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RESUMO

A producao de energia sustentavel ganhou destaque na atualidade devido a intensificacao
das mudangas climaticas frente ao uso predominante dos combustiveis fosseis. Mediante
esse cenario, a transicdo energética para uma matriz composta majoritariamente por
fontes renovaveis tem aumentado, e entre os caminhos seguidos para essa mudanga
destaca-se a produgdo de hidrogénio, considerada uma fonte limpa de energia e um vetor
energético promissor, especialmente quando produzido a partir de residuos organicos por
processos biotecnoldgicos. O presente estudo teve como objetivo otimizar o processo de
fermentagdo escura visando a maximiza¢do da produ¢do fermentativa de hidrogénio a
partir do uso da vinhaca da cana-de-agucar como substrato e lodo de esgoto como indculo.
Foram aplicados pré-tratamentos para potencializar a atividade dos microrganismos
produtores de hidrogénio e maximizar a disponibilidade de aglcares facilmente
fermentéveis no sistema reacional. O substrato foi submetido a um pré-tratamento acido
auxiliado por ultrassom (pH, temperatura e tempo de sonicagdo) e o lodo de esgoto a um
pré-tratamento acido/térmico e incubagdo por 24 horas (pH- 3,0 e incubagdo a 55°C),
ambos os residuos foram caracterizados quanto aos pardmetros fisico-quimicos. As
fermentagdes foram processadas em um biorreator anaerobio de 7,5L, sendo delineado
um planejamento fatorial (2%) das varidveis a serem otimizadas, pH, temperatura e
proporcao volumétrica de substrato/indculo. A quantificagdo dos gases foi realizada por
um cromatografo gasoso (GC-TCD/FID) a partir do método cromatografico desenvolvido
e validado nesse estudo. Os resultados obtidos atestaram o elevado potencial energético
da vinhaga, decorrente da alta carga de matéria organica biodegradavel, bem como a
eficiéncia do pré-tratamento no aumento da biodegradabilidade e disponibilidade de
acgucares. A partir do planejamento fatorial as condi¢des otimizadas para as variaveis
foram: pH- 5,5; temperatura-55°C; propor¢do volumétrica de substrato/inoculo- 50%,
proporcionando uma produ¢do maxima de 1104,4 N mL Hz L substrato. Através do ensaio
de validacdo sobre as condi¢des otimizadas foi obtida uma produgdo maxima especifica
de e 1158,6 N mLu2 L substrato € uma produgio acumulada de 3267,6 N mLu2 L substrato 20
longo do processamento da reagdo. Esses resultados demonstram que a integragao entre
os pré-tratamentos e condi¢des otimizadas das varidveis operacionais potencializam o
processo de fermentacdo escura e maximizam a produgdo de hidrogénio, e que a rota
proposta pode ser considerada como uma alternativa complementar a rota convencional
de produgao de hidrogénio.

PALAVRAS-CHAVE: Sustentabilidade, transicdo energética, bio-hidrogénio, energia
limpa, fermentagdo anaerdbia.



ABSTRACT

Sustainable energy production has gained prominence in recent years due to the
intensification of climate change resulting from the predominant use of fossil fuels. In
this context, the transition toward an energy matrix composed mainly of renewable
sources has increased, and among the pathways pursued for this shift, hydrogen
production stands out. Hydrogen is considered a clean energy source and a promising
energy carrier, especially when produced from organic residues through biotechnological
processes. The present study aimed to optimize the dark fermentation process in order to
maximize fermentative hydrogen production using sugarcane vinasse as the substrate and
sewage sludge as the inoculum. Pretreatments were applied to enhance the activity of
hydrogen-producing microorganisms and to maximize the availability of readily
fermentable sugars in the reaction system. The substrate was subjected to an acid
pretreatment assisted by ultrasound (pH, temperature, and sonication time), while the
sewage sludge underwent an acid/thermal pretreatment followed by incubation for 24
hours (pH 3.0 and incubation at 55 °C). Both residues were characterized in terms of their
physicochemical parameters. Fermentations were carried out in a 7.5 L anaerobic
bioreactor, and a factorial experimental design (2°) was employed to optimize the
variables pH, temperature, and substrate/inoculum volumetric ratio. Gas quantification
was performed using a gas chromatograph (GC-TCD/FID) based on the chromatographic
method developed and validated in this study. The results confirmed the high energy
potential of vinasse, resulting from its high load of biodegradable organic matter, as well
as the efficiency of the pretreatment in increasing biodegradability and sugar availability.
Based on the factorial experimental design, the optimized conditions for the variables
were: pH 5.5, temperature 55 °C, and substrate/inoculum volumetric ratio of 50%,
resulting in a maximum hydrogen production of 1104.4 N mL H> L' substrate. Through
the validation assay conducted under the optimized conditions, a maximum specific
hydrogen production of 1158.6 N mL H: L' substrate and an accumulated hydrogen
production of 3267.6 N mL H. L' substrate were obtained throughout the reaction
process. These results demonstrate that the integration of pretreatments and optimized
operational conditions enhances the dark fermentation process and maximizes hydrogen
production, indicating that the proposed route can be considered a complementary
alternative to the conventional hydrogen production pathway.

Keywords: Sustainability, energy transition, biohydrogen, clean energy, anaerobic
fermentation.
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1. INTRODUCAO

As mudangas climaticas t€ém causado diversos impactos ao planeta, sendo essas
alteracdes decorrentes principalmente das atividades antropogénicas. Ao observar a
matriz energética global ¢ perceptivel que o consumo de energia em sua maioria ¢
proveniente dos combustiveis fosseis, que sdo as principais fontes de emissao de gases de
efeito estufa, a exemplo do dioxido de carbono (CO2), o qual intensifica o aquecimento

global (Vatalis; Avlogiaris; Tsalis, 2022).

Diante dos impactos que essas emissdes acarretam, torna-se necessaria a busca
pela reestruturacdo da matriz energética global, visando assim uma transi¢cdo energética
mundial, saindo do uso dos combustiveis fosseis para energias de fontes renovaveis, e
buscando a descarbonizacdo dos sistemas energéticos (Lasekann; Tavares, 2021; Vatalis;

Avlogiaris; Tsalis, 2022; Lazaro; Soares, 2024).

Nesse contexto, a transi¢do energética ¢ fundamental e permite remodelar o
consumo de energia, buscando fontes renovaveis, sendo esse um caminho sustentavel que
mitigara os impactos ambientais (Bashir ef al., 2023). Para tal a¢do, ¢ necessario buscar
fontes de energias renovaveis, as quais podem ser provenientes de energia solar, edlica,

hidrica e biomassa (Losekann; Tavares, 2021).

Dentre as formas de energias limpas citadas, a biomassa ¢ considerada uma
alternativa atual e de grande potencial para a producdo de bioenergia, levando-se em
consideragdo sua alta disponibilidade no planeta, viabilidade econdmica,
biodegradabilidade e “impacto zero” no ciclo do carbono. Em virtude das suas emissdes
serem biogénicas, sendo o carbono removido da atmosfera para a produgdo da biomassa,
esse processo torna-se parte da sua ciclagem natural, o que difere das fontes fosseis, que
geram elevadas emissdes de CO> e outros poluentes na atmosfera (Losekann; Tavares,

2021; Nair; Agrawal; Verma, 2022).

A relevancia do uso da biomassa na produgdo de bioenergia ¢ evidenciada pela
sua versatilidade com diversas aplicagdes, que incluem a producao de biocombustiveis
como etanol, biogds, biodiesel e bio-hidrogénio (Moustakas; Parmaxidou; Vakalis, 2020).
A utilizagdo da biomassa pode ser proveniente de diversas atividades humanas, a exemplo

dos residuos agroindustriais, os quais podem ser reaproveitados na geragao de energia,
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apresentando um papel significativo para a redugdo da emissao de carbono. Haja visto
que estes residuos sdo muitas vezes descartados no meio ambiente sem nenhum
tratamento, gerando poluicdo e contaminacdo do meio. Sua utilizacdo como fonte de
energia proporcionard uma recuperagao energética e direcionamento correto do residuo

(Nair; Agrawal; Verma, 2022).

Em decorréncia dos diversos impactos que os residuos podem acarretar, tem-se
buscado meios de valorizagdao da biomassa, visando seu tratamento e reducao dos danos
ambientais. Dentre as bioenergias que sdo decorrentes da utilizacdo da biomassa, ¢
possivel destacar a importancia do hidrogénio, considerado uma das principais formas de
reestruturar a matriz energética global, uma vez que ¢ a Unica forma de energia limpa

totalmente livre de carbono (Nair; Agrawal; Verma, 2022).

A produgdo de hidrogénio pode ocorrer através de varios processos utilizando os
residuos de biomassa, sejam processos termoquimicos como a gaseificagdo, pirdlise e
liquefagdo, e/ou processos bioquimicos como a fotofermentagao, biofotolise, eletrdlise
microbiana e fermentagdo escura (Nair; Agrawal; Verma, 2022; Ivanenko et al., 2024). A
partir das rotas de producao mencionadas, a fermentagao escura, encontra-se em processo
de implementacdo. No entanto, seu uso tem despertado o interesse biotecnoldgico, sendo
buscada formas de otimizar o processo, j& que ao longo da etapa fermentativa, o

hidrogénio ¢ produzido (Nair; Agrawal; Verma, 2022; Malet et al., 2023).

Neste cenario, o presente estudo propde a otimizagao do processo de fermentacao
escura da vinhaga da cana-de-aglicar em sua etapa intermedidria, considerada etapa
fermentativa, evitando o prosseguimento para as etapas de acetogénese e metanogénese,
em que ocorre a conversao do hidrogénio e acido acético em biogds, contribuindo assim

para a gestdo sustentavel e eficiente dos residuos agroindustriais gerados.

Reduzindo assim a poluicdo ambiental, o que proporcionara a recuperagao
energética dos residuos e permitird a descarbonizacao dos diversos setores, alinhando-se
aos Objetivos do Desenvolvimento Sustentaveis (ODS), em seus objetivos 7 e 13, que
tem como metas a producdo de energia limpa e acessivel, e a tomada de ac¢des contra as

mudancas climéticas, respectivamente.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Otimizar o processo de fermentagdo escura para producao de hidrogénio de baixo

carbono a partir da vinhaga da cana-de-agucar inoculada com lodo de esgoto.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar o substrato (vinhaca da cana-de-agucar) e o in6culo (lodo de esgoto)
utilizados na fermentacgao escura quanto aos parametros fisico-quimicos;

e Desenvolver e validar um método cromatografico, no cromatégrafo gasoso (GC-
TCD/FID) para avaliagdo qualitativa e quantitativa dos gases gerados;

e Avaliar a influéncia da aplicagdo de pré-tratamentos ao substrato e inodculo para
potencializar a produ¢do de hidrogénio;

e Investigar os efeitos das variaveis pH, temperatura e propor¢do volumétrica de
substrato/indculo sobre a produ¢do de hidrogénio;

e Determinar as condi¢des Otimas para maximizar a producdo de hidrogénio no

processo fermentativo;
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Transicao energética no contexto dos ODS 7 e 13

Mundialmente, observa-se que a transi¢do energética € um eixo central no que se
refere a descarbonizacao dos diversos setores, tendo como principio tornar a matriz
energética global mais sustentavel e com a maior parte da sua estrutura composta por

fontes energéticas renovaveis (Neofytou; Nikas; Doukas, 2020; Lazaro; Soares, 2024).

Esses fatores irdo contribuir diretamente para a mitigagcao dos impactos ambientais
causados pelas mudangas climaticas e, consequentemente, ocorrera a redugdo das altas
emissoes de gases de efeito estufa. Assim serd possivel garantir que o aumento médio da
temperatura do planeta ndo exceda 2 °C, planejando sobretudo que esta limite-se a 1,5
°C, sendo esse um compromisso assumido pelos lideres mundiais na COP26 (Tzeremes;

Dogan; Alavijeh, 2023; Razzaq et al., 2023).

Nesse sentido, ¢ importante considerar que a transicao para fontes de energias
renovaveis vai além de reduzir as emissdes de carbono, envolvendo também utilizar
tecnologias mais sustentaveis de produgdo de energia. Esta deve ser considerada,
sobretudo, como uma mudancga de paradigma, visto que ira envolver a modificacao geral
na estruturacdo de todo o sistema politico, econdmico, social e ambiental (Neofytou;

Nikas; Doukas, 2020; Lazaro; Soares, 2024).

Abrangendo desde mudancas de politicas e regulamentagdes publicas a mudangas
em questdes sociais, reestruturando a producdo de energia com matéria-prima renovavel,
buscando atender as demandas de toda uma populagdo, garantindo que os grupos menos
favorecidos socioeconomicamente tenham acesso a esse novo sistema energético

sustentavel (Lazaro; Soares, 2024; FGV, 2024).

A partir deste cendrio, para atingir todas essas esferas no desenvolvimento
energético sustentavel, ¢ necessdrio encontrar o equilibrio dentro dos sistemas
econdmico, social e ambiental, apresentando-se como um grande desafio da transi¢ao
energética representado pelo chamado “trilema energético”, que se baseia na seguranca,
equidade energética e sustentabilidade ambiental, sendo esses os pilares para uma
transi¢do bem sucedida, buscando sistemas de energia descarbonizados, descentralizado

e digitalizados (Khan et al., 2021; Lazaro; Soares, 2024; FGV, 2024).
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O primeiro desafio do trilema energético refere-se a seguranga energética, que tem
por fundamento assegurar a sociedade o acesso a energia confiavel, estavel, acessivel e
sustentavel. Os paises devem apresentar a capacidade de atender as demandas atuais e
futuros de energia, com um sistema de infraestrutura confidvel e resiliente nesse
fornecimento (Khan et al, 2022; Lazaro; Soares, 2024; FGV, 2024). O segundo desafio ¢
a equidade energética, a qual fundamenta-se em proporcionar a sociedade, o acesso
universal e igualitario a energia, em condi¢des acessiveis e confidveis para todos, seja

para fins comerciais ou domésticos (Khan et al., 2022; Lazaro; Soares, 2024; FGV, 2024).

O ultimo desafio, ¢ a sustentabilidade ambiental, que vai ao encontro dos demais
desafios e visa sobretudo reduzir os impactos ambientais causados pelas produgdes nao
sustentaveis de energias a base de fontes fosseis e seus usos. Essa dimensao em especifico,
visa mitigar as emissdes de carbono que contribuem para o aquecimento global e crise
climatica, defendendo assim, a implementacdo de sistemas energéticos ecoldgicos

minimizando esses efeitos (Khan et al., 2022; Lazaro; Soares, 2024; FGV, 2024).

A transi¢do energética ndo serd algo uniforme ou linear e necessitara de empenho
e gerenciamento para o seu desenvolvimento, visando a garantia do acesso universal e
seguro a energia, de modo sustentavel. Para tal, ¢ notério que a integracdo entre 6rgaos
governamentais, centros de pesquisas, empresas e sociedade, serd mandatério para
realizar uma reestrutura¢do da matriz energética para fontes renovaveis, tanto dentro de

um determinado pais como também entre paises (FGV, 2024).

O cenario mundial de consumo de energia ¢ majoritariamente dependente dos
combustiveis fosseis e seu consumo acarreta o agravamento das mudangas climéaticas
(Losekann; Tavares, 2021; Bashir et al., 2023), principalmente, devido as grandes
emissoes de gases de efeito estufa (GEE), a exemplo do didéxido de carbono (CO3), que
intensificam o aquecimento global (Goldemberg, 2023). No entanto, ao voltar um olhar
para o Brasil, o pais apresenta uma das matrizes energéticas mais limpas do mundo, com
aumento significativo na oferta interna de fontes renovaveis, como a biomassa, energia

edlica e solar (EPE, 2024).

A composicao da matriz energética brasileira, € representada por 49,1% de fontes
renovaveis em sua estrutura, sendo 12,1% provenientes de energia hidraulica, 2,6% de
eolica, 1,7% de solar, 16,9% de biomassa da cana-de-agucar, 8,6% de lenha e carvao

vegetal e 7,2% licor preto e outros renovaveis. No entanto, observa-se também que grande
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parte ainda ¢ formada por fontes ndo renovaveis, em que 35,1% € proveniente do petroleo
e seus derivados, 9,6% corresponde ao gés natural, 4,4% ao carvao mineral, 1,2% de
uranio e 0,6% de outros nao renovaveis, o que demonstra ainda a necessidade de transi¢ao

energética para uma composi¢cdo com prioridade de fontes renovaveis (EPE, 2024).

Nesta perspectiva, o Brasil tem grande potencial para tornar sua matriz energética
mais sustentavel, levando-se em consideragdo que o pais ¢ uma poténcia agricola,
apresentando uma grande disponibilidade de biomassa advinda do setor
agricola/agroindustrial. A grande quantidade de residuos gerados, pode ser convertida em
fontes de energia limpa e renovavel, realizando assim a recuperacdo energética e
promovendo a geragdo de produtos de valor agregado, o que terd contribuigdo direta na
reducdo de emissao de gases de efeito estufa (Stabile ef al., 2020; Nogueira; Capaz; Lora,

2021; Hai et al., 2023).

O alinhamento da perspectiva da transi¢do energética com os Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) desenvolvido pela Organizagdo das Nag¢des Unidas
(ONU), apresentam como proposito atingir de maneira integrada as trés dimensdes do
desenvolvimento sustentavel, sendo elas a dimensdo social, economica e ambiental.
Abordando questdes voltadas para erradicagdo da fome e pobreza, bem-estar e saiide
humana, educa¢do de qualidade para todos, igualdade social, dignidade humana e
crescimento econdmico, inovagdo e desenvolvimento sustentavel de forma igualitéria,
producdo energética eficiente e sustentabilidade ambiental (ONU, 2015; Elavarasan et

al., 2023).

Dois desses objetivos, encontram-se alinhados com a transicdo energética e
redugdo das mudangas climaticas, os objetivos 7 e 13, respectivamente. O ODS 7 busca
assegurar energia limpa, confidvel e acessivel para todos e o ODS 13 propde agdes e
medidas urgentes para combater as mudancas climaticas e seus impactos, alinhando-se a

busca de uma matriz energética global sustentavel (ONU, 2015).

Dessa maneira, ¢ possivel estabelecer uma relacao direta entre 0s ODS 7e 13 e a
busca por uma transi¢ao energética sustentdvel, visto que o ODS 7 é considerado a meta
que se baseia na agao, € 0 ODS 13 a meta baseia-se na consequéncia, caminhando juntos
rumo a producao energética sustentdvel e combate as mudancas climaticas (Elavarasan et

al., 2023).
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3.2. Hidrogénio: um combustivel sustentavel e versatil

O hidrogénio ¢ considerado uma fonte de energia promissora, ¢ o Unico
combustivel que apresenta uma composi¢ao livre de carbono e que ao final do processo
de combustao ira produzir 4gua como subproduto. Esse biocombustivel torna-se um vetor
energético essencial para reconstrucao da matriz energética, tornando-a sustentavel e
cumprindo as metas de redugcdo da emissdo de gases de efeito estufa. Além disso,
possibilita a descarbonizacdo de setores industriais, que emitem altas quantidades de
dioxido de carbono (Nogueira; Capaz; Lora, 2021; Nair; Agrawal; Verma, 2022;
Dermubhl; Riedel, 2023).

A produgao de hidrogénio ¢ diversificada, podendo ser gerado por fontes primarias
de energia, como fontes fosseis, a exemplo do gas natural, e por fontes renovaveis, como
energia solar e biomassa (FGV, 2023; Garlet ef al., 2024). No que se refere a suas
propriedades, o hidrogénio ¢ o elemento mais abundante do universo, embora raro em
forma molecular na Terra, ¢ que em temperatura e pressao normal ¢ altamente inflaméavel
(BNDS, 2022). Além disso, € pouco soluvel em 4gua, inodoro, incolor, insipido, apresenta
um ponto de ebuli¢do de -253°C e ponto de fusdo de -259°C, com uma densidade de
0,08374 kg m™ e a sua capacidade de calor especifico é de 14,85 kJ kg. K'! (Bondarenko
et al.,2022; BNDS, 2022).

O hidrogénio ainda apresenta um grande coeficiente de difusdo, baixa toxicidade
e alta condutividade térmica, o que o torna um excelente condutor de calor e transportador
de energia (Bondarenko et al., 2022). Por ser considerado o elemento mais leve existente,
o hidrogénio possui a maior densidade energética em termos de massa em relagdo aos
combustiveis comuns, o que o torna um produto relevante nos processos quimicos e

industriais (BNDS, 2022).

Um dos desafios enfrentados em suas aplicagdes, esta associado a baixa densidade
energética do gés hidrogénio em termos de volume, no qual o gas necessita de elevado
volume para seu armazenamento. Cerca de 1 kg de hidrogénio ocupa 12 mil litros,
demonstrando empecilhos nos aspectos relacionados ao transporte, armazenamento e sua
utilizagdo como fonte energética (BNDS, 2022). No entanto, o hidrogénio ¢ altamente
aplicavel a diversos fins, podendo ser utilizado em: usinas de energia; na industria

sidertrgica; alimenticia para a hidrogenacao de 6leos e gorduras; farmacéutica; elétrica;
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empresas de transporte ¢ gas; de produgdo de amonia; de combustiveis de aviacao; entre

outras (Bondarenko et al., 2022; FGV, 2023; Garlet et al., 2024).

E considerado um elemento versatil e de grande importancia na cadeia energética
global e na descarbonizacao dos sistemas de producdo de energia (Ivanenko et al., 2024;
Wei et al., 2024). Com base nessa perspectiva, para se obter e utilizar o hidrogénio de
modo que contribua efetivamente para a descarbonizacdo da matriz energética, ¢
importante que sua fonte de energia primadria e tecnologia de produgado sejam sustentaveis,
proporcionando, deste modo, a minimizacdo da emissdo de gases de efeito estufa pela

rota de produc¢do (EPE, 2022; Ajanavic; Sayer; Haas, 2022).

Partindo desses requisitos, incialmente foi elaborado um sistema de classificagao
para a produgdo de hidrogénio, na qual baseia-se em cores atribuidas as tecnologias de
producdo e impactos ambientais acarretados, considerando as fontes de energias e as
emissoes de carbono durante o processo de produgdo (BNDS, 2022). A categorizacdo por
cores evidencia a variedade de rotas tecnologicas disponiveis para a producdo de

hidrogénio, cada uma com impactos ambientais distintos.

A produgdo pode ocorrer por meio da eletrdlise, reforma a vapor do metano,
gaseificacdo, pirdlise, por processos fotoquimicos e bioquimicos, além de decorrer da
utilizagdo de fontes fosseis e/ou fontes renovaveis (Incer-Valverde et al., 2023). A Figura

1 apresenta a classificacao do hidrogénio por cores e suas diferentes rotas de producao.

Figura 1- Classificagdo do hidrogénio por escala de cores e rotas tecnologicas de produgao.

Cor Resumao do processo de produgdo do hidrogénio

Preto Gaselficagdo do carvdo mineral [antracito’) sem CCUS?

Marrom Gaseificacdo do carv@o mineral (hulha®) sem CCUS

Cinza Reforma a vapor do gds natural sem CCUS
- Azul Reforma a vapor do gds natural com CCUS

Turquesa Pirdlise do metano®* sem gerar €0;

Verde Eletrdlise da dgua com energia de fontes renovaveis (edlica/solar)
. Musgo Reformas cataliticas, gaseificacdo de plasticos residuais ou biodigestao

anaerobica de biomassa ou biocombustiveis com ouw sem CCUS

Rosa Fonte de energia nuclear

Amarelo Energia da rede elétrica, composta de diversas fontes

Branco Extracdo de hidrogénio natural ou geoldgico

Fonte: EPE, 2022
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Na Figura 1, rotas convencionais para a producdo de hidrogénio por meio da
reforma a vapor do gas natural sem e com “captura, utilizagdo e armazenamento de
carbono” (CCUS), sdo representadas pelas cores cinza e azul, correspondentemente.
Tecnologias associadas ao sistema de CCUS ocasionam um menor impacto ambiental,
uma vez que emitem menores quantidades de carbono se comparadas as tecnologias sem
CCUS oriundas de fontes fosseis (Ajanavic; Sayer; Haas, 2022; BNDS, 2022; Incer-
Valverde et al., 2023).

Além disso, processos consolidados por meio de fontes renovaveis, como € o caso
da eletrolise da 4gua alimentada por energia solar e/ou edlica, € representada na cor verde,
nomeando-se “hidrogénio verde” (Ajanavic; Sayer; Haas, 2022; Incer-Valverde et al.,
2023). Vale destacar que o “hidrogénio verde musgo” refere-se a uma rota em
desenvolvimento, representando uma forma de tratamento ecoldgico da biomassa.
Possibilitando durante o processo, a geracdo de energia sustentdvel como o hidrogénio e
outros biocombustiveis, com ou sem a CCUS através de processos de reformas cataliticas,
gaseificagdo ou processos biologicos, como a digestao anaerdbia (Nair; Agrawal; Verma,

2022).

