é 

possível encontrar relatórios sobre a degradação de HLa em condições anaeróbias ou anóxicas 

(LINDGREN; AXELSSON; MCFEETERS, 1990; LORQUET et al., 2004; OUDE ELFERINK 

et al., 2001). No geral, estes relatos demonstram a habilidade de certos grupos de LAB de 

degradar HLa em HAc a outros subprodutos sem necessariamente afetar a produção de bioH2, 

dada a habilidade destes microrganismos em usar outros compostos como o ácido cítrico ou 

oxigênio como aceptores de elétrons ao invés do NAD+. Devido ao protocolo de preparo e 

armazenamento da água residuária sintética utilizada, os quais são fatores capazes de prover 

frações de oxigênio dissolvido, bem como as determinações de traços de ácido cítrico em todos 

os reatores ao longo do período operacional (dados não apresentados), estas rotas metabólicas 

também podem ser especuladas como contribuintes secundárias para a diferença entre o bioH2-

medido e o bioH2-teórico devido a produção de HAc sem a concomitante produção de bioH2.  

Por fim, a confiabilidade dos dados pode ser verificada por meio dos balanços de massa 

da fase solúvel e balanços de massa globais, os quais apresentaram valores médios acima de 

95% e são apresentados na Tabela 8 e ilustrados na Figura AC1 (Apêndice C). 
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Tabela 8. Balanços de massa: balanço de massa da fase solúvel (BMFS) e balanço de massa 

global (BMG). 

Reator 
Balanço de 

massa 

Discriminação da DQO [%] 

CHt PMSa DQOs ef bioH2 SSV 
Fração 

discriminadab 

AnTR BMFS 65,8±10,5 36,8±10,5 - - - 102,6±10,7 

 BMGc - - 93,7±2,5 
2,1±0,5 2,4±0,4 

98,3±2,5 

 BMGd - - 96,1±9,9 100,6±10 

AnSTBR BMFS 56,1±11,5 41,2±8,7 - - - 97,3±12 

 BMGc - - 93,4±2,4 
2,5±0,9 2,9±0,5 

98,8±2,6 

 BMGd - - 91±12 96,6±12 

AnPBR BMFS 56,4±8,9 40,9±7,8 - - - 97,3±8,6 

 BMGc - - 93,7±2,6 
2,0±0,6 2,6±0,4 

98,3±2,5 

 BMGd - - 91,2±8,8 95,8±8,4 

Notas: aDQO equivalente de HAc, HPr, HLa, HBu e EtOH; bDQO equivalente de CHt e PMS para o BMFS, e 

DQOs, bioH2 e SSV para o BMG; cBMG a partir da DQOs efluente medida; dBMG a partir da DQOs estimada a 

partir do somatório dos PMS medidos em equivalentes de DQO. 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito empacotado, bioH2-biohidrogênio, DQO-demanda química de oxigênio, DQOs ef-demanda 

química de oxigênio solúvel medida na corrente efluente dos reatores, SSV-sólidos suspensos voláteis. 

 ENSAIOS COMPARATIVOS DE BIOLOGIA MOLECULAR: PCR/DGGE 

O dendrograma dos coeficientes de similaridade calculado a partir dos perfis de bandas 

do DGGE para o Domínio Bacteria pela correlação de Pearson é ilustrado na Figura 10a. Em 

geral, as amostras de biomassa dos inóculos, das câmaras de alimentação e das zonas de leitos 

dos reatores demonstraram uma divisão em dois clusters principais, os quais são compostos 

pelas (i) amostras de biomassa dos inóculos de cada reator e as amostras de biomassa retidas na 

zona de leito do AnTR e AnPBR, e as (ii) amostras de biomassa retidas nas camaras de 

alimentação dos reatores e na zona de leito do AnSTBR. Considerando que a etapa fermentação 

natural da vinhaça de cana-de-açúcar ocorreu no mesmo reservatório e que somente na etapa 

de recirculação foi realizada a segregação da fonte de microrganismos, os níveis de similaridade 

de cerca de 76 e 80% das fontes de inóculo demonstram que, mesmo apóis um curto período 

da etapa de recirculação (i.e., 5 dias) sob condições equivalentes de TDH (12 h), uma diferença 

considerável entre as amostras de biomassa coletadas no final da etapa de recirculação é 

resultado da ausência (AnTR) e da presença de diferentes arranjos de material suporte 

(AnSTBR e AnPBR). 
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Figura 10. Ensaios comparativos de biologia molecular: (a) Dendrograma calculado a partir dos 

perfis de banda do DGGE para o Domínio Bacteria (correlação de Pearson) e (b) índices de 

dominância (D), diversidade de Shannon (H') e riqueza relativa (Chao-1). 

