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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A producdo de biogas a partir dos residuos do processamento agroindustrial da
banana apoia diversas ODS, destacando-se a ODS 7 (Energia Limpa e Acessivel), ao
gerar energia renovavel; a ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), ao reduzir
o desperdicio; e a ODS 13 (Acao Climética), ao diminuir emissdes de gases de efeito

estufa.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The production of biogas from the residues of the agro-industrial processing of
bananas supports several SDGs, particularly SDG 7 (Affordable and Clean Energy),
by generating renewable energy; SDG 12 (Responsible Consumption and Production),
by reducing waste; and SDG 13 (Climate Action), by decreasing greenhouse gas

emissions.
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RESUMO

A fruticultura é um setor econémico importante, e o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de frutas. A producao de banana se destaca no agronegdcio, mas a
geracdo de residuos preocupa ambiental e economicamente. Uma solucdo é o
aproveitamento desses residuos para biogas via processos anaerobios. Este estudo
testou residuos solidos de banana (casca+polpa) e agua residuéaria do processamento
do doce de banana em reatores anaerébios batelada para otimizar a producéo de
biogas. As etapas incluiram: 1) caracterizacdo dos substratos e indculo; 2)
planejamento experimental com variagbes de temperatura, pH inicial e relagao
Substrato/Inéculo para producédo de hidrogénio; 3) testes em reatores acidogénicos;
4) testes em reatores metanogénicos e metano direto; 5) avaliacdo com agua
residudria e analises metagendmicas. Na caracterizacdo, verificou-se alta
concentragdo de carboidratos. A modelagem matematica indicou condi¢des 6timas de
41,8°C, pH 4,88 e S/l 2,48 (R2=99,75). Nos reatores acidogénicos, obteve-se 2359 mL
H,/L, com 91,52% de consumo de carboidratos e formacao de acidos graxos e etanol.
Nos metanogénicos (37°C, pH 7, S/l 2,48), geraram-se 1903 mL CH,/Lr, com 96,31%
de consumo de matéria organica. O tempo 80 foi de 9,75h para hidrogénio e 79,5h
para metano. O rendimento energético foi de 4181,32 KJ Mol™ para metano direto e
4334,44 KJ Mol™ para biossistema integrado. Com &agua residudria, o consumo de
carboidratos foi de 95%, com producéo de 981,33 mL H,/Lr e metabdlitos como etanol,
acido aceético e butirico. O efluente removeu 86,87% da DQO inicial e gerou metano.
A metagendmica revelou Clostridium sensu stricto 1 (hidrogénio) e Methanosaeta
(metano via rota acetoclastica). As condi¢cBes testadas otimizaram a producdo de

biogas e demonstraram alta eficiéncia no tratamento de matéria organica.

Palavras-chave: hidrogénio; metano; digestdo anaerdbia; otimizacdo matematica;

banana.



ABSTRACT

Fruit farming is an important economic sector, with Brazil ranking as the third-
largest fruit producer worldwide. Banana production stands out in agribusiness, but
waste generation raises environmental and economic concerns. One solution is
utilizing these residues for biogas production through anaerobic processes. This study
tested solid banana waste (peel + pulp) and wastewater from banana sweet processing
in batch anaerobic reactors to optimize biogas production. The stages included: 1)
characterization of substrates and inoculum; 2) experimental planning with variations
in temperature, initial pH, and Substrate/Inoculum ratio for hydrogen production; 3)
tests in acidogenic reactors; 4) tests in methanogenic reactors and direct methane
production; 5) evaluation with wastewater and metagenomic analyses.
Characterization revealed a high carbohydrate concentration. Mathematical modeling
indicated optimal conditions of 41.8°C, pH 4.88, and S/l 2.48 (R? = 99.75). In
acidogenic reactors, 2359 mL H,/L was obtained, with 91.52% carbohydrate
consumption and the formation of volatile fatty acids and ethanol. In methanogenic
reactors (37°C, pH 7, S/l 2.48), 1903 mL CH,/Lr was produced, with 96.31% organic
matter consumption. The Tg, time was 9.75h for hydrogen and 79.5h for methane. The
energy yield was 4181.32 KJ Mol™ for direct methane and 4334.44 KJ Mol™ for the
integrated biosystem. With wastewater, carbohydrate consumption reached 95%,
producing 981.33 mL H,/Lr and metabolites such as ethanol, acetic acid, and butyric
acid. The effluent removed 86.87% of the initial COD and generated methane.
Metagenomic analysis revealed Clostridium sensu stricto 1 (hydrogen production) and
Methanosaeta (methane via the acetoclastic pathway). The tested conditions
optimized biogas production and demonstrated high efficiency in organic matter

treatment.

Keywords: hydrogen; methane; anaerobic digestion; mathematical optimization;

banana.
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1 INTRODUCAO

O descarte inadequado de residuos sélidos organicos causa uma série de
impactos ambientais. Uma quantidade significativa de residuos solidos organicos,
provenientes de materiais de origem vegetal, sdo rejeitados, descartados ou dispostos
de forma inadequada, principalmente os advindos do processamento industriais de
frutas como a banana e seus derivados como purés, sucos, licores, farinhas e balas
(PEREIRA NETO et al., 2007).

A banana é um dos mais importantes produtos subtropicais comercializados
com producédo anual global superior 120 milhdes de toneladas (Manhongo, 2022).
Embora geralmente seja consumido in natura, diversos derivados da banana, como
balas, salgadinhos, frutos secos, compotas e vinhos de banana, entre outros,
ganharam espaco no mercado, o que demonstra a grande versatilidade e valorizacao
desta fruta e seus derivados processados (Aurore, 2009).