Entretanto novas designagdes foram estabelecidas para descrever os impactos das
diversas rotas de producdo de hidrogénio em termos de suas emissdes, substituindo a
classificagdo tradicional baseada em cores. Permitindo a realiza¢do de uma quantificagao
coerente em termos das redugdes das emissoes de carbono pelas rotas de producdo (FGV,
2023; IEA, 2023). Sendo assim determinado pela International Energy Agency (IEA,
2023) que o termo “Hidrogénio de Baixo Carbono” fosse adotado, na busca por uma
abrangéncia maior em relacdo as redugdes das emissdes de carbono pelas rotas de

producao.

O uso do termo “Hidrogénio de Baixo Carbono” relaciona ndo somente as rotas
de produgdo, mais também, considera os combustiveis e taxa de captura e armazenamento
de carbono (CCS) dentro desse processo. Mensurando as emissdes diretas, ocasionadas
durante o processo de producdo do hidrogénio, e emissdes indiretas voltados a fonte de
energia primaria utilizada no processo de conversao e transporte do hidrogénio, seja a
partir do géas natural ou da eletricidade. Com esse propoésito, foram estabelecidas as

intensidades de emissdes para as diferentes rotas, definindo assim um critério de aceitagao
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para considerar o hidrogénio produzido, como sustentavel e de baixa emissao (FGV,
2023; IEA, 2023). A Figura 2 apresenta as emissdes de carbono referentes as rotas de
produgdo de hidrogénio.

Figura 2- Intensidade de emissao de carbono associada as rotas tecnologicas de produgéo de
hidrogénio.
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Fonte: IEA, 2023

Na Figura 2 observa-se que as produgdes realizadas através da reforma a vapor do
metano pelo gés natural sem CCS podem emitir cerca de 11 kg COz-eq/kg Ha. A
gaseificagdo do carvao sem CCS tem emissdes totais que variam entre 22-26 kg CO»-
eq/kg Ho. A rota da eletrolise da agua, por sua vez, tem sua emissdao condicionada as
emissoes indiretas da geracdo e transporte de eletricidade para o processo de produgao,
podendo emitir 24 kg COz-eq/kg H> quando se utiliza a intensidade média global atual de
COz que € 460 g CO2-eq/kWh (IEA, 2023).

Nesse cenario, ¢ possivel perceber que a eletricidade advinda de fontes
renovaveis, seja de hidrelétricas, solar fotovoltaica ou e6lica ndo tem emissdes diretas de
carbono e quando utilizada em rotas como a da eletrolise como alimenta¢do, ndo emite
carbono. Por fim, ¢ possivel destacar também as rotas de produgdo que utilizam biomassa,
seja com ou sem a CCS, que apresentam baixas emissoes, cerca de 4 kg CO»z-eq/kg Ha,
apresentando potencial para emissdes negativas de carbono de forma direta através da sua

rota de producao. Desse modo, foi adotada a intensidade de emissao de carbono por rota
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de produgdo, como forma de universalizar o que ¢ considerado como hidrogénio

sustentavel, em substituicdo a classificagao por cores (IEA, 2023).

3.3. Biomassa: fonte potencial na producio sustentavel de hidrogénio

A biomassa tem um grande potencial para a geragdo de energia sustentavel e
renovavel, sendo considerada uma importante fonte de crescimento para o futuro
adentrando tanto o mercado nacional quanto internacional. Proporcionando uma mudanca
significativa da matriz energética, diversificacdo das fontes renovaveis e contribuicdo
para mitigagdao das emissdes de GEE (Moustakas; Parmaxidou; Vakalis, 2020; Silva et

al., 2021).

Em geral a biomassa ¢ definida como a quantidade total de matéria organica
biodegradavel presente em um produto/residuo, podendo ser de origem natural ou
decorrente das atividades humanas e, quando usada para fins energéticos, apresenta trés
classificagdes principais, sendo essas: biomassa florestal; biomassa agricola; biomassa de

rejeitos urbanos e industriais (Silva et al., 2021; Nair; Agrawal; Verma, 2022).

A biomassa florestal ¢ proveniente de produtos ou residuos que advém das
florestas, estando nessa categoria as biomassas lenhosas que sdo, em geral, culturas
dedicadas para fins energéticos, a exemplo da lenha e do carvao vegetal utilizados como
combustiveis aquecedores. A biomassa agricola, relaciona-se aos residuos ou subprodutos
agricolas, pecudrios e agroindustriais. Esta biomassa apresenta em sua composicao teores
de lipidios, amido, carboidratos e celuloses que podem ser convertidos em
biocombustiveis por processos quimicos ou bioldgicos a exemplo da cana-de-actcar
utilizada na produgdo de etanol e eletricidade (Silva et al., 2021; Nogueira; Capaz; Lora,

2021).

Por fim, tem-se a biomassa proveniente de rejeitos urbanos e industriais que sao
advindas de residuos sélidos ou liquidos urbanos que se encontram no esgoto ou lixo,
como plasticos, vidros, papeldo, residuo alimentar, residuo vegetal, alguns metais, entre
outros e, ao separa-los, estes podem ser utilizados para fins energéticos, assim como o0s
residuos provindos das atividades agroindustriais (Silva et al., 2021; Nogueira; Capaz;

Lora, 2021).
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Assim sendo, o tipo de biomassa, bem como a sua composi¢do quimica ira
influenciar no tipo de biocombustivel gerado, j4 que este pode ser classificado em
biocombustivel de primeira, segunda, terceira ou quarta geragdo. Apresentando como
diferencial a ndo geracdo de aumento de emissdes de GEE na atmosfera, ja que o dioxido

de carbono emitido ¢ de origem biogénica (Mahapatra et al., 2021; Sikiru et al., 2024).

Em resumo, os biocombustiveis podem ser definidos como combustiveis gerados
a partir da matéria organica advinda de fluxos de residuos, pecuaria, culturas agricolas e
florestais, residuos solidos e liquidos, com potencial de substituir combustiveis de origem
fossil, apresentando diversas finalidades de uso e podendo ser utilizado em sua forma

pura ou como aditivo (Malode et al., 2021; Mahapatra et al., 2021).

Perante ao exposto, observa-se na literatura que os biocombustiveis de primeira
geracdo sdo aqueles em que as culturas sdo dedicadas a produ¢do de biocombustiveis,
como a cana-de-acUcar, trigo, arroz, lenha, dentre outros, para produzir etanol. Os
biocombustiveis de segunda geracgao, por sua vez, surgiram do processamento de diversas
matérias-primas, incluindo neste grupo os residuos agroindustriais, residuos de esgoto,
residuos solidos, entre outros, que podem ter como finalidade a producao de
biocombustiveis como bioetanol, biodiesel, biometanol, biogas e bio-hidrogénio (Malode

et al., 2021; Nair; Agrawal; Verma, 2022; Sikiru et al., 2024).

Para a terceira geragdo, tem-se como matéria-prima a biomassa provinda das
algas, fungos e bactérias. E a quarta geragdo, fundamenta sua producdo a partir de
organismos geneticamente modificados (Malode et al., 2021; Nair; Agrawal; Verma,
2022; Sikiru et al., 2024). Ao analisar a importancia da biomassa como fonte de energia
essencial para a descarbonizacdo da matriz energética, as projecdes apontam que até o
ano de 2030 cerca de 60% do consumo mundial de energia renovaveis sera proveniente

de energia de biomassa (Tleubergenova; Han; Meng, 2024).

Dessa maneira, € essencial o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para a
producdo de energia limpa, visando a uso de residuos que irdo minimizar os impactos
ambientais (Nair; Agrawal; Verma, 2022). Nesse sentido, dentre as formas de
aproveitamento da biomassa, ¢ destacada a producdao de hidrogénio, como fonte de
energia sustentavel, proporcionando o tratamento e reaproveitamento de residuos de

forma ecologica. A produgdo de hidrogénio a partir da biomassa estd em ascensdo, e sua
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producao pode ser realizada por meio de processos bioldgicos, com ou sem dependéncia

da luz (Goren; Dincer; Khalvati, 2024).

Dentre os processos com dependéncia da luz, ¢ possivel destacar a
fotofermentagdo e a biofotolise que produzem ao final o hidrogénio e diéxido de carbono
(Saravanan et al., 2022; Ivanenko et al., 2024). Para os métodos bioldgicos sem
dependéncia da luz ¢ possivel destacar a fermentagao escura. A fermentagao escura ¢ um
processo fermentativo que ocorre a partir da degradagdo da matéria organica, na auséncia
de oxigénio, para produzir acidos graxos volateis (AGV), dioxido de carbono e

hidrogénio (Saravanan et al., 2022; Ivanenko et al., 2024; Goren; Dincer; Khalvati, 2024).

Este método ¢ composto por etapas de hidrdlise e acidogénese da matéria organica
e, quando combinados as etapas de acetogénese e metanogénese, compde o processo de
digestdo anaerdbia (Saravanan et al., 2022; Ivanenko et al., 2024; Goren; Dincer;
Khalvati, 2024). E considerado um método vantajoso devido a possibilidade de aplicar

uma vasta gama de residuos na producao de hidrogénio (Saravanan et al., 2022).

3.4. Vinhaca da cana-de-acucar e seu potencial de recuperacio energético

No Brasil, o setor sucroalcooleiro possui relevante importancia econdmica, uma
vez que a cana-de-agucar ocupa a segunda posicao em valor de produgdo, sendo
considerada a principal cultura agricola do pais em termos de volume produtivo. A partir
do manejo dessa cultura sdo obtidos varios produtos de valor agregado como o alcool,
acucar e bioeletricidade (IBGE, 2024). Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a producdo de cana-de-acicar em 2024 foi,
aproximadamente, de 759.662.482 milhdes de toneladas, apresentando valor de produ¢ao
de 104,97 bilhdes de reais, ficando atras somente da soja com valor de produc¢do de 260,23

bilhdes de reais (IBGE, 2024).

A produgdo da cana-de-aglicar permeia grande parte do territorio brasileiro, sendo
Sao Paulo (418.569.112 milhdes de toneladas), Minas Gerais (83.764.720 milhdes de
toneladas), Goias (80.995.596 milhdes de toneladas), Mato Grosso do Sul (52.499.052
milhdes de toneladas) e Parand (34.505.828 milhdes de toneladas) os maiores produtores.
Em 2024, a produgdo conjunta das regides mencionadas totalizou 670.334.308 milhdes

de toneladas, correspondendo a 88,24% da produgdo nacional de cana-de agucar. Os
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11,76% restantes foram provenientes dos demais estados da federacao que, em conjunto,
produziram cerca de 89.328.174 milhdes de toneladas (IBGE, 2024). A Figura 3 ilustra a
distribuicdo do valor da produ¢do de cana-de-agucar nas diferentes regides do pais no

referido ano.

Figura 3- Valor de producdo (bilhdes de reais) da cana-de-agticar no Brasil no ano de 2024.

2322-10.761 []73.939-235.266 |[J309.305-505.519 |[E633318-2728210 [4.383.463-56.313.234

Sem informacé&o

Fonte: IBGE, 2024

Ao dar énfase ao estado de Sergipe, o menor da federacdo em extensao territorial,
observa-se uma producdo consideravel de cana-de-agucar, produzindo cerca de 2.753.407
milhdes de toneladas em 2024. Esse volume corresponde a um valor de producdo de R$
309,30 milhdes, o que evidencia sua relevancia na economia do estado. A cana-de-agucar
ocupa a primeira posi¢cdo em termos de quantidade produzida e a terceira posi¢ao entre
os produtos agricolas de maior valor de produgdo em Sergipe, sendo superada apenas pelo
milho em graos (R$ 1,06 bilhdes) ¢ pela laranja (R$ 718,59 milhdes). Nesse contexto,

analisando a producao geral em Sergipe, os municipios de Laranjeiras, Japoata,
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Japaratuba e Capela sdao os maiores produtores (IBGE, 2024). Na Figura 4 foi ilustrado
um mapa de Sergipe com o valor da producdo de cana-de-agticar nas diferentes regides
do estado no ano de 2024.

Figura 4- Valor de producdo (milhdes de reais) da cana-de-agucar no estado de Sergipe no ano
de 2024.
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Fonte: IBGE, 2024

O resultado desta grande produgdo também ¢ responsavel pela geragdo de grandes
quantidades e diversidade de residuos advindos do seu processamento, como o bagago,
agua de lavagem, palha da cana, torta de filtro, melaco e vinhaga (Rogeri et al., 2023;
Volpi et al., 2024). Dentre os residuos mencionados, a vinhaga destaca-se como principal
subproduto do processamento da cana-de-agucar para a producdo de etanol. Para cada
litro de etanol produzido cerca de 10 a 15 litros de vinhaga sdo gerados (Ramos; Silva,

2020; Nadaleti; Lourenco, 2021; Silverio et al., 2021).
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Segundo dados da Empresa de Pesquisa Energética (EPE), o volume de vinhaga
gerado no Brasil em 2023, atingiu a marca que variou entre 295 a 442,5 bilhdes de litros
(EPE, 2024). Em Sergipe, a produgao de etanol na safra 2023/2024, segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), foi de 139.400 mil litros, gerando assim, cerca de
1.394.000 milhao a 2.085.000 milhdes de litros de vinhaga ao ano (CONAB, 2023).

A vinhaga apresenta alto potencial poluidor, acarretando prejuizos para o meio
ambiente quando descartada incorretamente e ¢ composta, principalmente, por agua
(93%), matéria organica e nutrientes (7%) (Sica ef al., 2020; Mikucka; Zielinska, 2020).
No geral, a vinhaga possui uma coloragdo marrom escura e odor caracteristico, exibindo
uma alta concentra¢do de matéria organica, representada pela sua alta demanda quimica
de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e solidos organicos (Bettani

et al., 2019; Nadaleti; Lourengo, 2021; Rashidi et al., 2024).

Para além disso, este residuo também apresenta elevada acidez, no qual o pH varia
entre 3 e 5; alto teor de enxofre, nitrogénio, fosforo, potassio, acidos organicos e aglicares
redutores- glicose e frutose - e agucares nao redutores, como a sacarose (Bettani ef al.,
2019; Nadaleti; Lourengo, 2021; Rashidi et al., 2024). Apesar desse potencial poluidor
alarmante, a principal aplica¢do da vinhaca ¢ seu uso nas planta¢des de cana-de-agticar
como fertilizante, devido ao seu alto teor de enxofre, nitrogénio, fosforo, potéassio

(Nadaleti; Lourengo, 2021).

Entretanto, essa destinacdo pode acarretar sérios danos ao meio ambiente, ja que
o efluente ndo passa por um tratamento prévio para a redugdo da carga organica, podendo
ocasionar a lixiviagdo de ions para os aquiferos subterraneos e superficiais, gerando o
acimulo de ions e nutrientes no solo, o que ¢ ambientalmente prejudicial (Nadaleti;

Lourenco, 2021).

Mediante a esse contexto, normas para a disposicdo desse residuo foram
estipuladas, como a Norma P4. 231/2015, regulamentada pela Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB) que estabelece os locais proibidos para a disposi¢ao da
vinhaca, bem como os estudos que devem ser realizados referentes a avaliagdo da
qualidade das aguas subterraneas e dos solos proximos aos locais de deposicao. Além de
apresentar as caracteristicas composicionais que este residuo deve dispor para poder ser

utilizado como biofertilizante nas plantagdes (CETESB, 2015).
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De maneira alternativa, buscando a destinagdo correta desse efluente, ¢ possivel
utilizar as caracteristicas poluidoras da vinhaga como uma fonte importante para a sua
conversao em bioenergia, que trard diversos beneficios, proporcionando um destino
adequado ao residuo que causa diversos impactos ambientais, bem como a redugdo da sua
carga organica nesse processo, possibilitando seu uso final como biofertilizante.
Transformando assim, um passivo ambiental em produtos de alto valor agregado,
contribuindo significativamente para a economia circular (Mikucka; Zielinska, 2020;

Rogeri et al., 2023).

3.5. Lodo de esgoto sanitario como fonte de microrganismos

O Brasil apresenta um déficit na coleta e tratamento do esgoto sanitario, sendo
que o principal meio de atendimento aos domicilios rurais e urbanos no pais ¢ através da
rede geral de esgoto ou pluvial, correspondendo a cerca de 66,5% desses domicilios. As
fossas sépticas compreendem cerca de 15,6% e 17,9% apresentam descarte incorreto em
fossas rudimentares, vala, rio, lago, mar e outros destinos, o que contribui para a polui¢do

ambiental e aumenta o risco a saude publica (Brasil, 2019).

Em 2020, o Brasil apresentou na drea urbana uma coleta de esgoto de 63,2%,
sendo necessario o aumento e expansao desse atendimento a toda a populacdo. Ao focar
em regides do pais € visto que esse indice diminui, sendo que a regido Nordeste apresenta
apenas 39,3% de rede coletoras de esgoto. Em Sergipe, a capital Aracaju se destaca, com
um servico de coleta de esgoto com indice préximo a média nacional com 53,5%. Sendo
importante destacar que em Sergipe a coleta de esgoto ¢ baixa com um indice de 32,5%,
sendo observada uma grande caréncia dessa rede de coleta e tratamento no estado, o que
ocasiona riscos ambientais e a saude humana (Concei¢do, Mendonga, Albuquerque,

2023).

O descarte do esgoto sanitario in natura pode gerar sérios danos ambientais, sendo
considerado uma das principais fontes de polui¢do dos corpos hidricos, ja que apresenta
uma alta carga orgadnica. A presenca do esgoto no ambiente aquatico provoca um
desequilibrio da microbiota do meio, contribuindo para o processo de eutrofizacao. Com
o aumento da demanda de oxigénio pelos microrganismos para a degradagao da matéria
organica, o que afeta a fauna e flora do ambiente aquatico, e contribui para proliferagdo

de algas no meio, decorrente da alta taxa de nutrientes (SNIS, 2021).
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Além do meio aquatico, o descarte de esgoto sanitario sem tratamento adequando
também gera a contaminacao do solo, tanto pela matéria organica, quanto pelos elementos
inorganicos (metais), substincias toxicas € microrganismos patogénicos, o que pode
inviabilizar o uso do solo e contribui para veiculacao de doengas (Cezarini et al., 2024).
Nesse sentido cresce a necessidade de tratamento do esgoto, visando fornecer melhores
condi¢des socioambientais a populacdo, crescendo a necessidade de sistemas
descentralizados de tratamento de esgoto (SNIS, 2021; Concei¢do, Mendonga,

Albuquerque, 2023).

A partir do tratamento do esgoto ¢é possivel adequa-lo as diretrizes ambientais para
descarte, seguindo normativas ambientais como a Resolugdo CONAMA n°357 de 17 de
marco de 2005, que dispoe de diretrizes ambientais para o langamento de efluentes,
definindo as condigdes adequadas do residuo para a manutencdo das condigdes
ambientais (Brasil, 2005). Além disso, o tratamento do esgoto sanitario tem potencial para
a recuperacgdo energética, ja que o subproduto gerado, o lodo de esgoto, apresenta ainda
elevada concentragdo de matéria organica e uma comunidade microbiana diversificada,
possibilitando a degradacdo da matéria organica complexa de residuos (Cezarini et al.,

2024).

Esse subproduto apresenta grande potencial para reaproveitamento em processos
bioquimicos, como a fermentagdo anaerobia. A atividade metabolica dos microrganismos
presentes no lodo possibilita a conversao da matéria organica em produtos como o biogas
e subprodutos como os acidos organicos e hidrogénio. Dessa forma, o aproveitamento
energético do lodo de esgoto representa uma alternativa sustentavel, aliando o tratamento
adequado do esgoto sanitario, a mitigacdo de impactos ambientais do seu descarte
incorreto e producao de energia, promovendo a economia circular no setor de saneamento

basico.

3.6. Digestao anaerobia: etapas, mecanismos e fatores relevantes

A digestdo anaerdbia (DA) ¢ um processo anaerdbio, predominantemente,
biologico, apresenta um funcionamento complexo, por meio da agao dos microrganismos,
que transformam a matéria organica em energia renovavel, como o biogas (Kunz;
Steimetz; Amaral, 2022; Moustakas; Parmaxidou; Vakalis, 2020). Esse processo tem sido

empregado no gerenciamento dos residuos organicos, residuos agricolas, lamas de esgoto,
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residuos de pecudria, dguas residuais, residuos agroindustriais, entre outros (Moustakas;

Parmaxidou; Vakalis, 2020; Hai et al., 2023).

O processamento da digestdo anaerdbia ocorre em quatro etapas fundamentais
(hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese), em virtude da presenga de um
consorcio de diferentes microrganismos que realizam a conversao da matéria organica no
decorrer de cada etapa (Mateus et al., 2020; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022). A primeira
etapa desse processo € a hidrolise, a qual ¢ responsavel pela decomposi¢ao das moléculas
de polissacarideos, proteinas e lipidios que estdo contidos nos residuos em moléculas
menores, como agucares de cadeia curta, aminodcidos e acidos graxos, sendo estas
moléculas organicas soluveis (Kumar; Samadder, 2020; Cremonez et al., 2021; Kunz;

Steimetz; Amaral, 2022).

Essa acdo ¢ realizada pelas bactérias hidroliticas, as quais na presenca de agua
realizam a quebra das moléculas em unidades menores. Esta etapa apresenta importancia
significativa, pois pode limitar a quantidade de produto formado, ja que a depender da
complexidade na composi¢do estrutural do substrato, a hidrolise ird se processar de forma

lenta (Kumar; Samadder, 2020; Cremonez et al., 2021; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

A segunda etapa ¢ a acidogénese, etapa em que uma nova cepa bacteriana, formada
por bactérias fermentativas, utiliza as moléculas simples formadas na etapa de hidrolise
como substrato para a formacdo de acidos organicos (butirico, propionico e acético),
alcoois, 0xidos de nitrogénio, sulfeto de hidrogénio, didoxido de carbono e hidrogénio

(Kumar; Samadder, 2020; Cremonez et al., 2021; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

A acetogénese, terceira etapa, tem como microrganismos essenciais, as bactérias
homoacetogénicas. Essa etapa ¢ considerada critica para o processo, devido as bactérias
acetogénicas presentes estabelecerem uma relagdo de sintrofia com as demais bactérias,
o que gera um deslocamento no equilibrio da reacao, provocando a conversao dos acidos
organicos em acetato, hidrogénio e diéxido de carbono (Cremonez et al., 2021; Kunz;

Steimetz; Amaral, 2022; Hajizadeh et al., 2022).

Por fim, a etapa da metanogénese, realiza a conversdo dos produtos da
acetogénese (acetato, COz e H») em biogés, composto majoritariamente de CHs4 e COo.
Essa etapa apresenta como microrganismos predominantes as arqueas metanogénicas,
que seguem duas vias metabolicas no consumo dos produtos formados anteriormente para

a producao do biogas. A primeira via, ¢ caracterizada pelo consumo do acetato pelas
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arqueas metanogénicas acetoclasticas e, na segunda, o consumo do hidrogénio e didxido
de carbono através da agdo das arqueas metanogénicas hidrogenotroficas (Kumar;

Samadder, 2020; Park et al., 2020; Cremonez et al., 2021; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

Portanto, a digestao anaerdbia pode ser considerada como uma rota alternativa e
complementar para a produc¢do de hidrogénio, por meio das etapas fermentativas, que
incluem a hidrdlise e acidogénese, nas quais também sao produzidos os acidos graxos
volateis (AGV) e didéxido de carbono (Ivanenko et al., 2024). A producao de hidrogénio
¢ estimulada por microrganismos que tem como principio a realizagdo da hidrolise, ou
seja, a quebra dos agucares em piruvato, durante o processo de degradagdo do substrato,
por meio da glicdlise. Nesse processo, além do piruvato, também se tem a formacao da
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH) e duas moléculas de Adenosina Trifosfato
(ATP), que por meio da agdo de enzimas ¢ convertido em hidrogénio e AGV (Ivanenko

et al., 2024; Goren; Dincer; Khalvati, 2024).

O rendimento da producdo de hidrogénio tem dependéncia direta com as rotas
metabolicas fermentativas seguidas pelos microrganismos e seus produtos formados,
como os AGVs. Analisa-se que teoricamente o rendimento maximo de hidrogénio em
processos fermentativos ¢ de 4 mol Hz e 2 mol de acetato a cada 1 mol de glicose, quando
esta ¢ metabolizada por completo através da via do acetato (Equagdo 1) (Ribeiro et al.,

2022; Ivanenko et al., 2024; Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

A segunda rota que tem grande relevancia nessa produgdo, ¢ a rota do butirato
(Equacdo 2), em que ao metabolizar a glicose ¢ possivel ter um rendimento de 2 mol de
H:z por mol de glicose, formando 1 mol de butirato. A terceira via € a do etanol (Equagdo
3) na qual se tem a formacao de 2 mol de H> por mol de glicose € uma mistura de 1 mol
de acetato e 1 mol de etanol (Ribeiro et al., 2022; Ivanenko et al., 2024; Mohanakrishna;
Pengadeth, 2024).

Equacao 1- Reacao de metabolizagdo da glicose pela rota do acetato.