 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito-fixo estruturado, AnPBR-reator 

anaeróbio de leito-fixo empacotado, CA-câmara de alimentação, ZL-zona de leito. 

Independentemente das amostras de biomassa retidas na CA dos reatores, uma 

similaridade de cerca de 96% entre o AnTR e AnSTBR foi observada. Por outro lado, o AnPBR 

demonstrou uma similaridade de 82% com relação ao AnTR e AnSTBR. A menor similaridade 

entre as amostras de biomassa coletadas na CA do AnTR e do AnSTBR em relação à amostra 

da CA do AnPBR pode ser um dos fatores que sustentam a menor quantidade de biomassa 

retida associada a uma maior capacidade de conversão de substrato específico (COVRe) do 

reator de leito-fixo empacotado (além de uma maior atividade láctica). Com exceção da amostra 
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de biomassa retida na zona de leito do AnSTBR, que apresentou similaridade de 64% com todas 

as amostras de biomassa retidas na CA dos reatores, as amostras de biomassa retidas na zona 

de leito do AnTR e do AnPBR apresentaram similaridade inferior a 30% em comparação com 

todas as amostras de biomassa retidas nas CA, demonstrando que não há correlação clara com 

a porosidade do reator (ou seja, disponibilidade de área superficial, e nem mesmo com os 

diferentes arranjos de leito versus a não disponibilização de leito). 

Em geral, os índices de dominância (D) e de diversidade de Shannon (H'), bem como os 

índices de riqueza relativa (Chao-1) (Figura 10b) destacam a ocorrência de mudanças dinâmicas 

na estrutura das comunidades microbianas analisadas. Independentemente da configuração do 

reator, todas as amostras de biomassa coletadas após a etapa de recirculação do protocolo de 

inoculação apresentaram baixa diversidade relativa (em média H' = 1,258) e, 

consequentemente, alta dominância relativa (D = 0,313). Por outro lado, mudanças nesses 

parâmetros foram observadas para as amostras de biomassa coletadas ao final do período 

operacional dos reatores, especialmente para as amostras das CA. Além da menor similaridade 

entre a biomassa retida na CA do AnPBR em relação ao AnTR e AnSTBR, o primeiro 

apresentou maior índice de diversidade de Shannon (H' = 2,409), bem como maior riqueza 

relativa (Chao-1 = 14).  

De acordo com Benomar et al. (2015), comunidades microbianas com maior diversidade 

podem apresentar melhores desempenhos em termos de produção de bioH2 devido ao 

estabelecimento de relações sintróficas que envolvem interações célula-célula, como p.ex. a 

troca de PMS. No entanto, vale destacar que apesar de apresentar menor índice de diversidade 

de Shannon (H' = 1,677) e a menor riqueza relativa (Chao-1 = 8), o AnSTBR apresentou o 

melhor desempenho de produção de bioH2. Embora o AnTR tenha apresentado maior 

diversidade (H' = 2,298) em relação ao AnSTBR e riqueza relativa 

(Chao-1 = 14) equivalente ao AnPBR, esta configuração apresentou o pior desempenho em 

termos de produção de bioH2 e conversão de substrato. Em relação às amostras de biomassa 

retidas na zona de leito dos reatores, as quais apresentaram aspectos quantitativos marginais 

associados a baixas conversões de substrato, todas apresentaram níveis equivalentes para os 

índices de dominância e diversidade de Shannon e riqueza relativa, com destaque para o 

AnSTBR que apresentou uma riqueza relativa 2 vezes maior para a biomassa retida neste 

compartimento comparado à biomassa retida na CA. 

Por fim, além das diferentes distribuições quantitativas de biomassa apresentadas na 

Seção 5.2, os achados apresentados indicam o estabelecimento de uma estratificação qualitativa 

de biomassa nos reatores, independente da ausência ou presença de diferentes arranjos de leito. 
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Esta tendência corrobora os relatos apresentados por outros trabalhos (FUESS et al., 2021b, 