A constituicdo dos residuos gerados a partir do processamento industrial da
banana sao ricos em celulose e lignina, proveniente das cascas, que podem reter a
liberacdo de acucares como glicose e frutose e assim serem facilmente degradaveis
por processos biolégicos anaerdbios, com consequente geragdo de metano.

O biogas surge como uma fonte energética alternativa por ser energia
reciclavel, renovavel e limpa que pode ser utilizada diretamente como combustivel. O
uso de biogas estd em desenvolvimento no mundo como um todo porque apresenta
vantagens unicas, como conversao de energia, reducdo da emissdo de gases de
efeito estufa que contribuem para o aquecimento global, além de questfes sociais.
Entretanto, o biogas pode ser obtido de diversas fontes. Os residuos organicos
facilmente degradaveis como os da agroindustria, principalmente do processamento
de frutas, podem ser utilizados na digestdo anaerdbia para obtencéo de biogas (GAO
et al., 2019).

Esgoto sanitario também pode ser utilizado em codigestdo pois permite um
equilibrio de nutrientes que reduz a possibilidade de inibicdo, além de apresentar
alcalinidade que faz com que seja suportado substratos com alta quantidade de
matéria organica facilmente degradavel (MATA-ALVAREZ et al., 2014).

Estudos de superficie de resposta podem ser utilizados para avaliar a influéncia
das condi¢Bes operacionais e demais fatores na digestdo anaeroObia, a partir de
residuos do processamento industrial da banana e assim obter a condic&o ideal 6tima

para geracoes elevadas de biogas.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar eficiéncia na geracdo de biogas (Hidrogénio e Metano), em reatores
anaerébios em batelada no tratamento de residuos do processamento industrial da
banana em dois estagios sequenciais (acidogénico e metanogénico), co-digeridos em

esgoto sanitario, otimizados previamente em estudo de superficie de resposta.

Especificos:

- Avaliar os efeitos das variacbes de pH, temperatura e relacdo S/
(Substrato/Inoculo) na producgéo de Hidrogénio;

- Identificar a condic&o 6tima para a producdo de Hidrogénio;

- Avaliar a condicdo oOtima em relacdo aos reatores observados durante o
planejamento experimental na produgao de hidrogénio;

- Avaliar a producdo de metano a partir da fragédo liquida da fase acidogénica
na condicdo 6tima para a producéo de Hidrogénio;

- Avaliar a producdo de metano direto;

- Avaliar a remocao de carboidratos totais na operacdo dos reatores
acidogénicos e remocao de matéria organica em reatores metanogénicos;

- Avaliar condicdo otimizada para producdo de hidrogénio e o uso de seu
efluente para producao de metano;

- ldentificar os consércios de bactérias e archaeas presentes durante a
operacéao dos reatores acidogénicos e metanogénicos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE FRUTAS

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de banana, ficando atras somente
de india, China e Indonésia, beneficiado pelas suas condi¢ées climaticas favoraveis.
No ano de 2024 o volume mensal estimado da producao nacional de banana superou
a marca de 6,8 milhdes de toneladas (Figura 1). Além disso, o volume de exportacdo
nacional em maio de 2024 chegou a 5,73 mil toneladas da fruta (Comex Stat).

De acordo com os dados do IBGE, a safra 2021/22 foi de cerca de 7 milhdes
de toneladas, em uma éarea de 453.273 hectares. Um mercado que movimenta mais
de R$ 13,8 bilhdes por ano (IBGE 2023).

Parte dessa producédo é destinada ao mercado externo. Segundo a Secretaria
de Comércio Exterior (Secex), no ano de 2022, foram embarcadas 83 mil toneladas,
com receita de U$S 37 milhdes. Os maiores importadores foram a Unido Europeia e
0s paises do Mercosul.

A Figura 1 ilustra a producdo de banana no Brasil até agosto de 2024, com
producdes médias mensais de 6882548 toneladas. Entretanto, parte dos frutos (casca
+ polpa) é descartado por estar improprio para a comercializacdo em varejées e
supermercados. Pesquisa realizada na Central Estadual de Abastecimento S/A -
Ceasa de Recife, para quantificar perdas na comercializacdo, registrou perda de
21,5% no entreposto e de 16,5% nas feiras livres. A pesquisa demonstrou que no

triénio 1990-1992 as perdas poés-colheita foram da ordem de US$ 500 milhdes

(CORTEZ et al., 2002).
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Figura 1 - Quantidade produzida de banana (Toneladas x Més)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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O processamento das frutas € uma atividade agroindustrial importante devido
a possibilidade de agregar valor econémico, além de minimizar perdas nos casos de
consumo no periodo entressafra e de utilizacdo de frutas as quais ndo se adequem
ao padrdo ideal de consumo in natura. Entretanto, parte da fruta é rejeitada ao longo
de seu processamento, com carga organica elevada que, quando nao tratados, geram
um passivo ambiental, que por sua vez acabam dispostos em aterros sanitarios ou
descartados em lugares inadequados (DE CARVALHO JUNIOR; MAINTINGUER
2022).

Uma das vantagens do uso dos residuos solidos organicos em sistemas de
reaproveitamento energético € a consequente redugdo anual de material aterrado ou
disposto de forma inadequada, diminuindo assim a necessidade de implantacdo de
aterros sanitarios em novas areas. Além disso, a disposicao de residuos organicos de
forma inadequada pode agravar a emisséo de gases do efeito estufa, como o0 metano
e diéxido de carbono (DEPPENMEIER, 2002). Desta forma, planos de gestdo de
residuos cada vez mais adequados ambientalmente e vantajosos economicamente
devem ser estudados, uma vez que as atividades agroidustriais ndo trazem apenas
prejuizos para os estados e municipios que os abrigam, mas também beneficios
proporcionais ao crescimento deste setor, portanto, ndo devem ser desestimuladas.