CsH1206 + 2H20 — 2CH3COOH (acetato) + 4H, + 2CO»

Equacao 2- Reacdo de metabolizagdo da glicose pela rota do butirato.

CsH1206 + 2H2,0 — CH3CH,CH>COOH (butirato) + 2CO> + 2H>

Equacao 3- Reacao de metabolizagdo da glicose pela rota do etanol.

CesH1206 + H2O — CH3COOH + CH3CH>0H (etanol) + 2CO> + 2H>
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Além das rotas metabodlicas que favorecem o rendimento de hidrogénio, existem
rotas metabdlicas que desfavorecem esse rendimento, como a rota das bactérias
homoacetogénicas (Equagdo 4), em que se tem a metabolizacdo do H» e CO; para a
formacgdo do acetato, bem como a rota do propionato (Equacdo 5), caracterizada pela
metabolizacdo da glicose e do H, formando o propionato (Ribeiro et al., 2022;

Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

Equacao 4- Reacdo de metabolizagdo do hidrogénio pela rota das bactérias homoacetogénicas.

4H; + 2C0O,; — CH3COOH (acetato) + 2H>O

Equacdo 5- Reacdo de metabolizagdo da glicose e hidrogénio pela rota do propionato.

CsH1206 + 2H2 — 2CH3CH2COOH (propionato) + 2H>0

3.7. Producgao de hidrogénio a partir da vinhaca da cana-de-agtcar

Estudos recentes tém demonstrado um interesse crescente na exploracdo da rota
fermentativa para a producdo de hidrogénio, por meio da utilizacdo de diferentes
substratos e consorcios microbianos, especialmente em processos de codigestdo e
digestdo anaerdbia em sistemas de um e dois estdgios. Diante desse panorama, foi
apresentado, na Tabela 1, alguns estudos encontrados na literatura para a producao de
hidrogénio apds uma revisao de pesquisas que empregaram a vinhaca da cana-de-agticar
como substrato em processos fermentativos, destacando as condi¢des operacionais

adotadas e as variacdes observadas nos resultados obtidos.



Tabela 1- Comparagao de resultados obtidos para a producdo de hidrogénio em diferentes
estudos por meio da fermentagdo anaerobia da vinhaga da cana-de-agucar.

35

Substrato Pré- Condigoes Producgao de Referéncia
tratamento operacionais hidrogénio
(substrato)
Vinhaga ST pH-5,0a7,5; 2.074 Fuess; Zaiat;
Temperatura- 55°C; N mL H, L' d! Nascimento,
2019
Vinhaga ST Reator acidogénico: 1.300 Ramos; Silva,
pH-5,0a5,5; NmLH,L!d! 2020
Temperatura- 55°C;
Vinhaca ST pH- 5,0; 6,0; 7,0; 821,34 Magrini et al.,
Temperatura- 37°C mL H» 2021
Vinhaca Fisico- pH-4,5a5,2; 6.420 Rego et al.,
quimicoe  Temperatura-30°Ce NmL H,L"'d"! 2022
diluigdo (para 55°C
5000 mg
DQO L)
Vinhaca ST pH-<5,0a8,5; 4.545 Rogeri et al.,
Temperatura- 55°C; NmL H, L' d"! 2023
Codigestao ST pH-5,0a5,5; 95 Volpi et al.,
da vinhaca e Temperatura- 55°C; NmL H, g! 2024
torta de Vsremovido
filtro;
Codigestao pH-4,52a6,5; 110,79 Rashidi et
da vinhaca e Acido Temperatura- 37°C e N mL H, L' eqor. h al., 2024
bagago da 55°C
cana-de-
agucar
Codigestao ST pH-5,5; 43,7 Nualsri et
da vinhaca e Temperatura- NI mL H> g SVdicionado al., 2024
células de
levedura de
cerveja

ST- Sem tratamento; NI- Nao informada;

Fonte: Autora, 2026

Fuess, Zaiat e Nascimento (2019) avaliaram a produgao de bio-hidrogénio a partir

da fermentacao escura da vinhaga de cana-de-actcar, sob condigdes termofilica em um

reator anaerdbico de leito estruturado (AnSTBR), cujo objetivo foi monitorar a influéncia

do controle de pH sobre as vias metabolicas presentes no sistema. Para isso, os

experimentos foram conduzidos a uma temperatura de 55 °C variando o pH da vinhaca
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entre 5,0 e 7,5. Os resultados demonstraram que o controle do pH entre 5,0 e 5,5 foi
essencial para possibilitar condi¢gdes favoraveis para a producdo de hidrogénio, com a
méxima producdo de 2074 N mL H,. L'l.d"!. Além disso, foi identificado trés vias
metabolicas principais que estao associadas ao pH do sistema, sendo elas: a produgado de
lactato (pH <5,0), producao de hidrogénio e butirato (pH 5,0-5,5) e produgdo de
hidrogénio com reducao de sulfato (pH > 6,0).

Ramos e Silva (2020) buscaram avaliar a viabilidade da producao de hidrogénio
e metano utilizando a vinhaga de cana-de-agticar como substrato organico, em condigao
termofilica, através de um reator anaerobio de dois estagios de leito fluidizado. Os
reatores apresentavam um volume total de 1980 cm?, sob temperatura de 55 °C, pH entre
5,0-5,5, com vinhaga diluida (5.000 - 10.000 mg DQO L) e utilizando como indculo, o
lodo granular proveniente de um reator termofilico. O lodo foi submetido a pré-
tratamento térmico (10 minutos a 90°C, seguido de banho de gelo até a temperatura de
25°C) para a eliminagdo das bactérias metanogénicas, os resultados indicaram um

rendimento de hidrogénio de 1300 mL H, dia!. L.

O estudo desenvolvido por Magrini ef al. (2021) avaliaram o efeito de diferentes
pré-tratamentos térmicos do indculo para a produgdo de hidrogénio e acidos graxos
volateis (AGVs), por meio do processo de fermentagdo escura utilizando como substrato
a vinhaga da cana-de-acucar. Para tal, foi empregada a vinhaca pura (100%) e também
diluida em agua destilada, nas concentragdes de 30%, 50% e 70%, e para fonte microbiana
foi escolhido o lodo granular. Foram empregados trés métodos de pré-tratamento térmico
ao in6culo: T1 (90 °C por 10 minutos), T2 (105 °C por 120 minutos) e T3 (121 °C por 20
minutos) para a inibi¢cdo dos organismos consumidores de hidrogénio. Além disso, os
autores investigaram o efeito do pH inicial ajustando-o para 5, 6 e 7 nas fermentagdes. Os
resultados indicaram que o pré-tratamento T1, juntamente com vinhaga nao diluida e pH
inicial de 6, proporcionou a maior produgdo de hidrogénio 821,34 mL e um rendimento

de 4,75 mmol H2/g DQO.

Rego et al. (2022) estudaram a produgdo de hidrogénio a partir da vinhaca pré-
tratada, por meio do processo de digestdo anaerdbia, buscando ajustar as condi¢des para
melhorar o desempenho na etapa fermentativa, reduzindo progressivamente o tempo de
retencao hidraulica (TRH) para 8, 6, 4, 2 e 1 hora, sob temperaturas de 30° C e 55°C; e
pH entre 4,5 ¢ 5,2. A vinhaca foi submetida a pré-tratamento fisico-quimico, que consistiu

no processo de coagulagdo, floculacdo e sedimentagdo, seguido de diluigdo a 5000 mg
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DQO L. Os experimentos foram realizados em reatores anaerdbicos de leito fluidizado
operados em condi¢gdes mesofilicas (30 °C), com volume de 0,78 L e lodo granular; como
também, em condi¢des termofilicas (55 °C), com volume de 1,53 L e agua residuaria de
matadouros de aves, ambas condigdes passaram por pré-tratamento térmico. Os
resultados evidenciaram que o TRH de 2 horas proporcionou maiores taxas de produgao
de hidrogénio, alcangando uma producdo de 270 mL H>dia™ no reator mesofilico e

6420 mL H: dia™! no reator termofilico.

Rogeri et al. (2023) buscaram estratégias para controlar o pH durante a
fermentagdo escura da vinhaga, visando aumentar a producdo de hidrogénio e reduzir o
sulfato, além de entender a distribui¢do dos metabolicos formados. Os autores utilizaram
trés reatores AnSTBR de 1,9 L cada, operados a 55°C, aplicando dois tipos de vinhaga,
uma advinda da mistura do suco e melaco e outra somente do melaco. Os reatores foram
inoculados a partir da fermentagdo natural da vinhaga, ajustando-se o pH da mesma para
6,5 e submetendo-a a fermentagdo termofilica por 3 dias. Em conseguinte, a vinhaga foi
recirculada nos trés reatores por 5 dias até estimular a ligacdo dos microrganismos aos
reatores. Apos o periodo de inoculagdo dos reatores, cada um deles foi alimentado com
vinhag¢a em pH ajustados com agentes alcalinizantes, sendo: R1- o pH ajustado para 6,5
com NaOH e NaHCO3; R2- pH entre 6,5-8,5 com NaOH; R3- pH <5,0 sem ajuste. Foi
observado a maior producao de hidrogénio proveniente da vinhaga do melaco submetida

a condi¢do R2, obtendo 4545 mL' Ho L' d.

Volpi et al. (2024) avaliaram a produgao de hidrogénio por meio da codigestao de
dois residuos advindos do processamento da cana-de-actcar, sendo eles a vinhaga e torta
de filtro. Neste trabalho foram realizados cinco testes de ensilagem da torta de filtro antes
da codigestao com a vinhaga, com intuito de quebrar as ligagcdes presentes nas estruturas
que constitui o substrato. Os testes tiveram duragdo de 0, 20, 40, 80 e 100 dias, sob
temperatura de 25°C. Nesse processo, o indculo (dgua residudria do abatedouro de aves)
foi submetido a pré-tratamento acido (pH ajustado para pH 3,0 com HCI 1 mol L™!, por
24h a 55°C e, por fim, ajuste do pH para 5,0 com NaOH 1 mol L'"). A maior produgio de
hidrogénio foi de 95 N mL H> g VS~ ! controlando o pH entre 5,0 — 5,5 e temperatura em

55°C, considerando o periodo de ensilagem de 40 dias.

Rashidi et al. (2024) investigaram a producdo de hidrogénio a partir da codigestao
anaerdbica da vinhaca e bagaco da cana-de-agucar com o lodo de uma estagdo de

tratamento de esgoto. Os substratos foram submetidos a uma hidrélise acida, o bagaco da
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cana-de-agucar foi acidificado com H>SOs 25% e a vinhaga com H>SO4 0,25%, em
seguida foram conduzidos a 121°C e 1,5 Kg cm? por 60 minutos na autoclave, utilizando
diferentes propor¢des entre os substratos (1:0, 1:15, 1:30, 1:45 e 0:1 g de bagaco/mL de
vinhaga), ap0ds esse processo filtrasse o residuo sélido. A codigestao dos substratos como
lodo foi conduzida em reator de bancada de 500 mL, sob varia¢des de pH inicial (4,5 a
6,5) ¢ em condigoes termofilica de 55°C. A melhor condig@o de hidrolise dos substratos
foi observada na proporcao 1:15 g de bagaco/mL de vinhaga, que proporcionou a maior
concentracdo de actcares hidrolisados de 10,03 g/L de substrato, bem como a maior taxa

volumétrica de produgio de hidrogénio com um valor de 110,79 N mL H. L' -h.

Nualsri et al. (2024) propuseram a producao de hidrogénio e metano por meio da
codigestdo anaerdbica de vinhacga e células de leveduras residuais de cervejaria (SBY),
comparando os processos em uma ¢ duas etapas. A fonte microbiana utilizada foi o lodo
anaerobio, o qual foi submetido pré-tratamento térmico (105°C por 90 minutos). No
processo de producdo de hidrogénio, foram otimizadas as propor¢des de vinhaga para
SBY e a concentragdo de cinzas volantes (usada como tampao). Para a vinhaca e SBY
foram consideradas as seguintes proporg¢des: 10:0% (v/p); 9:1% (v/p); 8:2% (v/p); 7:3%
(v/p), com a proporgao de cinzas de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8% (p/v), respectivamente. A
proporc¢ao ideal de vinhaca para SBY foi de 7:3% (v/p) com 0,4% (p/v) de cinzas volantes,

resultando em um rendimento maximo de hidrogénio de 43,7 mL H/g de SV adicionados.

3.8. Fatores que influenciam a producio de hidrogénio por fermentacio escura

O processo de fermentagdo escura (FE) ¢ dependente de diversos fatores, que irdo
afetar a estabilidade do sistema e consequentemente a producao de hidrogénio, sendo
necessaria a manutencao de condic¢des ideais durante o processo, para uma maximizacao
da producdo de hidrogénio. Dentre os fatores relevantes para a produ¢do de hidrogénio,
pode-se destacar: potencial hidrogenidnico (pH), temperatura, tipo de substrato, tipo de
ino6culo e tratamentos, tempo de retencao hidraulica, taxa de carregamento organico, entre

outros.
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3.8.1.pH

O pH ¢ amplamente reconhecido como um dos principais fatores que influenciam
o desempenho do processo fermentativo, apresentando um papel essencial na manutengao
da estabilidade do sistema e no rendimento maximo de hidrogénio. A faixa adequada de
pH interfere diretamente nas reagdes quimicas presentes no meio reacional, pois contribui
para aumentar a acdo metabolica de diferentes grupos de microrganismos sobre o
substrato, bem como auxilia no crescimento microbiano e produ¢do de enzima no meio
(Saravanan et al., 2022). Durante a fase fermentativa os microrganismos presentes
demonstram preferéncia pelo meio acido, condigdo na qual é possivel inibir a atividade
de microrganismos consumidores de Hz, como as bactérias metanogénicas, ja que estas
desenvolvem-se melhor em meios alcalinos (Kumar; Samadder, 2020; Kunz; Steinmetz;

Amaral, 2022).

Nesse sentido, para o desenvolvimento do processo fermentativo que contribuam
para a producdo de hidrogénio existem faixas ideais de pH que devem ser mantidas nos
sistemas reacionais para que as condi¢des essenciais de sobrevivéncia destes
microrganismos sejam mantidas. A fase fermentativa tem como intervalo de pH ideal que
varia entre 4,0 e 6,0 em que se tem a predominancia da formagao de hidrogénio e AGV,
como acido acético e butirico, ja nas fases da acetogénese e metanogénese os
microrganismos consumidores de hidrogénio tem suas faixas ideais entre 6,5 e 8,5

(Kumar; Samadder, 2020; Cremonez et al., 2021; Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

3.8.2. Temperatura

4

A temperatura também ¢ considerada um fator fundamental no processo
fermentativo, por influenciar diretamente no crescimento e a atividade metabolica dos
microrganismos, na degradacdo do substrato e na formagdo de subprodutos no meio
reacional. Além disso, tem influéncia no equilibrio termodindmico do sistema, na
diversidade microbiana, na estabilidade do processo e nas diversas reagdes bioquimicas
que ocorrem. A faixa de temperatura na qual o sistema ¢ operado, ¢ de extrema
importancia, pois definird os grupos de microbianos que irdo predominar, bem como as

rotas metabolicas que estes seguirdo (Saravanan et al., 2022; Ram; Rani; Kumar, 2024).

A temperatura dos sistemas fermentativos anaerdbios pode ser classificada em trés

categorias: Psicrofilica (15°C - 25°C); Mesofilica (25°C a 45°C); Termofilica (45°C a
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65°C); Hipertermofila (>80° C). Essas faixas determinam quais microrganismos terao
maior predominancia e atividade no processo, ja que diferentes grupos microbianos
respondem de maneira distinta as variagdes térmicas, podendo ser favorecidos ou inibidos
em determinadas condigdes de temperatura (Yao et al., 2020; Cremonez et al., 2021;

Saravanan et al., 2022).

Nessa perspectiva, foi verificado que condi¢des mesofilas proporcionam uma
maior diversidade e atividade microbiana que favorece a estabilidade do sistema e
diminui o acimulo de AGV. Em contraste, as condi¢des termofilicas, diminuem a
diversidade microbiana, bem como limitam a atividade de alguns microrganismos, como
os metanogénicos que consomem o H», devido ao aumento na taxa de degradagdo do
substrato e aumento na formag¢do de compostos toxicos que podem inibir sua agdo

(Kumar; Samadder, 2020).

3.8.3. Tipo de substrato

A composi¢do do substrato tem importincia significativa, uma vez que este
representa a fonte nutricional responsavel por fornecer os nutrientes adequados para o
crescimento dos microrganismos dentro do sistema e contribui no processamento das
reacdes bioquimicas. Os substratos apresentam em sua composicdo uma variedade de
compostos organicos € inorganicos essenciais para os processos fermentativos. No geral,
sua composi¢do € rica em macronutrientes como as proteinas, carboidratos, lipidios e
micronutrientes, como magnésio, niquel e fosforo (Cremonez et al., 2021; Saravanan et

al., 2022).

Estes nutrientes influenciam positivamente a producdo de hidrogénio,
contribuindo na multiplica¢do dos microrganismos no sistema e nas rotas metabolicas que
transformam o substrato em hidrogénio (Cremonez ef al., 2021; Saravanan et al., 2022).
Os residuos utilizados como substrato apresentam componentes essenciais ao
desenvolvimento dos microrganismos, como carboidratos, lipidios e proteinas. Os
carboidratos atuam como fonte de agucares facilmente fermentaveis, que tem influéncia
positiva no sistema, servindo como fonte de carbono e energia, ajudando no crescimento

microbiano (Cremonez ef al., 2021; Ram; Rani; Kumar, 2024).
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Os lipidios também sdo fonte de carbono e de energia para os microrganismos, no
entanto, podem interferir no desenvolvimento do processo, uma vez que por serem
compostos de cadeia longa, quando em excesso, podem retardar o processo de hidrélise,
sendo necessario passar por uma etapa de pré-tratamento. Ja as proteinas, atuam como
fontes essenciais de nitrogénio para o sistema, corroborando no desenvolvimento celular
dos microrganismos e na atividade enzimatica no meio (Cremonez et al., 2021; Ram,;

Rani; Kumar, 2024).

3.8.4. Tipo de inoculo e tratamentos

O inodculo exerce papel fundamental no desenvolvimento da fermentagao
anaerobia, pois constitui a fonte de microrganismos responsaveis pela degradacdao do
substrato ¢ sua conversdo em hidrogénio. De modo geral, diferentes consorcios
microbianos podem ser empregados na fermentacdo de uma ampla variedade de
substratos, podendo ser utilizadas culturas mistas, culturas puras e microrganismos
isolados. Esses consoércios sdo determinantes para a eficiéncia do processo, especialmente
na produgdo e rendimento de hidrogénio (Martinez-Burgos et al., 2022; Mohanakrishna;

Pengadeth, 2024).

\

Os microrganismos comumente associados a producdo de hidrogénio sdo as
espécies dos géneros Clostridium, como Clostridium beijerinckii, Clostridium
acetobutylicum, Clostridium butyricum e Clostridium tyrobutyricum, reconhecidas por
sua elevada atividade fermentativa, potencial de conversao e rendimento de hidrogénio
(Martinez-Burgos et al., 2022). Por outro lado, o uso de culturas mistas, também tem
apresentado um bom desempenho na producao de hidrogénio, devido a presenca de uma
alta variedade de bactérias com fungdes metabodlicas complexas e caracteristicas
fisiologicas distintas, proporcionando um ambiente de interacdes entre esses

microrganismos (Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

Essas interagdes definem a rota de agdo dos microrganismos e, consequentemente,
os produtos que serdo originados, podendo ocorrer de maneira cooperativa ou nao
cooperativa, pois a sintrofia entre as bactérias possibilita o aumento da produtividade. No
entanto, a variedade de microrganismos no inoculo misto, caso seja identificada a

presen¢a de microrganismos consumidores, pode ocasionar a redu¢do na producdo de
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hidrogénio. Com isso, a necessidade da realizagdo de pré-tratamentos para inibir os

microrganismos consumidores deve ser considerada (Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

Dentre as opgdes de pré-tratamento, ¢ possivel destacar o uso de altas
temperaturas e baixos valores de pH, pois estes pardmetros distinguem as bactérias
metanogénicas das acidogénicas, nos quais as bactérias acidogénicas sdo capazes de
formar enddsporos que proporcionam resisténcia e contribuem para a sobrevivéncia delas
em condi¢cdes desfavoraveis, como em condigdes extremas de pH e temperatura

(Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

Magrini et al. (2021) estudaram os efeitos de trés métodos diferentes de pré-
tratamento térmico do indculo sobre a producdo final de hidrogénio e acidos graxos
volateis. Na 1° condi¢do de pré-tratamento realizado foi considerado um aquecimento a
90°C do in6éculo por 10 minutos; na 2°condi¢do, aquecimento do indculo a 105°C e por
2 horas; e, na 3° condi¢do, aquecimento do indculo a 121°C por 20 minutos. Através das
condigdes mencionadas, os autores relataram a obtengdo da producdo maxima de

hidrogénio de 821,34 mL de H», utilizando a 1° condi¢ao de pré-tratamento do in6culo.

Volpi et al. (2024) submeteram o lodo do reator anaerdbio do abatedouro de aves,
utilizada como in6culo no processo fermentativo, a um pré-tratamento acido com solugdo
de 4cido cloridrico (HCI 1 mol L") em que o pH foi ajustado para 3,0 durante 24h a uma
temperatura controlada de 55°C, seguido de outro ajuste, para pH 5,0 com uma solugao
de hidréxido de sédio (NaOH 1 mol L!). Finalizado o ajuste, foi realizada a codigestdo
dos substratos, no qual foi atingido uma producdo méaxima de hidrogénio de 95 N mL H»

gVSL

3.9. Pré-tratamentos da biomassa no processo de fermentacio escura

O aumento da eficiéncia na producdo de bioenergia a partir de biotecnologias
como a fermentacdo escura necessita, muitas vezes, de etapas preliminares que
contribuam para aumentar a disponibilidade e biodegradabilidade dos residuos utilizados
como substrato, melhorando assim a produ¢do de energias de fontes renovaveis como
biogés, biometano e, atualmente, o hidrogénio (Atelge ef al., 2020; Kumar; Samadder.,

2020; Nava-Valente et al., 2023).
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Neste sentido, observa-se uma crescente ado¢cdo de métodos de pré-tratamento
como etapa preliminar aos processos bioquimicos, buscando acelerar o processo de
hidrolise, transformando a estrutura complexa dos residuos em uma matriz mais acessivel
para a digestdao. Esses métodos promovem o aumento da agdo dos microrganismos sobre
a fragdo organica do substrato, aumento da solubilidade da matéria orgéanica, diminui¢ao
da formacao de substancias toxicas no processo, aumento da disponibilidade de agucares

redutores no meio reacional, entre outros (Atelge et al., 2020; Shukla et al., 2023).

Diante disso, existe uma gama de métodos de pré-tratamento que podem ser
utilizados para melhoria dos substratos para os processos fermentativos. No entanto, a
selecdo dos métodos de pré-tratamento deve ser fundamentada em critérios especificos,
como o tipo de substrato, a composicao inicial da biomassa e as caracteristicas desejadas
do produto final. Isso se deve ao fato de que, embora essa etapa possa aumentar a
disponibilidade da biomassa para a a¢do microbiana, ela também pode resultar em sua
degradagdo, uma vez que cada método possui um mecanismo de agdo distinto sobre a

estrutura da biomassa (Atelge et al., 2020).

Os métodos de pré-tratamento podem ser classificados em fisicos, quimicos e
bioldgicos. Além disso, existem os pré-tratamentos combinados, os quais consistem na
integragcdo de dois ou mais métodos com o intuito de potencializar a modifica¢do da
estrutura do substrato, visando a melhoria de sua digestibilidade (Banu et al.,2019; Nava-

Valente et al., 2023; Maroldi et al., 2024).

3.9.1. Pré-tratamentos fisicos

Os pré-tratamentos fisicos caracterizam-se por realizar uma mudanca na estrutura
fisica do substrato, promovendo variacdes de temperatura e pressdo sobre a biomassa,
que contribuem para aumentar a acessibilidade, disponibilidade de acticares e reatividade
da biomassa. Consequentemente, esta etapa aumenta a atividade dos microrganismos
sobre o substrato (Shukla er al., 2023; Maroldi et al., 2024). Ao aumentar a area
superficial do substrato, tornando a fracdo organica mais acessivel, também melhora a
homogeneiza¢do do substrato com o consércio microbiano, a diminui¢do da viscosidade
e a reducao da quantidade de sobrenadante durante o processo de fermentacao (Shukla et

al., 2023).
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Este método apresenta como vantagem a nao adigdo de compostos quimicos,
bactérias, fungos ou enzimas ao processo ¢ o aumento do rendimento do produto final.
Contudo, tem como desvantagem o acréscimo no consumo de energia durante o processo,
tornando o custo de produgdo mais elevado. Existem diferentes técnicas de pré-
tratamentos fisicos, a exemplo de pré-tratamentos mecanicos, irradiagao por micro-ondas,

térmicos e ultrassonicos (Atelge et al., 2020).