2021a) e provavelmente esta relacionada às diferentes condições ambientais estabelecidas entre 

os compartimentos da zona de leito e CA (tais como disponibilidade de substrato fresco e perfis 

de PMS) e, neste caso particular, às diferentes áreas superficiais disponíveis para o crescimento 

microbiano aderido. 
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 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em termos gerais, os resultados obtidos ao longo do presente trabalho permitiram 

confirmar a hipótese central de pesquisa formulada, a qual postulou que “tanto a ausência 

quanto diferentes arranjos de leito fixo são fatores capazes de alterar a dinâmica de 

retenção de biomassa, as rotas metabólicas, os rendimentos e a produção de hidrogênio, 

além de selecionar diferentes comunidades microbianas em reatores acidogênicos, ainda 

que as condições operacionais na câmara de alimentação sejam mantidas semelhantes 

entre si”, tendo em vista os aspectos relacionados à dinâmica de retenção de biomassa em 

termos quali-quantitativos, à conversão de substrato fresco, à geração de produtos metabólicos 

solúveis e à produção de bioH2 nas condições experimentais adotadas. 

De forma paralela à conclusão associada a hipótese central de pesquisa, os resultados 

apresentados permitiram acessar os seguintes aspectos: 

 

i. Diferentemente do esperado a partir das informações contidas na literatura, a 

configuração AnPBR reteve uma menor quantidade de biomassa quando comparada com as 

configurações AnTR (ausência de leito fixo) e AnSTBR (presença de leito fixo com elevada 

porosidade, i.e., 89%). Contudo, fatores meramente quantitativos relacionados as biomassas 

retidas nas diferentes configurações de reatores abordadas no presente trabalho não foram 

capazes de sustentar a argumentação relacionada às capacidades de conversão de substrato e 

níveis de produtividade de bioH2. A configuração AnPBR reteve cerca da metade da quantidade 

de biomassa retida no AnSTBR e AnTR, e apresentou uma ECCH média similar ao AnSTBR, 

enquanto o AnTR apresentou uma ECCH média cerca de 10% inferior as demais configurações. 

ii. A partir dos perfis espaciais de CHt foi demonstrado que as reduções majoritárias das 

concentrações de substrato fresco decorrem da atividade microbiana nas CA dos reatores. 

Apesar das quantidades marginais de biomassa retidas na zona de leito, os perfis espaciais de 

PMS demonstram o estabelecimento de uma fonte alternativa de ácido lático na zona de leito 

do AnPBR, enquanto uma atividade metabólica inexpressiva foi identificada no AnTR e 

AnSTBR. 

iii. Mesmo com condições operacionais semelhantes na CA e condições globais similares 

entre o AnTR e o AnSTBR, foram verificados desempenhos distintos em termos de ECCHt, 

produtividade de hidrogênio e perfis metabólicos, o que sugere que o fator fundamental 

responsável pelas diferenças pode ser relacionado a ausência de leito fixo no AnTR. O perfil 

metabólico observado no AnPBR é relativamente semelhante ao observado no AnTR, apesar 
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das diferenças entre as condições operacionais dos sistemas. Contudo, diferentes caminhos 

metabólicos foram verificados para essas configurações reacionais, o que reforça o papel 

fundamental do tipo ou ausência de leito fixo nos processos biológicos que ocorreram nas 

diferentes configurações de reatores. 

iv. Os resultados das análises físico-químicas associados aos resultados de biologia 

molecular (PCR/DGGE) exibem uma estratificação de biomassa entre as biomassas retidas na 

CA e na zona de leito dos reatores. Maiores similaridades foram observadas entre as biomassas 

retidas na CA dos reatores, enquanto as biomassas retidas nas zonas de leito foram mais 

semelhantes aos inóculos, bem como apresentaram baixas similaridades quando comparadas. 

Os aspectos supracitados trazem à tona novas percepções sobre a dinâmica de retenção 

de biomassa em reatores anaeróbios de leito-fixo operados sob condições acidogênicas para 

produção de bioH2, tendo em vista que a compreensão de fatores específicos relacionados a 

expressão gênica e às condições ambientais recorrentes no meio reacional de diferentes 

configurações de reatores demonstram ser fundamentais para a compreensão e 

desenvolvimento dessas tecnologias. 
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 RECOMENDAÇÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

A seguir são apresentadas algumas recomendações e sugestões para futuros trabalhos 

de pesquisa sobre a compreensão dos impactos de diferentes arranjos de leito fixo sobre a 

dinâmica de retenção de biomassa e da produção de bioH2 em reatores anaeróbios acidogênicos. 