Com o desenvolvimento da atividade econdmica e o crescente aumento
populacional, problemas como o acumulo de residuos de origem antropica
provenientes da atividade domeéstica e agroindustrial, e também a necessidade de
novas fontes de energia renovaveis e menos poluentes, ainda permanecem sem
solucéo adequada.

A obtencdo de biocombustiveis e bioprodutos € uma das propostas que vem
ganhando destaque, pois permite conciliar a producdo de energia a utilizacdo de

residuos, minimizando os impactos ambientais de sua disposicao direta no ambiente.

3.2 Digestéo anaerdbia

A geracdo de biogas tem sido aplicada a partir de residuos organicos por
digestdo anaerébia onde sdo convertidos substratos organicos tais como acidos
graxos volateis, alcoois, os gases Hidrogénio, Dioxido de Carbono e Metano. Esta
atividade € decorrente da agdo de microrganismos na auséncia de oxigénio, dividida
em 4 fases: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na hidrolise, os

polimeros complexos séao reduzidos em moléculas dissolvidas menores, que assim
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podem atravessar a parede celular dos microrganismos fermentativos para seus
metabolismos. Dessa forma séo transformados lipidios em acidos graxos, proteinas
em aminoéacidos, além de polissacarideos em acucares menores (VON SPERLING;
CHERNICHARO, 2005).

Em seguida, na acidogénese, os produtos sollveis oriundos da hidrélise séao
metabolizados e convertidos em diversos compostos mais simples, que entdo serao
excretados pelas células, a exemplo dos acidos graxos volateis, alcodis, cetonas, gas
carbdnico e hidrogénio. A seguir, na acetogénese ocorre a oxidacado dos produtos
gerados na fase acidogénica em substrato apropriado para as archaeas
metanogénicas (VON SPERLING; CHERNICHARO, 2005).

Finalmente, na metanogénese os compostos organicos (acetato, gas carbénico
e hidrogénio) sédo sintetizados em metano, através da acdo das archaeas
metanogénicas (VON SPERLING; CHERNICHARO, 2005) (Figura 2).

Compostos organicos complexos
(proteinas, hidratos de carbono, lipidos)

Hidrélise + 1

Compostos organicos simples

| (aminodcidos, acucares) (acidos gorgos, alcoois)
Acidogénese
. Produtos intermediarios 3 5
(propidnico, butirico, valérico, etc.)
1L 3 / | 3 1L
Acetogénese ) 4
Acido acético | » CO, +H,
Metanogénese 6 >
CH, + Co, CH,+ HZO

Figura 2 - Processos de digestdo anaerobia
Fonte: Suéarez (2014).
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Tipos de bactérias: (1) fermentativas, (2) acidogénicas, (3) acetogénicas produtoras
de hidrogénio, (4) homoacetogénicas, (5) metanogénicos hidrogenotroficos, (6)

metanogénicos metilotroficos.

3.3 Bactérias fermentativas

Na digestdo anaerdbia, é possivel obter outros produtos de interesse
biotecnolégico como por exemplo, os acidos organicos volateis e alcoois produzidos
na etapa acidogénica e acetogénica, além do biogas. Os &cidos organicos comumente
formados nestas etapas sdo 0s seguintes: acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico, valérico, latico, crotbnico e caproico, além dos principais alcoois, tais como
metanol, etanol e isobutanol. A formacdo destes produtos depende de diversos
fatores, dentre eles a temperatura, tipo de substrato, pH do meio reacional e
principalmente a origem do inéculo, uma vez que as populagcdes microbianas
presentes podem determinar as rotas metabolicas predominantes (Kunz et al., 2019).

Miceli et al. (2016) relacionaram a diferentes doadores de elétrons (glicose,
sacarose, lactato e melaco) com os principais metabdlitos produzidos (acido acético,
acido propibnico, &cido butirico, hidrogénio e metano) e as populacdes microbianas
predominantes no processo. Os autores concluiram que o doador de elétrons € um
dos principais fatores no estabelecimento dessas populacdes nos reatores
anaerobios.

O processo de obtencdo biolégica do gas hidrogénio envolve diferentes
microrganismos, uma vez que pode ocorrer por meio da biofotélise da dgua usando
algas e cianobactérias, pela fotodecomposi¢cdo de compostos organicos por bactérias
fotossintéticas ou também pela fermentacdo de compostos organicos. A obtencédo de
hidrogénio na via fermentativa é baseada na geracdo de elétrons em organismos
heterotréficos a partir do crescimento oxidativo anaerébio, no qual ha a eliminacéo dos
elétrons excedentes na forma de hidrogénio molecular devido a presenca da enzima
ferredoxina e pela enzima hidrogenase, transferindo elétrons para o H+ (DAS;
VEZIROGLU, 2001; SIVAGURUNATHAN et al., 2017).

Uma vez que, tanto a obtencdo de hidrogénio, quanto de acidos organicos
consiste em uma etapa intermediaria da digestao anaerdbia. Quando o objetivo do
processo € a obtencdo de um destes produtos finais, a reacdo deve ser interrompida
nesta fase, caso contrario havera consumo destes produtos como substrato para a

metanogénese hidrogenotrofica e acetoclastica, respectivamente. Para tanto, é
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importante que as condigdes operacionais sejam bem estabelecidas e controladas, o
gue justifica a importancia do estudo das faixas ideais de temperatura, pH, condi¢cfes
nutricionais do meio, entre outros (DE CLERCQ et al., 2017).

Em relagcdo as principais populacdes envolvidas na fermentagdo, bactérias
fermentativas acidogénicas como Clostridium sp. séo produtoras de hidrogénio, muito
estudadas, devido ao seu carater ubiquo e diversidade metabdlica. Entretanto,
géneros como Bacillus sp., Klebsiella e Enterobacter também podem estar associados
ao processo de obtencdo de produtos de interesse biotecnolégico incluindo acidos
graxos volateis e alcoois por meio de processos anaerébios (MAINTINGUER et al.,
2017; RABELO et al., 2018a; MAZARELI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).

