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RESUMO

No Brasil, estima-se a geragdo anual de cerca de 1,8 milhao de toneladas de POME (palm
oil mill effluent), efluente complexo produzido em grandes volumes na industria de 6leo
de palma. Devido ao seu alto teor de matéria organica, apresenta elevado potencial para
conversao em bioenergia, especialmente na forma de hidrogénio (Hz) e metano (CHas),
configurando-se como alternativa sustentavel para mitigacdo de impactos ambientais.
Esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a produgdo biologica de H> e CH4 a partir de
POME, investigando parametros operacionais ¢ aumento do volume do reator. Na etapa
de produgao de H», avaliou-se o efeito do pré-tratamento térmico do lodo anaerdbio e a
influéncia da microbiota nativa do POME. O pré-tratamento do lodo mostrou-se essencial
para maximizar a producdo de H., ao inibir consumidores deste gds e selecionar
populagdes mais eficientes. Embora a microbiota do POME também produza H», sua
presenca nao influenciou significativamente, indicando que a esterilizagdo do POME ¢
desnecessaria. Os melhores resultados de producao de H» foram obtidos apds 44 horas de
fermentagdo a 35 °C, com carga organica inicial de 40 gpgo/L e alivio de pressdo ao longo
do processo, a saber, producdo especifica de 1401 N-mL/L, rendimento de 36 N-
mL/L-gpqo e produtividade de 32 N-mL/L-h. Além disso, os ensaios em diferentes
volumes de reator (300, 600, 1100 e 7000 mL) tiveram desempenhos comparaveis,
observando-se relacao linear entre o volume do reator e o volume total de H» produzido,
0 que evidencia a robustez do processo e sua viabilidade para maiores escalas. Para a
producao de CHa4, foram comparadas a digestdo anaerobia direta (a partir do POME) e a
digestdo sequencial (a partir do efluente da producao de H»). Esta apresentou desempenho
superior, atingindo produgao especifica de 3873 N-mL/L em 35 dias, valor 27% superior
ao obtido com a digestdo direta em 63 dias. Adicionalmente, o potencial energético global
do processo sequencial foi 62% maior, confirmando as vantagens da separa¢do das etapas
para um melhor aproveitamento energético do POME. Embora estudos adicionais em
escalas mais proximas as industriais ainda sejam necessarios, os resultados obtidos
demonstram a viabilidade técnica da producao integrada de H> e CH4 a partir de POME.
A abordagem proposta configura-se como alternativa promissora para a valorizagao deste
efluente, contribuindo para a diversificagdo da matriz energética e para o

desenvolvimento de solugdes mais sustentaveis no setor agroindustrial.

Palavras-chave: POME, hidrogénio, metano, fermentagao, digestao anaerobia.



ABSTRACT

In Brazil, it is estimated that approximately 1.8 million tons of POME (palm oil mill
effluent) are generated annually. This complex effluent is produced in large volumes by
the palm oil industry and, due to its high organic matter content, presents significant
potential for conversion into bioenergy, particularly in the form of hydrogen (Hz) and
methane (CHa), thus representing a sustainable alternative for mitigating environmental
impacts. This dissertation aimed to evaluate the biological production of H> and CH4 from
POME by assessing operational parameters and larger volume reactors. In the H>
production stage, the effect of thermal pretreatment of anaerobic sludge and the influence
of the native microbiota of POME were evaluated. Sludge pretreatment proved essential
to maximize H» production by inhibiting hydrogen-consuming microorganisms and
selecting more efficient fermentative populations. Although the microbiota naturally
present in POME was also capable of producing Ho, its presence did not significantly
influence the system’s performance, indicating that POME sterilization is unnecessary.
The best H> production results were obtained after 44 hours of fermentation at 35 °C, with
an initial organic load of 40 gcop/L and pressure release throughout the process, achieving
a specific production of 1401 N-mL/L, a yield of 36 N-mL/L-gcop, and a productivity of
32 N-mL/L-h. Furthermore, experiments conducted at different reactor volumes (300,
600, 1100, and 7000 mL) showed comparable performance, with a linear relationship
observed between reactor volume and total H» production, demonstrating process
robustness and scalability potential. For CH4 production, direct anaerobic digestion (from
POME) and sequential digestion (from the effluent of the H> production stage) were
compared. The sequential approach showed superior performance, reaching a specific
production of 3873 N-mL/L in 35 days, which was 27% higher than that obtained through
direct digestion after 63 days. Additionally, the overall energy potential of the sequential
process was 62% greater, confirming the advantages of phase separation for improved
energy recovery from POME. Although further studies at near-industrial scales are still
required, the results demonstrate the technical feasibility of integrated H, and CHas
production from POME. The proposed approach represents a promising alternative for
valorizing this effluent, contributing to energy matrix diversification and the development

of more sustainable solutions in the agro-industrial sector.

Keywords: POME, hydrogen, methane, fermentation, anaerobic digestion.
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1 INTRODUCAO

Em 2024, a producao mundial de 6leo de palma alcangou cerca de 78,5 milhdes de
toneladas, reafirmando sua posicdo entre as commodities agricolas de maior volume de
producao global (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2025). O
processo de extracdo do Oleo de palma gera, de forma inerente, diversos residuos e
efluentes, destacando-se o POME (do inglés, palm oil mill effluent) como o mais
relevante. Devido a sua alta carga organica, o POME se torna uma matéria-prima
potencial para processos bioldgicos, como a producao de hidrogénio (Hz) e metano (CHa)
por meio de fermentacao e digestdo anaerdbia, respectivamente (Abdullah et al., 2020;
Arisht et al., 2022; Imam et al., 2025; Janesch et al., 2021; Sani et al., 2021; Zainal et al.,
2020).

Na digestdo anaerdbia convencional em estdgio unico, tanto o H> quanto o CHa
podem ser formados, em um processo mediado por consorcios microbianos presentes no
lodo anaerdbio de estacdes de tratamento de esgoto. Entretanto, enquanto o CHa constitui
o produto final do processo biologico, o Hz é gerado como metabdlito intermediario e
posteriormente consumido nas etapas subsequentes. Nesse contexto, uma estratégia
sistematica para a producao simultanea ou sequencial de ambos os gases a partir de uma
mesma matéria-prima consiste na separacao da digestdo anaerdbia em dois estagios
distintos, operados em reatores independentes, os quais diferem quanto ao consorcio
microbiano predominante e aos produtos de interesse (Janesch et al., 2021). Para
favorecer a etapa acidogénica, o consorcio microbiano presente no lodo anaerdbio €, em
geral, submetido a pré-tratamentos com o objetivo de promover o enriquecimento seletivo
de micro-organismos produtores de Hz, a0 mesmo tempo em que se inibem populagdes
consumidoras desse gas. Como resultado dessa sele¢dao, obtém-se um biogds composto
predominantemente por H. e didxido de carbono (CO:), além de um efluente
caracterizado por elevada concentragdo de acidos graxos volateis (An, Xu e Dai, 2024;
Hans e Kumar, 2019). Na etapa metanogénica subsequente, as arqueias metanogénicas,
presentes no lodo anaerobio ndo submetido a pré-tratamento, convertem esses
intermediarios organicos em um biogas constituido predominantemente por CHa e CO:
(An, Xu e Dai, 2024; Hans e Kumar, 2019). A digestao anaerdbia em dois estagios pode
levar ao aumento da producdo de CH4 e da produtividade, melhorando assim a
recuperacdo energética global processo (Hans e Kumar, 2019; Zheng e Li, 2024).

O H> e o CH4 desempenham papéis centrais na transi¢ao energética global devido

as suas propriedades como vetores energéticos de baixa emissdo de carbono e a sua
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versatilidade de uso, abrangendo desde a geragao de eletricidade e calor até aplicagdes
industriais e de transporte. Estudos recentes destacam que a produgdo biotecnoldgica
desses gases a partir de residuos organicos representa uma rota sustentavel de valorizagao
de biomassa e de reducao de residuos, alinhada com os principios de economia circular e
de redugdo de gases de efeito estufa (GEEs). Por exemplo, a producao bioldgica de H»
via fermenta¢do se mostra uma alternativa promissora aos métodos convencionais de
produgdo de H», sem a necessidade de condi¢des severas de temperatura e pressao, o que
pode reduzir impactos ambientais e custos operacionais (Antukh et al., 2022).
Simultaneamente, a producdo de biometano por meio de digestdo anaerdbia de residuos
e efluentes orgénicos tem se consolidado ndo apenas como fonte de energia renovavel
com alto potencial de rendimento energético, mas também como estratégia integrada de
gestdo de residuos (Galih Pangestu, Razzak e Uddin, 2025). A conjugacdo dessas
abordagens biotecnologicas atende a crescente demanda por combustiveis limpos e
representa um caminho importante para diversificar a matriz energética, reduzir a
dependéncia de combustiveis fosseis e promover modelos energéticos sustentaveis e mais
resilientes.

Apesar de amplamente estudada, a producao de H: a partir do POME ainda se
encontra predominantemente em niveis intermediarios de maturidade tecnolégica (TRL
3 a 5), sendo necessario avangar para estagios de desenvolvimento em nivel de protétipo
para viabilizar sua aplicagdo em escala industrial (Yusnitati ef al., 2024).

O aproveitamento ¢ a valorizacdo do POME tém sido estudados no Laboratério de
Biocatalise, Bioprodutos e Bioprocessos do Instituto Nacional de Tecnologia
(LABIC/INT) desde 2015, inicialmente fazendo parte da linha de pesquisa bioHz, que
posteriormente foi ampliada para producdo de biogas a partir de residuos agroindustriais.
Neste contexto, esta dissertagdo teve como objetivo avaliar as principais variaveis do
processo que influenciam a producdo de Hz via fermentagdo do POME, com foco no pré-
tratamento do indculo, na carga organica inicial, na temperatura de operacdo e no efeito
do alivio de pressdao sobre a produg¢ao de H>. No inicio do desenvolvimento desta
dissertacdo, os experimentos de fermentagao eram realizados em frascos de 300 mL. Uma
grande contribuicao deste trabalho foi o aumento para reatores de 7 L. Além disso, o
trabalho explorou o potencial para a produgdo de CHs a partir do POME em comparagao
a estratégia de digestdo sequencial, que parte do efluente gerado durante a etapa de

producao de H».
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Neste primeiro capitulo, foi apresentado o tema da dissertacao. O capitulo 2 traz a
revisdo bibliografica, contemplando os principais conceitos necessarios a compreensao
do estudo. No capitulo 3, ¢ apresentada a justificativa, destacando a relevancia e a
importancia desta pesquisa. Os objetivos sdo descritos no capitulo 4, enquanto a
metodologia adotada para alcanca-los ¢ detalhada no capitulo 5. Os resultados obtidos e
suas respectivas discussdes sdo apresentados no capitulo 6. As principais conclusdes do
trabalho constam no capitulo 7 e, por fim, sugestdes de trabalhos futuros no capitulo 8.

Esta pesquisa foi financiada pela Petrogal Brasil S.A. (ANP 23497-1), Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural ¢ Biocombustiveis (ANP), Empresa Brasileira de
Pesquisa e Inovagdo Industrial (EMBRAPII), e apoiada pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) (306978/2022) e pela Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) (E-26/210.791/2021).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 0 OLEO DE PALMA E O POME

O ¢6leo de palma, também conhecido no Brasil como 6leo de dendé, ¢ um dos 6leos
vegetais mais produzidos e consumidos no mundo, em razdo de seu elevado rendimento
por area cultivada e de sua ampla aplicagdo nos setores alimenticio, cosmético,
farmacéutico, quimico e energético (Alhaji et al., 2024). Extraido do fruto da palmeira
conhecida como dendezeiro (Elaeis guineensis), esse Oleo apresenta produtividade
significativamente superior a de outras oleaginosas (como soja, canola e girassol),
podendo alcangar valores entre 4 e 4,5 t de 6leo por hectare, o que reforca sua
competitividade global e seu papel estratégico no suprimento de 6leos vegetais (Alhaji et
al., 2024; Bhatia et al., 2025).

A producdo global de 6leo de palma tem apresentado crescimento continuo nas
ultimas décadas, impulsionada pelo aumento da demanda por alimentos processados,
biocombustiveis e oleoquimicos. Em 2024, a produ¢ao mundial atingiu aproximadamente
78,5 milhdes de toneladas (Figura 1A), sendo fortemente concentrada no Sudeste
Asiatico, com Indonésia e Malésia respondendo por mais de 80% da producao global
(Ayompe et al., 2025; FAO, 2025). Essa concentracdo geografica levanta preocupacdes
ambientais e sociais, especialmente relacionadas ao desmatamento e as emissoes de gases
de efeito estufa (GEEs), ao mesmo tempo em que intensifica o debate sobre praticas

agricolas sustentdveis e certificacdes ambientais.
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A Figura 1 mostra que a produgdo de 6leo de palma no Brasil segue o mesmo perfil

de producdo mundial. Houve um aumento na produgdo entre 2015 e 2018, seguido de

estabilizacdo. Cabe destacar que ndo houve retracdo durante a pandemia, uma vez que o

setor alimenticio, principal consumidor de 6leo de palma, esteve entre os menos

impactados no periodo, evidenciando a robustez da industria do 6leo de palma.

Figura 1 — Produgdo de 6leo de palma de 2015 a 2024 (A) no mundo e (B) no Brasil.
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No contexto brasileiro, o 6leo de palma tem ganhado relevancia econdmica, social
e ambiental, sobretudo na regido Norte, com destaque para o estado do Pard, onde as
condi¢des climdticas favorecem o cultivo de E. guineensis (Araujo-Gomes et al., 2024).
Nos ultimos dez anos, a produgdo nacional cresceu cerca de 47%, alcancando
aproximadamente 600 mil toneladas em 2024 (Figura 1B). A expansdo da cadeia
produtiva do dendé no Brasil tem sido associada a geracdo de empregos, a inclusdo de
agricultores familiares e ao desenvolvimento regional, além de representar uma
alternativa estratégica para a diversificacdo da matriz agricola e energética nacional
(Aratijo-Gomes et al., 2024, Ayompe et al., 2025). Além disso, o aumento da produgdo
doméstica reduz a dependéncia de importagdes de Oleos vegetais e amplia a
disponibilidade de matéria-prima para biocombustiveis e produtos de maior valor
agregado, fortalecendo a bioeconomia brasileira.

Entretanto, a producdo de 6leo de palma estd associada a geracao de grandes
volumes de residuos, especialmente o efluente conhecido como POME (sigla do inglés
palm oil mill effluent). Esse efluente ¢ gerado principalmente durante as etapas de
esterilizacdo dos frutos, prensagem e clarificagdo do o6leo (Figura 2), apresentando
elevada carga organica e sendo produzido em grandes proporgdes. Estima-se que, para
cada tonelada de 6leo de palma produzida, sejam geradas entre 2,5 e 3,5 toneladas de
POME, tornando-o um dos principais desafios ambientais da industria de 6leo de palma

(Mohammad et al., 2021; Sarwani et al., 2019).
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Figura 2 — Esquema representativo das etapas do processamento dos frutos da palmeira até a
obtencdo do 6leo de palma, bem como os principais pontos de geracdo de POME.
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O POME ¢ caracterizado por altos valores de demanda quimica de oxigénio (DQO)
e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), além de conter s6lidos suspensos, dleos e
graxas, nutrientes como nitrogénio e fosforo, e diversos compostos organicos dissolvidos.
Valores de DQO frequentemente superiores a 40.000 mgO-/L e de DBO acima de 20.000
mgO-/L sdo reportados na literatura, evidenciando seu elevado potencial poluidor (Bhatia
et al., 2025; Sarwani et al., 2019). Embora o POME nio seja considerado toxico em
termos de compostos recalcitrantes ou metais pesados, seu descarte inadequado pode
causar severos impactos ambientais, incluindo eutrofizagdao de corpos d’agua, deplegao

do oxigénio dissolvido e comprometimento de ecossistemas aquaticos (Ayompe et al.,
2025).



22

Figura 3 — Sistemas de tratamento do POME abertos para a atmosfera, os quais sdo comumente
empregados nas industrias de 6leo de palma.

Fonte: Islam et al. (2018); King et al. (2019).

Tradicionalmente, o tratamento do POME (Figura 3) tem sido realizado por meio
de sistemas de lagoas anaerobias, facultativas e aerdbias em série, devido a simplicidade
operacional e ao baixo custo de implantacdo (Mohammad et al., 2021; Wu et al., 2010).
No entanto, esses sistemas demandam grandes areas e estdo associados a emissao
significativa de metano, um GEE com elevado potencial de aquecimento global,
especialmente quando ndo ha captura e aproveitamento energético do biogas gerado
(Mohammad et al., 2021; Sarwani et al., 2019).

Em resposta a essas limitagcdes, pesquisas recentes t€m investigado alternativas
tecnologicas mais eficientes e sustentaveis, como reatores anaerdbios de alta taxa,
digestdo anaerébia em duas etapas, além de processos integrados envolvendo pré-
tratamentos fisico-quimicos e etapas bioldgicas avangadas (Bhatia et al., 2025; Sarwani
et al., 2019). Essas abordagens visam aumentar a remoc¢ao de matéria organica, reduzir o
tempo de retengao hidraulica e possibilitar a recuperagdo de energia.

Além do enfoque no controle da polui¢do, o POME tem sido cada vez mais
reconhecido como uma matéria-prima promissora para a recuperacao de energia e de
produtos de valor agregado. De forma geral, a literatura evidencia que o POME deixou
de ser visto apenas como um passivo ambiental e passou a ser reconhecido como um
recurso estratégico, cujo manejo adequado ¢ fundamental para a sustentabilidade
ambiental, energética e econdmica da industria de 6leo de palma (Ayompe et al., 2025;
Ho et al., 2025; Sarwani et al., 2019).

Devido ao seu elevado teor de matéria organica biodegradavel, o POME vem sendo
explorado para a producdo de biogas, hidrogénio bioldgico, acidos organicos volateis e

biomassa microbiana, em consonincia com os conceitos de biorrefinaria e economia
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circular (Ho ef al., 2025; Sarwani et al., 2019). O aproveitamento energético do POME
por meio da digestdo anaerdbia tem demonstrado potencial para reduzir custos
operacionais, mitigar impactos ambientais e agregar valor a cadeia produtiva do 6leo de

palma (Cardoso, Alves e Serafim, 2024).