 

i. Avaliação dos impactos da ausência e de diferentes arranjos de leito fixo em 

condição de alta carga orgânica volumétrica aplicada: tendo em vista os indícios de 

que as velocidades superficiais aplicadas em reatores anaeróbios acidogênicos podem 

ser um fator relevante na dinâmica de retenção de biomassa e nos processos de produção 

de bioH2, configura-se a necessidade de avaliação do mesmo protocolo experimental 

empregado na presente pesquisa com apenas a alteração da COVa para valores mais 

elevados. 

ii. Estudos que abordem a aplicação do mesmo TDH global associado às mesmas 

condições de COVa a partir de alterações na composição da água residuária 

sintética: em conjunto ao estudo proposto no item [i], a realização de um protocolo 

experimental que permita avaliar a influência do TDH frente a fixação das mesmas 

condições de COVa pode trazer novas percepções sobre como parâmetros como TDH e 

velocidades superficiais aplicadas podem impactar nos processos de retenção de 

biomassa e produção de bioH2 em reatores anaeróbios acidogênicos de leito fixo. 

iii. Estudos mais robustos com relação às técnicas de biologia molecular e parâmetros 

relacionados à dinâmica de retenção de biomassa: o emprego de protocolos 

experimentais que contemplem técnicas mais robustas de biologia molecular 

(metagênomica baseada no sequenciamento do gene 16s, metabolômica e 

transcriptomica) e a avaliação de parâmetros como EPS podem trazer novas percepções 

sobre os impactos da ausência e de diferentes arranjos de leito sobre a dinâmica de 

retenção de biomassa e a produção de bioH2 em reatores anaeróbios acidogênicos. 
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APÊNDICE A: 

Resultados dos testes estatísticos de normalidade 

(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene)  
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Tabela A1: Teste de Normalidade para as cargas orgânicas volumétricas aplicadas medidas no 

período de total de operação (6º ao 68º dia de operação). 

COVa(CA) Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,958 0,316 - - 

AnSTBR 0,955 0,269 - - 

AnPBR 0,972 0,632 - - 

All Groups* 0,977 0,143 0,885 0,417 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=84) = AnTR (n=28) + AnSTBR (n=28) + AnPBR (n=28). 

Siglas: COVa(CA) (carga orgânica volumétrica aplicada na câmara de alimentação); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A2: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as frações relativas das 

concentrações de carboidratos convertidos na câmara de alimentação dos reatores medidas a 

partir dos perfis especiais. 

f-CHC-CA Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,988 0,950 - - 

AnSTBR 0,797 0,097 - - 

AnPBR 1,000 0,999 - - 

All Groups* 0,889 0,113 2,791 0,114 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=12) = AnTR (n=4) + AnSTBR (n=4) + AnPBR (n=4). 

Siglas: f-CHC-CA (fração relativa da concentração de carboidratos convertidos na câmara de alimentação); AnTR 

(Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed 

Reactor). 
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Tabela A3: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as frações relativas das 

concentrações de carboidratos convertidos na câmara de alimentação dos reatores medidas a 

partir dos perfis especiais. 

f-CHC-ZL Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,988 0,950 - - 

AnSTBR 0,797 0,097 - - 

AnPBR 1,000 0,999 - - 

All Groups* 0,889 0,113 2,791 0,114 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=12) = AnTR (n=4) + AnSTBR (n=4) + AnPBR (n=4). 

Siglas: f-CHC-ZL (fração relativa da concentração de carboidratos convertidos na zona de leito); AnTR (Anaerobic 

Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A4: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as eficiências de conversão de 

carboidratos na câmara de alimentação dos reatores medidas a partir dos perfis especiais. 

ECCH-CA Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,882 0,348 - - 

AnSTBR 0,946 0,691 - - 

AnPBR 0,979 0,894 - - 

All Groups* 0,972 0,929 1,051 0,389 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=12) = AnTR (n=4) + AnSTBR (n=4) + AnPBR (n=4). 

Siglas: ECCH-CA (eficiência de conversão de carboidratos na câmara de alimentação); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A5: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as eficiências de conversão de 

carboidratos na de leito dos reatores medidas a partir dos perfis especiais. 

ECCH-ZL Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,982 0,916 - - 

AnSTBR 0,798 0,098 - - 

AnPBR 0,945 0,686 - - 

All Groups* 0,891 0,121 1,113 0,370 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=12) = AnTR (n=4) + AnSTBR (n=4) + AnPBR (n=4). 

Siglas: ECCH-ZL (eficiência de conversão de carboidratos na zona de leito); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); 

AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A6: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as eficiências de conversão de 

carboidratos calculadas no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

ECCH Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,945 0,276 - - 

AnSTBR 0,877 0,013 - - 

AnPBR 0,971 0,765 - - 

All Groups* 0,959 0,033 2,179 0,122 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: ECCH (eficiência de conversão de carboidratros); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR 

(Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A7: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as produções volumétricas de 

hidrogênio calculadas a partir do volume útil dos reatores no período de estabilidade (22º ao 

68º dia de operação). 