3.4 Archaeas metanogéncias

A metanogénese é a Ultima etapa do processo de degradacdo anaerbbia e
realizada por microrganismos do Dominio Archaea, que sao anaergbios estritos, cujo
produto final € o gas metano (CH4) e didxido de carbono (CO2), sendo um processo
essencial para o ciclo do carbono. As archaeas metanogénicas podem ser
encontradas em diversos ambientes anaerdbios e limitados em relacdo a
luminosidade, nitrato e sulfato, mas com disponibilidade de compostos orgéanicos
complexos, como fontes termais, sedimentos de agua doce, digestor anaerébio e no
intestino de animais de sangue quente e rimen (DEPPENMEIER, 2002).

A obtencdo de metano ocorre ao final da digestdo anaerdbia por consércio
microbiano, de hidrélise, acidogénese, acetogénese, para que finalmente a matéria
organica seja convertida em biogas na etapa de metanogénese, sendo que do total
de biogas formado, geralmente 50-80% é metano (WALTER et al., 2016). A
metanogénese pode ser acetoclastica, ou seja, realizada a partir do acetato gerado
durante a acetogénese ou hidrogenotréfica, a partir do Hidrogénio e CO:2
(DEPPENMEIER, 2002; ZHENG et al., 2014).

Os organismos metanogénicos sao diversos, tanto geneticamente quanto
morfologicamente (DEPPENMEIER, 2002). Os principais géneros associados a
metanogénese em condicdes mesofilicas séo Methanobacterium,
Methanocaldococcus e Methanosarcina e, em condigbes termofilicas, os géneros
mais frequentes sdo Methanothermobacter e Methanoculleus, além da espécie
Methanosarcina thermophilus (CHAPLEUR et al., 2016).
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Apesar da diversidade de organismos hidrogenotréficos conhecida ser maior
em relacdo aos acetoclasticos, com predominéancia de géneros pertencentes a ordem
Methanosarcinales, sdo o0s acetoclasticos o0s principais responsaveis pela
metanogénese em reatores anaerobios voltados a obtengéo de biogas (SOLLI et al.,
2014). Além disso, as archaeas hidrogenotroficas possuem velocidade de crescimento
superior em relacdo as acetoclasticas (MERLIN CHRISTY; GOPINATH; DIVYA,
2014).

3.5 Lodo granular

Dentro do processo de digestdo anaerdbia, a escolha do inéculo e a defini¢cdo
da quantidade ideal a ser usada € importante para que haja o bom desempenho na
remocao de substrato e nas geracdes de biogas, durante a operacao de biorreatores
alimentados com residuos organicos. O indculo adequado na operacdo de reatores
evita inibicdo dos processos indesejados, além de favorecer a operacdo de
biorreatores alimentados com residuos organicos e aplicados na geracao de biogas
(CREMONEZ et al., 2021).

Durante o processo de formacdo do granulo, as bactérias hidroliticas e
aciddfilas colonizam as camadas externas. Por sua vez, as archaeas metanogénicas
se limitam a parte central dos granulos, os quais possuem cavidades com funcéo de
canal de transporte de gases, substratos e metabdlitos (LIM; KIM, 2014)

O lodo granular anaerébio proveniente de reatores UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket — reator anaerdbio de manta de lodo de fluxo ascendente) apresenta
grande eficiéncia no tratamento de efluentes e residuos orgéanicos visando a geracéo
de biogas; principalmente aqueles advindos de biorreatores tratando residuos
organicos como a vinhaca; residuos do abate avicola, de cervejarias, dentre outros.
Tal inoculo tem sido comumente testado com sucesso nas geragoes de biohidrogénio
e biometano, em escala laboratorial a partir de residuos tais como: borra de café;
glicerol bruto, lacteos, citricolas, dentre outros (Canaver et al. 2025; Rodrigues et al
2024; Silva et al. 2023; Adames et al. 2022). Essa capacidade e adaptacao elevadas
nas geracdes de biogas a partir de residuos orgéanicos, principalmente os advindos da
agroindustria nacional tem impulsionado pesquisas com sua aplicacao, justificando

testes com os residuos soélidos da banana.
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3.6 Codigestéo

A codigestao corresponde a digestdo simultanea de uma mistura homogénea
de dois ou mais substratos com caracteristicas complementares entre si, a fim de
fornecer nutrientes em quantidades equilibradas, permitindo dessa forma uma
fermentacdo estavel (MARAGKAKI et al., 2017; SILVA et al., 2018). Codigerindo
residuos organicos de dificil degradacdo com outros residuos facilitaria, portanto, o
seu consumo pelos microrganismos(Rodrigues et al, 2016).

A codigestdo de residuos de frutas, como aguas residudrias provenientes do
processamento industrial da banana e resiudos solidos da banana (polpa e cascas)
descartados em varejdes, pode ser feita por meio de biossistemas em dois estagios
sequenciais: fermentacao seguida de metanogénese. Na fermentacéo, a producédo de
H2> € sempre acompanhada pela geragéo de acidos graxos volateis, tais como os
acidos aceético, butirico e propiénico, por exemplo, além de gerar alcoois como etanol,
butanol e propanol. Nestes biossistemas integrados, a fragédo liquida proveniente da
fermentacéo € utilizada como substrato ideal para a producédo de CH4 no 2° estagio,
otimizando o wuso da matéria organica remanescente do 1° estagio
(KANCHANASUTA,; SILLAPARASSAMEE, 2017; SILVA et al., 2018).

Assim, a disposicdo desses residuos em aterros, além de ser dispendiosa,
pode aumentar a geracdo de CH4, causando graves impactos ambientais (Adames et
al,2022).