2.2 DIGESTAO ANAEROBIA

2.2.1 Principais Etapas da Digestao Anaerdbia

A digestao anaerdbia (DA) ¢ um processo biologico amplamente estudado e
aplicado para o tratamento de residuos organicos e efluentes industriais, no qual
consorcios microbianos convertem a matéria organica em biogés, uma mistura composta
principalmente por metano (CH4) e didéxido de carbono (CO»), na auséncia de oxigénio
(Anukam et al., 2019; Richard et al., 2019). Esse processo ocorre naturalmente em
ambientes anaerdbios, como sedimentos, pantanos e trato digestivo de ruminantes, € vem
sendo explorado tecnologicamente como uma alternativa sustentavel para o manejo de
residuos, recuperacdo de energia e mitigacdo de impactos ambientais associados ao
descarte inadequado de efluentes ricos em matéria organica (Abdelgadir et al., 2014;
Santos, Pires ¢ Okada, 2024).

Do ponto de vista ambiental, a DA desempenha um papel fundamental na reducao
da carga organica, expressa por parametros como DQO e DBO, ao mesmo tempo em que
possibilita a conversado de residuos em energia renovavel. Em comparag¢ao com processos
aerdbios convencionais, a DA apresenta menor consumo energético, menor producio de
lodo excedente e maior potencial de recuperagdo energética, tornando-se especialmente
atrativa para o tratamento de efluentes agroindustriais e residuos com elevada
concentracdo de matéria organica (Anukam et al., 2019; Santos, Pires e Okada, 2024).

O processo de DA, representado pelo esquema da Figura 4, € classicamente descrito
em quatro etapas bioquimicas interdependentes: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (Richard et al., 2019). Na etapa de hidrolise, polimeros complexos como
carboidratos, proteinas e lipidios sdo convertidos em compostos soliveis menores
(agucares simples, aminoacidos e acidos graxos) por meio da acdo de enzimas
extracelulares produzidas por bactérias hidroliticas (Cabeza, Lier e Steen, 2023). Essa
etapa ¢ frequentemente limitante, especialmente quando a matéria-prima apresenta

elevada fragao lignocelulosica ou lipidica.
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Figura 4 — Esquema representativo das principais etapas da digestdo anaerobia, a saber,
hidrolise, acidogénese/p-oxidagao, acetogénese/homoacetogénese e metanogénese, destacando
as principais vias de degradacdo de monossacarideos e acidos graxos.
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Na sequéncia, a acidogénese envolve a fermentacao desses compostos soluveis por
bactérias acidogénicas, resultando na formacgdo de 4cidos graxos volateis (AGVs),
alcoois, hidrogénio (Hz), COz e outros metabolitos intermediarios (Anukam et al., 2019).
Esses produtos sdo entdo convertidos durante a acetogénese em acetato, H» e COo»,
compostos diretamente assimildveis pelas arqueias metanogénicas. Por fim, na
metanogénese, arqueias estritamente anaerdbias convertem acetato (via rota
acetoclastica) ou H> e CO; (via rota hidrogenotrofica) em metano, constituindo o principal
componente energético do biogas (An, Xu e Dai, 2024; Hans e Kumar, 2019).

Além das etapas classicas descritas anteriormente, vias metabdlicas especificas
como a f-oxidagdo, homoacetogénese e as reagdes de reducdo de sulfato e nitrato
desempenham papéis importantes na dindmica microbiana e no destino dos
intermediarios organicos. A B-oxidagao corresponde a degradacao microbiana de acidos

graxos de cadeia longa em compostos mais simples, principalmente acetato e Ho,
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ocorrendo em associacao sintréfica com micro-organismos metanogénicos. Inicialmente,
esses dacidos sdo ativados as suas respectivas formas acil-CoA e degradados
sequencialmente pela via da B-oxidagdo. Durante esse processo, ocorre a remogao
sucessiva de unidades de dois carbonos na forma de acetil-CoA, com geracao de
equivalentes redutores, como NADH e FADH» (Shi ef al, 2025). Em ambientes
anaerobios, bactérias sintroficas, como aquelas pertencentes aos géneros
Syntrophomonas e Syntrophus, catalisam essa oxidacao sob condigdes de baixa pressao
parcial de H», uma vez que, do ponto de vista termodinadmico, a degradagao isolada de
acidos graxos ¢ energeticamente desfavoravel (o acimulo de H, aumentaria a energia
livre da reagdo, interrompendo o processo) (Schink, 1997). Assim, a remogao continua e
eficiente do H> produzido, realizada por arqueias metanogénicas hidrogenotroéficas,
desloca o equilibrio da reagdo, tornando-a termodinamicamente viavel. Esse
acoplamento metabdlico permite a conversao subsequente dos intermediarios formados
em CH4 e CO, sustentando a estabilidade do processo anaerobio (Shi et al., 2025).

J4 a homoacetogénese envolve a redu¢do de CO; com H» para formar acetato pela
via de Wood-Ljungdahl, sendo competitiva em condi¢des de pH e temperatura
especificas. Dessa forma, esta rota pode consumir uma fragdo significativa do H:
produzido durante a fermentagdo, reduzindo o rendimento liquido disponivel caso essa
rota predomine (Saady, 2013). De forma geral, a homoacetogénese contribui para o
balanco de carbono quando a metanogénese direta esta desfavorecida, além de influenciar
o acumulo de acidos e a distribui¢do dos fluxos de carbono (Pan ef al., 2021).

As reagdes de reducdo de sulfato, mediadas por bactérias redutoras de sulfato,
competem com os metanogénicos por intermediarios como H» e acetato, o que pode
reduzir a producdo de CHs ao desviar elétrons para a formacao de sulfeto de hidrogénio
(H2S) em vez de CH4, sendo particularmente relevante em efluentes ricos em sulfato ou
em ambientes andxicos com multiplos aceptores de elétrons (Paulo, Stams e Sousa,
2015). Semelhantemente, a reducdo de nitrato e seus derivados (como nitrito e 6xido
nitroso) por consorcios microbianos também pode ocorrer em sistemas anaerdbios e
influenciar as redes de fluxo eletronico, alterando a disponibilidade de H» e afetando a
sintrofia com metanogénicos, sobretudo em presenga de nitrogénio oxidado como aceptor
alternativo (Heo et al., 2025; Wu, M. et al., 2024). Assim, quando o objetivo ¢ maximizar
a producdo de Hz, ¢ fundamental inibir os micro-organismos redutores de sulfato e nitrato,
os quais fazem uso destas vias competitivas e reduzem o rendimento do processo. Essas

vias representam maneiras pelas quais a microbiota anaerobia redistribui carbono e
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elétrons, impactando diretamente a eficiéncia da conversao de matéria organica em CHy

e determinando a estabilidade do processo digestivo.

2.2.2 Parametros que Influenciam a Digestio Anaerdbia

A DA depende de consdrcios microbianos complexos e sintroficos, em que
diferentes grupos (hidroliticos, acidogénicos, acetogénicos, metanogénicos) executam
etapas especificas (Harirchi et al., 2022; Zhang et al., 2022). A composi¢ao da matéria-
prima, a disponibilidade de nutrientes e os niveis de amonia e sulfato moldam fortemente
a estrutura da comunidade, mais do que o indculo inicial em condi¢des de longo prazo.
Estudos mostram que, mesmo partindo de indculos distintos, digestores operados sob as
mesmas condi¢gdes convergem para uma comunidade central, indicando que parametros
operacionais sao os principais reguladores da microbiota e da funcionalidade do sistema
(Peces et al., 2018).

Parametros como pH, temperatura, OLR e tipos de substrato modulam a abundancia
relativa de arqueias metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotroficas, bem como de
bactérias fermentativas e acetogénicas, influenciando diretamente a rota metabolica
predominante e, portanto, o desempenho em termos de estabilidade e rendimento de
biogas (Harirchi et al., 2022). A compreensdo e o manejo desses fatores sdo apontados
como centrais para otimizar a DA em cendrios de residuos solidos organicos e efluentes
complexos (Nathia-Neves et al., 2018; Zamri et al., 2021).

A natureza e composicdo da matéria-prima sdo determinantes para a taxa de
hidrolise, etapa frequentemente limitante da DA (Menzel, Neubauer e Junne, 2020; Zamri
et al., 2021). A razdo carbono/nitrogénio (C/N) influencia diretamente a produgdo de
AGVs e a formagao de amoénia: C/N muito baixa favorece acimulo de amonia e inibigao,
enquanto C/N muito alta leva a limitacdo de nitrogénio e baixa atividade microbiana,
sendo a codigestdo uma estratégia recorrente para ajustar esse parametro (Ferdes et al.,
2023; Meegoda et al., 2018).

A temperatura afeta a atividade de bactérias e arqueias metanogénicas. Em
digestores em duas fases, temperaturas moderadas (25-35 °C) aumentam a producdo de
biogas e a atividade microbiana, enquanto temperaturas mais baixas (~20 °C) reduzem
drasticamente a acidogénese ¢ metanogénese (Wang et al., 2019). Estudos em digestao
de dejetos de frango com alta carga sélida demonstram que temperaturas elevadas,
combinadas com altos teores de solidos, aumentam a formagao de amonia livre e AGVs,

o que reduz a produgdo de CH4 e favorece a acidificagdo (Chen et al., 2025).
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O pH influencia diretamente o equilibrio entre formagao de AGVs e consumo por
metanogénicos. Desvios acentuados, geralmente associados ao acimulo de AGVs,
inibem a microbiota, sobretudo metanogénica (Harirchi ef al., 2022; Zhang et al., 2023).
Fatores como OLR (sigla do inglés organic loading rate) e o TRH sao cruciais: OLR
muito baixa resulta em subaproveitamento do reator, enquanto OLR elevada causa
sobrecarga organica, acumulo de AGVs e queda de pH. A manutencdo de um balanco
entre alta OLR e TRH suficiente ¢ indicada como condi¢do para maximizar o rendimento
de CH4 sem comprometer a estabilidade (Meegoda et al., 2018; Zhang et al., 2023).

A amonia ¢ um dos inibidores mais relevantes na DA de residuos ricos em
nitrogénio. O acimulo de amonia livre, associada a pH elevado e altas temperaturas, afeta
especialmente a metanogénese acetoclastica, levando ao acimulo de acetato e, por
retroalimentagdo, de propionato, valerato e outros acidos de cadeia longa (Peng et al.,
2018; Zhang et al., 2022). Estudos mostram que, sob excesso de amonia, ha quebra da
rede metabodlica ordenada e substitui¢do de bactérias acetogénicas e metanogénicas
sensiveis por populacdes mais tolerantes; porém, em niveis muito altos de amonia, a
oxidacdo sintrofica de propionato ¢ severamente suprimida, com queda superior a 65%
no rendimento de CH4 (Peng ef al., 2018; Zhang et al., 2022).

O acumulo de AGVs em si ¢ outro fator critico. Propionato e butirato possuem
conversao termodinamicamente desfavordvel sob condi¢cdes padrdo, tornando sua
degradacao etapa limitante e dependente de cooperacdo sintréfica com metanogénicos
(Zhang et al., 2023). Concentragdes elevadas de AGVs reduzem o pH, inibem
acetogénicos e metanogénicos € podem levar ao colapso do sistema (Harirchi et al.,
2022). Além disso, a presenga de outros compostos toxicos (sulfetos, metais pesados,
acidos graxos de cadeia longa) pode causar inibi¢ao direta dos micro-organismos, sendo
frequentemente incorporados em modelos cinéticos como fatores de inibicao (Keucken
etal.,2018).

Sendo um processo em multiplas etapas, a DA ¢ altamente sensivel a condi¢des
fisico-quimicas, caracteristicas da matéria-prima e dinamica microbiana. A eficiéncia e a
estabilidade do reator dependem do balango entre essas etapas e da manutengdo de um
ambiente adequado para os micro-organismos envolvidos (Meegoda et al., 2018; Zamri
et al., 2021). A configuragdo e o tipo de reator anaerobio também exercem influéncia
significativa sobre a eficiéncia do processo. Sistemas como lagoas anaerdbias, reatores
UASB (sigla do inglés upflow anaerobic sludge blanket), CSTR (sigla do inglés

continuous stirred tank reactor), reatores anaerdbios de membranas e reatores de leito
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fixo ou granular apresentam diferentes capacidades de retencao de biomassa, resisténcia
a choques de carga e eficiéncia na producdo de biogés (Santos, Costa e Ferreira, 2023).
A escolha do reator deve considerar as caracteristicas do efluente, os objetivos do
tratamento e as restricdes econdOmicas € operacionais.

Entre as principais vantagens da digestdo anaerobia, destacam-se a elevada
eficiéncia na remog¢ao de matéria organica, a produgdo de biogds como fonte de energia
renovavel, a reducdo de emissoes de GEEs e a geragao de um digestato com potencial uso
agricola como fertilizante, desde que atendidos os critérios ambientais e sanitarios
(Santos, Pires e Okada, 2024). Por outro lado, o processo apresenta limitagdes, como a
longa fase de adaptagdo, sensibilidade a variagdes de carga e pH, possivel inibi¢do por
compostos toxicos ou altas concentragdes de amonia e sulfetos, além de menor eficiéncia
na remocao de nutrientes quando comparado a processos aerobios (Anukam et al., 2019).
Para contornar essas limitagcdes, uma abordagem que tem recebido crescente ateng¢ao na

literatura € a divisdo da DA em duas etapas sequenciais.

2.2.3 Digestao Anaerobia Sequencial

A digestdo anaerobia sequencial ¢ uma estratégia que divide o processo de digestao
em duas etapas: uma primeira etapa acidogénica voltada a produg¢do de H:, conhecida
como fermentacgao, seguida por uma etapa metanogénica para conversao dos metabolitos
residuais presentes no efluente da producdo de H> (EPH) em CHa4 (Sarwani et al., 2019).
Essa separagcdo permite a operagdo sob condigdes especificas e otimizadas para cada
consorcio microbiano, maximizando a producdo de H: na etapa acidogénica, e de CH4 na
etapa metanogénica. Essa abordagem aumenta a eficiéncia metabdlica ao evitar
interacdes indesejadas, como a inibicao por acidos organicos. Assim, a primeira etapa
atua como um pré-tratamento bioldgico da matéria-prima, com pH mais acido e menor
tempo de retencdo, favorecendo os micro-organismos produtores de H», enquanto a
metanogénese ¢ mantida sob condigdes mais estaveis na etapa subsequente. O esquema

da Figura 5 representa o processo de DA sequencial.



29

Figura 5 — Esquema representativo do processo de digestdo anaerobia sequencial utilizando
lodo anaerobio pré-tratado como indculo na etapa acidogénica, em que ha produgido de H,, CO»
e do efluente da produgdo de H> (EPH), e lodo anaerobio in natura é usado como indculo da
etapa metanogénica, em que ha produgdo de CHs e CO..
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Fonte: Elaboragao propria.

Diversos estudos tém demonstrado que a DA sequencial resulta em aumento da
producao total de biogds e da concentracdo de CH4 quando comparada a abordagem
direta, além de permitir a valorizagao de diferentes produtos energéticos dentro do
conceito de biorrefinaria (Janesch et al., 2021; Sarwani et al., 2019). Em sistemas de
codigestdo de residuos alimentares e lodo ativado, por exemplo, a separacdo das etapas
acidogénica e metanogénica promoveu um aumento de cerca de 35% na produgdo total
de biogas, além de elevar a fracdo de CH4 de cerca de 61% no processo convencional
para aproximadamente 70% na configuracdo em duas etapas, efeito atribuido ao maior
acumulo e conversdo eficiente de AGVs no estdgio metanogénico (Baldi, Pecorini e
Iannelli, 2019). Do ponto de vista energético, estudos recentes indicam que a digestao em
duas etapas pode alcangar rendimentos superiores de CH4, como valores em torno de
341,1 mL/gpqoremovido, bem como maiores taxas volumétricas de producdo e potenciais
energéticos globais mais elevados, evidenciando a maior eficiéncia da conversao
bioenergética (Devens ef al., 2025). Adicionalmente, a separacao das fases metabolicas
confere maior robustez ao processo sob condi¢des de altas cargas organicas, permitindo
a operagdo estavel sem acidificagdo excessiva, com manuten¢do do equilibrio acido-
basico e melhor desempenho energético, o que reforga as vantagens da DA sequencial

para a valorizagdo de residuos organicos (Zheng e Li, 2024). Essa abordagem ¢

A 4
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particularmente  promissora para efluentes agroindustriais com elevada
biodegradabilidade, como o POME, residuos alimentares e efluentes ricos em
carboidratos.

A literatura também reporta estudos que abordam a producao sequencial de CH4 a
partir de POME como matéria-prima. Em sistema termofilico de duas etapas, Sani et al.
(2021) obtiveram rendimento maximo de 334,6 mL CHa4/gpgo em batelada e 250,3 mL
CHa4/gpqo em regime continuo, com aumento de cerca de 39% no rendimento energético
total em relacdo a digestdio em uma unica etapa (Sani et al.,, 2021). Mahmod e
colaboradores (2020) realizaram a DA continua do EPH do POME em um reator CSTR
operado em condicdes termofilicas, a qual alcangou taxas de producdo de CHs de
aproximadamente 4,3 L/Lpome-dia, com rendimento de cerca de 256,8 L/kgpqoconsumida
quando operado com TRH de 2 dias, indicando alta eficiéncia de conversao (Mahmod e?
al., 2020).

Dessa forma, a digestdo anaerdbia, especialmente quando integrada a estratégias de
produgdo sequencial de H. e CHa, consolida-se como uma tecnologia-chave no contexto
da economia circular e das biorrefinarias, ao aliar tratamento eficiente de residuos,
recuperagao energética e mitigacao de impactos ambientais, contribuindo para sistemas
produtivos mais sustentdveis e resilientes (Richard et al., 2019; Santos, Pires e Okada,

2024; Sarwani et al., 2019).

2.3 HIDROGENIO

O hidrogénio (H:) tem ganhado destaque como vetor energético estratégico e
insumo industrial essencial no contexto de uma economia de baixo carbono. Sua elevada
densidade energética por unidade de massa (120 MJ/kg), aliada ao fato de que sua
combustdo gera apenas agua como subproduto (Equagdo 1), confere ao H> um papel
central nas estratégias globais de descarbonizacdo (Bashir et al., 2025), ja que
combustiveis comumente utilizados como CHa4, gasolina e diesel possuem densidades
energéticas bem menores (50, 44 e 43 MJ/kg, respectivamente) (Wallington et al., 2025).
Atualmente, o Hz é considerado um elo fundamental entre os setores elétrico, industrial e

de transporte, atuando como elemento de acoplamento setorial na transi¢do energética.