PVHVU Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,925 0,109 - - 

AnSTBR 0,921 0,092 - - 

AnPBR 0,948 0,312 - - 

All Groups* 0,94 0,004 5,177 0,008 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: PVHVU (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume útil); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A8: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as produções volumétricas de 

hidrogênio calculadas a partir do volume total dos reatores no período de estabilidade (22º ao 

68º dia de operação). 

PVHVT Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,925 0,109 - - 

AnSTBR 0,921 0,092 - - 

AnPBR 0,948 0,312 - - 

All Groups* 0,983 0,556 0,42 0,959 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: PVHVT (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume total); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A9: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para os rendimentos de hidrogênio 

estimados no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HY Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,791 0,000 - - 

AnSTBR 0,962 0,567 - - 

AnPBR 0,943 0,245 - - 

All Groups* 0,885 0,000 0,474 0,625 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HY (rendimento de hidrogênio, do inglês Hydrogen Yield); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR 

(Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A10: Teste de Normalidade e Homocedasticidade para as frações de hidrogênio no 

biogás medidas no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

f-H2 Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,920 0,087 - - 

AnSTBR 0,790 0,000 - - 

AnPBR 0,856 0,005 - - 

All Groups* 0,946 0,008 1,716 0,189 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: f-H2 (fração de hidrogênio do biogás); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A11: Teste de Normalidade para os valores de pH medidos na corrente efluente dos 

reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

pH Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,933 0,156 - - 

AnSTBR 0,975 0,831 - - 

AnPBR 0,663 0,000 - - 

All Groups* 0,799 0,000 7,797 0,001 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: pH (potencial hidrogeniônico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A12: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido lático medidas na corrente 

efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HLa Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,949 0,320 - - 

AnSTBR 0,876 0,012 - - 

AnPBR 0,969 0,706 - - 

All Groups* 0,979 0,343 3,755 0,029 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HLa (concentração de ácido lático); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-

Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A13: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido butírico medidas na corrente 

efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HBu Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,819 0,001 - - 

AnSTBR 0,883 0,017 - - 

AnPBR 0,970 0,736 - - 

All Groups* 0,925 0,001 2,469 0,093 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HBu (concentração de ácido butírico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A14: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido acético determinadas na 

corrente efluente dos reatores durante o período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HAc Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,926 0,116 - - 

AnSTBR 0,900 0,036 - - 

AnPBR 0,988 0,994 - - 

All Groups* 0,935 0,002 1,931 0,154 

Fonte: Elaboração própria. 

Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não paramétrica (teste de 

Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das variâncias (teste de 

Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HAc (concentração de ácido acético); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A15: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido propiônico medidas na 

corrente efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HPr Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,858 0,006 - - 

AnSTBR 0,896 0,030 - - 

AnPBR 0,927 0,119 - - 

All Groups* 0781 0,000 18,296 0,000 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HPr (concentração de ácido propiônico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A16: Teste de Normalidade para as concentrações de etanol medidas na corrente 

efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

EtOH Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,537 0,000 - - 

AnSTBR 0,850 0,004 - - 

AnPBR 0,842 0,003 - - 

All Groups* 0,742 0,000 1,124 0,332 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não 

paramétrica (teste de Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das 

variâncias (teste de Levene). Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: EtOH (concentração de etanol); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A16: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido cítrico medidas na corrente 

efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HCi Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,908 0,051 - - 

AnSTBR 0,965 0,629 - - 

AnPBR 0,954 0,398 - - 

All Groups* 0,948 0,010 9,795 0,000 

Fonte: Elaboração própria.  

Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não paramétrica (teste de 

Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das variâncias (teste de 

Levene).  

Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: EtOH (concentração de etanol); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela A16: Teste de Normalidade para as concentrações de ácido fórmico medidas na corrente 

efluente dos reatores no período de estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

HFo Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,615 0,000 - - 

AnSTBR 0,404 0,000 - - 

AnPBR 0,854 0,005 - - 

All Groups* 0,582 0,000 0,044 0,957 

Fonte: Elaboração própria.  

Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não paramétrica (teste de 

Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das variâncias (teste de 

Levene).  

Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HFo (concentração de ácido fórmico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A16: Teste de Normalidade para as razões H2-medido/H2-teórico no período de 

estabilidade (22º ao 68º dia de operação). 