Dentre os tipos mencionados, destaca-se o pré-tratamento ultrassonico, cujo
principio ¢ baseado na propagacao de ondas sonoras com baixas frequéncias na faixa de
20 a 40 kHz, processando-se através da formagao de zonas de compressdo e rarefagio,
que acarretam a formacao de regides de alta pressdo, gerando a compressao das moléculas

e, também, regides de baixa pressdo com o afastamento das mesmas (Atelge ef al., 2020;

Shukla et al., 2023).

Os processos de compressdo e rarefacdo formam microbolhas no substrato, as
quais implodem em segundos, fendmeno conhecido como cavitagdo. A cavitacdo
promove alta vibragdo no meio, gerando um aumento de energia e formagao de calor que
rompera as ligagdes existentes na composi¢do estrutural dos residuos, aumentando a

transferéncia de massa e reduzindo o tamanho da particula (Banu et al., 2019; Atelge et

al., 2020; Shukla et al., 2023).

Nessa atividade, a pressdo e temperatura ao redor das microbolhas aumentam,
atingindo cerca de 500 bar e 5000 K, respectivamente, ocasionando o afastamento entre
as moléculas que compde a estrutura do substrato, desintegrando sua estrutura (Maroldi
et al., 2024). O processo de desestruturagdo dos componentes do substrato também ¢
acompanhado da formagdo de ions hidrogénio (H") e radicais hidroxilas (OH") que
contribuem no processo de degradacdo do substrato, por auxiliarem na oxidacdo da

matéria organica (Banu et al., 2019; Atelge et al., 2020).

Outra técnica a ser destacada € o pré-tratamento térmico cuja acdo atua
diretamente sobre a estrutura do residuo e possibilita o0 aumento da biodegradabilidade
do mesmo, pois ao aplicar calor sobre o substrato ocorre o rompimento das ligacdes
quimicas, tornando seus componentes mais soluveis e propensos ao processo de digestao
anaerdbia (Banu er al., 2019). Esse fator aumenta a taxa de fermentagdo e, quando

processado em altas temperaturas, contribui também na inibi¢cdo da acdo de bactérias
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patogénicas, elevando o rendimento do produto final (Banu et al., 2019; Atelge et al.,

2020).

3.9.2. Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico tem sua agao baseada no uso de produtos quimicos que
agem diretamente na estrutura dos residuos, quebrando as ligagdes quimicas e formando
estruturas menos complexas, com cadeias menores, mais acessiveis e reativas,
favorecendo o aumento da biodegradabilidade do residuo e a diminui¢do do tempo de
retencdo hidraulica do processo fermentativo, aumentando a eficiéncia do processo
(Atelge et al., 2020; Maroldi et al., 2024). Esta técnica apresenta diferentes processos,
como tratamentos por ozonizac¢do, organossolventes, solventes eutéticos, alcalinos e

acidos (Atelge et al., 2020; Shukla ef al., 2023; Maroldi et al., 2024).

Dentre as técnicas de pré-tratamento quimico, destacam-se o pré-tratamento
acido, no qual os principais reagentes utilizados sao: acido sulfurico (H2SOs); acido
acético (CH3COOH); perdxido de hidrogénio (H20>) e acido cloridrico (HCI). E o pré-
tratamento alcalino em que geralmente aplica-se hidroxido de calcio (Ca(OH),),
hidroxido de potassio (KOH), hidroxido de magnésio (Mg(OH)>), amdnia liquida e
hidréxido de soédio (NaOH) (Banu et al., 2019; Shukla et al., 2023; Maroldi ef al., 2024).

Ambeas as técnicas sdo usadas com o intuito de aumentar a eficiéncia da digestao
anaerobia, visto que ao se utilizar acidos no tratamento de residuos ocorre um aumento
na solubilidade dos compostos € melhora a etapa de hidrélise, enquanto o tratamento
alcalino, por sua vez, provoca uma diminuicdo na polimerizagdo da biomassa,
aumentando a area superficial interna e intensificando as quebras das ligagcdes dos

compostos de cadeia longa em compostos de cadeia menor (Banu et al., 2019).

Mahmoodi-Eshkaftaki e Mockaitis (2022) descreveram em seu estudo uma
técnica de otimizacao da producdo de bio-hidrogénio, utilizando a xilose e o lodo granular
anaerobio como fonte de carbono e de microrganismos, correspondentemente, para os
processos fermentativos. Foram avaliados diversos fatores para otimizar a producao,
como tempo de digestdo, pressdo relativa de biogds, concentragdo de acidos graxos
volateis e pré-tratamento. A partir dos fatores analisados, foi verificado que o pré-

tratamento acido do lodo granular (condicionamento do lodo em pH 3,0 utilizando HCI,
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por 24 horas) proporcionou o melhor resultado, em que foi alcangada uma produgao de

10,2 mmol L' de Ha.

No estudo desenvolvido por Nam (2023) foi investigada a produgdo de hidrogénio
a partir do pré-tratamento alcalino de residuos alimentares. Para tal finalidade, foi
aplicado ao substrato uma solu¢do de hidréxido de potassio (KOH) em diferentes pH
(11,5; 12,0; 13,0; 13,5) e temperatura 35 °C, mantida constante, tendo como intuito
aumentar a biodegradabilidade dos residuos, aumentando a produgdo de hidrogénio. Os
autores constataram que em pH 13 houve uma maior liberagdo de carboidratos soluveis e
proteinas, sendo mais favoravel para a produgdo de hidrogénio, atingindo uma produgao

de 163,8 mL H> g ' VS/h.

3.9.3. Pré-tratamento Bioldgico

Os pré-tratamentos bioldgicos, diferente dos anteriormente mencionado, ndo
fazem uso de temperatura, pressdo ou produtos quimicos, e também ndo apresentam a
formagao de compostos indesejados. No entanto, para a sua implementacao é necessario
alto controle do processo, visto que no seu desenvolvimento sdo utilizadas enzimas,
bactérias ou fungos que precisam de condigdes ideais para decompor a estrutura complexa
do substrato (Kumar; Samadder, 2020; Maroldi ef al., 2024). Este tratamento se processa
de forma lenta e requer uma fonte de carbono para proporcionar energia na sua atividade,
a exemplo dos carboidratos fermentaveis, ja que esse método se desenvolve através do

crescimento desses organismos no substrato (Banu et al., 2019).

Sheekh et al. (2023) utilizaram em seu estudo para melhorar a producdo de
hidrogénio a biomassa de microalgas e nesse processo foram testados trés tipos de pré-
tratamentos dessa biomassa: pré-tratamento termoquimico utilizando 4cido sulfurico (0,5;
1; 1,5; 2,0%) em propor¢ao 1:10, 1 g de biomassa/10mL de solucdo; pré-tratamento
bioldgico, em que foi utilizada a Trichoderma harzianum Ps-2 como fonte de enzimas
hidroliticas, para a conversao dos agucares complexos da biomassa em agucares simples;
e testou também o pré-tratamento bioldgico potencializado com nanoparticula de Mg-Zn
Fe204-NPs. A partir das analises realizadas as produ¢des maximas de hidrogénio obtidas
através dos pré-tratamentos foram 1.520 mL H, L' em 72 horas, 2.645 mL H> L' em 48

horas e 3.254 mL H, L' em 48 horas respectivamente. Demonstrando que os pré-



47

tratamentos bioldgicos sem ou com o uso de nanoparticula mostraram-se mais eficientes

na conversdo dos agucares e aumento da produ¢do de hidrogénio.
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4. METODOLOGIA

A presente pesquisa ¢ de natureza experimental e teve como objetivo investigar o
potencial da digestdo anaerobia na produ¢do de hidrogénio a partir do uso da vinhaga da
cana-de-agclicar como substrato e lodo de esgoto como inoculo. Para esse
desenvolvimento, foram estudadas as varidveis que influenciam a producao de
hidrogénio, como a propor¢ao entre o substrato e indculo, temperatura e pH. Também foi
realizado o pré-tratamento do substrato, para aumentar a disponibilidade da matéria
organica biodegradavel e o pré-tratamento do inoculo, para a inativagdo de
microrganismos consumidores de hidrogénio, buscando o aumento da eficiéncia na

produgdo de hidrogénio.

Nesse sentido, os topicos a seguir versaram sobre: coleta e armazenamento do
substrato (item 4.1); planejamento experimental e pré-tratamento do substrato (item 4.2);
inéculo e pré-tratamento (item 4.3); caracterizagdo fisico-quimica do substrato e indculo
(item 4.4); descricdo do biorreator (item 4.5); ensaios preliminares (item 4.6);
planejamento experimental estatistico dos ensaios (item 4.7); cromatografia gasosa (item

4.8).

4.1. Coleta e armazenamento do substrato

O substrato utilizado nesse estudo foi a vinhaga da cana-de-agucar, cedida pela
Usina Sao José do Pinheiro, localizada no Povoado Pinheiros, s/n, Zona Rural da cidade
de Laranjeiras/SE. A vinhaga utilizada foi produzida no fundo da primeira coluna de
destilacdo do vinho durante o processo de obtengdo do etanol. A coleta da vinhaca foi
realizada no dia 24 de janeiro de 2025, utilizando dois galdes de polipropileno de 50 L,
coletando um volume total de 100 L de substrato. A vinhaca apresentava uma temperatura
entre 70 a 80 °C. O substrato foi transportado ao Nucleo de Energias Renovaveis e
Eficiéncia Energética de Sergipe (NEREES), localizado no Sergipe Parque Tecnologico
(SergipeTec) e, em seguida, o volume da vinhaga foi fracionado em frascos de plasticos
de 5 L e armazenado em freezer a uma temperatura de -20°C para manutengdo de suas
caracteristicas, também foram reservadas por¢des de 50 mL em frascos de vidro ambar

para caracterizacgdes posteriores, ilustrado na Figura 5.
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Figura 5- Coleta da vinhaga da cana-de-agucar na Usina Pinheiro (A) e armazenamento em
freezer a -20°C no NEREES (B).

(A) (B)

Fonte: Autora, 2026

4.2. Pré-tratamento do substrato

Para melhorar a disponibilidade de actcares facilmente fermentaveis no substrato
foi realizado um pré-tratamento acido com um equipamento de ultrassom da marca
UNIQUE, com uma frequéncia ultrassonica de 37 kHz, promovendo um processo de
hidrolise 4cida do residuo. Para essa finalidade, foi delineado um planejamento fatorial
Box-Bhenken (3°), ou seja, com trés fatores e trés niveis, em que as varidveis
independentes foram pH, temperatura e tempo, tendo como variavel dependente o teor de
acucares redutores totais (ART). Nesse planejamento foi realizado a replica apenas dos
pontos centrais. As Tabelas 2 e 3 apresentam os fatores e niveis do planejamento Box-

Bhenken e a matriz experimental delineada para o estudo, respectivamente.

Tabela 2- Fatores e niveis do planejamento experimental Box-Bhenken aplicado.

Fatores Unidades Niveis das variaveis
estudados -1 0 +1
pH - 2,0 3,5 5,0
Temperatura °C 30 55 80
Tempo Minutos 10 20 30

Fonte: Autora, 2026
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Tabela 3- Matriz experimental do planejamento Box-Bhenken (3°).

Ensaios pH Temperatura (°C) Tempo (min)
1 2 30 20
2 5 30 20
3 2 80 20
4 5 80 20
5 2 55 10
6 5 55 10
7 2 55 30
8 5 55 30
9 3,5 30 10
10 3,5 80 10
11 3,5 30 30
12 3,5 80 30
13 (C) 3,5 55 20
14 (C) 3,5 55 20
15 (C) 3,5 55 20

Fonte: Autora, 2026

O pré-tratamento foi realizado utilizando um volume de 40 mL de vinhaga para
cada condicdo. Para o ajuste do pH foi utilizado acido cloridrico (HCl) com 36 % de
pureza ou uma solu¢do de hidréxido de sodio (NaOH a 2,0 mol L™"). Apos essa correcao,
a amostra foi submetida ao tratamento por ultrassom, conforme as condi¢des apresentadas
nas Tabelas 2 e 3. Ao término do tratamento, a vinhaga foi neutralizada com solugao de
NaOH, 2,0 mol L, transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com d4gua destilada. Posteriormente foi realizada a andlise de
espectrofotometria no UV-VIS para quantificagdo dos aglicares da vinhaga apos o pré-

tratamento, em um comprimento de onda de 540 nm, através do método do acido 3,5-
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Dinitrosalicilico (DNS), utilizando como padrao para a construc¢ao da curva de calibragao

a glicose, conforme (Apéndice A).

4.3. Inoculo e pré-tratamento

O lodo de esgoto, indculo deste estudo, foi cedido pela Estacio Municipal de
Tratamento de Efluentes (ETE) da Companhia de Saneamento de Sergipe (DESO),
localizada na Barra dos Coqueiros, Aracaju/SE. O lodo foi coletado de um digestor
anaerobio de fluxo ascendente (DAFA) em um galdo polipropileno de 50 L, sendo a
primeira coleta realizada no dia 30 de julho de 2024 e a segunda coleta no dia 24 de
fevereiro de 2025, apds a coleta o indculo foi transportado para o NEREES, e refrigerado
em uma geladeira de laboratorio, com a temperatura em 3°C, para a manutencao de suas

caracteristicas.

O lodo foi submetido a um pré-tratamento acido e térmico, juntamente com a
aclimatac¢do deste com o substrato, de acordo com a metodologia adaptada do estudo
desenvolvido por Volpi et al. (2024). Esse processo consistiu em fracionar o lodo em
erlenmeyers de 250 mL de acordo com o volume final desejado e, em seguida, adicionar
12 mL de vinhaga a cada recipiente, buscando fornecer nutrientes ao meio e aclimata-lo
com o substrato. Em conseguinte, o pH do lodo foi ajustado para 3,0 utilizando uma
solugdo de HCI 1,0 mol L! e incubado a 55°C, durante um periodo de 24h em uma
incubadora Shaker da marca LUCADEMA modelo LUCA-222, com uma agitagdo
constante de 100 rpm. Ap6s o periodo de incubagao foi verificado o pH do lodo e ajustou-

se para 5,0 com uma solu¢do de NaOH 1 mol L.

4.4. Caracterizacao fisico-quimica do substrato e indculo

A caracterizagdo da vinhaga e do lodo de esgoto foi realizada quanto aos seguintes
parametros: potencial hidrogenionico (pH); solidos totais, fixos, volateis, suspensos e
dissolvidos; teor de umidade; alcalinidade total; Demanda Quimica de Oxigénio (DQO);
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Ademais, a vinhaca foi submetida também a
analise elementar (CHN) e teor de agucares totais. Esses procedimentos seguiram os

métodos de andlises apresentados na Tabela 4 abaixo.
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Tabela 4- Parametros e métodos de analise utilizados nas caracterizagdes das amostras.

Pariametros Metodologia Método de analise
pH Standard Methods 4500-H e
Potenciométrico
Solidos Totais, fixos, Standard Methods 2540 Gravimétrico
volateis, suspensos e
dissolvidos
(gL
Umidade
(%) ASTM D-1762 Gravimétrico
Alcalinidade total
(mg L) Standard Methods 2320 Titulometria de neutralizagao
DQO
(mg L) Standard Methods 5220 Colorimétrico.
DBO
(mg L) Standard Methods 5210 DBO:s
Acgucares redutores Sumner Acido 3,5-Dinitrosalicilico
(gL (DNS)
CHN ASTM D-5291 -
(%0)

Fonte: Autora, 2026

4.4.1. Determinacao do pH

A determinacdo pH foi realizada a partir do método potenciométrico, seguindo a
metodologia do Standard Methods 4500-H (APHA, 2012). A analise ocorreu por medi¢ao
direta com equipamento pHmetro da marca MS Tecnopon modelo bancada/ portatil.
Antes de realizar a leitura das amostras foi realizada a calibragdo do equipamento, com
as solugdes tampodes de pH (4 e 7), e posteriormente foi efetuada a anélise das amostras e

registrado o pH.

4.4.2. Determinagao de solidos totais, fixos, volateis, suspensos e dissolvidos

A determinagao de solidos totais, fixos, volateis, suspensos e dissolvidos, foi realizada
seguindo a metodologia do Standard Methods 2540 (APHA, 2012). Inicialmente foi
realizada a calcinacdo das capsulas de porcelana em um forno mufla a 550° C por 15

minutos. Apos resfriar em dessecadores, as capsulas foram pesadas, assim como, 0s
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papéis filtros utilizados na analise de sélidos suspensos. Em seguida, foi realizada a
filtragem das amostras, e, subsequentemente, foi realizada a afericdo da massa do

recipiente com as amostras.

As amostras foram levadas a estufa a 105 ° C por 24 horas, apds essa etapa aguardou-
se o resfriamento das capsulas em um dessecador e aferiu-se a massa do recipiente com
a amostra seca. Posteriormente, as capsulas com as amostras secas em estufa, que nao
foram filtradas, foram levadas a aquecimento de 550° C por 2 horas em forno mufla.
Finalizado o tempo, aguardou-se o resfriamento das capsulas até a temperatura ambiente
e foi realizada a aferi¢do da massa das capsulas com a amostra apos a calcinagdo. Estas
determinagdes foram realizadas em triplicata e o teor de sdlidos totais, fixos, volateis,
suspensos e dissolvidos foram determinados, respectivamente, conforme as Equagoes 6,

7, 8,9 e 10 apresentadas abaixo.
Equacdo 6- Formula para a determinagao do teor de solidos totais.

ST = (@) x 1000

Em que:

ST= concentracio de solidos totais, em g L!;

ms= massa da cipsula de porcelana com amostra seca na estufa, em g;
my= massa da capsula de porcelana vazia, em g;

V= volume da amostra, em mL;

Equagdo 7- Férmula para determinagdo do teor de solidos totais fixos.

STF = (@) x 1000

Em que:

STF= concentracao de solidos totais fixos, em g L

ms= massa da capsula de porcelana com amostra seca na mufla, em g;
my= massa da cépsula de porcelana vazia, em g;

V= volume da amostra, em mL;



Equagao 8- Formula para determinagdo do teor de solidos totais volateis.

STV = (@) x 1000

Em que:

STV = concentragio de sélidos totais volateis, em g L!;

ms= massa da capsula de porcelana com amostra seca na estufa, em g;
my= massa da capsula de porcelana com a amostra seca na mufla, em g;

V= volume da amostra, em mL;

Equacgdo 9- Formula para determinagdo do teor de solidos suspensos totais.

SST = (@) x 1000

Em que:

SST = concentragio de s6lidos suspensos totais, em g L!;

ms= massa da capsula de porcelana com o papel filtro e amostra seca na estufa, em g;
my= massa da capsula de porcelana com o papel filtro, em g;

V= volume da amostra, em mL;

Equagdo 10- Formula para determinac@o do teor de solidos dissolvidos totais.

SDT =ST -SST
Em que:
SDT = concentracdo de solidos dissolvidos totais, em g L
ST= concentracao de solidos totais;

SST= concentragao de sélidos suspensos totais;

54
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4.4.3. Determinacao de umidade

A determinacdo de umidade seguiu a metodologia adaptada da ASTM D1762, para a
determinagdo uma massa aproximada de 15 g de amostra foi medida e acondicionada em
uma capsula de porcelana previamente seca e pesada. A capsula foi conduzida para uma
estufa aquecida a 105 £ 5 °C por um periodo de 24 horas, sendo retirado ap6s este periodo
e mantido em um dessecador até atingir a temperatura ambiente. O procedimento foi
realizado em triplicata e a umidade da vinhaca em base seca foi determinada de acordo

com a Equagao 11.

Equacao 11- Férmula para determinagdo do teor de umidade.

M) % 100

%U:(
m,

Em que:
% U= Teor de umidade em base seca, em %;
mi = Massa da amostra em base imida, em g;

m2= Massa da amostra em base seca a 105°C, em g;

4.4.4. Determinagao da alcalinidade total

A determinacao da alcalinidade foi realizada através da metodologia do Standard
Methods 2320 (APHA, 2012). Inicialmente foi realizada a padronizac¢do da solugdo de
4cido sulfurico 0,1 mol L' utilizando o carbonato de s6dio como padrdo primario.
Posterior a padronizagdo, foi realizado preparo e andlise do branco, utilizado para a
correcdo de erros causados por possiveis interferentes durante as andlises. Em
conseguinte, foi realizada a determinacao da alcalinidade das amostras, onde inicialmente
diluiu-se as amostras 10 vezes para a vinhaga e 50 vezes para o lodo de esgoto.
Posteriormente foi adicionado 25 mL das amostras diluidas com 3 gotas da solugdo
indicadora de fenolftaleina num erlenmeyer e ndo foi observada alteragdo na coloracao,
caso houvesse alteragdo na coloragdo para rdsea seria necessario titular a amostra com

acido sulfurico até atingir a coloragao inicial novamente.

A partir disto, seguiu-se para proxima etapa, onde foram adicionados a0 mesmo

erlenmeyer 3 gotas da solu¢ao indicadora de verde de bromocresol/vermelho de metila e
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a solucao assumiu uma coloragao levemente esverdeada. Devido a mudancga de coloragao
foi iniciada a titulacdo da amostra com a solucdo padronizada de 4cido sulfurico até o
ponto final da titulagdo, em que foi determinado pela mudanca de colorag@o do levemente
esverdeado para avermelhada e, ao final anotou-se o volume final de acido sulftrico
gasto, todos os procedimentos foram realizados em triplicata. Para a realizagdo da
quantificagdo da alcalinidade total foi aplicada a Equagdo 12 determinada no trabalho de

Kunz, Steinmetz, Amaral (2022).

Equagdo 12- Férmula para determinag@o do teor de alcalinidade das amostras.

100. 000)

Al=ME<
c xEx >

Em que:

Alc= Alcalinidade total, em mg CaCO; L';

M= Concentrac¢io da solu¢do de acido sulfairico, em mol L;

D = Volume de amostra, em mL;

E = Volume de titulante gasto, em mL;

100.000 = Coeficiente de ajuste da unidade de medida, de mol L' paramg L'!;

4.4.5. Determinagdo da Demanda Quimica de oxigénio (DQO)

A determinagdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada através da
metodologia do Standard Methods 5220 (APHA, 2012). Inicialmente foi realizada a etapa
de descontaminacao dos tubos digestores, onde os materiais utilizados foram imersos em
solucdo de acido sulfurico a 20% por um periodo de 24 horas e posteriormente
enxaguados com agua deionizada. Em conseguinte, realizou-se o processo de digestdo
das amostras, que ocorreu por via imida e refluxo fechado, foram adicionados aos tubos
de DQO 1,5 mL da solucao digestora, 2,5 mL da amostra diluida e 3,5 mL da solugao
catalisadora, em seguida os tubos foram colocados no bloco digestor a uma temperatura
de 150° C por 2 horas, sendo esse procedimento realizado em triplicata. Para a realizagdo
da leitura das absorbancias das amostras no processo de determinacdo da concentragdo
de DQO, foi selecionado o comprimento de onda a ser analisado (620 nm) e iniciou-se as
andlises. Para as obtengdes dos resultados foi construida uma curva de calibragao

utilizando uma solucao biftalato de potassio como padrao.
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4.4.6. Determinagao Demanda Bioquimica de Oxigénio

A determina¢do da DBO foi realizada a partir da metodologia Standard Methods
5210 (APHA, 2012). Primeiramente foi realizado o preparo da agua de diluicdo, em
seguida foi realizado o preparo dos frascos de DBO do 1° e 5° dia, sendo adicionado 1
mL da amostra, I mL de agua deionizada nos frascos e completando o volume dos frascos
com a agua de dilui¢do bem lentamente, garantindo que ndo ocorre-se a formacao de
bolhas, o mesmo processo repetiu-se para o frasco utilizado como branco, no entanto foi
adicionado 2 mL de 4gua destilada em substituicdo a amostra. Nas andalises do primeiro
dia, foi adicionado aos frascos 1 mL de sulfato de manganés, 1 mL de iodeto de azida e 1
mL de acido sulfurico P.A, sendo notado que ao adicionar o iodeto de azida a solucao
presente no frasco ficou amarelada, indicando a presenca de oxigénio, o procedimento foi

realizado em duplicata.

Para analise do 5° dia, os frascos foram incubados em um ambiente longe da
presenga de luz e com uma temperatura de 20° C, sendo que diariamente, durante os 5
dias adicionou-se agua de dilui¢do ao redor das tampas dos frascos e no 5° dia realizou-
se 0 mesmo processo do 1° dia. A determinacdo da DBO no 1° e 5° dia, foi realizada
através da titulagdo das amostras com a solugdo de tiossulfato de sodio 0,025 mol L', o
ponto final foi determinado pela mudanca de coloragdo saindo do amarelo esverdeado
para o incolor, o procedimento foi realizado em duplicata. Para a determinacdo da

concentragdo de DBO nas amostras utilizou-se a Equagado 13 abaixo.

Equagio 13- Formula para determinagdo da concentragdo de DBO em mg L.