2H, + 0, & 2H,0 + 242 k] Equagdo (1)
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Do ponto de vista de mercado, o Hz ¢ amplamente utilizado como insumo industrial
na sintese de amonia para fertilizantes, na hidrogenagao de 6leos e gorduras, no refino de
petréleo e na produgdo de metanol (Vergara et al., 2024). Mais recentemente, sua
aplicacdo tem se expandido para células a combustivel destinadas a geracdo de
eletricidade estaciondria e ao transporte pesado, incluindo 6nibus, caminhdes e aplicagdes
maritimas e aéreas (Bashir ef al., 2025). Estimativas indicam que a demanda global por
este gas, impulsionada por politicas climaticas e metas de neutralidade de carbono,
atingira cerca de 180 Mt até 2030 (Marzouk, 2023; Yusaf et al., 2022), podendo chegar
a 600 Mt até 2050 em cendrios climaticos rigorosos (Marzouk, 2023; Terlouw et al.,
2024), sendo 400 Mt um valor de referéncia comum para um mundo com emissdes
liquidas zero (Terlouw et al., 2024; Tonelli et al., 2023).

Apesar de seu potencial ambiental, a producao atual de H» ainda € majoritariamente
baseada em rotas fosseis. Aproximadamente 95% do H: produzido mundialmente provém
da reforma a vapor do metano, da oxidagado parcial de hidrocarbonetos ou da gaseificagao
do carvao, processos associados a elevadas emissdes de CO> (Aydin et al., 2021; Bashir et
al., 2025). Assim, a producao de H> pode ser classificada conforme a rota tecnoldgica
empregada e a intensidade de emissoes associadas, sendo comumente identificada por um

sistema de cores (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema de classificagdo do hidrogénio por cores, segundo a matéria-prima de
origem e o processo de obtencdo empregado.
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O H; cinza ¢ produzido principalmente pela reforma a vapor do CH4 ou reforma
autotérmica, utilizando gas natural como matéria-prima, sem captura de CO2, o que
resulta em emissoes significativas. O Hz azul emprega as mesmas rotas fosseis, porém
com captura e armazenamento de carbono, reduzindo parcialmente as emissdes. Os
hidrogénios preto e marrom sao produzidos por gaseificacao de carvao, sem captura de
carbono. A distingdo ¢ apenas quanto ao tipo de carvao utilizado, sendo o preto a partir
do betuminoso e o verde a partir do linhito, sendo o impacto ambiental elevado em ambos
os casos. O H verde ¢ obtido por eletrolise da dgua utilizando eletricidade proveniente

de fontes renovaveis, apresentando potencial de baixissima emissao de carbono ao longo
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do ciclo de vida. Hé ainda o H» turquesa, produzido por pirélise do CH4 com geracao de
carbono solido, e o rosa, derivado de eletrélise alimentada por energia nuclear. Ha
também o H» branco, o qual ¢ encontrado naturalmente no subsolo, formado por processos
geoldgicos e acumulado em reservatorios naturais (International Energy Agency, 2023;
Dincer e Acar, 2014).

O termo “H; verde musgo” ndo ¢ uma classificacao oficialmente padronizada na
literatura internacional, mas vem sendo utilizado, sobretudo no Brasil, para designar o H»
produzido por rotas biotecnoldgicas, especialmente a partir de biomassa, biogas ou
residuos organicos. Diferentemente do H» verde convencional, enfatiza a origem
bioldgica do carbono e da matéria-prima, estando associado a processos como reforma de
biogds, gaseificacdo de biomassa, fermentacdo e rotas hibridas integradas a digestao
anaerobia (EPE, 2021).

Nesse contexto de rotas de producao de H> menos poluentes, o Brasil instituiu o
Marco Legal para Hidrogénio de Baixa Emissdo de Carbono, por meio da Lei n°
14.948/2024, que cria um regime especial de incentivos (Rehidro) para empresas que
produzem H> de baixo carbono, com isencdo tributaria e incentivos fiscais para
equipamentos e infraestrutura associados ao setor (BRASIL, 2024a). A regulamentagdo
estd prevista para reduzir custos iniciais e fomentar a tecnologia no pais. O Programa
Nacional de Hidrogénio, coordenado pelo Ministério de Minas e Energia, define agdes
estratégicas de curto, médio e longo prazo para consolidar o Brasil como produtor
competitivo de H> de baixo carbono até 2030 ¢ 2035 (BRASIL, 2026). A estratégia inclui
estimulo a pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico, formagao de hubs regionais e criagao
de infraestrutura. A Lei n° 14.990/2024 complementa o quadro normativo ao instituir o
Programa de Desenvolvimento do Hidrogénio de Baixa Emissdo de Carbono, que prevé
créditos fiscais de at¢ R$18,3 bilhdes entre 2028 e 2032 para projetos de H> de baixo
carbono que cumpram metas de redu¢do de emissdes e agregacdo a cadeia produtiva
nacional (BRASIL, 2024b).

No Brasil, a produ¢ao de H> tem avancado por meio de projetos industriais e
parcerias entre setores publico e privado, ainda que muitos deles estejam em fases iniciais
de desenvolvimento ou de investimento. Um dos exemplos mais emblematicos € o projeto
de H» verde planejado pela Fortescue na Zona de Processamento de Exportacdo de Pecém,
no Ceara, com previsao de investimento de R$ 17,5 bilhdes e capacidade potencial de até
2,1 GW de eletrolise alimentada por fontes renovaveis, com inicio de operacdes estimado

para 2028, refletindo a atratividade do pais para grandes empreendimentos no setor de Ha
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de baixo carbono (BRASIL, 2024d). Além desse, o pais conta com outros projetos
anunciados em diferentes estados, incluindo parcerias como as envolvendo Atlas Agro,
Petrobras, Eletrobras, CSN, Neoenergia e Vale, que estdo integrados em programas de
desenvolvimento regional e hubs industriais voltados ao Hz, € com planos que totalizam
investimentos na ordem de centenas de bilhdes de reais até 2030, abrangendo também
projetos de fertilizantes e combustiveis verdes que utilizam H: produzido por eletrolise
(BRASIL, 2025¢).

As rotas tecnologicas em desenvolvimento no pais concentram-se majoritariamente
na eletrdlise da agua utilizando eletricidade gerada por fontes renovaveis, que caracteriza
o chamado H» verde ou H> de baixa emissao de carbono, conforme definido no marco
legal instituido pela Lei n° 14.948/2024 e pela atuacdo da ANP na sua regulamentagao
(BRASIL, 2025a). Esta rota ¢ promovida pelo crescimento da capacidade de geragdo
solar, eolica e hidrelétrica no pais e esta sendo a base para a concep¢ao de hubs de
hidrogénio que integram produgdo, armazenamento e derivados, como amonia verde
(Ministério de Minas e Energia, 2024). Adicionalmente, o Brasil explora rotas
alternativas com potencial competitivo, como a reforma de etanol para producdo de H:
renovavel e a utilizacdo de correntes de biogas e biomassa como insumos biolégicos ou
hibridos, embora essas ainda ndo estejam plenamente difundidas em escala industrial
(BRASIL, 2025a).

Entretanto, persistem lacunas tecnoldgicas e estruturais relevantes que limitam a
implantacao plena dessa cadeia produtiva. A produgao de equipamentos criticos (como
eletrolisadores) ainda depende fortemente de importagdes, o que eleva os custos iniciais
e torna a cadeia nacional de suprimentos vulneravel a flutuacdes externas (BRASIL,
2025c¢). A infraestrutura de transporte, armazenamento e distribui¢do de H, ainda ¢
incipiente, o que restringe o uso mais amplo do gas em setores industriais € em mercados
fora dos grandes polos de produ¢do (Ministério de Minas e Energia, 2024). Além disso,
a necessidade de recursos financeiros substanciais, de uma base técnica qualificada e de
coordenagdo tecnoldgica entre pesquisa e industria sdo apontados como desafios
adicionais, exigindo esfor¢os continuos de investimento e capacitagdo para tornar o Brasil
competitivo em mercados domésticos e de exportacao (BRASIL, 2025c¢).

Entre as alternativas mais sustentaveis de producdo de H», destaca-se a produgdo
bioldgica, que utiliza micro-organismos capazes de converter substratos organicos em H:
sob condi¢des relativamente brandas de temperatura e pressao. As principais rotas

biologicas incluem a fermentacao, a fotofermentacao, a biofotolise direta e indireta, e as
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células eletroquimicas microbianas (Aydin et al., 2021; Sarwani et al., 2019). Dentre
essas, a fermentacdo tem recebido maior atengdo cientifica e tecnoldgica, devido a sua
simplicidade operacional, maior taxa de producdo volumétrica e aplicabilidade a uma
ampla variedade de residuos e efluentes organicos.

Na fermentacdo, micro-organismos anaerobios, como espécies dos géneros
Clostridium, Enterobacter e Thermotoga, convertem carboidratos, proteinas e lipidios em
Ha, acidos organicos volateis (principalmente acido acético e butirico), CO2 e pequenas
quantidades de solventes (Aydin et al., 2021). Esse processo apresenta vantagens
relevantes quando comparado a outras rotas bioldgicas, como a independéncia de luz,
menor tempo de retengdo hidraulica e maior robustez operacional (Bashir et al., 2025).
Nesse contexto, a eficiéncia da fermentagao para produ¢do de H> depende diretamente da
composi¢ao e da atividade da comunidade microbiana envolvida, tornando a escolha do
in6culo um fator determinante para o desempenho do processo.

O lodo anaerobio proveniente de estagdes de tratamento de esgoto (ETE) destaca-
se, portanto, como uma alternativa promissora de in6culo em processos fermentativos
voltados a producao biologica de Hz, principalmente devido a sua elevada diversidade
microbiana e a presenca de comunidades ja adaptadas a ambientes estritamente
anaerobios e ricos em matéria organica (Litti et al., 2021). Estudos recentes apontam que
esse tipo de indculo contém consdrcios microbianos capazes de converter diferentes
substratos organicos em H> e &cidos organicos, tornando-o uma alternativa tecnicamente
vidvel e economicamente atrativa para sistemas de producao bioldgica de H> (Zhang et
al., 2023; Wang & Yin, 2022).

As comunidades microbianas presentes em lodos de digestores anaerobios sao
tipicamente dominadas por bactérias do filo Firmicutes, com destaque para o género
Clostridium e outros relacionados, que sdo reconhecidos por sua alta capacidade de
degradar carboidratos complexos e contribuir para a producdo de H> como metabolito
intermediario da acidogénese (Hu, Zhou e Shen, 2024; Wu, H. et al., 2024). Esses perfis
bacterianos também incluem membros dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria, que
participam ativamente da degradacdo de compostos organicos e da liberagao de
metabolitos fermentativos que alimentam vias produtoras de H2 no consorcio microbiano
(Rahman et al., 2021). Durante a adaptacdo e operacdo de digestores, a abundancia
relativa desses grupos aumenta, refletindo a importdncia de comunidades
hidrogenogénicas facultativas ou estritas para o desempenho do processo, sobretudo

quando estratégias de pré-tratamento incluem a supressdo de arqueias metanogénicas e
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micro-organismos consumidores de H: para favorecer o acumulo desse gas (Hu, Zhou e
Shen, 2024; Rahman et al., 2021).

Entre as principais vantagens do uso de lodo anaerdbio de ETE como indculo
destacam-se sua ampla disponibilidade, baixo custo e diversidade metabodlica, que
permite a utilizacdo de diferentes tipos de residuos organicos como substrato (Silva-
Martinez et al., 2025). Além disso, a utiliza¢ao de culturas mistas reduz a necessidade de
condicdes estéreis e aumenta a robustez operacional do sistema. Por outro lado, a
variabilidade na composicao microbiana do lodo pode resultar em flutuagdes no
rendimento de H», dificultando a padronizacao do processo (Pachapur et al., 2019). Outro
desafio relevante ¢ a competicdo metabdlica com micro-organismos consumidores de Ha,
como metanogénicos e homoacetogénicos, o que frequentemente exige a aplicacdo de
pré-tratamentos e/ou de controle de pH para maximizar a seletividade para producdo de
H». Adicionalmente, o biogas produzido contém CO> e outros gases, demandando etapas
posteriores de purificacdo quando se objetiva H> de maior pureza.

Além da composicdo e pré-tratamento do indculo, a eficiéncia da produgdo
biologica de H> depende fortemente da otimizagdo de parametros como pH, temperatura,
TRH, concentracao e tipo de substrato. Valores de pH entre 5,0 e 6,5 e temperaturas
mesofilicas (30—45 °C) ou termofilicas (50—70 °C) sdo frequentemente reportados como
ideais para maximizar a atividade hidrogenogénica e minimizar vias metabolicas
competitivas, como a metanogénese (Aydin et al., 2021; Sarwani et al., 2019). Estratégias
como pré-tratamento térmico, acido ou alcalino do lodo anaerdbio sdo amplamente
empregadas para suprimir micro-organismos consumidores de Hz e favorecer populagdes
produtoras (Pachapur et al., 2019).

A carga organica inicial exerce influéncia determinante na fermentacao voltada a
producdo biologica de Ha, podendo tanto favorecer o aumento do rendimento de H»
quanto provocar efeitos inibitorios, como sobrecarga de substrato e acidificagdo do meio
reacional (Albuquerque et al., 2024; Mokhtarani, Zanganeh e Moghtaderi, 2025).

A temperatura exerce influéncia critica sobre a producao de Hz, uma vez que afeta
0 crescimento microbiano, a atividade enzimatica, a solubilizagdo de substratos e a
estrutura da comunidade microbiana. Condi¢des mesofilicas tendem a favorecer a
formagdo de H:, especialmente por bactérias do género Clostridium, enquanto
temperaturas termofilicas mais elevadas podem resultar em maiores rendimentos, embora
impliquem riscos de alteracdes nas vias metabolicas predominantes € aumento dos custos

operacionais do processo (Karadag e Puhakka, 2010; Woon et al., 2023; Zhao et al.,
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2024). Portanto, ¢ importante investigar a temperatura adequada dependendo das
caracteristicas da matéria-prima e do indculo em cada sistema.

A pressdo interna em reatores operados em batelada influencia diretamente a
producao de H; durante a fermentagdo, uma vez que o acumulo excessivo de gas eleva a
pressao parcial de Ho, podendo inibir a atividade da enzima hidrogenase e redirecionar as
vias metabdlicas para processos como solventogénese ou homoacetogénese, deslocando
o equilibrio reacional de formagdo para consumo de H>. Em contraste, estratégias de
alivio ou controle da pressdo interna t€ém demonstrado potencial para aumentar o
rendimento do processo (Cazier et al., 2015; Faber, Meireles e Ferreira-Leitao, 2023;
Fasheun et al., 2024).

Além disso, a integracdo da fermentacdo com processos subsequentes, como
digestdo anaerobia metanogénica ou recuperacao de acidos organicos, tem sido proposta
como estratégia para maximizar a recuperagao energética total do sistema (Bashir et al.,
2025; Sarwani et al., 2019).

Mesmo com todos esses desafios, diversos estudos recentes demonstram o elevado
potencial de residuos agroindustriais e efluentes orgdnicos como substratos para a
producao de H» bioldgico, refor¢ando o alinhamento desse processo com os principios da
economia circular. Residuos ricos em carboidratos facilmente degradaveis, como restos
de frutas e hortaligas, residuos citricolas, efluentes da industria de amido e residuos
lignoceluldsicos pré-tratados, tém apresentado rendimentos promissores de H> (Menezes
et al., 2024; Sarwani et al., 2019). A literatura também relata diversos trabalhos de
produgdo de H; por fermentagdo usando o POME como matéria-prima. Akhbari e
colaboradores (2019) avaliaram o processo em batelada e, por meio de modelagem via
metodologia de superficie de resposta, obtiveram rendimento maximo de cerca de 3,63
mol Hz/mol glicose equivalente, com remoc¢ao de DQO de 58,3% apds 24 h, sob pH 6,0
e temperatura de 35—40 °C, evidenciando o potencial do efluente como fonte de carbono
para geragdo de H> (Akhbari ef al., 2019). Em sistemas continuos, o uso de POME em
biorreatores termofilicos também mostrou desempenho promissor. Em um reator UASFF
(sigla do inglés upflow anaerobic sludge fixed film) operado entre 37 e 57 °C, sem adigao
de outros substratos, o POME foi convertido em H com rendimento de 0,95 L
H2/gpqoremovida, taxa de producao de 10,39 L/d e remogao de DQO de 35,9%, confirmando
a viabilidade do tratamento simultaneo do efluente e recuperagdo energética (Zainal et
al., 2022). Um estudo de pré-tratamento quimico comparativo mostrou que o Uuso

de HsPOa4 2,5% (m/v) em POME aumentou a concentragdo de carboidratos soluveis em
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70% e o rendimento de H> em 2,35 vezes em relacdo ao POME in natura (Arisht et al.,
2022). Em batelada, as melhores condi¢des (pH 5,5, 60 °C) geraram 1,69 mol H2/mol
carboidrato total e 0,208 mmol/L.h, enquanto em reator CSTR continuo, nas mesmas
condig¢des, o rendimento foi 50% maior.

Sendo assim, a producao biologica de H; a partir de residuos e efluentes organicos
representa uma rota promissora e ambientalmente sustentavel, a0 mesmo tempo em que
contribui para a reduc¢ao da polui¢do, mitigacdo de emissdes de GEEs e diversifica¢do da
matriz energética. A consolidacdo dessa tecnologia depende do avango em pesquisas
voltadas a otimizagdo de processos, integracdo em biorrefinarias e avaliacao técnico-

econOmica em escala industrial.