H2-m/H2-t Shapiro-Wilk Levene 

Reatores Statistic Sig. (p-valor) Statistc Sig. (p-valor) 

AnTR 0,994 1,00 - - 

AnSTBR 0,905 0,045 - - 

AnPBR 0,823 0,001 - - 

All Groups* 0,880 0,000 0,980 0,381 

Fonte: Elaboração própria.  

Legenda: valores em vermelho (p<0,05) representam distribuição de probabilidade não paramétrica (teste de 

Shapiro-Wilk) e valores em negrito e vermelho (p<0,05) representam heterogeneidade das variâncias (teste de 

Levene).  

Notas: *All Groups (N=63) = AnTR (n=21) + AnSTBR (n=21) + AnPBR (n=21). 

Siglas: HFo (concentração de ácido fórmico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela A17: Distribuições de probabilidade observadas para as variáveis dependentes utilizadas para análise dos reatores. 

Variável dependente População AnSTBR AnTR AnPBR 

COVa(CA) Paramétrica Paramétrica Paramétrica Paramétrica 

ECCHt Paramétrica Não paramétrica Paramétrica Paramétrica 

PVHVU Paramétrica Paramétrica Paramétrica Paramétrica 

PVHVT Paramétrica Paramétrica Paramétrica Paramétrica 

HY Paramétrica Paramétrica Não paramétrica Paramétrica 

pH Paramétrica Paramétrica Paramétrica Não paramétrica 

f-H2 Paramétrica Não paramétrica Paramétrica Não paramétrica 

HLa Paramétrica Não paramétrica Paramétrica Paramétrica 

HBu Paramétrica Não paramétrica Não paramétrica Paramétrica 

HAc Não paramétrica Não paramétrica Paramétrica Paramétrica 

HPr Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica 

EtOH Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica 

HCi Paramétrica Paramétrica Paramétrica Paramétrica 

HFo Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica Não paramétrica 

Fonte: Elaboração própria. Legenda: paramétrica (distribuição de probabilidade normal); não paramétrica (distribuição de probabilidade diferente da normal). 

Siglas: COVa(CA) (carga orgânica volumétrica aplicada na câmara de alimentação); f-CHC-CA (fração de carboidratos convertidos na câmara de alimentação); f-CHC-ZL (fração 

de carboidratos convertidos na zona de leito); ECCH-CA (eficiência de conversão de carboidratos na câmara de alimentação); ECCH-ZL (eficiência de conversão de carboidratos 

na zona de leito); ECCH (eficiência de conversão de carboidratos); PVH(VU) (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume útil);PVH(VT) (produção 

volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume total); HY (rendimento de hidrogênio); pH (potencial hidrogeniônico); f-H2 (fração de hidrogênio do biogás); HLa (conc. 

de ácido lático); HBu (conc. de ácido butírico); HAc (conc. de ácido acético); HPr (conc. de ácido propiônico); EtOH (conc.de etanol). 
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APÊNDICE B: 

Resultados do teste estatístico de comparação para variáveis quantitativas com 

distribuição normal (ANOVA), teste de comparação múltipla (Teste de Tuckey ou 

Games-Howell) 
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Tabela B1: Resultados dos testes ANOVA (One Way), ANOVA (One Way) com correção de Welch e os tipos de testes post-hoc empregados. 

Variáveis 

dependentes 
Unidade Variáveis independentes (grupos) 

Distribuição de 

probabilidade 

ANOVA 

(One Way) 

ANOVA 

(One Way) 

com 

correção 

de Welch 

Teste 

post-hoc 

COVa(CA) [kg-DQO‧m-3‧d-1] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica 0,359 - - 

f-CHt(C)-CA [%] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica 0,129 - - 

f-CHt(C)-ZL [%] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica 0,129 - - 

ECCH-CA [%] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica 0,240 - - 

ECCH-ZL [%] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica    

ECCH [%] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,000 -  

PVH(VU) [mL-H2‧L
-1‧d] AnTR AnSTBR AnPBR 

Não-

Paramétrica 
- 0,000 

Games-

Howell 

PVH(VT) [mL-H2‧L
-1‧d] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica 0,000 - Tukey 

HY [mol-H2·mol-1CH] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,275 - - 

f-H2 [%] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,087 - - 
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pH - AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
- 0,000 

Games-

Howell 

HLa [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
- 0,000 

Games-

Howell 

HBu [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
- 0,619 - 

HAc [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,000 - Tukey 

HPr [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
- 0,000 

Games-

Howell 

EtOH [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,001 - Tukey 

HCi [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR Paramétrica - 0,000 
Games-

Howell 

HFo [mg-DQO·L-1] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,948 - - 

H2-m/H2-t [%] AnTR AnSTBR AnPBR 
Não-

Paramétrica 
0,063* -  

Fonte: elaboração própria. Legenda: Valores em vermelho representam diferenças significativas entre os reatores para a variável dependente correspondente. 