3.7 Esgoto sanitéario

Esgotos sanitarios podem ser um substrato utilizado em codigestdo anaerdébia,
pois contém nutrientes essenciais para a digestdo anaeroObia, principalmente
nitrogénio e fosforo, além de ser constituido de 99,99% de agua, podendo agir como
diluente em residuos organicos do processamento de frutas. Além disso, 0 esgoto
sanitario apresenta alcalinidade, o que faz com que seja suportado substratos com
guantidade de matéria organica elevada facilmente degradavel, que poderiam ser
inibidoras se tratadas isoladamente, como a sacarose das frutas, por exemplo. Assim,
a codigestdo de residuos organicos com esgoto sanitario pode ser uma estratégia
adequada para diminuir a sobrecarga organica ocorrida na monodigestéo, ainda mais
guando se considera a elevada quantidade de esgoto que é produzida (ADAMES et
al., 2022; MATA-ALVAREZ et al., 2014).
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3.8 Justificativa do presente estudo

A codigestdo dos residuos da banana e esgoto sanitario pode representar
alternativa atraente para a reducdo concomitante destes, bem como a geracéo de
produtos com valor agregado como etanol, butanol, acido acético e, acido butirico,
além do biogas H2 e CHa. Além disso, associar a codigestao dos residuos da banana
ricos em glicose com o uso de culturas mistas podem melhorar a geragdo de
metabolitos secundarios, bem como elevar a geracédo de bioenergia. Assim, a adi¢cao
do esgoto sanitario podera suprir as necessidades de nitrogénio e fésforo que
auxiliardo na digestao anaerdbia de tais residuos, conforme descrito anteriormente.

Dessa forma, a investigagcdo da condicdo ideal obtida em planejamentos
experimentais em reatores direciona na obtencdo de geracdes mais elevadas de
hidrogénio e metano numa possivel aplicacdo desses residuos de maneira
sustentavel.

Sendo assim, o presente estudo testou residuos da banana advindo de
supermercados locais co-digeridos em esgoto sanitario, em biossistemas integrados,
visado o consumo elevado de tais substratos com consequente geracdo de

biocombustiveis hidrogénio e metano em reatores anaerobios em batelada.
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4 MATERIAIS E METODOS

A dissertacao foi desenvolvida no Laboratorio de Biossistemas para Bioenergia
no Instituto de Pesquisa em Bioenergia (IPBEN) — Unesp de Rio Claro, e fez parte de
2 Projetos financiados pela Fapesp: 1) Teméatico 2017/22401-8 “Fruto-Refinaria:
Processos de Obtencdo, métodos de caracterizacéo e geracdo de produtos oriundos
de residuos da fruticultura” e 2) Regular 2022/15706-5 “valorizagdo de residuos
agroindustriais na obtencédo de biocombustiveis e produtos de valor agregado por
digestdo anaerodbia. A pesquisa foi dividida em etapas, conforme descrito a seguir.
(Figura 3).

As etapas realizadas foram:

- Etapa Preliminar Calibragem de equipamentos;

- Etapa 1 — Caracterizacéo dos substratos e inéculo;

- Etapa 2 — Testes de Otimizagdo da producéo de hidrogénio em reatores
operados com residuos sélidos da banana;

-Etapa 3 — Testes para a confirmacdo da condicdo otimizada obtida nas
geracdes de hidrogénio em Biossistemas Integrados para producao de hidrogénio;

- Etapa 4 — Teste para a condi¢ao otimizada em Biossistemas Integrados para
producdo de metano e em Biossistema Unico para producdo de metano;

- Etapa 5 — Ensaio da melhor condicao obtida em reatores operados com agua
residuaria da lavagem de tachos do doce de Banana em Biossistemas integrados para

producéo de hidrogénio e de metano.
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Figura 3 - Fluxograma experimental das atividades realizadas

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.1 Etapa preliminar:

Andlises Metagendmicas

Primeiramente foi realizada a calibragem dos equipamentos a serem utilizados

no desenvolvimento do presente projeto de pesquisa, com a realizagao de curvas de

calibracdo, que contemplaram: espectrofotdbmetro; cromatografos gasosos para

analises de acidos graxos volateis e alcoois; hidrogénio, metano e diéxido de carbono.

Para a calibragem do espectrofotobmetro foi realizada curva analitica de

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) com o preparo de solugdo padrdo de

Hidrogenoftalato de Potassio (KHP). A solucdo mae foi feita com 425 mg de
Hidrogenoftalato de Potassio diluida em 50 ml de agua ultrapura, que equivale a DQO

de 1000 mg/L. A seguir, d foram realizadas diluicdes em baldo de 10 ml, de acordo

com APHA, AWWA, WPCF (2005) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Volumes de solucdo de KHP usados na preparagéo de curva analitica

Concentracdo (mg/L) Volume da solugcédo mée (L)
Branco 0,0
50 50
100 100
200 200
400 400
600 600
800 800

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Curvas de calibracdo de validacdo para determinacdo de Acidos Organicos
Volateis (Acido acético, Acido Propi6nico, Acido Isobutirico, Acido Butirico, Acido
Isovalérico, Acido Valérico e Acido Caproico), Alcoois (Metanol, Etanol e n-Butanol) e
Acetona foram realizadas por Cromatografia Gasosa e Injecdo automatica Via
Headspace, em cromatografo gasoso Shimadzu CG 2030, de acordo com Adorno et
al. (2014), com as especificagdes descritas na seg¢ao “Analises de dados”.

As equagdes da reta (Y = aX + b) de cada um dos Acidos Orgéanicos Volateis e
Alcoois e seus respectivos R2, garantiram 98% de confiabilidade.