2.4 METANO

O metano (CHa4), um hidrocarboneto de cadeia simples, ¢ o principal componente
do gas natural, podendo representar até 90% de sua composi¢do, e possui elevada
densidade energética volumétrica, o que o torna um combustivel estratégico para geragao
de calor, eletricidade e como matéria-prima para a induastria quimica e petroquimica
(Bakkaloglu e Hawkes, 2024). Além de sua ampla utilizacdo na produ¢do de energia, o
CH4 ¢é empregado na sintese de amonia, metanol e H>, sendo um insumo fundamental
para setores como fertilizantes, refino e produgdo de combustiveis sintéticos (Nesterenko
et al., 2023). Nos ultimos anos, o0 CH4 renovavel, especialmente sob a forma de biogas e
biometano, tem ganhado relevancia no contexto da transicdo energética. O biometano,
obtido a partir da purificacdo do biogas, apresenta composicdo semelhante a do gés
natural fossil e pode ser injetado em redes de distribuigdo existentes ou utilizado
diretamente em motores, caldeiras e sistemas de cogeragdo, bem como em aplicagdes
veiculares (Bakkaloglu e Hawkes, 2024). Essa compatibilidade confere ao biometano
uma grande vantagem competitiva frente a outros combustiveis renovaveis, ao permitir a
utilizacdo de infraestruturas ja estabelecidas. No Brasil, a exigéncia de qualidade do
biometano para inje¢ao em redes de gas natural ou para uso veicular esta regulada pela
ANP por meio das Resolugdes ANP n° 886/2022 e ANP n° 906/2022. Essas resolugdes
estabelecem especificacdes de composicdo do biometano, incluindo o conteiido minimo
de CHa4, para que o biogés purificado seja reconhecido como biometano e possa ser
injetado na malha de gas natural ou ser comercializado como combustivel no pais

(BRASIL, 2025b). Segundo a regulamentagdo atual, para que o biogas purificado seja
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classificado como “biometano” no Brasil e, por consequéncia, seja elegivel para inje¢ao
e comercializagdo, ele deve conter teor de metano superior a 90 % de sua composi¢ao
volumétrica, com limites estritos para diéxido de carbono e outras impurezas.

Nesse contexto, o Brasil detém um potencial técnico estimado de cerca de 84,6
bilhdes de m? de biogas por ano, derivado de uma diversidade de residuos agroindustriais,
urbanos e pecuarios, o que representa uma importante oportunidade de contribui¢ao para
a seguranga energética e reducdo de emissdes de GEEs (Fernandez et al, 2026).
Entretanto, no ano de 2024, a capacidade instalada em operagdo era de 4,7 bilhdes de Nm?
por ano (CIBiogas, 2025), o que representa apenas 5,6% do potencial técnico estimado,
evidenciando um subaproveitamento significativo dos recursos disponiveis € uma
oportunidade estratégica para fortalecer a matriz energética e promover a
sustentabilidade.

No ambito regulatério e legislativo, o pais tem estruturado um arcabouco juridico
progressivo para fomentar a producgdo e utilizacdo de biogds e biometano. O Decreto n°
11.003/2022 instituiu a Estratégia Federal de Incentivo ao Uso Sustentavel de Biogas e
Biometano, com o objetivo de reduzir emissoes de CHa, incentivar agdes de implantagao
de biodigestores, sistemas de purificacao de biogas e fomentar a pesquisa cientifica e
tecnologica no setor (BRASIL, 2022a). A Lei n°® 14.993/2024, conhecida como Lei do
Combustivel do Futuro, ampliou esse arcabougo ao instituir o Programa Nacional de
Descarbonizac¢ao do Produtor e Importador de Gas Natural e de Incentivo ao Biometano,
que estimula a pesquisa, producdo, comercializacdo e uso de biometano na matriz
energética brasileira, com metas anuais de reducdo de emissdes de GEEs a partir de 2026,
iniciando em 1% e podendo alcangar até 10% (BRASIL, 2024c).

Dentro dessas politicas publicas, destaca-se o Programa Metano Zero, que visa
promover a produgdo sustentavel de biogds e biometano a partir de residuos organicos
urbanos ¢ rurais, com linhas de crédito, facilitagdo de acesso a financiamento e estimulos
fiscais, incluindo a inclus@o de projetos de biometano no Regime Especial de Incentivos
para o Desenvolvimento da Infraestrutra, com suspensdo de PIS/COFINS na aquisi¢ao de
equipamentos e materiais (BRASIL, 2022b). Além disso, iniciativas como o Projeto de
Fomento ao Aproveitamento Energético de Biogas no Brasil (PROBIOGAS), resultado
de cooperagdo entre governos brasileiro e alemao, atuam na melhoria das condic¢des
regulatdrias, integragdo entre pesquisa e industria e capacitagdo de profissionais,
fortalecendo a cadeia nacional de tecnologia em biogas e biometano (BRASIL, 2023).

Recentemente, iniciativas legislativas em tramitacdo no Congresso também buscam
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incluir o biogas entre os incentivos a energia renovavel para pequenos produtores,
incentivando a geracdo descentralizada e o acesso a tecnologias por agricultores
familiares (BRASIL, 2025c).

No panorama industrial e empresarial, a produc¢ao biologica de CH4 no Brasil ¢
caracterizada por um nimero crescente de plantas e empresas no setor. Dados da ANP
indicam a existéncia de diversas plantas de biometano autorizadas e em constru¢do em
diferentes estados, evidenciando um movimento de expansdo do setor e de diversificagao
de matérias-primas para além de residuos urbanos, incluindo subprodutos agroindustriais
(Portal Energia e Biogés, 2025). Pelo mapa da Figura 7A, ¢ possivel perceber que a maior

parte das 18 instalagdes autorizadas estd concentrada nas regides Sul e Sudeste do pais.

Figura 7 — Producao de biometano no Brasil. (A) Localizag¢ao das instalagdes autorizadas no

pais e (B) volume de matéria-prima processada e de biometano produzido de 2020 a 2025.
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Além disso, a Figura 7B indica que a producdo de biometano apresentou
crescimento expressivo entre 2020 e 2025, com aumento de aproximadamente 104%.
Observa-se também o aumento da eficiéncia de aproveitamento da matéria-prima, com
incremento do volume de biometano produzido de 0,29 para 0,42 m*/LL de matéria-prima
processada.

Algumas empresas envolvidas neste setor sdo especializadas, como a ZEG Biogas,
que atua no estado de Sao Paulo com producao e comercializagcdo de biogés e biometano
a partir da DA de residuos organicos. H4 também grandes projetos, como a planta
Biometano Verde Paulinia S.A. (Onebio), fruto de parceria entre grupos empresariais
(Edge e Orizon), com capacidade prevista de até 225.000 m* de biometano por dia,
financiada pelo BNDES com recursos do Fundo Clima e destinados a mitigagdo de
emissoes e expansao da economia de baixo carbono (BNDES, 2024).

Entre os principais entraves tecnoldgicos e de mercado, destacam-se ainda os
elevados custos iniciais de implantagdo de biodigestores e plantas de purificacdo, a
necessidade de maior infraestrutura logistica para distribuicdo de biometano
(especialmente para mercados fora da malha de gas natural), e a adaptagdo das tecnologias
a escalas diversificadas de producao, desde pequenos sistemas rurais até grandes unidades
industriais (Bueno et al., 2025). Apesar desses desafios, a combinagdo de politicas
publicas, incentivos fiscais, programas de cooperagao internacional, expansdo de plantas
autorizadas e iniciativas privadas tem contribuido para consolidar o Brasil como um
ambiente promissor para a producao biologica de CHs no contexto de transi¢ao energética
€ economia circular.

Do ponto de vista climatico, o CH4 desempenha um papel dual na transi¢do
energética. Por um lado, quando liberado diretamente a atmosfera, ¢ um GEE com
potencial de aquecimento global significativamente superior ao do didxido de carbono a
curto prazo. Por outro, como o CHs tem a maior razdo hidrogénio/carbono entre os
hidrocarbonetos, ao ser queimado, libera menos CO; por unidade de energia gerada
(Equacao 2) quando comparado a outros combustiveis a base de carbono (Tripathi e Dhar,
2022). Ao ser produzido de forma controlada a partir de fontes renovaveis e utilizado
como substituto de combustiveis fosseis, 0 CH4 pode contribuir para a reducdo liquida de
emissdes de GEEs, especialmente ao evitar emissdes associadas a decomposicao de
residuos organicos em aterros e ambientes anaerobios naturais (Qian et al., 2025; Santos,

Costa e Ferreira, 2023).
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CHy+ 20, & CO, + 2 H,0 + 802 k] Equagio (2)

Historicamente, a principal rota de producdo de CH4 tem sido a extragdo de gas
natural fossil, envolvendo atividades de perfuragdo, processamento e transporte,
frequentemente associadas a emissdes de CH4 e impactos ambientais relevantes. Em
contraste, rotas alternativas vém ganhando destaque, incluindo a producdo de CHs
sintético (power-to-methane) e, sobretudo, a producio bioldgica por meio da digestdo
anaerobia (DA), considerada uma das tecnologias mais maduras e amplamente aplicadas
para valorizagdo energética de residuos organicos (Jame et al., 2021; Qian et al., 2025).

A DA ¢ um processo bioldgico no qual consoércios microbianos convertem matéria
organica em biogés, composto tipicamente por 50-70% de CH4 e 30-50% de CO», além
de tragos de outros gases (Jame et al., 2021).

Diversos tipos de residuos organicos t€ém sido explorados como matérias-primas
para a producdo bioldégica de metano, incluindo residuos agroindustriais, residuos
alimentares, dejetos animais, lodos de estagdes de tratamento de esgoto e residuos sélidos
urbanos. Esses materiais apresentam elevado teor de matéria organica biodegradavel,
tornando-se matérias-primas promissoras para geracao de energia renovavel e tratamento
ambiental simultaneo (Qian et al., 2025; Sousa e Rizzatto, 2022).

Apesar dos desafios existentes, a producdo bioldgica de CH4 a partir de residuos e
efluentes organicos configura-se como uma tecnologia consolidada e estratégica no
ambito da economia circular, ao permitir a conversdo de residuos em energia, reduzir a
dependéncia de combustiveis fosseis e mitigar emissoes de GEEs, além de possibilitar a
valorizagdo do digestato como fertilizante agricola, desde que atendidos critérios
ambientais e sanitarios (Santos, Costa e Ferreira, 2023). Nesse contexto, o CHa renovavel,
na forma de biogas ou biometano, destaca-se como um vetor energético relevante na
transi¢do para sistemas de baixa emissao de carbono, integrando de maneira eficiente a

gestao de residuos, a producao de energia e o desenvolvimento sustentavel.

3 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por fontes renovaveis e a necessidade de valorizagao de
residuos agroindustriais tornam estratégico o estudo da producao biologica de H> e CH4
a partir do POME. O Brasil gera aproximadamente 1,8 milhao de toneladas de POME por

ano, com forte concentragdo no estado do Par4, principal polo nacional da cadeia do 6leo
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de palma. Apesar desse expressivo potencial energético, a regido ainda nao dispde de
plantas dedicadas a producdo bioldgica de H> ou CH4, 0 que evidencia uma lacuna
tecnologica e de infraestrutura no aproveitamento energético desse efluente.
Considerando que o POME apresenta elevada carga organica e alto potencial bioquimico
de conversdo, sua utilizagao em processos biologicos, como fermentagdo para produgao
de H> seguida de digestdo anaerdbia para geracdo de CHa, configura uma alternativa
promissora sob a perspectiva ambiental e energética. Além de mitigar impactos
ambientais associados ao descarte inadequado do efluente, a energia produzida poderia
suprir total ou parcialmente as proprias plantas de processamento de 6leo de palma e
contribuir para o abastecimento energético das comunidades locais, promovendo o
desenvolvimento regional, a reducdo de emissdes de GEE e o fortalecimento da

bioeconomia amazonica.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo bioldgica de Ho e CHs

utilizando POME como matéria-prima e lodo anaerébio como indculo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar o indculo e a matéria-prima, a saber, lodo anaerébio e 0o POME;

e Avaliar a necessidade do pré-tratamento do indculo para a producao de Hp;

e Avaliar a influéncia da microbiota nativa do POME e a necessidade de tratamento
deste material previamente a fermentacao;

e Determinar a carga organica inicial para fermentacao;

e Comparar a fermentacao em condigdes mesofilica e termofilica;

e Avaliar a estratégia de alivio de pressdo do reator durante a fermentagao;

e Avaliar a producgdo de Hz em reatores manométricos de vidro de 300 mL, 600 mL
e 1100 mL e em reator STR (sigla do inglés stirred tank reactor) de 7000 mL;

e Comparar a digestao anaerobia de POME nas abordagens direta e sequencial para

producdo de CHa.
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5 MATERIAIS E METODOS

As atividades experimentais foram conduzidas de acordo com o esquema

representado na Figura 8.

Figura 8 — Esquema representativo das atividades experimentais realizadas nesta dissertacéo e
das perguntas associadas as definicdes necessarias para as etapas subsequentes.
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5.1 ORIGEM E CARACTERIZACAO DO INOCULO

O lodo anaerébio usado como indculo para a producao de H> e CH4 foi obtido de
um digestor anaerobio localizado em uma esta¢do de tratamento de esgoto no Rio de
Janeiro, Brasil. O inoculo foi caracterizado quanto aos solidos suspensos totais (SST),
solidos suspensos volateis (SSV), sélidos suspensos fixos (SSF) e demanda quimica de
oxigénio (DQO), seguindo métodos padrao (APHA, 2005). A fim de conhecer o in6culo
de forma mais aprofundada, a amostra também foi analisada pela empresa Oceanus
quanto aos seguintes parametros: DBO (SMWW 5210 B), carbono (SMWW 5310 B),
nitrogénio (ASTM D5176-08 e SMWW 4500-NH3 F), enxofre (SMWW 4500-SO4-2 E),
0leos e graxas (SMWW 5520 D), e fosforo, potassio, calcio magnésio, cobre e zinco (EPA

6020 B/200.8).

5.2 ORIGEM E CARACTERIZACAO DO POME
O POME foi fornecido por uma empresa brasileira de 6leo de palma. O efluente foi
coletado no estado do Pard, Brasil, e, para preservar suas caracteristicas fisico-quimicas,

armazenado a 4 °C até o uso.

5.2.1 Parametros Fisico-Quimicos

O efluente foi caracterizado quanto a solidos suspensos totais (SST), solidos
suspensos volateis (SSV), sélidos suspensos fixos (SSF) e demanda quimica de oxigénio
(DQO), seguindo métodos padrao (APHA, 2005). A fim de conhecer a matéria-prima de
forma mais aprofundada, a amostra também foi analisada pela empresa Oceanus quanto
aos seguintes parametros: DBO (SMWW 5210 B), carbono (SMWW 5310 B), nitrogénio
(ASTM D5176-08 e SMWW 4500-NH3 F), enxofre (SMWW 4500-SO4-2 E), 6lcos ¢
graxas (SMWW 5520 D), e fosforo, potassio, calcio magnésio, cobre e zinco (EPA 6020
B/200.8). Além disso, o POME também foi caracterizado por HPLC e microCG conforme

descrito na secao 5.5.

5.2.2 Técnica de Microgota
Tendo em vista a hipdtese de 0 POME possuir uma microbiota nativa capaz de
influenciar o processo de fermentacdo, foi realizado o ensaio de plaqueamento por

microgotas. Essa metodologia tem por objetivo quantificar os micro-organismos
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presentes em determinada amostra, de forma econdmica em termos materiais e de tempo
(Barbosa et al., 1995).

Foram preparadas placas contendo meio de cultura PDA (sigla do inglés potato
dextrose agar) para o crescimento de fungos e meio TSA (sigla do inglés tryptone soy
agar) para o crescimento de bactérias que, apds dilui¢des seriadas de 107! a 10 e
plaqueamento das amostras, foram incubadas em estufa a 32 °C por 196 horas. Durante
esse tempo, as placas foram retiradas periodicamente da incubadora e analisadas quanto
a presenca de unidades formadoras de colonia (UFC).

Foram inoculadas placas em triplicata com amostras de POME in natura e POME

pré-tratado (100 °C, 60 min).

5.3 ENSAIOS DE FERMENTACAO DE POME

5.3.1 Condicoes Gerais de Fermentacao

Para todos os ensaios de produgdo de H», o meio foi preparado de modo a atingir
uma concentracao de lodo de 10 gssv/L e o pH foi ajustado para 5,5, o qual favorece a
atividade das bactérias produtoras de Hz, usando NaOH 10 M. Em triplicata, os reatores
foram preenchidos com meio até 45% de seu volume total, deixando 55% de espaco livre.
Antes do inicio do processo, os reatores foram purgados com Nz por 1 minuto para
garantir um ambiente anaerobio. No caso dos experimentos em reatores manométricos de
vidro (Figura 9A), estes foram incubados em shaker sob agitacdo orbital a 160 rpm. No
caso do reator do tipo STR (sigla do inglés stirred tank reactor), como o mecanismo de
agitacdo ¢ por pas (Figura 9B), foi feita uma avaliacdo preliminar (sem réplicas) da

velocidade de agitagdao considerando os valores de 100, 160 e 300 rpm.
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Figura 9 — Imagens dos reatores utilizados nos experimentos. (A) Reatores manométricos de
vidro de 300, 600 ¢ 1100 mL e (B) reator STR de 7000 mL.

& @&

300 mL 600 mL 1100 mL

Fonte: Acervo do autor.

Durante os ensaios, amostras liquidas foram coletadas periodicamente e analisadas
conforme descrito na se¢ao 5.5. Amostras gasosas também foram coletadas ao longo dos

ensaios ¢ analisadas conforme descrito na se¢do 5.5.

5.3.2 Efeito do Pré-Tratamento do In6culo no Desempenho da Fermentaciao

Para avaliar a influéncia do pré-tratamento térmico do indéculo na produgdo de Hy a
partir de POME, o lodo anaerdbio foi aquecido a 65 °C durante 30 minutos e depois
deixado resfriar até a temperatura ambiente (Fasheun et al., 2024). Foram realizados
experimentos em reatores manométricos de vidro de 300 mL, os quais foram preenchidos
com POME e lodo anaerébio pré-tratado ou in natura, na propor¢ao DQOpome:SSViobo
de 1:1, correspondendo a carga organica inicial de 10 gpoo/L e incubados a 35 °C por 24

horas. As demais condigdes estdo descritas na se¢ao 5.3.1.

5.3.3 Avaliacdo da Necessidade de Pré-Tratamento do POME para a Produciao de
Hidrogénio

Para avaliar o potencial de producdo de H> da microbiota nativa do POME, foram
realizados experimentos em reatores manométricos de vidro de 300 mL, os quais foram
preenchidos apenas com 135 mL de POME diluido a uma concentragdo de 10 gpgo/L e
incubados a 35 °C, sem adicdo de in6culo, por 24 horas. As demais condicdes estdo

descritas na sec¢ao 5.3.1.
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Para avaliar o impacto da microbiota nativa do POME na producao de H», foram
realizados experimentos em reatores manométricos de vidro de 300 mL, os quais foram
preenchidos com 135 mL de POME pré-tratado (100 °C, 60 min) ou in natura e lodo
anaerobio pré-tratado, carga organica inicial de 10 gpgo/L e incubados a 35 °C por 40

horas. As demais condigdes estdo descritas na se¢ao 5.3.1.