)

DBO = (ODi—ODf

amostra
Em que:

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio;

f: fracdo volumétrica decimal de amostra utilizada;

ODi: volume gasto de tiossulfato de sodio imediatamente apds a preparagao;

ODs: volume gasto de tiossulfato de sddio apos 5 dias de incubagao;
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4.4.7. Analise elementar

Na indicagdo da composi¢ao percentual dos elementos C, H e N, foi utilizado um
analisador elementar Leco, Modelo CHN628, pelo método ASTM D-5291. Para
determinagdo elementar. Os materiais e reagentes utilizados foram: analisador elementar
(marca Leco, Modelo CHN628); folha de estranho; gés hélio (99,995%); gas oxigénio
(99,99%); padrao de EDTA (41,0% C, 5,5% H e 9,5% N)

Para determinagdo da composi¢ao elementar, inicialmente, a amostra foi levada
ao ultra freezer, e, posteriormente foi liofilizada. Apds a remocdo da agua, a andlise
elementar da amostra foi realizada em um CHN628 da LECO e os resultados foram
tratados no Software CHN628 versao 1.30. O equipamento operou com Hélio (99,995%)
e Oxigeénio (99,99%) com a temperatura do forno primario em 950 °C e do Afterburner
em 850 °C. Outros parametros foram ajustados para uma melhor sensibilidade. O
equipamento foi calibrado com um padrao de EDTA (41,0% C, 5.5% H ¢ 9,5% N) usando
um range de massa entre 10— 200 mg. As amostras foram analisadas medindo-se

aproximadamente 50 mg em uma folha de estranho.

4.4.9. Teor de actucares totais

A amostra de vinhaca foi analisada quanto ao teor de agucares totais pelo método
do acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS). O procedimento utilizado foi adaptado do método
desenvolvido por Sumner, baseado na capacidade do DNS de ser reduzido pela glicose.
Para a analise, inicialmente foi realizada a diluicdo das amostras, em conseguinte foi
adicionado aos tubos de ensaio 100 pL. da amostra de vinhaga, 500 pL da solugao de DNS
€ 900 pL de agua destilada. Posteriormente, foram agitados em vortex por 30 segundos e

aquecidos em banho-maria a 90 °C por 5 min.

Ap6s o referido tempo a reacdo foi interrompida, colocando-se os tubos em banho
de gelo por 5 min, em seguida foi adicionado a cada tubo 4 mL de 4gua destilada, para
diluir a solugdo resultante, apos esse procedimento os tubos foram agitados no vortex por
30 segundos. Foi realizada a leitura da absorbancia, utilizando um espectrofotometro
UV/VIS, no comprimento de onda de 540 nm, e para a obtengdo dos resultados foi
utilizada uma curva de calibracdo, construida utilizando-se o DNS e a solu¢do padrado de

glicose.
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4.5. Descricao do biorreator

O procedimento experimental dos ensaios foi desenvolvido em um biorreator de
7,5 L da marca Tecnal-BIO. O biorreator ¢ um modelo convencional, com sistema de
alimentacdo operado em bateladas e agitagdo continua. O sistema utilizado possui
modulos que controlam as variaveis do processo, sendo eles: médulo controlador Flex
(TEC-BIO-FLEX); vaso de reagao (TEC-BIO-VI 7,5L); controlador para o motor (TEC-
BIO-LIGHT) e um banho ultratermostatico (Solab).

O modulo controlador Flex funciona como uma unidade de processamento que
monitora as variaveis do processo, garantindo que as condi¢des permanecam ideais,
sendo possivel ajustar e calibrar os pardmetros operacionais de forma precisa nos
intervalos de interesse de cada variavel. Esse médulo permite o controle dos parametros
operacionais de temperatura, pH, nivel, alivio e pressdao. Além disso, apresenta quatro
bombas peristalticas em sua constituicao, as quais possibilitam a adi¢ao de base, acido,

antiespumante e nutriente no vaso de reagao.

O vaso de reacdo apresenta em sua estrutura uma tampa com portas de entrada,
que asseguram a conectividade com os sensores € a entrada de reagentes e nutrientes no
sistema, bem como portas de amostragem para retirada de amostra gasosa e liquida. Para
garantir uma agitacao eficiente durante o cultivo € utilizado um controlador secundario
(TEC-BIO-LIGHT), equipado com um motor de alto torque o qual conecta-se
diretamente na tampa do vaso de reacdo e proporciona a agitacdo do sistema. Por fim,
tem-se o banho ultratermostatico que fornece o aquecimento para o processo reacional.

Na Figura 6 foi apresentada a constitui¢do geral do biorreator.
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Figura 6- Sistema completo do biorreator anaerdbio.

I

I

Legenda: 1-Vaso de reacdo (TEC-BIO-VI 7,5L); 2- Médulo controlador Flex (TEC-BIO-FLEX); 3-
Modulo controlador do motor (TEC-BIO-LIGHT); 4- Banho ultratermostatico; 5- Bag (armazenamento
de gas);

Fonte: Autora, 2026

4.6. Ensaios preliminares

Para defini¢cdo do uso do pré-tratamento do indculo e substrato, assim como das
condi¢des das variaveis operacionais utilizadas no delineamento experimental estatistico,
foram realizados ensaios preliminares, que tiveram suas condi¢des determinadas de
acordo com o levantamento da literatura, como: Ramos e Silva (2020); Fuess, Zaiat e
Nascimento (2019); Rego et al. (2022); Rashidi et al. (2024); Volpi et al. (2024); entre

outros.

O estudo preliminar foi desenvolvido para compreender o funcionamento do
biorreator anaerobio, as condi¢des do processo, a estabilidade das variaveis determinadas
durante os ensaios, a influéncia de diferentes condi¢des de indculo e o impacto do uso do
substrato pré-tratado sob a producdo de hidrogénio. Foram realizados sete ensaios
preliminares, em que os quatro primeiros priorizaram observar a influéncia do tratamento
do indculo sobre a producdo de hidrogénio, o primeiro ensaio foi o controle, onde o

in6culo e substrato brutos foram processados no biorreator.
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No segundo e terceiro ensaio foi realizada a aclimatagdo do inoculo com o
substrato em uma incubadora shaker, em que no ensaio 2 a aclimatacdo foi realizada com
adi¢ao de substrato ao indculo e incubagdo por 24h, ja no ensaio 3 a incubagao durou 72h
e a aclimatacdo do indculo com substrato ocorreu a cada 24h, sendo adicionado um
volume maior de substrato a cada dia, no quarto ensaio foi realizado um pré-tratamento

acido\térmico do indculo e incubagdo por 24h.

Seguindo, foi executado o ensaio 5 para compreender a influéncia da mudanca das
variaveis pH, temperatura e propor¢do volumétrica entre substrato e indculo sob a
produgdo de hidrogénio, mantendo o tratamento acido\térmico do inodculo, por ter
demonstrado maior eficiéncia em relagdo as demais condi¢cdes mencionadas. Foram
realizados também os ensaios 6 ¢ 7, em que foi aplicado o pré-tratamento do substrato.
Além da defini¢do das condigdes das variaveis e do uso do pré-tratamento, foi possivel
definir o quantitativo de dias dos ensaios posteriores, por meio do monitoramento
constante da produgdo nos ensaios preliminares. As condigdes dos ensaios preliminares

sdo descritas na Tabela 5.



Tabela 5- Condicdes experimentais dos ensaios preliminares.
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Ensaios

pH T(CO

Proporcio
volumétrica
substrato/
inoculo (% v:v)

Tratamento do
inoculo

Tratamento do
substrato

5,0

5,0

5,0

5,0

5,5

5,5

5,5

40

40

40

40

55

55

55

30

30

30

30

50

50

30

Sem

Aclimata¢do do
lodo de esgoto com
vinhaga por 24 h a
37°C na incubadora

Shaker;

Aclimatagdo e
inoculagdo do lodo
de esgoto com a
vinhaca durante
72h a 37°C na
incubadora Shaker;

Tratamento acido e
incubagdo por 24h
a 55°C do lodo de
esgoto na
incubadora Shaker;

Tratamento acido e
incubagdo por 24h
a 55°C do lodo de
esgoto na
incubadora Shaker;

Tratamento acido e
incubagdo por 24h
a 55°C do lodo de
esgoto na
incubadora Shaker;

Tratamento acido e
incubacao por 24h
a 55°C do lodo de
€sgoto na
incubadora Shaker;

Sem tratamento

Sem tratamento

Sem tratamento

Sem tratamento

Sem tratamento

Tratamento acido
da vinhaca com
ultrassom;

Tratamento 4cido
da vinhaca com
ultrassom;

Fonte: Autora, 2026
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4.7. Planejamento experimental estatistico dos ensaios

Para o desenvolvimento dos ensaios experimentais no biorreator foi delineado um
planejamento experimental, com o objetivo de proporcionar o entendimento sobre as
interacdes existentes entre as variaveis, a influéncia que estas varidveis exercem no
sistema e no resultado, utilizando um nimero minimo de experimentos e encontrando
assim as melhores condigdes experimentais para cada varidvel do processo (Neto;

Scarminio; Bruns, 2001).

Nesse contexto, para a realizacdo do estudo das variaveis foi aplicado um
planejamento fatorial 2* com réplica apenas do ponto central no software Statistics versio
14.1.0.8, sendo considerados como variaveis importantes ao estudo o pH, temperatura e
propor¢ao volumétrica de indculo em relagao ao substrato, resultando em um total de 10
experimentos, sendo o delineamento realizado com base nas andlises dos ensaios
preliminares realizados. Na Tabela 6 ¢ apresentado os fatores e niveis das variaveis

estudadas no planejamento fatorial.

Tabela 6- Fatores e niveis do planejamento fatorial (2°) aplicado.

Cédigos Fatores Unidades Niveis das varidveis
estudados
-1 0 +1
A pH - 5,0 5,25 5,5
B Temperatura °C 40 47,5 55
C Proporgao Y%v/v 30 40 50
volumétrica

substrato/indculo

Fonte: Autora, 2026

Na Tabela 6, o nivel (-1) representa o limite inferior, ou seja, menor valor para a
variavel no planejamento, o nivel (0) representa o valor central de cada variavel e o nivel
(+1) representa o limite superior, maior valor para cada variavel. Para a constitui¢do dos
valores dos niveis de cada variavel foi definido por meio do aporte da literatura consultada
e disponivel sobre a tematica em questdo. Os valores de pH selecionados estdo em um

intervalo de 5,0-5,5 com um desvio de + 0,1, a temperatura em um intervalo de 40-55°C
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com desvio de = 1,0 °C e a propor¢ao de indculo em relagdo ao substrato com uma faixa
de 30-50%. Na Tabela 7 foi exibida a matriz experimental do planejamento fatorial

delineado usado neste estudo.

Tabela 7- Matriz experimental do planejamento fatorial 2° das bateladas do biorreator.

Valores codificados Valores nao codificados
Ensaios pH Temperatura Proporg¢ao pH Temperatura Proporg¢ao
(°O) volumétrica (°O) volumétrica
substrato/inoculo substrato/inoculo
(% v/v) (% v/v)

1 -1 -1 -1 5,0 40 30

2 -1 -1 +1 5,0 40 50

3 -1 +1 -1 5,0 55 30

4 -1 +1 +1 5,0 55 50

5 +1 -1 -1 5,5 40 30

6 +1 -1 +1 5,5 40 50

7 +1 +1 -1 5,5 55 30

8 +1 +1 +1 5,5 55 50
9(0) 0 0 0 5,25 47,5 40
10(C) O 0 0 5,25 47,5 40

Fonte: Autora, 2026

Por meio do planejamento experimental a produc¢do de hidrogénio foi iniciada
utilizando o biorreator da Tecnal-BIO com capacidade de 7,5 L, sendo o volume total dos
ensaios de 4,5 L da mistura substrato/indculo e sob constante agitagdo, com uma rotagao

de 150 rpm. O processamento dos ensaios ocorre conforme as seguintes etapas:

1) Os pré-tratamentos das amostras de vinhaga e lodo de esgoto sdo realizados de
acordo com os procedimentos indicados nos itens 4.2 e 4.3, com os volumes
indicados para cada ensaio;

2) A mistura do substrato e indculo no vaso de reagcdo ¢ realizada seguindo a
propor¢ao indicada no planejamento experimental e o vaso de reagao ¢ fechado;

3) A passagem de argdnio (gas inerte) ¢ efetuada por 3 minutos dentro do vaso de
reagdo, para garantir a auséncia de oxigénio no sistema, veda-se o sistema e
adiciona-se a uma das portas da tampa do vaso uma bag como parte do headspace

do reator e como alivio para o sistema.
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4) Os demais modulos do reator (Flex, banho termostatizador e o controlador do
moto) sdo ativados;

5) As condigoes de referéncia do pH e temperatura no médulo controlador Flex sdo
determinadas através da sua interface de controle e ativa-se as bombas
peristalticas de acido e base;

6) As bombas peristalticas sdo conectadas a um frasco de acido (HCI 1 mol L) e
um frasco de base (NaOH 2,0 mol L") para o controle do pH do meio e a reagio

¢ iniciada.

Apds um periodo de 24 horas do inicio do processo foram iniciadas as coletas das
aliquotas de gas no reator com o auxilio de uma seringa do tipo Luer Lock de 60 mL
acoplada a uma torneira de trés vias e, subsequentemente, foram submetidas a analise
cromatografica para o monitoramento e quantificacdo da producdo de hidrogénio
momentaneo. Além das amostras coletadas na seringa, também foram analisados os gases
contidos nas bags (Figura 7) que estdo conectadas ao vaso de reagdo durante o periodo
dos ensaios, estas bags sdo feitas de polietileno, aluminio e nylon e sdo direcionadas ao
armazenando de gases de baixo peso molecular, como os produzidos durante as

fermentagoes.

Vale ressaltar que as amostragens das aliquotas foram determinadas conforme as
observacdes dos ensaios preliminares, sendo definido os dias principais de amostragem
durante os ensaios. Cada ensaio durou um periodo de 10 dias (240 horas) e as aliquotas
sdo retiradas no 1° dia (24h), 4° dia (96h), 6° dia (144h), 8° dia (192h), 10° dia (240h)
evidenciando o aumento e decréscimo da produ¢do de hidrogénio. Ao final de cada ensaio
o0 reator passou por um processo de esterilizacdo, retirando o digestato e higienizando o
vaso de reagcdo com agua e sabao e posteriormente com alcool 70° INPM.

Figura 7- Ilustrag@o da bag utilizada para o armazenamento de gas acumulado no biorreator
durante o processamento dos ensaios.
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Fonte: Autora, 2026

4.8. Cromatografia gasosa

A producao de hidrogénio foi detectada e quantificada através de um cromatografo
gasoso (GC) da marca Shimadzu modelo GC-2014 (Figura 8) equipado com dois
detectores. O Detector de lonizagdo por Chama (FID) e Detector de Condutividade
Térmica (TCD). O detector FID foi destinado a deteccdo de compostos orgénicos leves,
como hidrocarbonetos, a exemplo do metano, enquanto o TCD foi empregado para a

quantificagdo de gases inorganicos, como hidrogénio e didéxido de carbono.

Figura 8- Cromatografo gasoso da Shimadzu modelo GC- TCD/FID 2014.

Fonte: Autora, 2026
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4.8.1. Método cromatografico desenvolvido

No método desenvolvido para a operacao do GC, foi utilizada uma coluna
empacotada do tipo Carboxen 1000, para o detector TCD, com tamanho de particula de
60\80 mesh, comprimento de 4,6 metros ¢ didmetro interno de 2,0 mm. Para o detector
FID foi utilizada uma coluna capilar, do tipo SH-Rtx-1, com comprimento de 60,0 m,
diametro interno de 0,53 mm e espessura de filme de 5,00 um. A programacao de
aquecimento inicia em 45°C, sendo mantido por 2 minutos. Posteriormente a temperatura
¢ elevada 25°C/ minutos até atingir 220°C, mantendo-se nessa temperatura durante 6
minutos. O sistema foi operado no modo split, com temperatura do injetor ajustada a 220
°C, utilizando o argdnio (Ar) como gas de arraste ¢ o ar sintético ¢ hidrogénio combinados
para gerar a chama do detector FID. Os demais parametros foram apresentados na Tabela

8.
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Tabela 8- Configuracdo geral do método cromatografico desenvolvido.

Parametro Condigoes
Coluna Carboxen 1000
(4,6 m x 2,0 mm)
Temperatura do detector 220°C
Temperatura do injetor 220°C
Programagdo da rampa 45°C (2 min) — 25°C min™! — 220°C (6 min)
Corrente 35mA
Fluxo de argdnio 25 mL min’!
Taxa de amostragem 40 mesc
Tempo de analise 15 min
Parametro Condicoes
Coluna SH-Rtx-1: 100% dimetilpolisiloxano
(60 m x 0,53 mm x 5,0 um)
Pressdo 25,9 kPa
Modo de injegdo Split
Razao split 2,3
Velocidade linear 15,3 cm sec™!
Fluxo de purga 3,0 mL min!
Temperatura do detector 220°C
Temperatura do injetor 220°C
Programacdo da rampa 45°C (2 min) — 25°C min™' — 220°C (6 min)
Fluxo de argdnio 2,07 mL min’'
Taxa de amostragem 1,0 min
Tempo total de analise 15 min

Fonte: Autora, 2026
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4.8.2. Validagao do método

A validagdo do método cromatografico desenvolvido seguiu as etapas determinadas
na RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 e DOQ-CGCRE-008. Esses documentos dispdem
de critérios e orientagdes para a validagdo de métodos analiticos (INMETRO, 2016;
ANVISA, 2017). A validagdo, foi fundamental para assegurar que o método
cromatografico desenvolvido possibilita identificar e quantificar os gases em estudo (Ho,
CH4 e CO»), com veracidade em seus resultados. Para esse processo, foram considerados
os seguintes parametros de validacdo analitica: Linearidade; Faixa de trabalho;
Sensibilidade; Seletividade; Limite de detec¢do (LD), Limite de quantificagdo (LQ);

Precisdo (intradidria- repetibilidade).

Para os parametros de linearidade, faixa de trabalho, faixa linear de trabalho e
sensibilidade, a validag¢ao ocorreu a partir da construc¢ao de curvas de calibragao analitica
utilizando padrdes gasosos de hidrogénio, metano e diéxido de carbono com uma pureza
de 99,999%. Os dados foram obtidos por meio das inje¢des manuais desses padroes no
cromatografo, sendo realizada entre 6-10 injecdes de diferentes concentragdes dos
padrdes, variando de 1-70% para Hz, 1-30% para o CH4 e 1-30% para o CO», preparados
e analisados em triplicata. Para o preparo das amostras padrio de diferentes
concentragoes, foram realizadas dilui¢des das amostras dos gases em argonio a partir de
bags para armazenamento, com o auxilio de uma seringa tipo Luer Lock de 60 mL para
as coletas das amostras de gases. Para a constru¢do das curvas, foi utilizada uma seringa

Hamilton Gastight 1005 de 5 mL.

A avaliagdo desses parametros analiticos ocorreu a partir das curvas de calibragdo
analitica, que relacionaram as concentragdes reais dos analitos com as respostas analiticas
individuais em cada concentragdo. Construindo assim, graficos de dispersdao das
respostas, e realizando avaliagdo estatistica, por meio da analise da equacdo da reta de
regressao de Y (sinal do equipamento) em X (concentracdo dos analitos), avaliacdo da
linearidade entre as variaveis através do coeficiente de correlagdo (r) e de determinagao
(r*) e também avaliacdo do grau de significancia do coeficiente angular e linear do modelo

de regressao.

O parametro de seletividade foi avaliado para garantir que o método € capaz de
distinguir e quantificar cada analito (H>, CH4, CO) sem interferéncias. Assim, com base

no estudo de Silva et al. (2021) foi utilizada a Equagao 14 para esse calculo, em que foi
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considerada a resolugdo entre os picos dos analitos em estudo, fazendo uso da largura da

base do pico de cada analito e do tempo de retengdo.

Equacao 14- Férmula para calcular a seletividade do método.

2x (trgq—t
R — ( rA rB)
wA+wB

Em que, t:a representada o tempo de retencao do analito A, trs tempo de retengdo do
analito B; wA representa a largura da base do pico do analito A e wB a largura da base do

pico do analito B.

O LD e LQ foram determinados para cada analito em estudo a partir das Equagdes 15
e 16, usando o método de quantificacdo baseado nos parametros das curvas de calibragdo
analitica, relacionando o desvio padrao estimado para a menor concentracio da curva de
calibracdo e a inclina¢do da curva do modelo de regressdo, ou seja, coeficiente angular.
Em que, o s representa a estimativa do desvio padrao da resposta do sinal da menor
porcentagem do analito e o b representa o coeficiente angular da regressdo na curva de
calibracdo analitica do composto alvo (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).
Determinando assim a menor concentragdo detectavel do analito nas amostras e a menor

concentragdo possivel de ser quantificada.

Equacao 15- Formula para o calculo do limite de detecgdo.

LD=33x (%)

Equacdo 16- Formula para o calculo do limite de quantificagéo.

LQ=10x (%)

Para expressar a precisdo do método foi avaliada a repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade, por meio da dispersdo entre os resultados, calculou-se
os desvios padroes relativos das séries de medicdes e observou-se o grau de concordancia
dos resultados individuais. A avaliagdo da precisdo seguiu as instru¢des da ANVISA
(2017) e baseou-se no processo adotado por Silva et al. (2021) em seu estudo de validagao

de método cromatografico. Foram preparadas 3 bags separadas, com concentragdes
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diferentes para cada analito, baixa (10%) para Hz, CO; e CH4, média Hz (40%), CO>
(30%) e CH4 (20%) e alta Hz (70%), CO2 (50%) e CHa4 (30%).

As amostras dos analitos foram injetadas em triplicata em cada concentracao, e por
meio do desvio padrio relativo das replicatas foi obtido o grau de precisdo do método em
cada faixa de concentragdo dos analitos. Em conseguinte, foram injetadas as amostras de
cada bag apenas uma vez para cada concentragdo, e foi avaliada a precisao intradiaria
(repetibilidade). Foram injetadas quatro vezes cada concentragdo do analito em um
intervalo de 1,5 h durante o dia (1; 2,5; 4; 5,5h) para cada injecao. E foi obtido no final

os desvios padrdes relativos para as execucdes realizadas.

4.8.3. Quantificacao do hidrogénio produzido

Para a quantificagdo do Hz, CO2 e CHa, os célculos foram realizados através da lei
dos gases ideais (Equacdo 17), que relacionou as pressdes parciais de cada medigdo,
volume de headspace do reator e a temperatura da reagdo, para encontrar o numero de
mols de H> e demais gases na fragdo gasosa, utilizando a fracdo molar de cada gas, a qual
foi obtida a partir da porcentagem de cada composto presente no reator, obtidos por meio

das curvas analiticas construidas.

Equacdo 17- Lei dos gases ideais para o calculo do numero de mols de H» produzido durante os
ensaios.

PV=nRT

Em que:

P: pressao parcial (atm);

V: volume do hedspace do reator (L);

n: numero de mols (mol);

R: constante universal dos gases ideais (0,082057 atm L/mol K);
T: temperatura de operacdo do sistema (K);

Para a obtencao da pressao foi desenvolvido um sistema de monitoramento € medicao,
utilizando o sensor de pressdao absoluta MPX5700AP (Figura 9), desenvolvido pela
Motorola. O sensor apresenta ampla faixa de medicdo, variando entre 15-700 kPa, com

conversores analogico, fornecendo um sinal proporcional a pressdo aplicada. A tensdo de



72

alimentacao do sensor ¢ de 5,0 volts e sinal de saida na faixa de 0,2-4,7 volts, com tempo
de resposta de 1 milissegundo, e compensacdo térmica na faixa de 0-85°C, sendo a

calibragdo deste sensor padronizada no processo de fabricacao.

Figura 9- Sensor MPX5700AP utilizado para o monitoramento da pressdo no sistema reacional

Fonte: Autora, 2026

A partir da lei dos gases ideais foi possivel quantificar o nimero de mols dos
compostos e, posteriormente, foi convertido esse resultado em termos de volume de H»
(L), a partir da normalizagdo do volume em condi¢des normais de temperatura e pressao
(CNTP), multiplicando o nimero de mols do gas pelo volume molar dos gases ideais que

€22,4 L, em condigoes ideais (0°C e 1 atm) (Hitit, Hallenbeck, 2021; Araujo et al., 2023).