Foram realizados testes em reatores anaerobios alimentados com glicose em
equipamento automatico de medi¢cdo de biogas ANKOM, em treinamento especifico

fornecido pelo fabricante.

4.2 Etapa 1 — Caracterizacao dos substratos e indculo
Substratos:

1) Residuo sélido da banana, cedido por supermercado local (Rio Claro, Sao
Paulo, Brasil), sendo constituido por bananas com cascas que seriam descartadas
devido a reposicdo de frutas que excederam o seu periodo de maturacdo (casca +
polpa). O residuo foi coletado em frascos plasticos e homogeneizado em liquidificador
industrial; armazenado em frascos plasticos tampados e mantidos a -20°C até sua
utilizagéo.

2) Agua residuéria da lavagem dos tachos na fabricacdo de doces de banana,

cedida por industria localizada em Tapiratiba, Sdo Paulo, Brasil. A 4gua residuéria foi
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coletada, transportada e armazenada em garrafas plasticas e mantida a -20 °C até
sua utilizacao.

3) Esgoto sanitario sintético foi preparado segundo Martin et al. (2010) e
utilizado como diluente em processos de codigestdo na montagem de reatores

anaerobios em batelada (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo do esgoto doméstico sintético.

Solucdo de macronutrientes Solucdo de micronutrientes
Composto Fonte [mg/L] Composto [mg/L]
Glicose C-Carboidratos 200 FeClz.4H.0 1000
Albumina C-Proteina 21 CoCl26H,0 1000
Ureia N 13,0 MnCl;.4H,0 250
KP2PO4 P 5,26 CuCl2.2H0 15
CacCl,.2H,0 Ca 22,05 ZnCl, 25
MgS0Q4.7H,0O Mg 0,43 H3BOs 25
KCl K 21,3 (NH4)sMO7024.4H,0 45
NaHCOs Na 8,76 NaSeOs.H,O 50
Extrato de _
evedura 100 NiCl,.6H,O 35
Micronutrientes 1,0* EDTA 500
HCI 36% 1(1)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

(1) Quantidade expressa em mL/L.

Os parametros utilizados para a caracterizacdo dos substratos foram a DQO,
sélidos totais (ST) e soélidos volateis totais (SV), pH, carboidratos totais; acidos graxos
volateis (AGVS) e alcoois, descritos posteriormente no item analises de dados (Quadro
1).

Fonte de Inoculo:
1) In natura: Lodo granular proveniente de reator anaerobio UASB (Upflow Anaerobic
Sludege Blanket) que trata residuos do abate de aves (Avicola Dacar — Tieté — SP).

Tal inoculo foi usado nos reatores metanogénicos.
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Os parametros utilizados para caracterizacdo do indculo foram os valores de

sélidos totais (ST) e sélidos volateis totais (SV), descritos posteriormente no item
analises de dados (Quadro 1).
2) Pré-tratado: Foi aplicado pré-tratamento térmico no indculo in natura (100°C por 15
minutos), de acordo com Maintinguer et al. (2008), para inibicdo de microrganismos
consumidores de hidrogénio presentes. Tal inoculo foi usado nos reatores
acidogénicos.

A seguir, o inéculo pré-tratado foi enriquecido previamente em reator anaerobio
em batelada de 5 litros, contendo 1000 gramas de lodo e 2 litros de meio de cultivo
PYG (Peptone, Yeast Extract, Glucose), especifico para a fermentacéo, preparado de
acordo com Torquato et al. (2017) (PYG: glicose, 10 g/L; extrato de levedura, 5 g/L;
extrato de carne, 5 g/L; peptona, 5 g/L), em pH inicial de 5,7, por periodo de 48 a 72
horas. O headspace de 40% foi preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante
durante 15 minutos.

Da mesma forma, o inéculo in natura (sem pré-tratamento) foi enriquecido
previamente em reator anaerébio em batelada de 5 litros, contendo 1000 gramas de
lodo e 2 litros de meio de cultivo especifico para a metanogénese, preparado de
acordo com Del Nery (1987), com modificagcbes, utilizando 5 mL/L das solugdes A, B,
C e D (Tabela 3), com adi¢des de 5 mL/L de solucéo de Vitamina B12 (40 g/L); glicose
(1,6 g/L), acetato de sodio (1,6 g/L), lactato de sédio (1,6 g/L), extrato de levedura (2,0
g/L), peptona (2,0 g/L) e vitamina B12 preparada segundo Widdel e Pfenning (1984)
(tabela 3). O reator foi operado com pH inicial de 7, por 7 dias. O headspace de 40%

foi preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante por 15 minutos.
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Tabela 3 - Composi¢cdo do meio Del Nery com vitamina B12

Reagente Concentracéo g/L
Vitamina B12 40
Solucao A
(NiSO4.6H,0) 0,50
Sulfato Ferroso (FeS04.7H,0) 2,50
Cloreto Férrico (FeCls.6H20) 0,25
Cloreto de Cobalto (CoCly) 0,04
Solucao B
Cloreto de Célcio (CaCl,) 2,06
Solucédo C
Oxido de Selénio (SeO,) 0,14
Solucdo D
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,) 5,36
Fosfato de potassio dibasico (K:HPO.,) 1,30
Fosfato de sodio dibasico (NazHPO4.7H,0) 2,76

Fonte: adaptado de Del Nery (1987); Widdel e Pfenning (1984).

4.3 Etapa 2 — Testes de Otimizacdo da producdo de hidrogénio em reatores
operados com residuos solidos da banana

O ensaio de otimizagdo da producdo de hidrogénio com codigestdo anaerdbia
foi realizado com auxilio do Sistema de Medicdo da Produgcdo de Gas ANKOMRFS
(Figura 4).