5.3.4 Influéncia da Carga Organica Inicial na Produciao de Hidrogénio

Para avaliar o impacto da carga organica inicial na producao de H», foram realizados
experimentos em reatores manométricos de vidro de 300 mL e cargas orgénicas iniciais
de 10, 20 ou 30 gpqo/L. de POME, os quais foram preenchidos com 135 mL de POME e
lodo anaerdbio pré-tratado e incubados a 35 °C por 24 horas. As demais condigdes estao

descritas na secao 5.3.1.

5.3.5 Efeito da Temperatura na Producio de Hidrogénio

Para avaliar a influéncia da temperatura da fermentacdo na produgdo de H», foram
realizados ensaios utilizando reatores manomeétricos de vidro de 300 mL, os quais foram
operados a 35 °C (condi¢ao mesofilica) ou 50 °C (condi¢ao termofilica). Os reatores
foram preenchidos com 135 mL de POME e lodo anaerdbio pré-tratado, cargas organicas
iniciais de 10 e 30 gpoo/L e incubados a 35 °C por 22 horas. As demais condi¢des estao

descritas na se¢do 5.3.1.

5.3.6 Influéncia da Pressio Interna do Reator na Producio de Hidrogénio

Para investigar o efeito da pressdo sobre a fermentagao, foram utilizados reatores
manométricos de vidro de 300 mL, os quais foram preenchidos com 135 mL de POME e
lodo anaerdbio pré-tratado, cargas organicas iniciais de 30 e 40 gpqo/L e incubados a 35
°C por 44 horas. As demais condi¢cdes estdo descritas na se¢do 5.3.1. Durante a
fermentagdo, a medida que a producdo de gas aumentava a pressdo interna, duas
condi¢gdes foram testadas. Na primeira condi¢do, foi permitido o acumulo do gas
produzido durante a fermentacdo, e apenas o volume de gas necessario para analise
cromatografica (CG) foi retirado. Na segunda condig¢ao (alivio de pressao), em cada ponto

de amostragem, a pressao manométrica do reator foi aliviada para 0,3 bar.
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5.3.7 Ensaios de Producio de Hidrogénio em Diferentes Volumes de Reator

Para avaliacdo preliminar da escalabilidade do processo, a fermentacdo do POME
foi conduzida em reatores manométricos de vidro de 600 ¢ 1100 mL, mantendo-se as
condig¢des previamente determinadas em reatores de 300 mL, bem como em reator STR

com volume de 7000 mL e agitagdo mecanica por pas.

5.4 PRODUCAO DE METANO A PARTIR DO POME

Para todos os ensaios de producao de CH4, 0 meio foi preparado de modo a atingir
uma concentragdo de matéria-prima de 18 gpqo/L, concentracdo de lodo anaerdbio in
natura de 6 gssv/L e o pH foi ajustado para 7,0, o qual favorece a atividade das arqueias
metanogénicas, usando NaOH 10 M. Em triplicata, os reatores foram preenchidos com
meio até 45% de seu volume total, deixando 55% de espago livre. Antes do inicio do
processo, os reatores foram purgados com N: para garantir um ambiente anaerobio e
mantidos a uma temperatura constante de 35 °C por 63 dias, sem agitacao.

Durante os ensaios, amostras liquidas foram coletadas periodicamente e analisadas
conforme descrito na se¢ao 5.5. Amostras gasosas também foram coletadas ao longo dos
ensaios ¢ analisadas conforme descrito na se¢do 5.5.

O efluente da produgdo de hidrogénio (EPH) foi coletado como sobrenadante do
efluente do processo de fermentagdo (40 gpqo/L, 35 °C) por centrifugagao a 4.500 rpm
durante 10 minutos. O EPH foi utilizado como matéria-prima do ensaio de digestao
sequencial em reatores manométricos de vidro de 300 mL. Também foi realizado um
ensaio preliminar por 35 dias em reator STR de 7000 mL, mantendo-se as condi¢des
anteriores.

O ensaio de digestao direta foi realizado em reatores manométricos de vidro de 300

mL utilizando POME como matéria-prima.

5.5 METODOS ANALITICOS

A composicao dos gases produzidos nos processos de fermentagdo (H2 e CO2) e
digestao anaerdbia (CH4 e CO») foi determinada utilizando um sistema Micro GC 990 da
Agilent Technologies, equipado com um detector de condutividade térmica (TCD),
utilizando as colunas HP-PLOT U (3 m x 0,320 mm x 30 um) a 90 °C, tendo hélio como
gas de arraste, ¢ HP-PLOT Molecular sieve 5V (10 m x 0,32 mm x 12 pm) a 100 °C,
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tendo nitrogénio como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de 90 °C ¢ a
temperatura de entrada da amostra de 110 °C (Fasheun et al., 2024).

Os acidos palmitico e oleico foram analisados por cromatografia gasosa utilizando
um sistema Agilent Technologies 7890B com detector de ionizagao de chama (FID),
conforme descrito por Garritano (2017).

O teor de SSV e a DQO foram medidos de acordo com os métodos padrao (APHA,
2005). Os agucares redutores foram quantificados utilizando o método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (Vasconcelos, Pinto e Aragao, 2013), e a concentragdo de glicose foi
determinada utilizando o kit de glicose oxidase QUIMIGLIX OX (Ebram).

Para quantificar os metabdlitos soluveis, os efluentes de fermentagao e de digestao
foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos e filtrados através de uma membrana
Millipore de 0,22 um. As amostras foram injetadas em um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) da série Nexera (Shimadzu). O sistema foi equipado
com uma coluna Aminex HPX-87H (BioRad) mantida a 55 °C. A fase moével consistiu
em H>SO4 5 mM, fornecida a uma vazao de 0,6 mL/min. Um detector de indice de
refracao (RID) foi utilizado para medir &cido acético, acido butirico, glicerol e 1,3-

propanodiol.

5.6 CALCULOS
5.6.1 Calculo do Volume de Gas Produzido

O volume de gas normalizado foi determinado com base na equagdo de expansao
isotérmica, considerando o comportamento de gés ideal e aplicando o principio da

conservagao da energia interna., conforme descrito na equagao (3).

Vi . = PmanXVpsXTh
biogas PatmX(Tn+T)

Equagao (3)
Onde: Pam representa a pressdo atmosférica, Pman denota a pressdo manomeétrica,
Vs corresponde ao volume de espago livre no reator, Tn € a temperatura nas CNTP (273

K), T ¢ a temperatura do ensaio e Vyiogss S€ refere ao volume de biogas normalizado.



51

5.6.2 Calculo dos Parametros Cinéticos
O modelo matematico representado pela equagdo (4), conhecida como equagdo de
Gompertz modificada, foi empregado para estimar os parametros cinéticos da produgao

de H> e CH4 (Barrera-Quintero et al., 2017).

Rmax X e _
H(t) = Hypgy exp_eXp[ Hmax 0”0+ Equagio (4)

Onde: H ¢ a produgdo especifica de biogas (N-mL/L); Hmax ¢ 0 volume especifico
maximo acumulado (N-mL/L); Rmax ¢ a taxa méxima de producao de biogas (N-mL/L.h
ou N-mL/L.dia); t € o tempo de incubacao (h ou dia); Ao € a fase adaptativa (h ou dia); e

¢ a constante de Euler (2,71828).

5.6.3 Calculo do Potencial Energético
Os potenciais energéticos do Ha e do CHs produzidos foram calculados de acordo

com a equacao (5) a seguir:

__ VgasXpgasXPCl gss
p DQO;

€ Equagao (5)

Onde: g, € o potencial energetico (kJ/gpqo), Vyss € 0 volume de gas produzido (m?), pyss
¢ a densidade do gas (g/L), PCly4s € o poder calorifico inferior do gas (kJ/kg), e DQOi €
a massa de DQO adicionada ao reator (g). A densidade e o poder calorifico adotados para

calcular o potencial energético foram, respectivamente, 0,09 g/L e 120 kJ/g para H, e

0,72 g/L e 50 kJ/g para CH4 (Yu e Mandi, 2021).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO DO LODO ANAEROBIO

Nesta dissertagdo, utilizou-se como inoculo o lodo anaerébio proveniente de uma

estacdo de tratamento de esgoto da cidade do Rio de Janeiro (Figura 10).
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Figura 10 — Imagens do (A) digestor anaerdbio da estacéo de tratamento de esgoto, (B) ponto de
coleta e (C) lodo anerdbio coletado.

(A)

|

Fonte: Acervo do laboratorio.

Apos a coleta, o lodo foi armazenado a temperatura ambiente e caracterizado de
acordo com a descricdo da secdo 5.1. Os resultados desta caracterizacdo estdao

sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas do lodo anaerdbio usado neste trabalho.

Parimetro Unidade Valor
pH - 7,1£0,1
SST g/L 47,82 + 3,28
SSF g/L 16,09 + 1,25
SSv g/L 31,73 +£2,04
DQO total g/L 85,02 +3,27
DQO solavel g/L 0,61
DBO total g/L 4,36
DBO soluvel g/L 0,27
Carbono total g/L 11,13
Carbono solavel g/L 0,33
Carbono orgénico total g/L 1,03
Carbono organico soluvel g/L 0,13
Nitrogénio total g/L 0,78
Nitrogénio soluvel g/L 0,59
Nitrogénio amoniacal soltuvel g/L 0,47
Sulfato soluvel mg/L 12
Fésforo inorganico soltvel mg/L 23,01
Oleos e graxas totais mg/L 84
Oleos e graxas soltveis mg/L 10
Fosforo total mg/L 380,02
Fosforo soluvel mg/L 97,94
Potassio total mg/L 128,25
Potassio solavel mg/L 138,22
Calcio total mg/L 580,27
Calcio soluvel mg/L 59,51
Magnésio total mg/L 246,55
Magnésio soluvel mg/L 41,37
Cobre total mg/L 6,98
Cobre soluvel mg/L 0,07
Zinco total mg/L 26,50
Zinco soluvel mg/L 0,23

DQO: demanda quimica de oxigénio; DBO: demanda bioquimica de oxigénio; SSV: solidos suspensos
volateis; SST: solidos suspensos totais; SSF: sélidos suspensos fixos; O&G: dleos e graxas; ART: actcares

redutores totais.

O valor de pH do lodo anaerobio de 7,1 ja era esperado, pois o processo de DA, o
qual ocorre nas estacdes de tratamento de esgoto, acontece em valores de pH proximos
ao neutro (Wang et al., 2023).

O teor de s6lidos suspensos volateis (31,73 g/L) € um indicador indireto da matéria
organica contida no lodo (Arnaiz, Gutierrez e Lebrato, 2006), a qual representa, neste
caso, o teor de células microbianas. Este valor ¢ usado no célculo do volume de lodo que
serd adicionado como indculo da fermentagdo, de modo a ajustar a propor¢ao entre

matéria-prima e micro-organismos no inicio do processo.
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A grande discrepancia entre os valores de DQO total (85,02 g/L) e DQO soluvel
(0,61 g/L) indica que apenas uma parcela infima da matéria organica presente no lodo se
encontra dissolvida. Isso se confirma pela grande diferenca entre os valores de DBO total
(4,36 g/L) e DBO soluvel (0,27 g/L), bem como entre os valores de carbono total (11,13
g/L) e carbono soluvel (0,13 g/L). Sendo assim, a contribui¢do desta matéria organica
para a DQO inicial do processo fermentativo pode ser considerada desprezivel.

Além disso, os teores de micronutrientes soluveis presentes no lodo encontram-se
abaixo de 0,6 g/L. Levando em consideragao que este lodo ¢ diluido cerca de trés vezes
para compor o meio com 10 gssv/L, a contribui¢do desses micronutrientes para a
suplementagdo do meio torna-se ainda menos significativa. Assim, pode-se inferir que o
lodo anaerdbio utilizado neste trabalho atua predominantemente como fonte de micro-

organismos para os processos de fermentacao e DA.

6.2 CARACTERIZACAO DO POME

As etapas de processamento na industria do 6leo de palma afetam as caracteristicas
fisico-quimicas do POME. Essas diferengas estdo relacionadas ao fruto da palma e a
qualidade do 6leo, a complexidade do ciclo sazonal da cultura e as operacdes especificas
de cada setor. Seja em uma grande planta industrial, uma unidade de médio porte, uma
pequena unidade mecanica ou em um processo tradicional, os detalhes da operacao
influenciam as caracteristicas do POME, principalmente no que diz respeito a
esterilizacdo do fruto e ao processamento do 6leo de palma (Mahmod et al., 2022; Mba,
Dumont e Ngadi, 2015a). O POME pode ser gerado em vérias etapas do processo de
producdo do o6leo de palma, incluindo a esterilizagdo de cachos de frutos frescos, a
separacao das cascas e a clarificagao do 6leo prensado (Ong et al., 2021a). O POME
utilizado neste estudo teve origem na esterilizacdo de cachos de frutos frescos e na

separac¢do das cascas dos carogos (Figura 11).
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Figura 11 — Imagens do (A) ponto de coleta do POME e (B) POME coletado.

Fonte: Acervo do laboratorio.

6.2.1 Parametros Fisico-Quimicos
O POME foi extensivamente caracterizado para avaliar suas propriedades fisico-

quimicas e comparar com os dados da literatura, compilados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas do POME usado neste trabalho em comparagao aos dados da literatura.

Parametro Este trabalho Outros trabalhos Referéncias
(11, [2], [3], [4], [5], [6], [7],
pH 4,5 4,21 -495 [8], [9], [10], [11], [12],
[13], [14], [15], [16]
[11, [2], [3], [4], [5], [6], [7],
DQO (g/L) 63,4+3,0 42,00 — 89,59 [8], 9], [10], [11], [12],
[13], [14], [15], [16], [17]
(2], [4], [7], [8], [9], [12],
DBO (g/L) 23,6 20,38 — 50,36
[13]
SSV (g/L) 11,9+0,2 7,71 = 20,00 [5]
11, [21, [51, [81, [91, [ 101,
SST (g/L) 129+0,3 19,61 — 70,32 e
[12], [13], [16]
SSF (g/L) 1,0+0,2 9,31 - 23,00 [51, 181,91, [12], [16]
2], [4], 6], [8], [9], [10],
0&G (g/L) 10,5+3,0 1,93 —-37,89 (2}, 141, 161, {81, [31, [10]
[12], [13], [16]
ART (g/L) 6,10+0,13 0,23 -10,90 [11,112]
1 b 2 b 3 b 4 b 5 b 6 b 8 b
N total (g/L) 1,1 0,06 — 1,48 1) 2}, 131, 141, [31 [el, (&)
[10], [14]
S total (g/L) 0,79 0,50 - 0,60 [18],[19]
K total (g/L) 0,95 Este trabalho
P total (g/L) 0,08 Este trabalho
C total (g/L) 17,65 Este trabalho
Glicose (g/L) 1,60 +£0,10 Este trabalho
Ac. acético (g/L) 0,41 + 0,04 Este trabalho
Ac. butirico (g/L) 2,16+ 0,84 Este trabalho
Ac. palmitico (g/L) 0,78 £0,01 Este trabalho
Ac. oleico (g/L) 1,77 £ 0,02 Este trabalho

DQO: demanda quimica de oxigénio; DBO: demanda bioquimica de oxigénio; SSV: solidos suspensos
volateis; SST: solidos suspensos totais; SSF: solidos suspensos fixos; O&G: 6leos e graxas; ART: agucares
redutores totais. [1] Abdullah et al., 2020; [2] Akhbari, Ibrahim e Ahmad, 2023; [3] Budiman e Wu, 2016;
[4] Chan, Chong e Law, 2012; [5] Domrongpokkaphan, Phalakornkule e Khemkhao, 2021; [6] Garritano
et al., 2017; [7] Jadhav et al., 2024; [8] Kadier et al., 2022; [9] Mohd Yusof, Chan e Chong, 2023; [10]
Prasertsan et al., 2017; [11] Ramoén Vanegas et al., 2024; [12] Rosa et al., 2020; [13] Soo, Wong e Bashir,
2023; [14] Suksong et al., 2020; [15] Wadchasit et al., 2021; [16] Zainal et al., 2020; [17] Akhbari, Ibrahim

e Ahmad, 2023; [18] Kan et al., 2024; [19] Poh, Yong e Chong, 2010.

O efluente apresentou coloracdo amarronzada e forte odor, devido a presenca de

diversos compostos organicos. A concentracio DQO foi de 63,4 g/L, valor que se
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encontra dentro da faixa determinada por estudos anteriores (42 g/L — 89,59 g/L) e
confirma o abundante conteudo organico do POME, confirmando-o como matéria-prima
potencial para a producdo biologica de H> e CHs. Além disso, o valor obtido para a
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), a saber, 23,6 g/L, indica que apenas de 37%
da matéria organica contida no POME ¢ biodegradavel, caracterizando o POME como
um efluente de média biodegradabilidade (Almutairi, 2020).

O teor de glicose (1,60 g/L) e de actcares redutores (6,10 g/L) revela a presenga de
substratos mais prontamente disponiveis para serem metabolizados durante os processos
de producdo de H> e CH4, o que favorece uma atividade mais rapida das bactérias
fermentativas na etapa acidogénica.

O pH do efluente foi de 4,49, um valor ligeiramente acido que estd de acordo com
os valores relatados na literatura (4,21 — 4,95). Essa acidez ¢ atribuida a presenca de
acidos organicos no POME (Gamaralalage, Sawai e Nunoura, 2019), como os acidos
acético (HAc, 0,41 g/L) e butirico (HBut, 2,16 g/L), e os acidos graxos de cadeia longa
palmitico (0,78 g/L) e oleico (1,77 g/L).

O HBut ¢ produzido na acidogénese por bactérias fermentativas e posteriormente
convertido em acetato, H> e CO; por bactérias sintroficas na acetogénese, enquanto o
HAc, principal intermediario da DA, também ¢ formado na acidogénese e ¢ transformado
em CHj4 por arqueias metanogénicas acetoclasticas. Ja os acidos graxos de cadeia longa
sdo inicialmente ativados a seus respectivos acil-CoA e degradados sequencialmente pela
via da B-oxidacdo. Esse mecanismo de B-oxidacgao de &cidos graxos representa uma etapa
critica na sintese microbiana de biogds e ¢ uma das principais vias pelas quais
intermediarios complexos sdo transformados em substratos da metanogénese durante a
DA (Xu et al., 2023).