Por fim, a unidade de producio do Hx foi normalizada em termos de mLuz L' substrato,
em que a producdo de cada dia de amostragem foi relacionada com o volume de substrato
utilizado no processamento de cada ensaio (Hitit, Hallenbeck, 2021). A partir das
respostas obtidas nos ensaios estabelecidos no planejamento experimental, os resultados
foram analisados através da ANOVA com a finalidade de avaliar a significancia do
modelo de ajuste aplicado aos experimentos, como também a importancia dos termos
lineares, interativos e quadraticos. Assim, por meio da analise de variancia das respostas
em um intervalo de confianca de 95%, considerando o coeficiente de correlagio (R?) e os
valores de F e P, foi atestada a confiabilidade e significancia do modelo, nesse processo

de tratamento dos dados foi utilizado o Software Statistics.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio fisico-quimica da vinhaca da cana-de-acgicar e lodo de esgoto

5.1.1. pH

A partir dos resultados obtidos para o pardmetro de pH foi visto que a vinhaga ¢
um residuo acido, com um pH de 4,73 e estudos como o de Godoi et al. (2019) e Mikucka
e Zielinska (2020), apontam valores de pH da vinhaga entre 4,0- 4,7. Por outro lado, o
lodo de esgoto, conforme os estudos de Lisboa et al. (2022) e Sillero, Perez e Solera
(2024), apresenta valores de pH que variam entre 6,0-8,0, demonstrando um carater que
vai de levemente acido a basico, sendo o pH obtido para o lodo de esgoto de 7,64.

exibindo similaridade com os estudos mencionados.

O pH tem importancia fundamental nos processos fermentativos, por afetar as
reacdes bioquimicas que ocorrem no meio, € influenciar a a¢cdo dos microrganismos, o
que contribui para o processo de degradacdo da matéria organica e conversdo em
hidrogénio. A faixa de pH do meio tem influéncia direta também no crescimento dos
microrganismos € na liberacdo de enzimas, ja que cada microrganismos atua em uma
faixa especifica de pH que determinara sua predominancia e a¢do (Kunz; Steinmetz;

Amaral, 2022; Saravanan et al., 2022).

As bactérias acidogénicas, produtoras de hidrogénio, sdo menos sensiveis as
variagdes de pH e apresentam uma faixa de pH entre 4,0 e 8,5 onde no meio acido sua
acdo e desenvolvimento sdo mais predominantes, favorecendo a producao de hidrogénio.
Por sua vez, as variagdes de pH ndo sdo benéficas para as arqueas metanogénicas,
organismos consumidores de hidrogénio e produtoras de metano, pois sdo mais sensiveis
e apresentam uma faixa de pH entre 6,7 e 7,5 (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022; Saravanan
et al., 2022). Desta maneira, a manuten¢do do pH no sistema ¢ importante para promover

o desenvolvimento e atividade do grupo de microrganismos de interesse.

5.1.2. Alcalinidade total

A alcalinidade, também designa um importante papel na fermentagdo escura,
representando a capacidade de tamponamento do sistema, ou seja, a capacidade de

neutralizar dcidos e manter um pH adequado para a atividade microbiana, o que contribui
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na estabilidade do processo (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022, Liu et al., 2025). A partir

dos resultados obtidos, foi observado que a vinhaga apresentou um valor de alcalinidade

de 3.782 mg CaCO; L' e 0 lodo de esgoto de 2.701 mg CaCO3 L.

Esses valores evidenciam a capacidade que esses residuos tém de tamponar o
sistema e manter as suas faixas de pH estaveis, relacionando essa capacidade em termos
de carbonato de célcio presentes por litro de substrato ou inoculo, que indicara a
concentracao de alcalis no meio reacional. No entanto, durante a ocorréncia das reagdes
bioquimicas, a variagdo no pH reduz a alcalinidade no meio e prevalece a fermentagao
acida, o que em rotas de produ¢ao de hidrogénio ¢ favoravel (Kunz; Steinmetz; Amaral,

2022, Liu et al., 2025).

5.1.3. Sdlidos totais, fixos, volateis, suspensos e dissolvidos

A partir da caracterizacdo realizada na vinhaga e lodo de esgoto em termos dos
solidos presentes foi evidenciado que a vinhaga tem sua matéria organica
predominantemente refletida pelos soélidos volateis, tanto na fragdo dissolvida quanto
suspensa, ja o lodo de esgoto, por ser oriundo de atividades domésticas, tem um
percentual expressivo de matéria inorgénica, associada a presenca de solidos fixos e
suspensos, além de apresentar um quantitativo significativo de sélidos volateis, como

exposto na Tabela 9 abaixo.

Tabela 9- Resultados da caracterizacdo do teor de s6lidos na vinhaga e lodo de esgoto.

Parametros (g L) Vinhaca da cana-de-aciicar Lodo de esgoto
S6lidos totais 45,52+ 0,83 30,01 + 0,84
Solidos fixos 12,54 £ 0,49 10,08 £ 0,31

Solidos volateis 32,98 £0,35 19,93 £ 0,54
Soélidos Suspensos totais 15,80 + 3,37 28,48 £ 0,20
Solidos dissolvidos totais 29,72 +£ 2,57 1,53 +£ 0,65

Fonte: Autora, 2026

De acordo com Marafon et al. (2020) a vinhaga ¢ composta por teores residuais
de acucares, etanol e compostos volateis, sendo uma solucao acida e com alto teor de

organicos. Nesse sentido, a mesma ¢ composta por 93% de agua, 7% de so6lidos organicos
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e minerais, em que, desta porcentagem, 75% sdo compostos organicos biodegradaveis e

25%, de minerais (Godoi et al., 2019).

A vinhaca em estudo apresentou resultados similares ao reportado por Mikucka e
Zielinska (2020) com obtencao de teores de solidos volateis na vinhaca na faixa de 38-66
g L. O lodo de esgoto apresentou resultados menores ao reportado na literatura como o
estudo de Sillero, Perez e Solera (2024), com teores de solidos volateis no lodo de esgoto
de 28 g L', que pode estar relacionado a composicio do residuo, referente a sua geragiio
e coleta. Contudo, os altos valores de solidos volateis sdo essenciais por indicarem o
grande potencial de conversdo do residuo, representando a matéria organica

biodegradavel disponivel para degradagao.

5.1.4. Umidade

A umidade representa a fracdo de dgua presente no residuo, este pardmetro
corrobora significativamente com o processo, por proporcionar a homogeneizacao do
meio, a sobrevivéncia dos microrganismos, a distribui¢cdo de nutrientes e a metaboliza¢ao
da matéria orginica pelos organismos. A faixa ideal de umidade para o processo de
digestdo anaerobia por via umida ¢ entre 60-90%. A partir desta analise foi possivel
determinar que tanto a vinhaga quanto lodo de esgoto apresentam um teor de umidade
que contribuem na sobrevivéncia e acado microbiana, com valores de 95,52 % e 96,94%,

respectivamente (Santos Filho et al., 2018).

5.1.5. Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Os parametros de DBO e DQO s3o capazes de avaliar o potencial de
biodegrada¢dao da matéria organica. A DBO mede a quantidade de oxigénio necessario
para os microrganismos degradarem a matéria organica e a DQO, avalia a quantidade
total de matéria organica oxidavel, seja essa matéria biodegradavel ou ndo, refletindo a
estabilizagdo tanto da matéria orginica mineralizada, através da acdo dos
microrganismos, quanto da matéria organica advinda de fontes quimicas (Godoi., et al,
2019).

Assim sendo, o valor da DQO ¢ sempre superior ao da DBO, pois este pardmetro

relaciona todo o processo de degradagdo da matéria organica no meio. A relagdo entre os
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valores de DBO e DQO indicara o grau de biodegradabilidade da amostra, o que fornece
também o indicativo de viabilidade desse residuo para a fermentagao anaerobia. Quando
essa relagdo ¢ maior que 0,5 o residuo apresenta alta biodegradabilidade, entre 0,3 e 0,5,
biodegradabilidade intermediaria e quando ¢ menor que 0,3 ¢ caracterizado por baixa
biodegradabilidade (Godoi et al., 2019; Fuess; Zaiat; Nascimento, 2019). Desta forma,
ao observar os resultados obtidos para a vinhaga (Tabela 10), foi verificado um grau de
biodegradabilidade intermediaria, ja que a relacio DBO/DQO foi de 0,4.

Tabela 10- Resultados da caracterizacdo da vinhaca e lodo de esgoto quanto aos parametros de
DBO e DQO.

Parametros Vinhaca da cana-de-acucar Lodo de esgoto
DBO (mgO L) 17.591,0 264,6
DQO (mg L) 45.000,0 43.111,9
Relagdo DBO/DQO 0,4 -

Fonte: Autora, 2026

Fuess, Zaiat e Nascimento (2019) reportaram uma caracterizagao da vinhaca em
cinco meses diferentes e encontraram valores de DBO de 19.450, 16.650, 23.182, 11.562
e 8792 mg L' que se assemelham ao resultado encontrado neste estudo de 17.591 mg L-
!. Godoi.,et al (2019) encontraram um valor médio de DBO e DQO, entre os anos de
2015-2017, em torno de 15.000 e 33.000 mg L respectivamente, e com um grau de
biodegradabilidade de 0,45, similar ao presente estudo e demonstrando assim o alto teor

de matéria organica da vinhaga.

Lisboa et al. (2022) caracterizaram o lodo de esgoto em quatro pontos de
amostragem e encontraram valores de DBO de 697, 468, 183 e 122 mg L, valores estes
similares a esse estudo, com um valor de 264 mg L!. Sillero, Perez e Solera (2024)
estudaram a otimizacao do processo de digestao anaerdbia visando a valorizagdo integral
dos residuos. Para tal, a partir da caracterizagio, encontraram um valor de 48.590 mg L™!
de DQO para o lodo, estando este valor bem proximo do presente estudo que encontrou
para o lodo um valor aproximado de 43.111 mg L™, evidenciando a alta quantidade de

matéria organica oxidavel no residuo.

5.1.6. Agucares totais

A partir das analises da vinhaga foi possivel obter um teor de actcares redutores

3,51 g L' e para os agucares redutores totais de 4,91 g L™! representado pela hidrélise da
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sacarose em glicose. O teor de agucares redutores totais maior, refere-se ao aumento da
concentragdo de aglicares facilmente fermentaveis, estando na mesma faixa mencionada
no estudo de Fuess (2024) em que discutiram uma disponibilidade de agtcares residuais

na vinhaga variando entre 3,7-8,1 g L.

Piffer et al. (2022) caracterizaram trés tipos de vinhaga, sendo elas de origem da
producao de cachaga artesanal, vinhaca de destilaria e vinhaga de alambique artesanal,
em que os teores de carboidratos totais encontrados foi de 4,9; 3,6 e 4,7 g L!. Assim, os
teores obtidos de agucares redutores e redutores totais na vinhaga indicam uma alta
disponibilidade de substratos prontamente fermentaveis, o que tende a favorecer as rotas

acidogénicas e a produ¢do de hidrogénio no processo fermentativo.

Esse favorecimento reacional é ocasionado pelos carboidratos que apresentarem
funcdes metabolicas, ¢ sdo componentes estruturais de grande importancia para as
células, atuando como sitios ativos em células e servindo também como principal fonte
de energia metabolica (Bruice, 2006). Os carboidratos de cadeias menores como a frutose,
glicose, sacarose, lactose entre outros, sdo importantes para a conversdo bioldgica da
biomassa em 4cido acético, acido butirico e hidrogénio por serem facilmente hidrolisados.
Esses actcares facilmente fermentaveis sdo essenciais, por serem considerados substratos
primarios para os microrganismos fermentativos, servindo como fonte de alimentagdo e

energia durante o processo (Godoi et al., 2019; Fuess, 2024).

5.1.8. Analise elementar

A andlise de CHNO proporcionou o entendimento da composicdo quimica da
amostra, ja que foram analisados os elementos presentes nas moléculas organicas e suas
porcentagens, que sdo indicativos da presenca de compostos importantes para a
fermentagdo anaerobia. Abaixo na Tabela 11 foi apresentado os resultados da andlise

elementar realizada na vinhaga.
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Tabela 11- Resultados da analise elementar da vinhaca da cana-de-agucar.

Parametros Vinhaca da cana-de-acucar
C (%) 29,58
H (%) 5,97
N (%) 1,09
C/N 27/1

Fonte: Autora, 2026

A partir dos resultados obtidos, foi possivel comparar a composi¢ao elementar
encontrada na vinhaga com estudos presentes na literatura, como o de Pereira, Pereira
Neto e Tiburcio (2021) que encontraram uma composicao de C, N, H e O de 17,30; 2,10;
2,11 e 8,73%, respectivamente. Ribeiro, Steinmetz ¢ Wisbeck (2025) analisaram a
vinhaca e obtiveram teores de C e N de 11,07 e 1,01% correspondentemente, estando os
valores de carbono bem abaixo do teor encontrado no presente estudo que foi de 29,58%.
Essa diferenca composicional da vinhaga nos estudos mencionados pode estar relacionada
a sua origem, visto que desde a producdo da cana-de-agucar até a producdo do etanol,

existem diversas etapas que influenciam na composicao final deste residuo.

Esses elementos sdo essenciais para o desenvolvimento dos microrganismos,
sendo o carbono (C) considerado a principal fonte de energia para os microrganismos, e
sua porcentagem ¢ representada na vinhaga através da composi¢ao de actcares e lipidios.
O hidrogénio (H) est4 presente nos compostos organicos € ¢ indispensavel na formagao
de agua durante o processo, o nitrogénio (N) por sua vez estd presente em proteinas,
aminodcidos e outros compostos nitrogenados, sendo indispensavel para o crescimento e

a atividade dos microrganismos.

Além da importancia desses componentes individualmente para o processo, a
relagdo C/N também desempenha um papel significativo no que se refere aos sistemas
fermentativos, por afetar diretamente as rotas metabdlicas e as atividades dos
microrganismos no meio. O equilibrio entre esses componentes em sistemas anaerobios
permite o crescimento ideal dos microrganismos, favorecendo seu desenvolvimento e
proliferacdo no meio, o que melhora a producao de hidrogénio, ja que ¢ um indicativo de

estabilidade do sistema (Godoi ef al., 2019; Rashidi et al., 2024).

Estudos como de Panigrahi e Dubey (2019), Kainthola, Kalamdhad e Goud (2019)
e Rashidi et al. (2024) relatam que a faixa ideal da relagdo C/N para sistema de digestdo
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anaerodbia varia entre 20 e 40. A manutengao dessa faixa ideal ¢ necessaria, pois sistemas
com alta relagdo C/N indicam uma menor disponibilidade de nitrogénio que ¢ essencial
para o crescimento microbiano, a baixa relagdo C/N também ¢ prejudicial pois indica uma
alta concentracao de nitrogénio, o que provoca um acimulo de aménia no sistema. Ao
analisar essa faixa ideal foi possivel perceber que a relagdo C/N encontrada no presente
estudo esta dentro da faixa ideal relatada na literatura, sendo encontrada uma relagao de
C/N de 27:1, considerado ideal para o crescimento dos microrganismos € para sua

atividade (Panigrahi; Dubey, 2019; Kainthola; Kalamdhad; Goud, 2019).

5.2. Pré-tratamento ultrassonico da vinhaca da cana-de-agucar

Através do pré-tratamento acido auxiliado por ultrassom da vinhaga da cana-de-
acucar baseado no planejamento experimental foram obtidos os resultados apresentados
na Tabela 12, para os teores de agucares obtidos para cada ensaio em diferentes condigdes

experimentais.
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Tabela 12- Planejamento experimental Box-Bhenken das variaveis estudadas e as concentracdes
de acgucares obtidas.

Ensaios pH Temperatura (°C) Tempo (min) ART (gL
1 2 30 20 5,552
2 5 30 20 4,985
3 2 80 20 6,020
4 5 80 20 6,165
5 2 55 10 4,914
6 5 55 10 5,245
7 2 55 30 4,997
8 5 55 30 5,284
9 3,5 30 10 5,481
10 3,5 80 10 3,026
11 3,5 30 30 5,280
12 3,5 80 30 6,279
13 3,5 55 20 4,989
14 3,5 55 20 4,655
15 3,5 55 20 4,761

ART- Agucares redutores totais;

Fonte: Autora, 2026

O coeficiente de determinagio (R?) encontrado para o modelo foi 0,999 indicando
uma alta correlagdo entre os valores observados e previstos. Apesar do modelo apresentar
falta de ajuste, ela ndo ¢ significativa (p-valor >0,05). O valor do teste F calculado para o
modelo, a 5% de significancia, (Fcal = 397,90 > Ftab = 5,96) implica que o modelo foi
satisfatorio para descrever os dados experimentais. Na tabela 13 foi revelado os resultados

da analise da ANOVA.
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Tabela 13- ANOVA do modelo obtido para a concentracao de agucares redutores totais presentes
na vinhaga apo6s tratamento por ultrassom.

Fatores SS df MS F p
(1) pH (Q) 1,048768 1 1,048768 371,971 0,002678
(2) Temperatura (L) 0,169420 1 0,169420 60,089 0,016238
Temperatura (Q) 0,713339 1 0,713339 253,003 0,003929
(3) Tempo (L) 0,543202 1 0,543202 192,660 0,005150
Tempo (Q) 0,063152 1 0,063152 22,398 0,041863
1L 2L 0,126707 1 0,126707 44,940 0,021536
1L 2Q 0,137100 1 0,137100 48,626 0,019952
1Q 2L 1,203835 1 1,203835 426,969 0,002334
1Q 3L 1,073311 1 1,073311 380,676 0,002617
2L 3L 2,981482 1 2,981482 1057,454 0,000944
Falta de ajuste 0,002981 2 0,001491 0,529 0,654164
Erro puro 0,005639 2 0,002819 - -
Total 8,583523 14 - - -

Q- Efeito quadratico; L- Efeito linear; SS- Soma quadratica; df- graus de liberdade; MS- Média

quadratica;

Fonte: Autora, 2026

A partir dos dados experimentais, foi gerado o diagrama de Pareto (Figura 10) que
representa a magnitude e a direcdo dos efeitos das varidveis sobre a resposta, em que
valores positivos indicam o efeito positivo das varidveis na concentragdo de actcares e
valores negativos indicam a redug¢do na concentracdo de acgucares pelo efeito das

variaveis.
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Figura 10- Diagrama de Pareto para representacdo dos efeitos das variaveis e das suas interacdes
no pré-tratamento acido por ultrassom da vinhaga da cana-de-agicar.

2L 3L -32.51852

1Q 2L -20.6632

1Q 3L 15.51091

(1)pH(Q) -19.2865

(2)Temperatura(Q) -15.9061

(3)Tempo(L) 13.88018

(2)Temperatura(L) 7.751702

1L 2Q 6973219

1IL2L 6.703704

(3)Tempo(Q) 4732677

p=.05

Fonte: Autora, 2026

O diagrama permite identificar, com um intervalo de confianca de 95%, que os
efeitos do pH e do termo quadratico da temperatura apresentam um efeito negativo sobre
a resposta, logo seu efeito diminui a disponibilidade de agtcares. Por sua vez, tempo e
temperatura (linear) apresentaram efeitos positivos e significativos na resposta,

aumentando essa disponibilidade de a¢ticares com o aumento dos seus valores.

Ao analisar os efeitos, foi percebido que a interacdo do tempo e temperatura
(ambos lineares), bem como os efeitos principais pH (quadratico) e tempo (linear)
apresentaram influéncia positiva sobre o aumento da concentragdo dos agucares. Em
contrapartida, ao analisar a interacdo entre pH quadratico e temperatura linear, foi
avaliado uma influéncia negativa. Baseado nos efeitos das varidveis na concentracdo de
agucares foram observadas as interagdes entre as variaveis e suas tendéncias através das

superficies de respostas, apresentadas nas Figuras 11, 12 e 13 abaixo.
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Figura 11- Superficie de resposta na fracdo aquosa do tratamento acido por ultrassom da
vinhaca relacionando pH e temperatura.

-7
=55
[ 1=55
B =45
=35

Fonte: Autora, 2026

Uma vez que, segundo o diagrama de Pareto, o tempo apresenta efeito positivo, a
superficie de resposta apresentada na Figura 11 relaciona pH e temperatura, mantendo o
tempo fixado em seu maior valor de 30 minutos. A partir da andlise da superficie foi
verificado que existe um efeito quadratico do pH sobre a concentragdo dos agtcares e,
ainda, que o aumento da temperatura apresenta efeito positivo sobre a concentracdo de
acucares, ocasionando uma maior disponibilidade. Isto pode estar relacionado ao
favorecimento das reacdes de hidrolise dos agucares sob efeito da temperatura, pois em
temperaturas altas foi possivel aumentar a area superficial do substrato, deixando os
aclcares mais acessiveis e disponiveis no meio, devido a ruptura das ligagdes que

constituem a sua estrutura complexa (Shukla ez al., 2023).

Desse modo, utilizando o modelo gerado, foram obtidos os valores preditos para
a condicao 80°C, 30 min e pH 5, e para a condi¢do 80°C, 30 min e pH 2, sendo obtido
respectivamente, 6,93 g/L e 6,78 g/L de aclcares nessas condi¢cdes, demonstrando que
ambas as condi¢des de pH foram favoraveis no aumento da disponibilidade dos agucares.

Contudo, a condicdo de pH 5 foi mais eficiente na maior temperatura e tempo de
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exposicao ao tratamento, o que pode estar relacionado a uma hidroélise mais eficiente dos
acucares em um meio menos acido, diminuindo a degradacao dos agucares no tratamento.

Figura 12- Superficie de resposta na fracdo aquosa do tratamento acido por ultrassom da
vinhaga relacionando pH e tempo.

N7

<675
<575
<475
<375
<275

Fonte: Autora, 2026

A superficie de resposta apresentada na Figura 12 relaciona pH e tempo, mantendo
a temperatura fixado em seu maior valor de 80°C. Foi observado que para todas as
condi¢des de pH, o aumento do tempo leva ao aumento da concentragdo de acticares, esse
fator pode estar relacionado ao maior tempo de exposi¢do do substrato ao ultrassom,
proporcionando um aumento da vibragdao no meio reacional, 0 que aumenta o rompimento
das ligagdes e a disponibilidades dos agtcares de interesse (Banu et al., 2019; Atelge et

al., 2020).
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Figura 13- Superficie de resposta na fracdo aquosa do tratamento acido por ultrassom da
vinhaca relacionando temperatura e tempo.

G

=57
<52
=47

Fonte: Autora, 2026

A superficie de resposta apresentada na Figura 13, relaciona tempo e temperatura,
mantendo o pH fixado em 5,0. Assim como observado nas superficies anteriores, foi
evidenciado que a maior temperatura de tratamento, 80°C, e o maior tempo, 30 min,
apresentaram maior influéncia no aumento na concentracdo de acucares. Diante das
respostas obtidas, foi concluido que a melhor condi¢do em estudo para aumentar a
disponibilidade de agucares, foi utilizar o tempo, temperatura ¢ pH em valores de 30
minutos, 80°C e 5, respectivamente, requerendo, desta forma, um maior tempo de

tratamento em alta temperatura e com o meio acido.
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5.3. Analise dos efeitos dos pré-tratamentos do indculo e substrato na producao de

hidrogénio nos ensaios preliminares

Para compreender o funcionamento do biorreator, a influéncia do uso de pré-
tratamento do inoculo e substrato, e variaveis em estudo (pH, temperatura e proporcao de
in6culo/substrato) na producao de hidrogénio, foram realizados ensaios preliminares.
Através da producdo de hidrogénio em cada ensaio, foi possivel definir a utilizagdo dos
pré-tratamentos do indculo e substrato. Na Tabela 14 foram apresentadas as condigdes
experimentais dos ensaios preliminares realizadas no reator anaerébico, bem como o0s

rendimentos de hidrogénio e metano em cada ensaio.



Tabela 14- Condi¢des experimentais dos ensaios preliminares realizadas no reator com os valores percentuais de hidrogénio e metano produzidos.

. Proporc¢io do . . Tratamento do H; CH,
O,

Ensaios pH T (°C) inéeulo (V\v %) Tratamento do inoculo substrato (%) (%)
1 5,0 40 30 Sem Sem tratamento <LD 0,54
2 5,0 40 30 Aclimatag¢do do lodo de Sem tratamento <LD <LD

esgoto com vinhaga por
24 ha37°C;
3 5,0 40 30 Aclimatagdo e inoculagao Sem tratamento <LQ <LD
do lodo de esgoto com a
vinhaca durante 72h a
37°C;
4 5,0 40 30 Tratamento acido e Sem tratamento 8,20 <LD
incubagdo por 24h a 55°C
do lodo de esgoto;
5 5,5 55 50 Tratamento acido e Sem tratamento 54,22 <LQ
incubagdo por 24h a 55°C
do lodo de esgoto;
6 5,5 55 50 Tratamento acido e Tratamento acido 58,25 <LQ
incubagdo por 24h a 55°C auxiliado por
do lodo de esgoto; ultrassom
7 5,5 55 30 Tratamento acido e Tratamento acido 32,39 <LQ

incubacdo por 24h a 55°C

do lodo de esgoto;

auxiliado por
ultrassom

Legenda: LD- Limite de deteccdo; LQ- Limite de quantificacao;

Fonte: Autora, 2026

87
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Na Tabela 14 foi evidenciado que a produgdo de hidrogénio nos ensaios 1, 2 ¢ 3
ndo apresentaram valores detectavel e/ou quantificavel. Esse fato ocorreu,
provavelmente, devido os ensaios fazerem uso do indculo sem tratamento, nao se tendo
a inativacao dos grupos de bactérias consumidoras de hidrogénio. O ensaio 1 em estudo,
foi utilizado como controle, sem pré-tratamento ou aclimatacdo do indculo e sem
tratamento da vinhacga, o que ndo contribuiu para a producdo de H» e proporcionou um
ambiente adequado para a producdo de metano (CH4) com uma porcentagem de 0,54%
durante seu processamento que teve duracdo de 10 dias. Caso a reagdo nao tivesse sido

interrompida, a digestdo poderia promover o aumento da produgdo de metano.