Siglas: COVa(CA) (carga orgânica volumétrica aplicada na câmara de alimentação); ECCHt (eficiência de conversão de carboidratos); PVHVU (produção volumétrica de hidrogênio 

calculada a partir do volume útil);PVHVT (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume total); HY (rendimento de hidrogênio); pH (potencial 

hidrogeniônico); f-H2 (fração de hidrogênio do biogás); HLa (conc. de ácido lático); HBu (conc. de ácido butírico); HAc (conc. de ácido acético); HPr (conc. de ácido propiônico); 

EtOH (conc.de etanol). 
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Tabela B2: Teste post-hoc de Tukey com Bootstrapping (95% IC BCa) para as eficiências de 

conversão de carboidratos no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – ECCHt 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -11,596 2,392 -16,375 -7,257 

AnTR(i) AnPBR(j) -10,092 2,198 -14,601 -5,708 

AnSTBR(i) AnPBR(j) 1,504 1,947 -2,641 5,976 

Fonte: elaboração própria. Legenda: �̅� (média aritmética). Notas: valores em vermelho indicam que os grupos 

comparados apresentaram diferenças significativas entre as médias. 

Siglas: ECCH (eficiência de conversão de carboidratros); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR 

(Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela B3: Teste post-hoc de Games-Howell com Bootstrapping (95% IC BCa) para as 

produções volumétricas de hidrogênio calculadas a partir do volume útil dos reatores no período 

de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – PVHVU 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -268,526 37,417 -334,375 -202,424 

AnTR(i) AnPBR(j) -726,446 52,990 -828,927 -624,735 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -457,920 57,818 -566,299 -326,655 

Fonte: elaboração própria. Legenda: �̅� (média aritmética). Notas: valores em vermelho indicam que os grupos 

comparados apresentaram diferenças significativas entre as médias. 

Siglas: PVHVU (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume útil); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela B4: Teste post-hoc de Tukey para as produções volumétricas de hidrogênio calculadas 

a partir do volume total dos reatores no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – PVHVT 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -157,038 33,921 -229,964 -93,534 

AnTR(i) AnPBR(j) -75,822 32,796 -139,724 -15,497 

AnSTBR(i) AnPBR(j) 81,216 35,898 12,187 153,422 

Fonte: elaboração própria.  

Legenda: �̅� (média aritmética).  

Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram diferença significativa entre as 

médias (p<0,05). 

Siglas: PVHVT (produção volumétrica de hidrogênio calculada a partir do volume total); AnTR (Anaerobic Tubular 

Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela B5: Teste post-hoc de Games-Howell com Bootstrapping (95% IC BCa) para os valores 

de pH efluente dos reatores medidos no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – pH 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) 1,016 0,125 0,772 1,268 

AnTR(i) AnPBR(j) 0,851 0,148 0,563 1,129 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -0,165 0,083 -0,365 -0,025 

Fonte: elaboração própria.  

Legenda: �̅� (média aritmética).  

Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram diferença significativa entre as 

médias. 

Siglas: pH (potencial hidrogeniônico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela B6: Teste post-hoc de Games-Howell com Bootstrapping (95% IC BCa) para as 

concentrações de ácido lático na corrente efluente dos reatores medidas no período de 

estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – HLa 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -86,128 64,039 -224,533 57,327 

AnTR(i) AnPBR(j) -288,133 71,168 -428,212 -142,125 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -202,004 46,272 -285,563 -117,578 

Fonte: elaboração própria. Legenda: �̅� (média aritmética). Notas: valores em vermelho indicam que os grupos 

comparados apresentaram diferenças significativas entre as médias. 

Siglas: HLa (concentração de ácido lático); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-

Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela B7: Teste post-hoc de Tuckey com Bootstrapping (95% IC BCa) para as concentrações 

de ácido acético na corrente efluente dos reatores medidas no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – HAc 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -131,400 28,742 -188,432 -73,282 

AnTR(i) AnPBR(j) 7,384 15,889 -22,952 35,133 

AnSTBR(i) AnPBR(j) 138,784 27,128 84,032 192,639 

Fonte: elaboração própria. Legenda: �̅� (média aritmética). Notas: valores em vermelho indicam que os grupos 

comparados apresentaram diferenças significativas entre as médias. 