Duplicatas de reatores (250 ml) foram operados em batelada, com headspace
(75 ml) preenchido com N2 99,99%, sob fluxo constante, por 10 minutos. Foram
adotados 3 niveis diferentes para relagdo S/I (Substrato/Inéculo), pH inicial e
temperatura. As proporces S/l adotadas foram de 0,65, 1,925 e 3,2, fixando 15 g
DQOIL para o residuo (10,19 g do residuo sélido da banana) e variando de 23,07;
7,79 e 4,68 g SV/L de lodo pré-tratado e enriquecido previamente, em valores entre
12,45 e 61,28 g de lodo.
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Figura 4 - Ensaio de otimizagéo da producao de hidrogénio

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Para a codigestao foi utilizado esgoto sanitario sintético concentrado (4 ml do

concentrado/L de 4gua destilada, Tabela 2) até completar o volume reacional de 175

ml nos reatores. Para tamponamento, foram adicionados 5 g/L de NaHCOs3
(ANGELIDAKI et al., 2009) (Tabela 4). O pH inicial foi de 4,25; 5,37 e 6,5. Os reatores

foram mantidos em incubadora em etapas diferentes devido a necessidade de 3

diferentes temperaturas sendo elas 22,0; 33,5 e 45°C. Foram monitorados producéo

de biogas e sua quantificacdo, consumo de carboidratos e producdo de metabdlitos

gerados na fase liquida.

Tabela 4 - Montagem de reatores de acordo com a relagéo S/I.

Substrato  NaHCOs Esgoto Agua
Reator Lodo (g)
(9) (9) concentrado (mL) (mL)
1 12,45 10,19 0,87 0,61 153
0 20,69 10,19 0,87 0,58 145
-1 61,28 10,19 0,87 0,42 104

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A producéo de hidrogénio foi avaliada em varios niveis de temperatura, pH

inicial relacédo S/l aplicando a MSR (Metodologia de Superficie de Resposta), visando

obter as condi¢des 6timas para a fermentacao dos residuos sélidos da banana.

O planejamento experimental realizado foi o Box-Behnken Design (BBD),

combinado com a MSR e aplicado para analisar os efeitos das variaveis
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independentes: temperatura (X1), pH inicial (X2) e S/l (X3) na producdo de
bioHidrogénio (Y1), que foi escolhida como resposta (variavel dependente).

Os niveis utilizados e as condi¢cdes experimentais estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Valores reais das variaveis e seus niveis codificados utilizadas no BBD.

Variavel Caddigo (-1) 0 (+1)
Temperatura (°C) X1 22 33,5 45
pH inicial X2 4,25 5,37 6,5
S/l (9/9) X3 0,65 1,925 3,2

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A selecdo dos niveis de temperatura (22—45 °C), pH inicial (4,25-6,5) e S/I
(0,65-3,2) foi realizada de acordo com (MAIESKI, 2011) (GANG WANG; YANG MU;
HAN-QING YU, 2005) (NEVES; OLIVEIRA; ALVES, 2004), considerando os limites
experimentais.

Os resultados experimentais foram analisados a um nivel de confianca de 95%
utilizando o software Statistica® (versao 8.0).

A porcao fatorial do BBD possui doze corridas Unicas, que contém todas as
combinacdes possiveis, dentro dos niveis definidos das varidveis investigadas,
formando um “padrdo de caixa” (corridas 1-12), ao redor dos pontos centrais
(corridas13-15), resultando em quinze ensaios realizados, em ordem aleatéria (Tabela
6).

Os efeitos das variaveis independentes na produgcdo de hidrogénio foram
examinados por meio da analise de variancia (ANOVA). Os valores de significancia
(p-valor) e o coeficiente de determinacdo multipla (R?) foram usados para avaliar a
adequacdo do modelo. O teste F foi utilizado para a avaliacdo da significancia
estatistica dos coeficientes de regressdo para obtencdo do modelo polinomial, além
da obtencdo da confiabilidade dos experimentos pela anélise do valor de p (<0,05).
Foi verificado ainda o coeficiente de determinacdo (R?) para avaliar a consisténcia

entre os dados reais e preditos como de acordo com Wheelan (2016).
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Tabela 6 - Matriz de delineamento experimental das trés variaveis investigadas e

variaveis resposta.

Variaveis independentes

Ensaio X1 X2 X3
Temperatura (°C) pH inicial S/
1 -1 (22) -1 (4,25) 0 (1,925)
2 1 (45) -1 (4,25) 0 (1,925)
3 -1 (22) 1(6,5) 0 (1,925)
4 1 (45) 1(6,5) 0 (1,925)
5 -1 (22) 0 (5,37) -1 (0,65)
6 1 (45) 0 (5,37) -1 (0,65)
7 -1 (22) 0 (5,37) 1(3,2)
8 1 (45) 0 (5,37) 13,2
9 0(33,5) -1 (4,25) -1 (0,65)
10 0(33,5) 1(6,5) -1 (0,65)
11 0(33,5) -1 (4,25) 1(3,2)
12 0(33,5) 1(6,5) 13,2)
13 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925)
14 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925)
15 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.4 Etapa 3 — Testes para a confirmacao da condigdo otimizada obtida nas
geracdes de hidrogénio em Biossistemas Integrados para producdo de
hidrogénio

A partir do planejamento experimental na produgéo de hidrogénio foi realizado
a etapa de confirmacdo, sendo ela necessaria devido ao fato de, em projetos de
otimizacao, a relacao de 6timo obtida pelo calculo matematico, exigir a validagéo.