Esse aumento do metano no sistema tem relacdo com o favorecimento dos
microrganismos metanogénicos (produtores de CHa), na temperatura em que o ensaio
ocorreu, 40°C, ja que essa faixa mesofilica de temperatura permite o crescimento e
desenvolvimento dos organismos metanogénicos, por ser uma condi¢ao branda e esta na

faixa 6tima de atividade destas bactérias (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

Ao comparar os ensaios 2 e 3, foi evidenciado que o ensaio 3, em que ocorreu a
aclimatagdo do indculo com uma alimentacao continua durante trés dias, apresentou uma
melhor resposta em relagdo ao ensaio 2, pois a partir da andlise cromatografica, foi
detectada a presenga de H>. Embora a quantificagdo ndo tenha sido possivel devido a

concentracdo estar numa faixa minima, no ensaio 2 a produ¢do de H, ndo foi detectavel.

No ensaio 4, foi perceptivel a diferenca na produgdo em relagdo aos demais
ensaios mencionados, sendo obtida uma porcentagem de H de 8,2%. Este rendimento
esta relacionado ao pré-tratamento acido e ativacao do indculo, visto que a digestao foi
processada nas mesmas condigdes dos ensaios anteriores, em termos de pH, temperatura
e propor¢do de substrato/indculo. No entanto, a presenca do pré-tratamento 4cido do
indculo contribuiu para o aumento da concentragdo de Hz, por aumentar a atividade
bioldgica dos microrganismos acidogénicos no meio Mahmoodi-Eshkaftaki; Mockaitis,

2022; Volpi et al. 2024).

As condigdes acidas e temperaturas termofilica (45-60°C) contribuem na inibi¢ao das
bactérias arqueas metanogénicas, por estas apresentarem alta sensibilidade as variagdes
bruscas de pH e temperatura (Mahmoodi-Eshkaftaki; Mockaitis, 2022; Volpi et al. 2024).

Ao tratar o lodo com acido até o pH 3,0 ocorreu uma reducdo ou até mesmo inativacao
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da atividade desses microrganismos, favorecendo a presenca ¢ atividade de bactérias
acidogénicas que sdo menos sensiveis a essas variacdes de pH (Mohanakrishna;
Pengadeth, 2024).

Estes organismos apresentam a capacidade de formar enddsporos que
proporcionam resisténcia as variagdes no meio, contribuindo para sua sobrevivéncia nas
condi¢des extremas do pré-tratamento. Esse fator aumentou a produ¢do de H», sendo
evidenciado esse comportamento ao comparar com o ensaio 1, que ndo passou por
nenhum tratamento do in6culo e apresentou uma produgdo de CH4 de 0,5%,
diferentemente do ensaio em discussdo, em que a producdo de CH4 ndo foi quantificavel
(Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

No ensaio 5 foi obtido um aumento consideravel da porcentagem de H» em relagdo
ao ensaio 4, com uma porcentagem de H> de 54,22%. Esse bom desempenho foi
relacionado ndo somente ao tratamento do indculo, como observado no ensaio 4, mas
também, atribuido as mudangas nas condi¢des das varidveis do processo. Neste ensaio foi
variada a temperatura ¢ pH, que influenciam diretamente na atividade e crescimento
microbiano, gerando um impacto positivo na produgdo de Ho.

O pH proporcionou um aumento nas reagdes bioquimicas do sistema e na agao
metabolica dos microrganismos sobre o substrato, aumentando assim, a conversao da
matéria organica em H»>. Além disso, por ser processado em uma faixa acida, o pH do
sistema contribuiu também para a inibi¢do dos microrganismos indesejaveis ao processo
(Saravanan et al., 2022; Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

A temperatura também contribuiu no aumento da producao de hidrogénio, por
influenciar o equilibrio termodindmico do sistema, cinética de crescimento microbiano e
diversidade microbiana. Desta maneira, a variagdo na temperatura proporcionou esse
aumento na producao de H» e inativacdo das bactérias consumidoras (Hai et al., 2023). O
uso da temperatura termofilica (55°C) neste ensaio, além de contribuir na selecdo dos
microrganismos de interesse, pode ter direcionado a producao de H» pela via metabolica
de producao do acetato, a qual ¢ responséavel pelo maior rendimento de hidrogénio nos
sistemas fermentativos (Mohanakrishna; Pengadeth, 2024).

No ensaio 6, foi realizado o pré-tratamento da vinhaca e foi observado um
aumento da porcentagem de H> em relacdo ao ensaio 5, sendo obtido uma porcentagem
de 58,25% de H». O pré-tratamento da vinhaga possibilitou o aumento da disponibilidade
de aglcares e proporcionou uma pré-hidrolise do substrato, acelerando o processo

fermentativo, consequentemente, acelerando a producdo e aumentando o rendimento do
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H». Possivelmente, o fato dos carboidratos e demais estruturas complexas serem
hidrolisados durante o pré-tratamento da vinhaga, facilitou o acesso dos microrganismos
aos nutrientes de forma mais rapida e eficiente, aumentando o crescimento e proliferacao
dos microrganismos no meio (Rashidi et al., 2024).

O pré-tratamento da vinhaga se apresentou dentro do processo como um
catalisador, acelerando a etapa fermentativa, pois no ensaio 5 a maior producao de H> foi
alcancada no 9° dia do processamento do ensaio. Por outro lado, no ensaio 6 foi possivel
alcancar a maior produgdo de H» no 6° dia do processamento €, com um aumento da
porcentagem de H> de 4,03%.

Demonstrando assim que, além de aumentar a quantidade de aguicares no meio, o
pré-tratamento também contribuiu na redugdo do tempo de fermentacdo dos residuos,
atingindo o rendimento maximo de H> em um menor intervalo de tempo. Na Figura 14
foi apresentado um grafico comparativo da producdo de H» durante os ensaios 5 e 6,
demonstrando a influéncia positiva do pré-tratamento do substrato sobre o processo
fermentativo.

Figura 14- Grafico comparativo das amostragens realizadas durante os ensaios 5 ¢ 6.
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No ensaio 7, foram mantidas as condigdes de pré-tratamento do inoculo e
substrato, bem como do pH e temperatura nas mesmas condi¢des do ensaio 6. No entanto,
ao reduzir o volume de indculo, para uma proporc¢ao de 30%, foi possivel observar uma
diminui¢do na porcentagem de H para 32,39%. Essa diminui¢@o pode ter sido ocasionada
pelo desequilibrio do sistema com uma menor propor¢ao entre os microrganismos ativos
e a quantidade de substrato a ser hidrolisado, podendo ter propiciado a satura¢do dos
microrganismos com o excesso de substrato a ser digerido, proporcionando uma maior
competi¢ao entre os grupos de microrganismos e a diminui¢do da produc¢ao do Hz no

sistema.

5.4. Validacao do método cromatografico desenvolvido

A partir do desenvolvimento do método cromatografico foram selecionadas as
condi¢gdes operacionais mais adequadas para a identificagdo dos analitos, baseado na
intensidade do sinal analitico, deteccdo e resolugdo entre os picos dos compostos alvos
(Hz2, CH4 e CO»). A Figura 15 apresentou um perfil cromatografico da mistura dos analitos
em estudo, sobre as mesmas condi¢des cromatograficas do método desenvolvido neste

estudo.

Figura 15- Perfil cromatogréafico do TCD (A) e FID (B) dos padroes de gases utilizados no

desenvolvimento do método cromatografico.
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5.4.1. Linearidade, faixa de trabalho, faixa linear de trabalho e sensibilidade do método

desenvolvido

Para validar o método cromatografico desenvolvido inicialmente foi atestada sua
seletividade, por meio da resolucdo (Rs) entre os picos dos analitos em estudo,
demonstrando assim a capacidade de identificacdo e quantificacdo dos gases,
distinguindo as respostas destes de maneira seletiva. A partir das analises foram obtidos
valores de resolucdo para o Hz, CO2 e CHs de 2,3; 6,8 e 7,1; respectivamente. Assim foi
considerado que existe uma separa¢dao de 100% entre os picos, ja que suas resolucdes
tiveram valores acima de 1,5 evidenciando a seletividade do método desenvolvido

(ANVISA, 2017; Silva et al., 2021).

A linearidade foi atestada por meio do coeficiente de correlacao de Person (r) e
pelo coeficiente de determinagio (R?) apresentado na Tabela 15, sendo esses coeficientes
obtidos a partir das curvas de calibragdo analitica construidas para os padrdes dos analitos
(Apéndice B). Foram construidas duas curvas de calibracdo para cada analito, sendo a
faixa alta de trabalho para: Ha: 1-70%; COz: 1-50%; CHas: 1-30%, ¢ a faixa baixa de
trabalho para todos os compostos de 1-10%. Através do coeficiente de correlagao foi
atestada uma alta linearidade para todas as faixas de trabalho dos analitos estudados, com

valores de r e R? maiores que 0,99.

Tabela 15- Coeficientes de correlacdo e testes do modelo gerado das curvas analiticas.

iy . ~ T 1
Curva analitica Matriz de correlacao este do modelo de

regressao
. Faixa linear de )
Analitos rabalho (%) r R p-value F p-value
Curvas de calibracdo analitica de faixa alta
H, 0,5 (£0,1)-71,3(=0,3) 0,9984 0,9969 <0,001 1905,90567 <0,001

CO2 1,2 (#0,1) - 50,5 (£0,6)  0,9997 0,9993 <0,001 6076,34469 <0,001

CH4 1,5(x0,2) -29,6 (£1,0) 0,9977 0,9954 <0,001 1087,01274 <0,001

Curvas de calibracdo analitica de faixa baixa
H, 1,1 (£0,1)-10,1 (x0,1) 0,9995 10,9989 <0,001 3749,62711 <0,001

CO; 1,1 (#0,1)-10,3 (x0,5) 0,9987 0,9974 <0,001 1551,99853  <0,001

CH4 1,0 (£0,0)-10,2 (£0,3) 0,9982 0,9964 <0,001 1107,98111 <0,001

Fonte: Autora, 2026
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Os valores encontrados para o coeficiente de correlagdo atendem as exigéncias da
RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, demonstrando que o método apresenta a capacidade
de obter as respostas analiticas de maneira proporcional a concentracao do analito, ja que
tem uma forte correlagdo positiva entre a porcentagem de analito injetada e a area

cromatografica obtida (ANVISA, 2017; Araujo et al., 2023).

Por meio dos coeficientes de determinacao das curvas em suas faixas alta e baixa
foi possivel atestar também a capacidade que o modelo apresenta de explicar seu
resultado, tendo em ambas as faixas um R? > 0,99, demonstrando que o modelo explica
99% dos resultados obtidos, em termos da varidvel dependente (area cromatografica) em
relacdo a varidvel independente (porcentagem do analito) (Araujo et al., 2023). A partir
das andlises dos coeficientes foi atestada a significancia estatistica, entre as variaveis
dependente e independente, ja que o p-value foi <0,001, indicando que a relagdo entre as
variaveis da curva ¢ estatisticamente significativa. Evidenciando que os pontos que

compdem as curvas em toda a sua faixa de trabalho sdo significativamente diferentes.

Além da andlise de probabilidade estatistica dos coeficientes, foi realizado
também o teste global do modelo (teste F) para todas as curvas construidas e, como
observado na Tabela 15, os valores obtidos para esse teste foram altos e o valor de p
aplicado nesse teste foi <0,001 em todos os casos. Revelando que o modelo de regressao
¢ estatisticamente significativo, permitindo assim estipular que as faixas de trabalho das
curvas construidas podem ser consideradas como faixas lineares de trabalho, através da
proporcionalidade entre picos cromatograficos e concentracdo do analito (%)

(INMETRO, 2016; Araujo et al., 2023).

Além das analises mencionadas, foram avaliados os coeficientes lineares e
angulares dos modelos de regressdo das curvas para comprovar a linearidade do método,
em que os coeficientes foram submetidos ao teste T para atestar se a significancia ¢é
diferente de zero, obtendo assim, a influéncia desses coeficientes sobre o modelo. Dessa
forma, foi analisado na Tabela 16 que os coeficientes angulares dos modelos de regressao
foram em todas as curvas de calibracdo estatisticamente diferentes de zero (p <0,001) e
considerados significativos, conforme exigido pela RDC N° 166/2017, fortalecendo a

confiabilidade da curva de calibragao analitica (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).
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Tabela 16- Modelos de regressao linear das curvas de calibragao analiticas: testes estatisticos
dos coeficientes angulares e lineares.

Curva analitica Coeficientes dos modelos
o Coeficiente Coeficiente
Faixa linear de . .
Analitos angular linear
trabalho (%) p-value p-value
(b) (a)
Curvas de calibragdo analitica de faixa alta
0,5 (£0,1) - H» 11463,38527 <0,001 24877,98002 0,0641
71,3 (=0,3) Modelo de Am=11463,38527. %H, + 24877,98002
regressao
1,2 (£0,1) - CO; 1028,51602 <0,001 183,04679 0,6706
50,5 (£0,6) Modelo de Acox=1028,51602. %CO, +183,04679
regressao
1,5(=0,2) - CH,4 158884,7304 <0,001 -59151,96048 0,5263
29,6 (+1,0) Modelo de Acns= 158884,7304. %CHs - 59151,96048
regressao
Curvas de calibragdo analitica de faixa baixa
1,1 (£0,1) - H, 13616,95222 <0,001 -5097,38795 0,0261
10,1 (£0,1) Modelo de Am=13616,95222. %H, - 5097,38795
regressao
CO; 1101,88 <0,001 65,5 0,7423
1,1 (=0,1)—  Modelo de Aco=1101,88. %CO, +65,5
10,3 (£ 0,5) regressao
1,0 (= 0,0) - CH4 159773,7096 <0,001 -33427,2726 0,3530
10,2 (£ 0,3) Modelo de Acns= 159773,70959. %CH,4 - 33427,2726

regressao

Fonte: Autora, 2026

No que se refere a sensibilidade analitica, a qual ¢ representada pela variabilidade
na resposta do instrumento através da mudanga na medida de concentracao do analito, foi
notoério através do modelo de regressao linear por meio da analise das inclinagdes da reta
(coeficientes angulares) a alta sensibilidade do método para todos os analitos
(INMETRO, 2016). Sendo importante observar que apenas o CO; apresentou menor
sensibilidade analitica em termos do seu valor de coeficiente angular, contudo, todas as

inclinagdes obtiveram um valor de p < 0,001, se mostrando estatisticamente significativo.

Os interceptos das curvas (coeficientes lineares) também apresentaram um bom
ajuste do modelo, com valores de p > 0,05; ndo diferindo significativamente de zero.
Mostrando que as curvas analiticas passam proximas a origem, com exce¢ao da curva de
H> 10% que exibiu um leve desvio da origem, mas que ndo interferiu significativamente

na sua faixa linear de trabalho. Demonstrando assim, a alta sensibilidade dos modelos
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gerados para a quantificagdo dos analitos nas faixas altas e baixas determinadas (Araujo

et al., 2023).

5.4.2. Limite de detec¢ao (LD) e quantificacdo (LQ) das curvas de calibracao analitica

A partir da quantificagdo dos parametros de LD e LQ, foi possivel perceber que o
método desenvolvido tem boa sensibilidade analitica, j4 que os resultados mostram a
capacidade que este tem de detectar e quantificar concentracdes baixas dos analitos. Na
Tabela 17 os valores de LD e LQ encontrados em ambas as faixas foram menores ou
iguais aos limites inferiores das faixas lineares de calibracdo avaliadas anteriormente.
Demonstrando que os parametros avaliados por meio das curvas analiticas sao
estatisticamente confiaveis e que o método em estudo tem uma boa sensibilidade

(INMETRO, 2016; ANVISA, 2017; Araujo et al., 2023).

Tabela 17- Limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) das curvas de calibragdo analiticas.

Curvas analiticas de faixa alta Curvas analiticas de faixa baixa
Analitos LD (%) LQ (%) LD (%) LQ (%)
H, 0,2 0,5 0,3 0,8
CO, 0,3 0,9 0,2 0,7
CH,4 0,6 1,8 0,1 0,3

Fonte: Autora, 2026

5.4.3. Precisdo e Repetibilidade do método desenvolvido

A precisdo do método cromatografico foi atestada por meio do parametro de
repetibilidade, avaliando a proximidade entre os resultados obtidos para os analitos sobre
as mesmas condi¢des de operagdo, analista e equipamento. A andlise foi realizada através
dos coeficientes de variagdo (CV), também denominado de desvios padrdes relativos, por
meio das réplicas das corridas cromatograficas dos analitos em cada concentragdo
analisada, nas faixas baixa, média e alta (ANVISA, 2017). A Tabela 18 apresentou os
resultados dos testes de repetibilidade dos analitos, por meio das analises das areas

cromatograficas e tempos de reteng@o dos analitos.
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Tabela 18- Testes de repetibilidade dos analitos para diferentes faixas de concentragdes no
intervalo da faixa linear de trabalho.

Concentragdo dos Tempos de retengdo

Analitos analitos (%) Areas cromatograficas (min)
Faixa baixa de trabalho

H, 10 154601,3 (£ 1,633,5) 2,492 (£ 0,005)
(1,1%) (0,21%)

CO, 10 11466.,4 (+225,9) 9,931 (+ 0,004)
(2,0%) (0,04%)

CH4 10 1557051,4 (= 28784,5) 6,994 (+ 0,003)
(1,8%) (0,04%)

Faixa média de trabalho

H, 40 503266,0 (x 9114,9) 2,643 (£0,013)
(1,8%) (0,48%)

CO, 30 31426,1 (£ 671,8) 9,829 (+ 0,005)
(2,1%) (0,05%)

CH4 20 48576991,5 (+ 1380600,0) 6,983 (£ 0,003)
(2,8%) (0,04%)

Faixa alta de trabalho

H, 70 842479,6 (+ 3433,8) 2,734 (£ 0,003)
(0,4%) (0,10%)

CO, 50 54050,1 (+2169,4) 9,746 (+ 0,008)
(4,0%) (0,09%)

CH4 30 68169080,7 (+ 605498,7) 6,972 (+ 0,003%)
(3,1%) (0,04%)

Fonte: Autora, 2026

A partir da Tabela 18 foi verificado que os resultados obtidos atestam a precisdao
do método desenvolvido, ja que o objetivo do teste foi avaliar a precisdo dos resultados
de uma mesma amostra em diferentes inje¢cdes e concentracdes. Os valores de CV
encontrados demonstram boa precisao, encontrando-se desvios padroes relativos menores
que 4% em relacdo a média, atestando a precisdo e confiabilidade do método em estudo
j& que de acordo com a RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 para métodos
cromatograficos um CV < 5% ¢ considerado excelente (ANVISA, 2017).

Além da precisao do método, foi comprovada também a repetibilidade por meio
da precisdo intradiaria, através das injecdes dos padrdes de gases em concentragdes
baixas, médias e altas, com um mesmo procedimento de preparo, medig¢do e analista,
variando agora o periodo de injecdo das amostras durante um curto intervalo de tempo.
Possibilitando analisar a variabilidade das respostas analiticas dos gases com as mudancas

de condig¢des experimentais.



97

Logo, os valores de CV obtidos foram menores que 5% para todos os analitos,
com excec¢do do CH4 em sua faixa alta, com um desvio padrao relativo de 5,7%, mas que
ainda ¢ aceitavel por se tratar de um método instrumental. Demonstrando assim a baixa
variabilidade das respostas, alta precisao e repetibilidade adequada do método (ANVISA,
2017). Na Tabela 19 foram apresentados os resultados dos testes de precisao intradiaria

com seus desvios padrdes e coeficientes de variagdo.

Tabela 19- Testes de precisdo intradiaria (repetibilidade) dos analitos para diferentes faixas de
concentracdes no intervalo da faixa linear de trabalho.

Concentragao dos

Analitos analitos (%) Areas cromatograficas
Faixa baixa de trabalho
H, 10 157443,7 (+ 2583,6)
(1,6%)
CO, 10 11288,6 (+ 179,6)
(1,6%)
CH,4 10 1598624 (+ 18125,2)
(1,1%)
Faixa média de trabalho
H, 40 502925,0 (£ 7453,5)
(1,5%)
CO» 30 31095,9 (+ 62,5)
(0,2%)
CH4 20 48196732,4 (+ 1546163,2)
(3,2%)
Faixa alta de trabalho
H; 70 840122,2 (+29509,2)
(3,5%)
CO, 50 51149,4 (£ 1086,2)
(2,1%)
CH4 30 720006670 (+4179434,1)
(5,7%)

Fonte: Autora, 2026

5.5. Otimizacao da produciao de hidrogénio

5.5.1. Anélise do efeito das etapas da digestdo anaerdbia na producao de hidrogénio nos

ensaios do planejamento experimental

A partir dos ensaios experimentais foi analisada a evolugdo reacional do processo
de digestdo anaerobia para a producdo de hidrogénio em cada condicdo experimental
trabalhada em relagdo ao periodo de processamento dos ensaios. Possibilitando entender
o processamento da digestdo em cada etapa da reacdo, hidrolise, acidogénese,

acetogénese ¢ metanogénese, relacionando com a atividade microbiana, processo de
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conversao do substrato e produgdo de hidrogénio. Na Tabela 20 foi apresentada a
producdo de hidrogénio quantificada ao longo das reagdes estabelecidas no planejamento

experimental.

Tabela 20- Produgdo de hidrogénio (N mLu> L substrato) quantificados nas amostras de gas nos
ensaios do planejamento experimental.

Produgio de hidrogénio (N mLuz L upstrato)

Ensaios Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
1 422 222.0 71,6 0 0
2 0 0 191,1 138,3 156,7
3 0 0 10,7 14,1 46,1
4 147,9 483.,6 3259 300,8 220,7
5 0 0 111,6 68,7 35,7
6 217.,8 336,9 691,0 691,6 609,0
7 0 540,6 571,5 427,7 401,9
8 0 880,9 1104,4 730,1 179,3
9(C) 0 0 356,6 400,1 353,1
10 (C) 0 0 0 3934 321,1

Fonte: Autora, 2026

Ao avaliar os resultados da Tabela 20 foi visto que o inicio da produgdo de H»
variou entre as reacoes, ocorrendo na maioria dos ensaios entre o 4° ou 6° dia. Estando
esse comportamento relacionado a fase lag ou (fase de laténcia) mais prolongada dos
microrganismos no sistema, necessitando de um maior tempo de adaptacdo ao meio
reacional, para o crescimento e aumento da atividade metabolica. Esse processo de
adaptagdo, influencia na etapa de hidrdlise do substrato, retardando a conversdao da

matéria organica complexa em moléculas simples (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

Posterior a etapa de laténcia, foi observada a fase log, caracterizada pelo
crescimento exponencial da producdo de hidrogénio, representando a etapa fermentativa
ou acidogénica do processo, em que as moléculas simples convertidas na etapa hidrolitica
sao transformadas em 4acidos graxos volateis (butirico, propidnico e acético), CO> e H»
pelos microrganismos (Cremonez et al., 2021; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022). Na Figura
16 foram demonstradas as curvas reacionais para cada ensaio de modo a se obter uma
melhor visualizacdo dessa etapa de crescimento e producdo maxima de H> com o avango

das reacdes, bem como a fase de declinio da produgdo nos ensaios.
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Figura 16- Grafico comparativo da producdo diaria de hidrogénio durante as amostragens
realizadas nos ensaios do planejamento experimental.
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Através da Figura 16 foi constatado que as maximas producdes didrias alcangadas
nos ensaios foram entre o 6° e 8° dia de reacdo. Ademais foi diagnosticado 3
comportamentos distintos dentro dos ensaios em estudo, variando entre produgdes altas,
intermediarias e baixas. Ao analisar os ensaios 6, 7 € 8 foram detectadas as maiores
producdes de Ha, variando entre 570-1100 N mLn2 L substrato, demonstrando que nesses

sistemas reacionais se teve uma fase acidogénica intensa e predominante.

Nesses ensaios 0s microrganismos fermentativos apresentaram maior atividade e
conversao do substrato em H>. Este comportamento esta relacionado as condi¢des de
processamento dos ensaios, que foram trabalhados sobre condigdes de pH 5,5 e
temperatura entre 40 e 55°C, consideradas faixas 6timas e que favorecem a atividade dos

organismos acidogénicos (Kumar; Samadder, 2020; Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

Para os ensaios 4, 9 e 10 por sua vez, a producao maxima obtida foi entre 350-480
N mLu2 L' substrato, nessas reagdes foi obtida uma producio intermediaria em relagio aos

demais ensaios, sendo observado um equilibrio dentro do sistema entre a producao de H»
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e inicio do seu consumo. O que demonstra uma atividade baixa, mais significativa das
bactérias consumidoras de H», levando a uma atividade considerdvel nas etapas
acetogénicas e metanogénicas, que provoca a diminui¢do do H> mas ndo inibe a etapa

fermentativa completamente (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022; Hajizadeh et al., 2022).