O POME também possui um conteudo significativo de 6leos e graxas (10,5 g/L), o
qual abrange outras substancias além do acido palmitico e oleico e podem servir de
substrato para a producdo de H, e CHa.

A determinac¢do de SST e SSV do POME resultou em valores de 12,9 g/L e 11,9

g/L, respectivamente, o que indica que aproximadamente 92% dos so6lidos suspensos
totais presentes no POME s3o compostos organicos e potencialmente biodegradaveis.
No entanto, essa fracdo solida contém substratos complexos que podem ndo ser
facilmente acessiveis aos micro-organismos sem um pré-tratamento do efluente
(Akhbari, Chuen e Ibrahim, 2021; Mahmod et al., 2022). A caracterizagao dessa fragao

foi realizada conforme descrito por Sluiter (2012), revelando que, dos 12,9 g de sdlidos
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presentes em 1 L de efluente, 4,27 g eram glicose. Até onde sabemos, este € o primeiro
estudo a realizar esse tipo de caracterizacdo da fragdo sélida do POME. Esses solidos
provavelmente provém da etapa de esteriliza¢do do fruto no inicio do processo industrial
e do processamento do 6leo de palma, o que também explicaria o teor de agtcar soluvel

no POME.

6.2.2 Técnica de Microgota

Os micro-organismos presentes no POME podem competir ou cooperar
simbioticamente, dependendo do seu metabolismo, influenciando a producao de H> por
meio de fermentagdo (Mehi Gaspari Augusto et al., 2024). Para avaliar a microbiota
aerdbia nativa, foi realizado o ensaio de microgota do POME in natura e do POME pré-
tratado (Figura 12) em meio de cultura PDA (sigla do inglés potato dextrose agar) e em

meio TSA (sigla do inglés tryptone soy agar).

Figura 12 — Imagens das placas obtidas no ensaio de microgotas para as amostras de POME in
natura e pré-tratado termicamente, inoculadas em meio PDA (a esquerda) e TSA (a direita),
apos 24 horas (acima) e 196 horas de incubagao (abaixo).

meio PDA meio TSA
24 h

196 h

in natura pré-tratado in natura pré-tratado

Fonte: Acervo do laboratorio.

O ensaio realizado com POME in natura revelou uma microbiota ativa apos 24
horas nos dois meios de cultura avaliados, com uma contagem de 6,95 x 10° UFC em
meio PDA e 1,47 x 10° UFC em meio TSA. Contagens na ordem de 10° UFC indicam
uma populacdo microbiana robusta, tipica de culturas ativas ou amostras com carga

microbiana relevante (Yu et al., 2025). O meio PDA, mais rico em carboidratos e com pH
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acido, normalmente favorece a proliferacdo de fungos (Wang e Kuzyakov, 2024) e
promoveu maior crescimento de micro-organismos do que o meio TSA. Isso sugere que
a microbiota presente se adapta melhor ou cresce mais rapidamente no ambiente de
composi¢ao tipo PDA do que em TSA.

Como nao houve crescimento microbiano no ensaio realizado com POME pré-
tratado (Figura 12), conclui-se que as condigdes de pré-tratamento avaliadas (100 °C, 60
min) foram suficientes para inativar a microbiota aerdbia nativa do POME.
Adicionalmente, na se¢do 6.3.2 foram realizados ensaios que avaliam a necessidade desse

pré-tratamento para a producao de Ho.

6.3 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE FERMENTACAO DE POME MAIS
ADEQUADAS PARA A PRODUCAO DE HIDROGENIO

6.3.1 Efeito do Pré-Tratamento do Indculo no Desempenho da Fermentagao

A selecdo e preparacdo adequadas do indculo estdo entre os fatores criticos que
devem ser avaliados na produgdo de H: por fermentacdo. De forma geral, o pré-
tratamento do lodo anaerdbio costuma aumentar muito o rendimento de Hz, ao suprimir
micro-organismos hidrogenotroficos e enriquecer o indculo com hidrogenogénicos (Hu
et al., 2023; Jalil et al., 2025). Entretanto, ha cendrios em que o pré-tratamento do lodo
ndo se faz necessario (Luo et al., 2010; Penteado et al., 2013). Portanto, o impacto do
pré-tratamento térmico do lodo anaerdbio na produgdo de H» a partir de POME foi

avaliado, utilizando uma carga organica inicial de 10 gpgo/L a 35 °C por 24 horas.

Os resultados demonstraram uma melhora substancial na produ¢do de H» ao usar

lodo anaerdbio pré-tratado termicamente em comparacao ao lodo in natura (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacgao entre a produgdo de H» a partir do POME, usando como indculo lodo
anaerobio in natura ou pré-tratado termicamente (10 gssv/L), carga orgénica inicial de 10
gpqo/L, pH inicial 5,5, agitacdo de 160 rpm a 35 °C por 24 h, em reatores manométricos de
vidro de 300 mL.

Tipo de inéculo Producio especifica de H, (N-mL/L)

Lodo in natura 44 + 21

Lodo pré-tratado termicamente 214 £ 16
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De acordo com os resultados da Tabela 3, o pré-tratamento do lodo proporcionou
uma produgdo especifica de H> quase 5 vezes maior do que a obtida com o lodo ndo
tratado. A melhora observada pode ser atribuida ao enriquecimento seletivo de bactérias
produtoras de H» termorresistentes e formadoras de esporos (por exemplo, do género
Clostridium) (Wang e Yin, 2021), e a supressao de micro-organismos consumidores de
H: (especialmente metanogénicos) que sdo mais sensiveis ao calor (Conrad, 2023). Este
resultado demonstra a importancia do pré-tratamento térmico do lodo anaerébio na
melhoria da produgao de H» a partir de POME. Assim, o pré-tratamento térmico do lodo
foi integrado como procedimento padrao em todos os experimentos subsequentes de

producdo de H> neste trabalho.

6.3.2 Avaliacdo da Necessidade de Pré-Tratamento do POME para a Producio de
Hidrogénio

Para determinar o potencial efeito da microbiota nativa do POME na produg¢ao de
H,, experimentos controle foram realizados com POME (10 gpqo/L) sem a adi¢do de
in6culo. Curiosamente, foram produzidos 163 =27 N-mL/L de H, em 24 horas, indicando
a presenca de micro-organismos produtores de H» no proprio efluente. Esse resultado esta
de acordo com estudos anteriores que isolaram com sucesso micro-organismos produtores
de H> do POME, como o isolado VT-H1 de Enterococcus faecalis (Woraruthai et al., 2024),
Clostridium butyricum Eb6 (Ling, 2009) e Bacillus da cepa PUNAJAN1 (Mishra, 2018).
Aka e coautores, ao investigarem a diversidade de micro-organismos do POME de quatro
localidades geograficas da Costa do Marfim, também relataram a presenca de Clostridium
sp. em amostras de POME, espécies conhecidas por produzirem H> (Aka ef al., 2021).

Para avaliar esse fenomeno mais detalhadamente e determinar se os micro-
organismos nativos competiriam com a microbiota do lodo anaerdbio ou
complementariam sua atividade, foram realizados ensaios comparativos de producio de
H> por 40 horas, usando lodo anaerobio pré-tratado como indculo e POME (30 gpoo/L)

in natura ou pré-tratado termicamente como matéria-prima (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparagio entre a produgdo de H; a partir do POME in natura e pré-tratado
termicamente, usando como inoculo lodo anaerobio pré-tratado termicamente (10 gssv/L), carga
organica inicial de 30 gpqo/L, pH inicial 5,5, agitagdo de 160 rpm a 35 °C por 40 h em reatores
manométricos de vidro de 300 mL.

Producio especifica de H,
Tipo de matéria-prima

(N-mL/L)
POME in natura 800 + 47
POME pré-tratado termicamente 813+ 73

A andlise estatistica da producao cumulativa de H2 em 40 h pelo teste t de Student
ndo mostrou diferenca significativa entre as duas condi¢des (p > 0,05). Esse resultado
revela que, nas condigdes estudadas, a microbiota nativa do POME ndo compete de forma
significativa com os micro-organismos produtores de H» presentes no indculo. A ndo
competi¢ao pode ser atribuida a varios motivos, como uma provavel atividade metabolica
complementar entre as duas popula¢des microbianas ou a dominancia dos anaerdbios do
lodo sobre os micro-organismos nativos do POME, ja que lodos anaerdbios podem
apresentar concentragdes de micro-organismos anaerdbios na ordem de 10!° UFC/g
(Cyprowski et al., 2018).

Portanto, a diferenca insignificante na producao de Hz entre o uso de POME pré-
tratado e in natura implica que a esterilizagdo do efluente, a qual consome muita energia
e aumenta o nivel de complexidade operacional, ¢ desnecessaria para a producao de H»
em larga escala a partir de POME quando se utiliza um in6culo eficaz. Essa observagao
¢ muito importante em termos de economia e viabilidade do processo em ambientes
industriais, pois elimina a necessidade de esterilizacio do POME antes da etapa de

producao de H».

6.3.3 Influéncia da Carga Organica Inicial na Producio de Hidrogénio

A carga organica desempenha um papel muito importante na eficiéncia, rendimento
e produtividade dos sistemas de producao bioldgica de H,. Para determinar a melhor carga
organica para a producdo de H» a partir de POME, foram realizados experimentos com
trés cargas organicas iniciais de 10, 20 e 30 gpqo/L a 35 °C.

A partir da Figura 13, fica evidente que o volume de H> produzido cresceu de forma
significativa com o aumento da carga organica. Apds 24 horas, a carga organica inicial
de 10 gpqo/L proporcionou o volume especifico de 214 = 16 N-mL/L, enquanto com 20

gpqo/L e 30 gpqo/L, o volume de producao de H, aumentou para 331 + 17 N-mL/L e 571
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+ 66 N-mL/L, respectivamente. Isso pode indicar uma correlagdo positiva entre a carga
organica inicial e o volume de produ¢ao de H», ou seja, quanto maior a concentragao de

matéria organica no meio, mais substratos disponiveis para as bactérias produtoras de Ho.

Figura 13 — Produgdo especifica e produtividade de H, utilizando diferentes cargas orgénicas
iniciais (10, 20 e 30 gpgo/L), lodo pré-tratado (10 gssv/L), pH inicial 5,5, agitacdo de 160 rpm a
35 °C por 24 h em reatores manomeétricos de vidro de 300 mL. As barras representam a
produgdo especifica (eixo y esquerdo) e os circulos representam a produtividade (eixo y direito).
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Além disso, observou-se que o aumento da carga organica também aumentou as
taxas de producao de H», conforme indicado pelas produtividades volumétricas de 8,9 +
0,7 N-mL/L-h, 15,7 = 0,8 N-mL/L-h ¢ 27,2 + 3,1 N-mL/L-h a 10, 20 ¢ 30 gpqo/L de
POME, respectivamente (Figura 13). Os resultados indicam um aumento proporcional de
trés vezes na produtividade quando a concentracao inicial de POME ¢ elevada de 10
gpqo/L para 30 gpoo/L, o que sugere que as bactérias produtoras de H, foram capazes de
metabolizar efetivamente as concentragdes aumentadas da matéria-prima sem sofrer
inibigdo severa. Zainal e colaboradores (2020) também reportaram uma taxa de produgao
de H» 3,8 vezes maior ao aumentar a concentracao de POME de 5 gpqo/L para 28 gepoo/L.

Os rendimentos de H> obtidos para as trés cargas organicas avaliadas foram de 21
+2,17+1e 1942 N-mL/L.gpqo para as diferentes concentragdes iniciais de POME (10,
20 e 30 gpqo/L, respectivamente). Notavelmente, ndo houve diferenga estatistica

significativa entre os rendimentos de H> nas cargas organicas de 10 e 30 gpqo/L de acordo
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com o teste t de Student (p > 0,05), mesmo com o aumento no volume e na produtividade
de H». Esses resultados sugerem que, para as cargas organicas avaliadas, a eficiéncia de
conversao dos compostos organicos do POME em H; permaneceu relativamente
constante. O rendimento estavel na carga organica de 30 gpoo/L indica que as bactérias
produtoras de H» podem apresentar vias metabolicas semelhantes em diferentes
concentragdes de POME, sem inibi¢do por substrato. Portanto, a concentracdo de 30
gpqo/L de POME foi selecionada para experimentos adicionais por proporcionar maior
volume de producao de H» e produtividade, além de um rendimento semelhante em
comparacao as demais concentracoes de POME. Além disso, em altas concentragdes de
substrato, pode ser possivel reduzir o consumo de 4gua e o volume do reator para

aplicacdes em larga escala, melhorando assim a viabilidade econdomica do processo.

6.3.4 Efeito da Temperatura na Producio de Hidrogénio

A temperatura ¢ uma variavel importante na fermentagao, que pode ser mesofilica
(30 °C - 45 °C) ou termofilica (50 °C - 70 °C), e afeta 0 metabolismo microbiano, as
atividades enzimaticas e, consequentemente, a eficiéncia da produgao de H, (Maaroff et
al., 2019; Wang e Yin, 2021). As condi¢des termofilicas apresentam vantagens como
menor pressao parcial de Ha, menor risco de contaminagao/inibicao, viscosidade e tensao
superficial reduzidas, o que pode aumentar a decomposicao e a transferéncia de massa
(Yusnitati et al., 2024). No entanto, ao processar ou efluentes com acidos graxos de cadeia
longa, temperaturas mais elevadas podem aumentar sua toxicidade para os micro-
organismos. Por outro lado, condi¢des mesofilicas sdo menos dispendiosas € podem
prevenir a inibi¢ao causada pelo acimulo de acidos graxos de cadeia longa na superficie
dos micro-organismos, o que dificulta a absor¢ao de nutrientes (Elsamadony et al., 2021).

Assim, foram realizados experimentos para verificar se as condi¢des termofilicas
melhorariam ainda mais a producao de H: a partir de POME, cujos resultados constam na
Tabela 5. Para esses ensaios, foram utilizados lodo anaerdbio pré-tratado termicamente
como inoculo, carga organica inicial de 10 e 30 gpqo/L, tempo de fermentagdao de 22

horas a 35 °C e 50 °C.
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Tabela 5 — Comparagdo entre a produgdo de H, a partir do POME em diferentes temperaturas
(35 € 50 °C), usando como inoculo lodo anaerdbio pré-tratado termicamente (10 gssv/L), cargas
organicas iniciais de 10 e 30 gpoo/L, pH inicial 5,5, agitacdo de 160 rpm por 22 h em reatores
manométricos de vidro de 300 mL.

Carga orgéanica inicial Producio especifica de H;  Producéo especifica de H;
(gpqo/L) (N-mL/L) a35°C (N-mL/L) a 50 °C
10 214+ 16 175+ 16
30 625 £45 401 +£3

A producao de H» foi estatisticamente diferente de acordo com o teste t de Student
(p < 0,05) para as duas temperaturas avaliadas: com uma carga organica inicial de 10
gpo/L, o volume especifico produzido a 35 °C foi 22% maior do que o volume obtido
em condic¢des termofilicas, enquanto com 30 gpqo/L essa diferenga foi de 56%.

Esses resultados contrastam com alguns estudos anteriores de producao de H> a
partir do POME. Por exemplo, tanto Seengenyoung e colaboradores (2013) quanto Arisht
et al. (2022) relataram um aumento na producao de H> em condig¢des de termofilia (Arisht
et al., 2022; Seengenyoung, 2013). No entanto, ¢ importante ressaltar que ambos os
trabalhos utilizaram in6culos adaptados a condigdes termofilicas. Sendo assim, a
temperatura de fermentacao ideal depende de muitos parametros, como a composi¢ao da
comunidade microbiana, as caracteristicas da matéria-prima e a adaptacdo do indculo a
condigdes especificas de temperatura.

Neste estudo, o melhor desempenho em condigdes mesofilicas pode ser atribuido a
varios fatores. Primeiro, o lodo anaerobio foi coletado de um digestor anaerdbio
mesofilico, o que implica que a comunidade microbiana estaria naturalmente adaptada a
tais condi¢des. Embora o pré-tratamento térmico permitisse a selecdo de micro-
organismos produtores de H» esporulantes, a fermentacdo subsequente a 35 °C
proporcionaria a essas bactérias condigdes mais favoraveis para recuperacao €
proliferacdo em comparagdo com a temperatura mais alta de 50 °C, que poderia impor
estresse adicional.

Além disso, as condigdes termofilicas exigem um maior aporte de energia para
aquecimento e, portanto, também podem aumentar os custos operacionais. Assim, as
condi¢des mesofilicas podem proporcionar uma dupla vantagem de geracdo aprimorada
de Ha, juntamente com economia de energia, tornando-as economicamente atraentes para
aplicagdes industriais. Com base nesses resultados, os experimentos subsequentes deste

estudo foram conduzidos em condi¢des mesofilicas.
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6.3.5 Influéncia da Pressio Interna do Reator na Producio de Hidrogénio

Além da producao de CH4, 0 H2 pode ser consumido por outras vias metabdlicas
durante a DA. Ele pode ser utilizado para produzir amdnia, sulfeto e 4cido acético por
bactérias redutoras de nitrato, bactérias redutoras de sulfato e bactérias
homoacetogénicas, respectivamente (Saady, 2013b). Um dos desafios para prevenir o
consumo de H> ¢ evitar a homoacetogénese, visto que esse processo € conhecido por
consumir até 45% do H» produzido (Mehi Gaspari Augusto et al., 2024). Portanto, o alivio
da pressao em reatores manométricos em batelada poderia mitigar esse fendomeno,
deslocando o equilibrio e removendo o H; antes que ele fosse consumido.

Neste trabalho foi observado que o alivio de pressdo manométrica no reator

aumentou a producdo especifica de H> (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparagdo entre a produgdo de H; a partir do POME sem alivio e com alivio de
pressdo, usando como indculo lodo anaerobio pré-tratado termicamente (10 gssv/L), carga
organica inicial de 30 gpqo/L, pH inicial 5,5, agitacdo de 160 rpm a 35 °C por até 44 h em

reatores manométricos de vidro de 300 mL.