Siglas: HAc (concentração de ácido acético); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela B8: Teste post-hoc de Games-Howell com Bootstrapping (95% IC BCa) para as 

concentrações de ácido propiônico na corrente efluente dos reatores medidas no período de 

estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – HPr 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) 27,118 4,625 18,927 35,563 

AnTR(i) AnPBR(j) 15,607 4,889 6,971 24,581 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -11,510 1,788 -15,336 -7,848 

Fonte: elaboração própria. 

Legenda: �̅� (média aritmética). Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram 

diferenças significativas entre as médias. 

Siglas: HPr (concentração de ácido propiônico); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic 

Structured-Bed Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela B6: Teste post-hoc de Tukey com Bootstrapping (95% IC BCa) para as concentrações 

de etanol na corrente efluente dos reatores medidas no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – EtOH 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC BCa) 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) 29,538 10,044 14,218 48,676 

AnTR(i) AnPBR(j) -8,998 11,929 -29,169 14,340 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -38,536 7,481 -56,381 -24,837 

Fonte: elaboração própria.  

Legenda: �̅� (média aritmética).  

Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram diferenças significativas entre as 

médias. 

Siglas: EtOH (concentração de etanol); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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Tabela B6: Teste post-hoc de Games-Howell com Bootstrapping (95% IC BCa) para as 

concentrações de ácido cítrico na corrente efluente dos reatores medidas no período de 

estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos) – HCi 
�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC 

BCa)* 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) 6,601 3,675 -0,173 13,047 

AnTR(i) AnPBR(j) -11,464 4,203 -19,437 -3,598 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -18,066 2,855 -23,830 -12,316 

Fonte: elaboração própria.  

Legenda: �̅� (média aritmética).  

Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram diferenças significativas entre as 

médias. * 

Siglas: EtOH (concentração de etanol); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 

 

Tabela B6: Teste post-hoc de Tukey com Bootstrapping (95% IC BCa) para as razões de H2-

m/H2-t dos reatores no período de estabilidade. 

Comparação entre os 

reatores (grupos):  

H2-m/H2-t 

�̅�𝑖 − �̅�𝑗 

Estimativas de Boostrapping (95% IC 

BCa)* 

Erro-padrão 
Limite 

inferior 

Limite 

superior 

AnTR(i) AnSTBR(j) -0,883 3,379 -7,035 4,753 

AnTR(i) AnPBR(j) -9,048 4,190 -17,545 -1,963 

AnSTBR(i) AnPBR(j) -8,164 4,589 -19,430 1,342 

Fonte: elaboração própria.  

Legenda: �̅� (média aritmética).  

Notas: valores em vermelho indicam que os grupos comparados apresentaram diferenças significativas entre as 

médias. * 

Siglas: EtOH (concentração de etanol); AnTR (Anaerobic Tubular Reactor); AnSTBR (Anaerobic Structured-Bed 

Reactor); AnPBR (Anaerobic Packed-Bed Reactor). 
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APÊNDICE C: 

Perfis espaciais de carboidratos totais e produtos metabólicos solúveis 
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Figura AC1. Perfis espaciais de carboidratos totais e produtos metabólicos solúveis. 

 

Nota: concentrações apresentadas em termos de equivalentes de demanda química de oxigênio (DQO). 

Abreviaturas: CA-câmara de alimentação, compartimentos C1/C2/C3/C4 da zona de leito, CHt-carboidratos totais, HAc-ácido acético, HPr-ácido propiônico, HLa-ácido láctico, HBu-

ácido butírico, EtOH-etanol, AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito empacotado. 

 

 



148 

 

  



149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÊNDICE D: 

Balanços de massa global e da fase solúvel 
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Figura AD1. Balanços de massa da fase solúvel (a, b, c) e balanços de massa global (d, e, f) do (a, d) AnTR, (b, e) AnSTBR e (c, f) AnPBR. 

 

Abreviaturas: AnTR-reator anaeróbio tubular, AnSTBR-reator anaeróbio de leito-fixo estruturado, AnPBR-reator anaeróbio de leito-fixo empacotado, CA-câmara de 

alimentação, ZL-zona de leito, CHt-carboidratos totais, PMS-produtos metabólicos solúveis, DQOs -demanda química de oxigênio solúvel, DQOt-demanda química de oxigênio 

total, SSV-sólidos suspensos voláteis. 