Os ensaios 1, 2, 3 e 5 apresentaram baixas produgdes de hidrogénio, menor que
220 N mLp> L' substrato, sendo que esses ensaios apresentaram um comportamento mais
irregular em relagdo aos demais, com maior tempo de fase lag e variagdes na produgao
de H,. Indicando uma menor atividade dos microrganismos acidogénicos € maior
atividade das bactérias acetogénicas ¢ metanogénicas, provocando a baixa produgdo de
H: e aumento constante da conversao deste em CHa. Na Figura 17 foi apresentado o perfil
cromatografico comparativo das aliquotas do ensaio 1, que mostra o aumento do CH4 no

sistema com o prosseguimento da reacdo (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022; Hajizadeh et

al., 2022).

Figura 17- Perfil cromatografico da produgdo de hidrogénio e metano nas aliquotas retiradas do
ensaio 1 do planejamento experimental.
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Fonte: Autora, 2026

Assim como observado no perfil cromatografico do ensaio 1 (Figura 17), os
demais ensaios também demonstraram esse declinio da produgdao de H> e aumento do
CH4 durante o processamento da reacdo, ainda que menos pronunciado em alguns
ensaios, conforme evidenciado nos demais perfis cromatograficos dos ensaios (Apéndice
C). Este comportamento pode estar relacionado a inativacdo incompleta dos

microrganismos metanogénicos por meio do pré-tratamento acido/térmico aplicado ao
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in6culo. Sendo evidenciado pela presenga de CH4 ainda que em concentragdes muito

baixas, estando abaixo do limite de quantificagdo.

Além desse fator, a presenca de diferentes rotas metabolicas de producao (rota do
acetato, butirato e etanol) e consumo (rota das bactérias homoacetogénicas e propionato)
de hidrogénio seguidas pelos microrganismos explicam a redu¢do da producdo de Hz no
decorrer das reagdes, bem como as condi¢des de processamento de cada ensaio (Ribeiro
et al., 2022; Mohanakrishna; Pengadeth, 2024). Dessa maneira no tépico 5.5.2 foi
discutida a influéncia das varidveis pH, temperatura e propor¢ao de indculo sobre a
produgdo maxima de H» obtida nos ensaios do planejamento experimental, sendo definido

a melhor condi¢do experimental para o aumento dessa producao.

5.5.2. Efeito das variaveis pH, temperatura e propor¢ao do indculo sobre a producao de
hidrogénio.

Os ensaios realizados a partir do planejamento experimental indicaram a
viabilidade da produg@o de hidrogénio por meio da fermentagdo anaerobia, fazendo uso
da vinhaca da cana-de-agiicar como substrato inoculada com o lodo de esgoto. Assim,
foram estudados os efeitos dos fatores (pH, temperatura e propor¢do volumétrica do
in6culo) sobre a producdo de hidrogénio, na busca da otimizagdo do processo e
maximizagdo dessa producdo. Na Tabela 20 foi apresentada a producdo méxima de
hidrogénio obtida durante as amostragens dos ensaios realizados com base nas condigdes

do planejamento fatorial.
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Tabela 21- Resultados obtidos para a producdo maxima de hidrogénio nos ensaios do

planejamento fatorial.

Variaveis
Producao maxima de
. A B C Hidrogénio
Ensaios 1
(OC) (V\V %) (N mLHZ L substrato)
1 5,00 40,0 30,0 220,0
2 5,00 40,0 50,0 191,1
3 5,00 55,0 30,0 46,1
4 5,00 55,0 50,0 483,6
5 5,50 40,0 30,0 111,6
6 5,50 40,0 50,0 691,6
7 5,50 55,0 30,0 571,5
8 5,50 55,0 50,0 1104,4
9(C) 5,25 47,5 40,0 400,1
10 (C) 5,25 47,5 40,0 3934

A- pH; B- temperatura; C- propor¢ao volumétrica de substrato/indculo;

Fonte: Autora, 2026

Com base nas produgdes maximas alcancadas nos ensaios foi realizada a anélise
ANOVA (Tabela 22) dos resultados experimentais, sendo obtido um Valor de P para o
modelo maior que 0,05; indicando que a falta de ajuste do modelo ndo ¢ significativa, e
este € apropriado para explicar o efeito das variaveis sobre a producdo de hidrogénio,
conforme evidenciado através do coeficiente de determinacdo (R?) e R? ajustado com
valores de 0,9983 e 0,9923 respectivamente, indicando uma alta correlagdo entre as
variaveis independentes e a variavel resposta do modelo. O valor do R? determinado,
indica que o modelo pode explicar 99,23% das mudangas de valores das respostas
experimentais com confiabilidade, descrevendo assim o efeito individual e interativo das

varidveis sobre a producdo de hidrogénio.
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Tabela 22- ANOVA do modelo obtido para producdo de hidrogénio nos ensaios do planejamento
fatorial 2°.

Fatores SS df MS Valor F Valor p

A 2957959 1 295795.9 13581,1 0,005

B 122834.5 1 122834,5 5639,8 0,008

C 289370,3 1 289370,3 13286,1 0,006

AB 71083,4 1 71083,4 3263,7 0,011

AC 62004,8 1 62004,8 2846.,9 0,012

BC 21976,6 1 21976,6 1009,0 0,020

ABC 32960,3 1 32960,3 1513,3 0,016

Falta de ajuste 1516,6 1 1516,6 69,6 0,076
Erro puro 21,8 1 21,8 - -
Total 897564,0 9 - - -

SS- Soma quadratica; df- graus de liberdade; MS- Média quadratica;

Fonte: Autora, 2026

Os resultados presentes na Tabela 22 mostraram que todas as variaveis em estudo
(pH, temperatura e propor¢do de indculo/substrato) tem efeito significativo para o
modelo, j4 que os valores de P obtidos foram todos menores que 0,05. Assim como
também a interacdo entre as variaveis ¢ significativamente importante no aumento da
producao de hidrogénio. A partir dessa andlise, foi gerado o diagrama de Pareto (Figura
18) para uma melhor visualizagdo da magnitude dos efeitos das variaveis e suas interagdes
sobre a resposta, informando a significancia das variaveis em um intervalo de confianga

de 95%.
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Figura 18- Diagrama de Pareto para representacdo dos efeitos das variaveis e das suas interacdes
no processo fermentativo.
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Fonte: Autora, 2026

A partir do diagrama foi perceptivel que o pH e a propor¢do de indculo
apresentaram os maiores efeitos sobre a resposta, indicando que foram as variaveis mais
significativas dentro do modelo, seguido pela temperatura que também apresentou um
efeito positivo e significativo, contudo menor que as demais varidveis. Ao analisar o
efeito interativo das varidveis foi visto que o pH e a temperatura apresentam o maior
efeito interativo sobre a produ¢do de hidrogénio, o que estd relacionado a influéncia
desses fatores na cinética de crescimento e atividade metabdlica dos microrganismos no
meio fermentativo, atuando de maneira sinérgica na taxa de conversdo do substrato e

eficiéncia metabolica dos microrganismos (Jing et al., 2020; Rashidi et al., 2024).

Ademais, a interag¢do pH e propor¢ao de indculo foi altamente significativa, o que
pode estar relacionado a maior atividade dos microrganismos fermentativos sobre as
condig¢des acidas. A interacdo da temperatura e propor¢ao de indculo, embora menor, foi
significativa, possivelmente, devido ao fato da temperatura influenciar diretamente na
microbiota do meio, ja que cada microrganismo tem uma faixa de temperatura especifica

para crescimento e atividade metabdlica (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022).

Por fim, foi observado que a interacdo entre pH, temperatura e proporcao de

inéculo apresentou efeito negativo sobre a producdo de H», indicando que a interagdo
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simultanea desses fatores reduz a resposta (producao de H>) em algum nivel do processo.
Baseado na significancia das varidveis e suas interagdes sobre a produ¢cdo maxima de
hidrogénio demonstradas através da ANOVA e do diagrama de Pareto, foram geradas
superficies de resposta ¢ mapas de contornos para melhor compreensao e estudo dos
efeitos das interagdes entre as variaveis e suas tendéncias no processo fermentativos em

diferentes condigdes.

Na Figura 19 foi apresentada a superficie de resposta ¢ mapa de contorno da
interacao entre pH e propor¢ao de inoculo, sendo observado que o aumento do pH e
proporgao de indculo levam ao aumento da produgao de hidrogénio. Quando o pH foi 5,5
e a propor¢ao de indculo 50%, a produgdo atingiu o valor maximo (> 1000 N mLu L
lubstrato). Este comportamento pode ser explicado pelo maior crescimento e atividade
bioldgica dos microrganismos fermentativos em pH 5,5 e em alta proporcao de indculo,
o que aumenta a degradagdo e conversao da matéria organica do substrato em H> (Mishra

et al.,2019; Rashidi et al., 2024).

Em contrapartida, para pH 5,0 foi observada uma redugdo dessa producao, pois
mesmo variagdes pequenas de pH provocaram efeitos sobre a microbiota do meio,
afetando a fisiologia e reduzindo a atividade metabdlica das bactérias, efeito esse
atribuido a acidificag¢do intensificada do meio e ao acimulo de AGVs (Mishra et al.,
2019). A acidificacao do meio foi constatada quando uma menor propor¢ao de indculo
em qualquer pH foi estudado, em que um efeito negativo foi promovido, devido a alta
propor¢ao de substrato em relagdo ao inoculo, reduzindo a atividade microbiana,
dificultando a transferéncia de massa no sistema, o que acarretou na elevagdo do tempo
da fase lag e retardou a etapa de fermentagdo, afetando a produgdo de H> (Jing et al.,

2020; Rashidi et al., 2024; Elerakey et al., 2025).
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Figura 19- Superficie de resposta (A) e grafico de contorno (B) do efeito da proporgio de

indculo, pH e sua interacdo sobre a producdo de hidrogénio.
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O efeito interativo entre a temperatura e a propor¢ao de indculo sobre a produgao
de Ho> foi apresentada na Figura 20, sendo percebido que o aumento da temperatura e da
propor¢ao de in6culo proporcionaram o aumento da produgdo de H», e mesmo em
propor¢des menores de indculo, o aumento da temperatura leva ao aumento da produgao.
Isso pode ser justificado pois a temperatura exerce grande influéncia sobre o equilibrio
termodinamico e reacdes bioquimicas do sistema, afetando a diversidade, cinética de
crescimento microbiano e atividade metabolica da microbiota do meio sobre o substrato

aumentando a producdo (Rashidi et al., 2024; Elerakey et al., 2025). Quando a

temperatura foi 55°C e a proporcao de indculo 50% a producao atingiu o valor maximo
(> 800 N mLm» L_lsubstrato)-

Figura 20- Superficie de resposta (A) e grafico de contorno (B) do efeito da temperatura,

proporcao de indculo e sua interagdo sobre a producao de hidrogénio.
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(B)
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Fonte: Autora, 2026

O efeito da interagdo entre o pH e a temperatura também foi avaliado como
mostrado na Figura 21. Foi verificado que a digestdo anaerdbica quando submetida a pH
5,0 ou 5,5 e temperatura de 40°C, ndo favoreceu a produgdo de H», enquanto que o
aumento da temperatura para 55°C, em qualquer faixa de pH, aumentou a produgdo de
H», conforme discutido previamente. Fato este, provavelmente, justificado devido a
diminui¢do da atividade dos microrganismos acidogénicos (produtores de H») sobre
condi¢des mesofilicas (40°C) e menores pH (5,0), por influenciar na cinética de
crescimento dos microrganismos, atividade metabolica e estabilidade das comunidades
microbianas no sistema (Toledo-Cervantes et al., 2020; Eng et al., 2022; Elerakey et al.,

2025).
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Figura 21- Superficie de resposta (A) e grafico de contorno (B) do efeito do pH, temperatura e
sua interagdo sobre a produgdo de hidrogénio.
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A temperatura afetou diretamente a volatilidade e solubilidade dos gases no
sistema e, ao considerar a lei de Henry e relacionar com as observagdes da Figura 21, foi
possivel entender que a maior temperatura proporcionou a eleva¢do na produgdo de
hidrogénio por favorecer a sua volatilidade e aumentar sua concentragdo na fracao gasosa
do sistema durante o processo fermentativo (Toledo-Cervantes et al., 2020; Rashidi et al.,

2024).

Assim nas condigdes mesofilas, por se processar em menor temperatura, se tem
um menor teor do hidrogénio na fase gasosa e uma maior solubilidade deste na fase
liquida, o que além de diminuir a concentracdo do hidrogénio no sistema, também
aumenta a sua disponibilidade para ser consumido no processo reacional (Toledo-
Cervantes et al., 2020; Rashidi et al., 2024). Dessa forma quando o pH foi 5,5 ¢ a

temperatura de 55 °C, foi atingido o valor maximo de producdo (>800 N mLuz L supstrato).

O estudo de Toledo-Cervantes et al. (2020) corrobora para a elucidacdo do
resultado obtido, em que os autores avaliaram o comportamento da produgdao de
hidrogénio em condigdes mesofilicas (35-37 °C) e termofilicas (55°C) utilizando a
vinhaga de tequila, e tiveram como resultado uma maximizag¢ao da produgdo de H» sobre
a temperatura termofilica, com um rendimento de 750 N mLu2 L vinhaca, contra 647 N
mLu2 L inhaca sobre condigdes mesofilicas, ambos em um pH 5,5; sendo considerado o

pH o6timo para o processo.

Volpi et al. (2024) chegaram a conclusdoes semelhantes em seu estudo de
codigestdo da vinhaga da cana-de-agtcar e torta de filtro, em que a produ¢do maxima
alcancada foi de 95 N mL H2 g VS™ !removidos, trabalhando com um pH 6timo entre 5 e 5,5
e a uma temperatura de 55°C. Esses resultados demonstram concordancia com as analises
realizadas sobre os efeitos das interagcdes das varidveis no rendimento de hidrogénio, e
atestam que a partir das condi¢des otimizadas a producao de H» superou alguns resultados

ja reportados na literatura para este residuo.

Visto que, sobre as condi¢gdes otimizadas de pH 5,5 e temperatura 55°C, utilizando
uma proporcao de 50% de indculo foi alcangada uma producdo maxima de H> de 1104,4
N mLu2 L substrato. Este valor foi maior do que o alcangado nos estudos mencionados
anteriormente, ja que ao converter o resultado obtido em termos dos sélidos volateis

removidos no processo, essa producdo também ¢ consideravelmente maior que a
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producao alcancado no estudo de Volpi et al. (2024), tendo uma produgdo de 1487,9 N
mL H> g VAR 1removidos~

O valor de produgao maxima de hidrogénio previsto pelo modelo foi de 1098,7 (+
58,5) N mLu> L substrato, Sobre condigdes 6timas de pH 5,5; temperatura de 55°C e
proporc¢ao volumétrica de indéculo de 50%. Para validar essas condigdes experimentais
oOtimas, foi realizado um ensaio de validagdo, em que foi obtida uma producao maxima
diariade 1158,6 N mLmu> L substrato, €stando dentro do intervalo previsto pelo modelo.
Demonstrando assim, que as condigdes Otimas estimadas pelo modelo podem ser

aplicadas de forma eficiente para a produgdo fermentativa de hidrogénio.

Além da producdo maxima diaria, durante o ensaio de validacao foi analisada
também a produgdo acumulada de hidrogénio, com intuito de entender o volume total de
H; produzido durante o periodo fermentativo, bem como desempenho global do sistema
de producdo. Logo, durante o processamento do ensaio de validacdo foi obtida uma
producdo acumulada total de 3267,6 N mLu2 L™ substrato. Abaixo na Tabela 23 ¢ apresentado
os resultados obtidos durante o ensaio de validagdao, bem como a Figura 22 apresenta um
grafico ilustrativo das produg¢des diarias e acumuladas de Ho.

Tabela 23- Resultados obtidos para a producado didria e acumulada de hidrogénio durante as
amostragens do ensaio de validagao.

Producio de hidrogénio (N mLnu2 L substrato)

Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 13
Producdo 2422 219,0 350,4 1031,8 1158,6 828,4
diaria
Producdo 2422 503,6 798,7 1481,0 2296,4 3267,6
acumulada

Fonte: Autora, 2026
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Figura 22- Grafico ilustrativo da producdo diria e acumulada de hidrogénio durante as
amostragens realizadas no ensaio de validagao.
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Assim, por meio dos resultados apresentados, foi possivel observar que o ensaio
apresentou um aumento consideravel na produ¢do ao longo das amostragens, sobretudo
do 8° ao 10° dia de reagdo. Permitindo assim, visualizar novamente a dindmica especifica
que cada processo fermentativo apresenta, no que se refere a fase de adaptacdo dos
microrganismos (fase lag) e aumento da produgao de hidrogénio (fase log), ocorrendo de
maneira diferente em cada sistema, mesmo em condi¢des iguais de processamento. A
partir da curva de produgao especifica € visivel a reducao do H» a partir do 13° dia, o que
representa a redugdo da atividade microbiana e inicio do consumo de hidrogénio no

sistema (Kunz; Steimetz; Amaral, 2022; Hajizadeh et al., 2022).

Além disso, ¢ possivel analisar também a produ¢do acumulada, que evidencia que
mesmo apos o sistema atingir a produ¢do méaxima especifica, a produgdo de hidrogénio
ainda se mantém e € significativa, o que aumenta o total de hidrogénio acumulado ao final
do processo. Dessa maneira, foi constatado que o sistema fermentativo apresentou
concordancia entre os valores previstos pelo modelo e os resultados obtidos

experimentalmente, também foi comprovada a capacidade de reprodutibilidade da
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producao sobre condi¢des otimizadas por meio do planejamento experimental. Validando
assim o potencial energético do processo fermentativo como rota biotecnoldgica

complementar para a produ¢do limpa e ecoldgica de hidrogénio.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a vinhaca da cana-de-agtcar apresentou
caracteristicas favordveis para produgdo bioldgica de hidrogénio, ja que dispde de alto
teor de matéria organica biodegradavel, além de proporcionar os nutrientes necessarios
para o crescimento e atividades metabdlicas dos microrganismos. O pré-tratamento acido
auxiliado por ultrassom da vinhaca mostrou-se eficiente para promover a hidrolise da
estrutura complexa do substrato, aumentando a disponibilidade de agticares nas condigdes
otimas do pré-tratamento: pH- 5,0; tempo de sonicacdo- 30 minutos e temperatura de

80°C.

Para o pré-tratamento acido/térmico do lodo de esgoto foi observada uma
importante influéncia no aumento da producdo de hidrogénio, pois contribui na
seletividade de microrganismos acidogénicos e na inativacdo das bactérias arqueas
metanogénicas, produtoras de metano. Desta forma, a partir dos ensaios preliminares, foi
constatado que o uso dos pré-tratamentos do substrato e indculo proporcionaram um
aumento na producdo de hidrogénio no sistema, potencializando a producdo de

hidrogénio nas diferentes condigdes experimentais.

O método cromatografico desenvolvido para o GC-TCD/FID possibilitou
identificar e quantificar os gases formados no processo de fermentativo com
confiabilidade e precisdo, sendo atestado no processo de validacdo a alta seletividade por
meio da resolucao de 100% entre os picos. A partir da construcao das curvas de calibracao
analitica para o Hz, CO; e CH4 foi estabelecida a linearidade do método, obtendo um
coeficiente de correlagdo e coeficiente de determinacdo acima de 0,99 para todas as
curvas construidas. O método apresentou sensibilidade analitica, com valores de limite
de detec¢do e quantificacdo baixos, bem como também apresentou alta precisdo e

repetibilidade, com coeficiente de variacdo <5%.

O planejamento experimental mostrou que todas as variaveis estudadas (pH,
temperatura e propor¢ao de indculo) apresentaram efeito significativo sobre a producao
de hidrogénio, assim como a interagdo entre as variaveis (p < 0,05). As condi¢des 6timas
determinadas pelo estudo para o processo de fermentagdo anaerdbia foram pH 5,5,
temperatura 55°C e propor¢ao de indculo de 50%, proporcionando uma produ¢do maxima
especifica de 1104,4 N mL Hz L 'substrato. A partir do ensaio de validacao sobre as

condig¢des otimizadas, foi obtida uma produgdo maxima especifica de 1158,6 N mLu> L
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Lsubstrato, €stando esse valor em concordancia com o valor predito pelo modelo que foi de

1098,7 (£ 58,5) N mLu2 L substrato-

Por meio do ensaio de validagdo, também foi atestado o desempenho global do
sistema fermentativo, em que se obteve uma producdo acumulada de hidrogénio de
3267,6 N mLu2 L substrato, @20 longo do processamento da reacdo. Demonstrando que a
aplicacdo da fermentagao anaerobia sob condi¢des controladas representa uma alternativa
vidvel e sustentavel para a geracdo de bioenergia. Revelando o grande potencial do
processo como rota alternativa e complementar as rotas convencionais para a produgao
de hidrogénio de baixo carbono, por possibilitar a conversdo de um residuo organico

altamente poluidor, como a vinhaga da cana-de-agticar, em biocombustivel.

Aumentando significativamente o portfélio de rotas tecnolodgicas de produgio de
energia limpa e sustentavel, bem como a oferta de hidrogénio de baixo carbono, o que
fecha o ciclo de aproveitamento de residuos e promove a valorizagdo completa da
vinhaca. Integrando esse processo ao conceito de economia circular, com um viés
sustentavel e multifuncional. Alinhando-se aos objetivos do desenvolvimento sustentavel
na busca de producao de energia limpa e acessivel, assim como na construgdo de agdes

eficientes para mitigar as mudangas climaticas.

Portanto, o estudo experimental das varidveis apontou a otimizacdo do sistema
por meio das condi¢gdes 6timas determinadas e dos pré-tratamentos do indculo e substrato,
que foram essenciais para maximizar a produ¢do de hidrogénio. Contudo, a analise dos
efeitos das varidveis também evidenciou a melhoria na produ¢do com o aumento dos

niveis das variaveis otimizadas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Assim sendo, em complementacdo a presente pesquisa tem-se como perspectivas futuras:

v' Ampliar o planejamento experimental dos ensaios, extrapolando as condig¢des
trabalhadas até o momento para o pH, propor¢ao volumétrica do indculo/substrato
€ temperatura;

v Realizar a caracteriza¢gdo microbiologica do indculo, buscando compreender a
dindmica e a diversidade das comunidades microbianas envolvidas na
fermentagdo, bem como sua relagao com as condigdes fermentativas e produgao
de hidrogénio;

v Investigar a influéncia de outros pardmetros operacionais, como tempo de
retengdo hidrdulica, carga organica aplicada, agitacdo do sistema e a codigestao

com outros residuos agroindustriais.
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APENDICES

APENDICE A- Curva de calibragio construida para quantifica¢do dos agticares no pré-
tratamento 4cido auxiliado por ultrassom da vinhaga a cana-de-agucar.

Figura A1- Curva de calibragdo da glicose

074 ™ Glicose
0,6
0,5
.©
[&]
c
«S 0,4
O
—
[e]
8 03 Equation y=a+b*
< T Plot Absorbancia
Weight No Weighting
Intercept 0,02271
0,2 Slope 0,63539
Residual Sum of Squa 7,5935E-5
Pearson's r 0,99985
0,1+ R-Square(COD) 0,99969
Adj. R-Square 0,99961
0,0 T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentrac3do (g L™)

APENDICE B- Curvas de calibragio analitica construidas para realizagio da
quantifica¢do dos gases gerados no processo de digestao anaerdbia.

Figura B1- Curva de calibragdo analitica do hidrogénio 70%.
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Figura B2- Curva de calibragdo analitica do hidrogénio 10%.

Figura B3- Curva de calibragao analitica do metano 30%.
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Figura B4- Curva de calibragdo analitica do metano 10%.
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Figura B5- Curva de calibragao analitica do diéxido de carbono 50%.
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Figura B6- Curva de calibragdo analitica do didxido de carbono 10%.
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APENDICE C- Perfis cromatograficos comparativos das aliquotas retiradas durante os

ensaios realizados no planejamento experimental.

Figura C1- Perfil cromatografico do ensaio 2 do planejamento experimental.
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Figura C2- Perfil cromatografico do ensaio 3 do planejamento experimental.
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Figura C3- Perfil cromatografico do ensaio 4 do planejamento experimental.
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Figura C4- Perfil cromatografico do ensaio 5 do planejamento experimental.
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Figura C6- Perfil cromatografico do ensaio 7 do planejamento experimental.
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Figura C7- Perfil cromatografico do ensaio 8 do planejamento experimental.
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Figura C8- Perfil cromatografico do ensaio 9 (C) do planejamento experimental.
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Figura C9- Perfil cromatografico do ensaio 10 (C) do planejamento experimental.
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