Producio especifica de H,  Producéo especifica de H;
Condicao de pressao

(N-mL/L) em 24 horas (N-mL/L) em 44 horas
Sem alivio 644 + 45 619+4
Com alivio 663 £ 20 720 + 48

Ao longo de 24 horas com 30 gpgo/L, a producdo especifica de H, do reator em
batelada com alivio de pressao manomeétrica foi ligeiramente superior a obtida sem alivio
de pressdo, porém sem diferenga estatistica pelo teste t de Student (p > 0,05). Apos 44
horas, essa diferenca foi mais significativa: o volume acumulado de H> no reator com
alivio de pressdo continuou a aumentar (atingindo 720 £ 48 N-mL/L), enquanto a
producao de H» sem alivio de pressdao diminuiu (619 + 4 N-mL/L). Esse fendmeno pode
estar associado ao consumo de H» via homoacetogénese e/ou aos principios do equilibrio
quimico, uma vez que a remocao de Hx e CO: estimularia sua produgdo, de acordo com
o principio de Le Chatelier, o qual também ¢ observado em sistemas bioquimicos
(Popovi¢ et al., 2026).

Considerando isso, foi levantada a hipotese de que seria vidvel aumentar a carga
organica inicial para 40 gpqo/L ao utilizar alivio de pressdo, visto que se observou um

aumento na pressao do reator com uma carga organica inicial mais elevada. A Figura 14
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compara a producao de H, com cargas organicas iniciais de 30 gnqo/L e 40 gpqo/L, ambas

com alivio de pressao.

Figura 14 — Produgéo especifica de H; ao longo do tempo em reatores com alivio de presséo,
usando como indculo lodo anaerdbio pré-tratado termicamente (10 gssv/L), cargas orgéanicas
iniciais de POME de 30 e 40 gpqo/L, pH inicial 5,5, agitagdo de 160 rpm a 35 °C por 44 h em
reatores manométricos de vidro de 300 mL. Os quadrados representam os valores experimentais
¢ a linha continua representa o ajuste do modelo de Gompertz.
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Observou-se que, em 16 h, a producao de H> com 40 gpqo/L (567 = 66 N-mL/L) ja
era superior a obtida com 30 gpgo/L (410 + 27 N-mL/L). Ao fim da fermentagdo, essa
diferenga aumentou de forma mais relevante (720 + 48 N-mL/L para 30 gpgo /L e 1305
+ 3 N-mL/L para 40 gpqo/L), com o rendimento também aumentando de 24 + 2 N-
mL/L.gpgo (30 gpgo/L) para 33 = 1 N-mL/L.gpgo (40 gpqo/L). Esses resultados
confirmam que o aumento da carga organica, quando gerenciado adequadamente,
melhora a eficiéncia da produgdo de Ho.

Além disso, a aplica¢do da equacdo de Gompertz modificada (Equacdo 4) aos dados
experimentais apresentou um Otimo ajuste para ambas as cargas organicas iniciais, a
saber, R?=0,991 para 30 gpqo/L € R?= 0,980 para 40 gpqo/L. Isso significa que o modelo
representa bem o processo de producdo de H a partir do POME nas condigdes avaliadas.
Além de uma produgdo maxima quase duas vezes maior (1366 N-mL/L contra 754 N-

mL/L), o modelo também prevé uma menor fase adaptativa para o processo com a maior
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carga organica inicial (1,9 h contra 6,4 h). Por outro lado, a taxa de produgdo maxima
prevista para a fermentagdo com 30 gpoo/L (47,8 mL/L.h) foi cerca de 20% maior do que
a prevista para o processo com 40 gpqo/L (39,6 mL/L.h).

A realizacdo de um experimento em batelada com uma concentragao inicial de 50
gpo/L de POME, mantendo o teor de SSV em 10 g/L, s6 seria vidvel aumentando o
volume total do meio, o que, consequentemente, reduziria o espago livre do reator e
comprometeria a comparabilidade com os demais experimentos. Portanto, 40 gpgo/L esta

muito proximo do limite experimental nas condi¢gdes avaliadas neste trabalho.

6.3.6 Ensaios de Producio de Hidrogénio em Diferentes Volumes de Reator

ApOs a avaliacao dos parametros-chave para a producao de H; a partir de POME,
foram realizados testes de aumento de volume de reator para averiguar o desempenho ¢ a
estabilidade do processo em reatores maiores. Para contribuir com esse desenvolvimento
tecnoldgico, primeiramente foram empregados reatores manométricos de vidro de 600 e
1100 mL, utilizando as condi¢des mais apropriadas determinadas nos experimentos
anteriores: lodo anaerobio pré-tratado termicamente como inoculo, temperatura
mesofilica (35 °C), concentragdo de POME in natura de 40 gpqo/L e estratégia de alivio
de pressdo. A Tabela 8 exibe os principais resultados obtidos para os trés volumes de

reator.

Tabela 7 — Comparag@o entre a producao de H; a partir do POME em reatores manométricos de
vidro de 300, 600 ¢ 1100 mL, usando como indculo lodo pré-tratado termicamente (10 gssv/L),
carga organica inicial de 40 gpqo/L, pH inicial 5,5, agitagdo de 160 rpm a 35 °C por até 44 h.

Producao Parametros do modelo
Volume do experimental 5
reator (mL) (N-mL/L) Himax (N-mL/L)  Rpax (N-mL/L.h) Ao (h) R
300 1305+3 (42 h) 1366,1 39,6 1,85 0,980
600 1402 + 53 (44 h) 1578,1 39,6 1,40 0,988
1100 1284 £40 (44 h) 1294,2 41,6 1,93 0,983

Os altos valores de R? (0,980-0,988) confirmam que o modelo de Gompertz
modificado descreveu adequadamente os dados experimentais. Além disso, os resultados
experimentais indicam que o aumento do volume do reator ndo afetou significativamente
a cinética de producao de H», o que ¢ confirmado pelo fato de a taxa maxima de produgao
(Rmax) ter permanecido similar entre todos os volumes testados (39,6 — 41,6 N-mL/L-h).

O reator de 600 mL apresentou o maior potencial de produg¢ao previsto (1578,1 N-mL/L),
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sugerindo um desempenho ligeiramente melhor na escala intermediaria. A fase adaptativa
(Mo) permaneceu curta em todos os ensaios (1,40 — 1,93 h), indicando rapida adaptagdo
microbiana. De forma geral, os resultados demonstram que o processo ¢ robusto ao
aumento de escala, mantendo um desempenho estavel na producdo de Ho.

Sendo assim, a fermentagdo foi reproduzida em reator STR de 7000 mL nas
condi¢cdes definidas. Além do volume, as diferencas entre este reator e os reatores de
manomeétricos de vidro incluiram os métodos de aquecimento e agitacdo. Enquanto a
temperatura no shaker foi controlada pelo ar dentro de uma camara que € suscetivel a
uma faixa de variagdo mais ampla, o STR utiliza uma camisa para aquecer ¢ um fluido
para resfriar, o que permite um controle de temperatura mais eficiente e estavel.

Além disso, os reatores manométricos de vidro foram incubados em shaker com
agitacdo orbital, enquanto o STR possuia um agitador mecanico por pas (Figura 15),

projetado para manter uma mistura mais homogénea.

Figura 15 — Tipos de agitacdo utilizados nos experimentos. (A) Sistema de agitacdo orbital,
empregado nos experimentos com reatores manométricos de vidro e (B) sistema de agitacdo por

pas, empregado nos experimentos com reator do tipo STR.

Fonte: Acervo do autor.

Como a transi¢ao dos reatores manométricos de vidro para o STR pode apresentar
desafios relacionados ao mecanismo de agitagao, trés diferentes velocidades de agitacao,

100, 160 e 300 rpm, foram avaliadas de forma preliminar. Observou-se que o aumento da
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agitacdo resultou em menor produgdo de H, em 37 h, com valores de 1147, 947 ¢ 838 N-
mL/L, respectivamente. Isso pode estar associado ao fendmeno de formagao de espuma
em velocidades de agitacdo mais elevadas, o que pode levar a dificuldades na
transferéncia de massa durante a fermentagao (Elsamadony et al., 2021).

A uma velocidade de agitagao de 100 rpm e um tempo de fermentagdo de 44 h,
obteve-se um volume especifico de Hy de 1423 + 130 N-mL/L (Figura 16A), e um biogas
com 40% de Hz e 39% de COx. A auséncia de CH4 confirmou a eficécia do pré-tratamento

térmico na inibicao da atividade metanogénica.

Figura 16 — Cinética da fermentagdo do POME a 35 °C durante 44 h, com carga organica
inicial de 40 gpqo/L, agitagdo a 100 rpm em um reator STR de 7000 mL e alivio de presséo. (A)
Produgéo especifica de H, e CO»; (B) concentragdes de glicerol, 1,3-propanodiol, acido acético

e acido butirico, e a evolug¢do do pH no meio.

(A) _
2100 + m  H2 experimental

------- H2 modelo
1800 + o co2

1500 + 2

1200+ e

900 +

300 T

H, e CO, acumulados (N-mL/L)

05— : ; . : :
0 7 14 21 28 35 42
Tempo (h)

3,50 + 1+ 56
3,00 T 54
2,50 T T 52

200 T =— T 5,0

pH

1,50 T — 148

Concentragéo (g/L)

1,00 T 146

0,50 + 144

0,00 4

0 14 20 23 36 44
Tempo (h)

mmm Acido oleico Acido palmitico === Glicose
e HAC m— HBut = Glicerol
- pH



70

A Figura 16B apresenta a concentragao de substratos e metabolitos, e o pH no meio
durante a fermentagdo. O perfil de pH observado durante a fermentagdo exibiu uma
diminuic¢ao gradual do pH inicial de 5,50 para um valor final de pH de 4,70 + 0,02 em 44
horas. Essa reducao do pH ¢ atribuida ao acimulo de acidos graxos volateis (AGVs), que
sao gerados principalmente como produtos metabolicos finais juntamente com H> durante
a fermentacdo. Os acidos acético (HAc) e butirico (HBut) foram os principais AGVs
produzidos, atingindo concentra¢des finais de 1,32 + 0,63 g/L e 1,17 = 0,47 g/L,
respectivamente. Estudos anteriores demonstraram que uma razao molar entre acido
acético e acido butirico (razdo HAc/HBut) superior a 1 indica uma via de fermentagao
acética, enquanto um valor inferior a 1 indica uma via de fermentacdo butirica
(Hosseinzadeh et al., 2022; Wong, Wu e Juan, 2014). Descontando suas concentracdes
iniciais, as concentracoes de HAc e HBut produzidas durante a fermentacao foram de
15,65 mmol/L e 12,03 mmol/L, respectivamente, o que representa uma razao HAc/HBut
de 1,20. Isso implica que mais H> foi produzido a partir da via acética do que da via
butirica, indicando que as condigdes do processo parecem favorecer a rota com o maior
rendimento molar de Ho.

Adicionalmente, a aplicagdo da equacdo de Gompertz modificada (Equagao 4) aos
dados experimentais apresentou um ajuste satisfatorio (R* = 0,976), implicando que o
modelo continua representando bem o processo de producao de H; a partir do POME em
um reator de maior volume. O modelo previu uma fase adaptativa de 1,6 h, a mesma
prevista para o reator de 300 mL. Ja a produgao méxima foi de H> de 1664 N-mL/L, valor
cerca de 11% maior que o previsto para o reator de 300 mL.

Para avaliar de forma mais abrangente a escalabilidade do processo de produgdo de
H; a partir de POME e determinar as implicagdes do aumento de escala no processo, foi
realizada uma comparacao sistematica em diferentes volumes de reator: 300, 600, 1100 e
7000 mL. A Figura 17 apresenta os resultados obtidos nas condi¢des mais promissoras
determinadas nas secOes anteriores: lodo anaerdbio pré-tratado termicamente,
temperatura mesofilica (35 °C), concentracao inicial de POME de 40 gpgo/L e alivio de

pressao.
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Figura 17 — Produgdo de H> a partir de POME, comparando reatores manométricos de vidro
(300, 600 e 1100 mL) e agitagdo orbital (160 rpm) com reator STR (7000 mL) e agitagdo por
pas (100 rpm). A comparagdo inclui a produgdo total de H, (N-mL, barras pretas, eixo y
esquerdo), a produgdo especifica de H, (N-mL/L, barras cinza, eixo y esquerdo) ¢ a
produtividade (N-mL/L.h, circulos brancos, eixo y direito) em 44 h. Condi¢des: pH 5,5, 35 °C,
com alivio de pressdo.
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Como esperado, observou-se um aumento no volume total de producdo de Hz, que
foi proporcional ao aumento no tamanho do reator. Apds 44 horas de fermentagdo, a
producao acumulada de H» foi de 203 + 7 N-mL para reatores de 300 mL, 299 +£ 9 N-mL
para reatores de 600 mL, 632 + 40 N-mL para reatores de 1100 mL e 4642 + 424 N-mL
para o reator de 7000 mL. Além disso, os volumes especificos de producdo de H> nos
reatores foram de 1503 + 55 N-mL/L, 1319 + 4 N-mL/L, 1284 + 40 N-mL/L e 1423 +
130 N-mL/L, respectivamente, ndo apresentando diferenca significativa e indicando
excelente escalabilidade do processo.

Analises adicionais revelaram uma forte rela¢do linear entre o volume do reator ¢ a

produgdo total de Hy, descrita pela Equagdo 6 com um valor de R? de 0,9992.

producao de H> (N-mL) = 0,6599 % volume do reator (mL) Equagao (6)

O alto valor de R? confirmou que a produc¢ao total de H> ¢ linearmente escalavel

com o volume do reator dentro da faixa testada, um resultado que sugere que a aplicagao
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do processo em reatores de maior volume ndo acarretaria perda significativa de eficiéncia.
A produtividade de H> permaneceu estavel em diferentes volumes de reator, com valores
de 33 = 1 N-mL/L-h, 29 + 0,1 N-mL/L-h, 29 = 1 N-mL/L-h e 32 + 3 N-mL/L-h para
reatores de 300, 600, 1100 e 7000 mL, respectivamente. O aumento de escala nao
influenciou a cinética da reacdao, um sinal promissor para futuras aplicagdes em escala
industrial, contribuindo para a melhoria do gerenciamento de residuos e a geracdo de
energia renovavel em regides produtoras de 6leo de palma.

No entanto, ¢ importante notar que o aumento da escala laboratorial para dimensdes
industriais pode introduzir desafios adicionais ndo considerados neste trabalho. Tais
desafios incluem limitagdes de transferéncia de calor e massa em reatores muito grandes,
maior demanda de energia para mistura e controle de temperatura, e possivel
heterogeneidade na distribuicao do substrato e na atividade microbiana (Chezeau e Vial,
2019). Esses aspectos devem ser considerados em estudos futuros para garantir que a
produgdo bioldgica de H> a partir de POME seja viavel em escala industrial.

A Tabela 8 apresenta uma comparacdo dos rendimentos de producao de H> obtidos
a partir da fermentacao em batelada do POME, os quais foram relatados neste estudo e

na literatura.
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Tabela 8 — Comparagido dos rendimentos da produgao biologica de hidrogénio a partir de POME e parametros de processo em sistemas em batelada: dados
deste estudo e de relatos da literatura.

Pré-tratamento ' o Pré-tratamento Carga 'or.gﬁnica Temperaturil de Rendimento de Ha o
Origem do in6culo inicial fermentagdo Neml/ Referéncia
do POME do in6culo (2p0o/L) (°C) (N-mL/gnco)

Estac¢do de tratamento
- anaerobia operada em uma Térmico - 35 9
industria de 6leo de palma.

(Mohammadi et
al.,2011)

(Zainal et al.,

Decantagdo Lagoa anaerdbia de POME Térmico 17 50 24%* 2018b)
quro}1§e Digestor anaerobio de estagdo Acido 20 35 58 (Garritano, Sa, de,
enzimatica de tratamento de esgoto etal.,2017)

Digestor anaerdbio de estacao .
- & ¢ Térmico 40 35 36 Este estudo
de tratamento de esgoto

Todos os dados foram transformados de mL/gpgo ou mmol/gpgo para N-mL/gpgo com dados dos manuscritos.

>X<I\I'l'nL/gDQO-consumida-
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Zainal e colaboradores (2018a) avaliaram a producao de H> variando a temperatura
(30-50 °C), a propor¢do de indculo e o tempo de fermentacdo (8-24 h), usando uma
metodologia de superficie de resposta para o planejamento dos experimentos. A melhor
condig¢do obtida foi de 24 N-mL/gpgo em 8 h de fermentacao a 50 °C. Os autores também
observaram que o melhor rendimento foi obtido com concentracdes de POME abaixo de 20
gpqo/L. Cabe destacar que o POME utilizado foi previamente submetido a um processo de
decantacdo, responsavel pela remogdo de grande parte dos solidos suspensos e pela
manutengao da fracdo organica ja solubilizada, mais prontamente assimilavel pelos micro-
organismos. Essa caracteristica pode justificar o menor tempo de fermentacao observado em
comparagdo ao presente estudo (44 h), uma vez que a disponibilidade imediata de substratos
soluveis tende a acelerar a atividade metabolica acidogénica.

Ainda assim, o rendimento obtido no presente trabalho foi 50% superior, mesmo
utilizando um meio com concentragdo de POME cerca de duas vezes maior. As diferencas
observadas entre os resultados podem estar relacionadas ndo apenas as caracteristicas
especificas do POME, mas também as particularidades do indculo, como composi¢ao
microbiana e adaptagdo aos substratos, e condi¢cdes operacionais distintas, como estratégia
de alivio de pressao.

Mohammadi e colaboradores (2011b) estudaram diferentes pré-tratamentos (quimico,
acido, choque térmico, alcalino, congelamento e descongelamento) em lodo anaerobio para
fermentagao com POME. O melhor rendimento foi obtido com lodo pré-tratado por choque
térmico (9 N-mL/gpqo), 0 que corroboraria o pré-tratamento térmico utilizado no presente
trabalho. Entretanto, esse valor de rendimento ¢ significativamente inferior aos demais
relatados na literatura, indicando a existéncia de uma lacuna no ajuste de outros parametros
do processo fermentativo, cuja otimizagdo ¢ essencial para alcangar desempenhos mais
satisfatorios.

Garritano et al. (2017) investigaram o pré-tratamento de POME com uma preparagao
enzimatica vegetal extraida de sementes dormentes de mamona (Ricinus communis L.), 0
que aumentou o rendimento de H2 (58 N-mL/gpqo) e diminuiu a fase adaptativa em 50% em
compara¢do com o controle. Embora o rendimento reportado tenha sido 61% superior ao
obtido neste estudo, a comparagdo deve considerar diferencas importantes nas condigdes
experimentais. O processo citado foi conduzido com uma carga orgénica inicial 50% menor,
o que pode ter reduzido efeitos inibitorios e favorecido o desempenho microbiano. Além
disso, houve adi¢ao de enzimas ao meio fermentativo, o que aumentou a taxa de hidrolise e

a disponibilidade de substratos soluveis, contribuindo para um rendimento mais elevado.
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Outro fator relevante ¢ a diferenca de escala, ja que o estudo comparado utilizou
volume de meio significativamente menor (45 mL) em relacdo aos 3850 mL empregados
neste trabalho. Sistemas menores tendem a apresentar melhor controle operacional e menor
heterogeneidade, o que pode impactar positivamente os resultados. Assim, as distingdes
quanto a carga organica, suplementacdo enzimatica e volume reacional limitam a
comparabilidade direta e reforcam que o presente estudo foi conduzido sob condi¢gdes mais

desafiadoras e proximas de aplicacdes em maior escala.

6.4 PRODUCAO DE METANO A PARTIR DO POME

O efluente da producdo de H> (EPH) a partir de POME foi submetido a uma segunda
etapa de digestdo anaerdbia para avaliar seu potencial metanogénico, aumentando assim a
recuperagao de energia e a estabilizacdo da matéria organica por meio de uma estratégia de
processo sequencial. De forma comparativa, também foi realizada uma DA direta do POME
in natura, partindo de uma mesma carga organica inicial (18 gpgo/L). Os ensaios foram
conduzidos em reatores manométricos de vidro de 300 mL, a 35 °C, com pH inicial de 7,0.

Os perfis de producao cumulativa de CHs4 e CO; sdo apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Comparagdo entre a digestdo anaerobia (A) direta, tendo POME in natura como matéria-

prima, e (B) sequencial, tendo o efluente da fermentacdo do POME como matéria-prima. Ensaios com

duracdo de 63 dias, usando como indculo lodo anaerdbio in natura (6 gssv/L), carga organica inicial de
18 gpqo/L, pH 7,0, a 35 °C, sem agita¢do, em reatores manométricos de vidro de 300 mL.

(B)

4500 aCH4 4500 4 CH4 experimental . A
-------- CH4 modelo A ‘4
ao00 { °C92 4000 + © co2 e 1
_ e
3500 E 3500
2
3000 A| 230001 3
- =}
© &
2500 A O| E 250 i *
¢ g | )
2000 o 1 %, 2000 4 Y '
| % S y | & ¢ ¢ ¢
T | B @ 1 f; _— \ ; 1
1500 o & g 1500 } _ _ ({\. O T 1 T
1000 A 1000 + Ei E) o Ll
o A ,.i;bT :
500 | : 500 +  SFd
+2% 4 S
A% .
0 (i A . : : : : : 0 Liad '
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Tempo (dias) Tempo (dias)

A comparagdo dos perfis de produgdo de gés ao longo da DA indica que, no processo

sequencial, a formacao quantificavel de CHa € observada a partir do sétimo dia de operagao,



76

enquanto na DA direta a produgao significativa desse gas ocorre apenas ap6os o 13° dia. Esses
resultados evidenciam que a configuragdo em duas etapas promove uma redugdo de
aproximadamente 50% na fase adaptativa do processo.

Apos 35 dias, a DA sequencial apresentou uma producao acumulada de CH4 de 3873
+ 361 N-mL/L, valor estatisticamente igual (p > 0,05) ao obtido no 42° dia (4302 + 274 N-
mL/L) de acordo com o teste t de Student, indicando a estabilizagdo do sistema. Em
contraste, a DA direta levou 63 dias para atingir uma produ¢do maxima de 3059 + 128 N-
mL/L. Adicionalmente, o biogas proveniente do processo sequencial apresentou composi¢ao
de 50% de CH4 e 18% de COz, enquanto no processo direto foram observadas concentragdes
de 38% de CH4 e 21% de CO2. Um maior percentual de CH4 no biogas aumenta seu poder
calorifico, elevando o potencial de geracdo de energia por unidade de volume, e reduz a
necessidade de etapas de purificagdo para obtencdo de biometano, tornando o
aproveitamento energético do gas mais eficiente.

Além disso, a aplicacdo da equagdo de Gompertz modificada (Equacao 4) aos dados
experimentais da DA sequencial apresentou um ajuste muito satisfatério (R*= 0,979),
significando que o modelo representa bem o processo de produgdao de CHs a partir do
efluente da fermentagdo do POME nas condi¢des avaliadas. O modelo previu uma fase
adaptativa de 4,3 dias e uma producdo méxima de CHs de 4291 N-mL/L para o processo
sequencial, com uma taxa de produ¢@o méxima de 180 N-mL/L.dia. Por outro lado, o modelo
nao se ajustou bem aos dados experimentais da DA direta, ja que o processo nao chegou a
estabilizacao da produ¢do de CH4 dentro do intervalo de tempo avaliado.

A Figura 19 apresenta os perfis de concentracdo dos principais AGVs ao longo dos
primeiros 35 dias de ambos os processos. Observa-se que no inicio da digestdo sequencial a
concentracdo de acidos € significativamente mais elevada (cerca de 4,7 g/L), uma vez que a
matéria-prima utilizada ¢ o efluente da producdo de H», etapa caracterizada pela formagao

desses compostos.
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Figura 19 — Perfis de concentragao de acido acético (HAc) e acido butirico (HBut) ao longo de 35
dias de digestdo (A) direta, partindo do POME in natura, e (B) sequencial, partindo do efluente da
fermentagdo do POME, usando lodo anaeroébio in natura como indculo, carga orgénica inicial de
18 gpqo/L, pH 7,0, a 35 °C, sem agitacdo, em reatores manométricos de vidro de 300 mL.
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Além disso, observa-se a formacdo de HAc durante a primeira semana em ambos 0s
processos, enquanto a concentracdo de HBut permanece estavel. No entanto, o consumo
desses AGVs ocorre mais rapidamente na DA sequencial, sendo totalmente consumidos
entre 14 e 21 dias, enquanto na DA direta eles comegam a ser consumidos entre 13 e 21 dias,
apresentando concentragdes remanescentes ao fim dos 35 dias.

No processo de DA, a formacao de HAc estd associada ao predominio da hidrolise e
acidogénese, que promovem o acumulo de AGVs antes do estabelecimento pleno da
atividade metanogénica (Xi et al., 2021). A estabilidade da concentragdo de HBut nesse
periodo pode estar relacionada ao equilibrio entre sua produgao fermentativa e sua conversao
via acetogénese sintrofica. Quanto ao consumo desses acidos, o processo sequencial parte
de uma matéria-prima pré-digerida durante a etapa de produgao de H», resultando em um
efluente com substratos mais simples e mais facilmente metabolizaveis pelas comunidades
microbianas presentes no lodo anaerdbio, enquanto o processo direto parte do POME in
natura, um efluente mais complexo que demanda mais tempo para ser metabolizado.

Para avaliar a eficacia da DA como método de tratamento do POME, os teores de carga

organica inicial e ao fim de 35 dias, mostrados na Tabela 9, também foram medidos.
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Tabela 9 — Comparag@o entre os teores de carga orgéanica soluvel inicial e no tempo de 35 dias dos
processos de digestdo anaerobia direta e sequencial, usando lodo anaerébio in natura como
indculo, carga organica inicial total de 18 gpoo/L, pH 7,0, a 35 °C, sem agitagdo, em reatores
manomeétricos de vidro de 300 mL.

DQO soluvel inicial DQO soluvel em 35 dias

Estratégia
(8poo/L) (8poo/L)
Digestao direta 9,42 4,52
Digestdo sequencial 11,79 2,22

No processo direto, a reducao da DQO soluvel correspondeu a uma diminuic¢ao de 52%
da carga organica inicial. J4 no processo sequencial, essa redugdo foi mais expressiva,
atingindo 81%. A diferenca entre os percentuais de remog¢do de DQO evidencia o melhor
desempenho da DA sequencial, que se mostrou mais eficiente ndo apenas na geragao de
volumes significativos de CHs, mas também na redu¢do da carga organica do efluente.

Outro aspecto relevante a ser avaliado € o potencial energético global dos processos.
Pela aplicagdo da Equacao 5 (Se¢do 5.6.3), a DA direta apresentou um potencial energético
de 1195,2 cal/gpqoinicial a0 final de 63 dias. Em contraste, a digestao em duas etapas alcangou
90,6 cal/gpqoinicial apds 44 h na fase de producdo de H, e 1840,7 cal/gpqoinicial na fase
metanogénica, ap6s 35 dias. Desta forma, a DA sequencial proporciona um potencial
energético 62% maior em um tempo 41% menor.

Com base nesses resultados, € possivel concluir que a DA em duas etapas (sequencial)
apresenta vantagens claras em relacdo a DA direta em estagio unico. O processo sequencial
antecipa significativamente o inicio da metanogénese, reduzindo a fase adaptativa do lodo
anaerobio, o que se reflete em uma produgdo mais rapida de CHs. Além disso, essa estratégia
resulta em maior produgdo acumulada e maior producao maxima desse gas, alcancando a
estabilizacdo em menor tempo operacional. Em contraste, a DA direta demanda periodos
mais longos para adaptacdo e apresenta menor rendimento final, indicando menor eficiéncia
global do processo. Esses resultados evidenciam que a separagdo das fases
acidogénica/hidrogenogénica e metanogénica favorece o controle das condigdes
operacionais € o desempenho da produgdo de CHa.

Sendo assim, foi realizado um ensaio preliminar, sem replicatas, de aumento de escala
da DA sequencial em reator STR de 7000 mL, sem agitacdo, cujo perfil de producao de gases
ao longo de 35 dias ¢ apresentado na Figura 20A. A propor¢do entre meio e espago livre

dentro do reator foi mantida, assim como os parametros do ensaio em reatores de 300 mL.
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Figura 20 — Produgdo de CH4 utilizando o EPH durante 35 dias. (A) Produgao especifica de CH4 e
CO; e (B) concentragdao de AGVs no meio. Condigdes: lodo anaerdbio in natura como indculo,
carga organica inicial de 18 gpqo/L, pH 7,0, a 35 °C, sem agitagdo, em reator STR de 7000 mL.
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A razao volumétrica CH4/CO; exibiu uma evolucao temporal distinta, aumentando de
0,3 durante a semana inicial para cerca de 1,1 por volta do 21° dia, atingindo finalmente 1,4
no 35° dia. Esse perfil, particularmente a mudanca para a dominancia de CHas, reflete o
estabelecimento progressivo da atividade metanogénica e esta alinhado com a
estequiometria esperada para a conversao do efluente rico em AGVs, conforme representado

na Equagdo (7), que mostra a digestdo anaerdbia do HBut (Schink e Stams, 2013).

2 CH3CH,CH2COO™ + 2 H" + 2 H20 — 5 CH4 + 3 CO; Equagao (7)
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A cinética de producao de biogés apresentou uma fase adaptativa de aproximadamente
7 dias, durante a qual a produ¢do de CH4 foi minima (154 N-mL/L), indicando o periodo
necessario para a aclimatacdo microbiana aos substratos e as condi¢des do reator. Esta fase
foi sucedida por uma fase exponencial (dias 7-21) que exibiu atividade metanogénica
significativamente acelerada, atingindo um volume acumulado de CH4 de 1696 N-mL/L.
Posteriormente, a taxa de produ¢do de CHs aparentemente comecou a diminuir,
correspondendo ao esgotamento dos substratos facilmente biodegradaveis, atingindo uma
produgdo de 3274 N-mL/L apds 35 dias, um valor cerca de 15% menor do que o obtido
anteriormente em frascos de 300 mL no mesmo periodo.

Embora se trate de um resultado preliminar e seja necessdria a repetigdo do
experimento para avaliar a significancia estatistica das diferengas entre os dois volumes de
reator, ¢ possivel discutir alguns fatores associados a reducdo observada. Em reatores
maiores, limitagdes de transferéncia de massa e mistura ndo homogénea reduzem o contato
entre micro-organismos e substratos, favorecendo a formagao de gradientes de concentragao
que comprometem a atividade metanogénica e diminuem as taxas de degradacdo e a
producao de CH4 (Li et al., 2023). Além disso, a dinamica microbiana nesses sistemas pode
diferir daquela observada em escalas menores, com menor diversidade e estabilidade das
populacdes, o que afeta negativamente as vias metabolicas associadas a metanogénese
(DelaVega-Quintero et al., 2025).

Além disso, a aplicacdao da equagdao de Gompertz modificada (Equagao 4) aos dados
experimentais da DA sequencial em reator STR apresentou um ajuste muito satisfatorio (R?>=
0,999), significando que o modelo representa muito bem o processo de producao de CHs a
partir do EPH do POME nas condi¢des avaliadas. O modelo previu uma fase adaptativa de
10,8 dias e uma producao maxima de CHs de 3831 N-mL/L para o processo sequencial, com
uma taxa de produ¢do maxima de 169 N-mL/L.dia.

Informacdes sobre a dindmica metabolica durante produgdo de biogas foram obtidas a
partir da andlise dos principais intermedidrios soluveis (Figura 20B). A diferenga na
concentracdo dos componentes do meio no ponto final da fermentagdo (44 h — Figura 16B)
e no ponto inicial da DA (0 h) deve-se a diluigdo causada pela adicdo de agua e lodo
anaerdbio para compor o meio da digestdo. Além disso, as concentracdes de acido palmitico
e oleico durante o processo ficaram abaixo do limite de quantificagdo, visto que a
metodologia de quantificagdo envolve a dilui¢do das amostras com isopropanol.

O EPH continha AGVs importantes, a saber, HAc e HBut, apresentando concentracdes

maximas de 1,95 a 1,80 g/L nos dias 4 a 7 para o HAc e de 0,80 g/L para o HBut no dia 14.
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Esse acamulo inicial ¢ atribuido principalmente a alta carga de AGVs, potencialmente
aumentada pela rapida acidogénese/acetogénese de substratos residuais ndo quantificados
(por exemplo, acidos graxos de cadeia longa, glicerol e triglicerideos) durante a fase
adaptativa da producdo de CHa/consumo de AGVs. A medida que o consércio metanogénico
se tornou totalmente ativo (coincidindo com a fase exponencial de produgao de gés na Figura
19A), o consumo de AGVs aumentou significativamente.

Entretanto, enquanto esses acidos ja haviam sido totalmente consumidos em 21 dias
no ensaio em reator de 300 mL (Figura 19B), a taxa de consumo foi um pouco mais lenta no
processo em reator de 7000 mL, o que poderia ser atribuido as limitagdes de transferéncia
de massa e mistura ndo homogénea citadas anteriormente. No 35° dia, o HAc havia sido
quase totalmente consumido e o HBut apresentava apenas concentragdo residual de 0,02 g/L
(Figura 19B). O consumo eficiente desses AGVs esta de acordo com sua fung¢ao estabelecida
como substratos primarios para a geracdo de CHs por meio de vias acetoclasticas em
consorcios microbianos anaerdbios.

O acumulo de acido propionico durante a digestdo anaerdbia também foi verificado
qualitativamente por HPLC, porém a quantificagao nao foi realizada. O acido propionico €
um AGV que se acumula em digestores anaerobios sob condi¢des de estresse, como alta
carga organica, inibi¢do por amonia ou desequilibrio do processo (Capson-Tojo et al., 2017,
Khafipour et al., 2020). Este ¢ um parametro importante a ser monitorado em estudos
futuros, pois pode levar a instabilidade e a reducdao da produ¢ao de CHs. O manejo eficaz
requer tanto o controle operacional quanto intervengdes microbianas ou quimicas
direcionadas para manter o propionato em niveis ndo inibitdrios e garantir o desempenho
estavel do digestor (Kim et al., 2022; Li e Wang, 2021).

Sendo assim, apesar de algumas diferencas no perfil metabdlico e de ser necessario
realizar mais repeticdes do experimento em reator de 7000 mL, a reducdo de apenas 15% na

produgdo especifica de CH4 sugere uma boa escalabilidade do processo de DA sequencial

do POME.

6.5 CONSIDERACOES FINAIS
A Figura 21 sintetiza o percurso experimental realizado nesta dissertacdo, explicitando
as condigdes operacionais selecionadas em cada etapa, a fim de maximizar a producao

biologica de H> e CHs a partir de POME, bem como os principais resultados obtidos.
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Figura 21 — Esquema representativo das atividades experimentais realizadas nesta dissertacdo e
suas respectivas conclusoes.
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Fonte: Elaboragao propria.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o pré-tratamento térmico do lodo
anaerdbio ¢ uma etapa crucial para aumentar a producdo de H> a partir de POME. Os
experimentos também demonstraram que a microbiota nativa do POME ¢ capaz de produzir
H; por si s, mas sua presenca nao impactou significativamente a producao de H» utilizando
o lodo anaerdbio pré-tratado. Isso significa que a esterilizagdo do efluente ¢ desnecessaria,
0 que pode representar economia de custos e um processo mais sustentdvel. Os melhores
valores de produgao especifica de H> (1402 N-mL/L), rendimento (36 N-mL/L.gpgo) €
produtividade (32 N-mL/L.h) foram alcancados utilizando carga organica inicial de 40
gpqo/L, a 35 °C e aplicando a estratégia de alivio de pressdo durante o processo. Além disso,
foi possivel alcangar producao especifica de H», produtividade e rendimento comparéaveis
ao aumentar o volume do reator de 300 mL para 7000 mL, com uma relagdo linear entre o
volume do reator e o volume total de H», sugerindo a viabilidade e robustez do sistema para
aumento de escala. Para a producdo de CHa4, foram avaliadas a DA direta e sequencial do
POME. A digestdo em duas etapas apresentou producdo especifica acumulada de 3873 N-
mL/L em 35 dias, valor 27% superior ao obtido na digestdo direta apds 63 dias, bem como
uma reducdo de DQO de 81%. Além disso, o potencial energético global do processo
sequencial foi 62% maior, corroborando as vantagens dessa estratégia. Estudos em escalas
mais proximas aos niveis industriais ainda precisam ser conduzidos, porém esses resultados
reforgam a viabilidade técnica da producao de H> e sua aplicabilidade em escalas maiores,
representando uma alternativa promissora para a utilizagdo eficiente e sustentavel de

residuos organicos.

8 PERSPECTIVAS

- Avaliar o processo de produgdo de H» a partir do POME em regime continuo;

- Estudar os parametros de digestao anaerobia, como agitacdo e temperatura;

- Avaliar o processo de digestdo anaerdbia sequencial em regime continuo;

- Identificar as espécies microbianas presentes no meio em diferentes etapas do processo;

- Avaliar os processos de producdo de H, e CHy a partir do POME em escala piloto.
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