Dessa forma, para essa validacdo com os residuos sélidos de banana, foram
selecionados, juntamente com as condi¢cfes otimizadas, as condi¢des dos reatores
com maior e menor geragdes de hidrogénio e seus pontos centrais, que foram: 1) pH
inicial 4,88, temperatura 41,8°C e relacdo S/l de 2,48 (2,48 g DQO do substrato para
1 g SV de indculo), para a condicao otimizada; 2) pH inicial 5,37, temperatura 45°C e
relacdo S/l de 3,2 (3,2 g DQO do substrato para 1 g SV de inéculo), para a condi¢céo
com maior producao observada; 3) pH inicial 5,37, temperatura 22°C e relagcéo S/l de
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3,2 (3,2 g DQO do substrato para 1 g SV de in6culo), para a condicdo com menor
producado observada e; 4) pH inicial 5,37, temperatura 33,5°C e relacdo S/I de 1,92
(1,92 g DQO do substrato para 1 g SV de indculo), para a condicdo de ponto central.

Dessa forma foram montados biossistemas integrados operados em dois
estagios (acidogénese e metanogénese) em reatores anaerobios em batelada, para

obtencdes de hidrogénio e metano.

Montagem dos Reatores Acidogénicos:

Os ensaios foram montados em triplicata de reatores anaerobios (1L) e com
headspace (0,4L) preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante por 10 minutos, de
forma a garantir a anaerobiose. As proporcdes S/l (substrato/indculo) adotadas foram
de 1,92; 2,48; e 3,2, representando respectivamente 70,95; 55,07; e 42,68 g de inéculo
pré-tratado e enriquecido proveniente em meio de cultivo para fermentacdo, conforme
descrito anteriormente. A DQO inicial foi fixada em 15 g DQO/L em todos os reatores,
enguanto o esgoto sanitario sintético foi utilizado para completar o volume reacional
de 0,6L. Para tamponamento foram adicionados 5 g/L de NaHCOz (ANGELIDAKI et
al., 2009). Os reatores foram mantidos em incubadora, sob modo estatico em
temperaturas de 22°; 33,5°; 41,8°; e 45° por 24 horas. Foram monitorados producéo
de Hidrogénio, remocdes de DQO e de carboidratos durante a operacdo dos reatores,
acidos graxos volateis e alcoois. O efluente gerados nos reatores acidogénicos foi o

substrato que alimentou os reatores metanogénicos, conforme descrito a seguir na

etapa 4.
Variavel Otimizado Maior Menor Ponto
observado observado central
Temperatura (°C) 41,80 45,00 22,00 33,50
pH inicial 4,88 5,37 5,37 5,37
S/l (g/9) 2,48 3,20 3,20 1,92

4.5 Etapa 4 — Teste para a condicéo otimizada em Biossistemas Integrados para
producdo de metano e em Biossistema Unico para producdo de metano

Devido ao volume retirado para amostragem das analises fisico-quimicas
realizadas durante a etapa 3, foi necessario ajustar o volume dos reatores para 0,5L,
além da montagem de reatores para producao direta de metano a partir do residuo

soélido da banana, para comparacao.
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Desta forma, o ensaio foi realizado em triplicata em condi¢cbes de anaerobiose
e os reatores operados em batelada (1L), com headspace (0,5L) preenchido com N2
99,99%, sob fluxo constante, por 15 minutos. A proporcédo S/I se manteve em 2,48,
representando para os reatores de segundo estdgio, 454,11 ml do efluente dos
reatores de primeiro estagio e 45,89 g de inéculo in natura.

Para os reatores operados para geracbes de metano direto, a proporcéo de
2,48 representou o uso de 29,11 g do substrato e 45,89 g de in6culo, para completar
o volume reacional foi utilizado 425 mL de esgoto sanitario sintético.

Em todos os reatores foi usado in6culo que foi enriquecido previamente em
meio de cultivo para a metanogénese, conforme descrito anteriormente. Para
tamponamento, foram adicionados 5 g/L de NaHCOz (ANGELIDAKI et al., 2009). O
pH inicial foi de 7,0 e os reatores foram mantidos em incubadora a 37°C, sob agitacéo
constante de 120 rpm por 11 dias. Foram monitoradas a producéo de biogéas, além de
consumo de DQO e carboidratos.

4.6 Etapa 5 — Ensaio da melhor condi¢cdo obtida em reatores operados com agua
residuéaria da lavagem de tachos do doce de Banana em Biossistemas
integrados para producéo de hidrogénio e de metano

O planejamento experimental na producdo de Hidrogénio foi realizado em
projeto iniciado por Freire et al (2023), para residuos agroinddstrias provenientes da
lavagem dos tachos do doce de banana e foram de: pH inicial 5,7, temperatura 37,5°C
e relacao S/l de 2,3 (2,3 g DQO do substrato para 1 g SV de in6culo).

Biossistemas integrados (reatores acidogénicos e reatores metanogénicos)
foram operados em reatores anaerébios em batelada, em dois estagios, para
obtencdes de hidrogénio e metano.

Os ensaios foram montados em triplicata de reatores anaerdbios (1L) e com
headspace (0,3L) preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante por 10 minutos, de
forma a garantir a anaerobiose (Figura 5). O efluente do 1°. Estagio (Reatores
Acidogénicos) foi o substrato que alimentou os reatores do 2° estagio (Reatores

Metanogénicos).
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Figura 5 - Digestdo anaerdbia em dois estagios

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As condi¢des dos ensaios; substrato (residuo da agua residuéria) e inoculo,

estao descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Condi¢cOes dos ensaios

o Relacdo Residuo In6culo Tampéo Temperatura
Estagio H
S/l (9) (9 (9) ©)
1° - 487,86 212,15 3,50 575 37,5
20 ’ 418,00 182,00 3,05 7,00 37,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

1°. Estagio- Ensaio de geracdo de hidrogénio em reatores acidogénicos
Triplicatas de reatores anaerobios em batelada (1 L) foram operados, com
headspace (0,30L) preenchido com N2 99,99%, sob fluxo constante, por 10 minutos,
para garantir as condicbes anaerébias. A relacdo S/I adotada foide 2,3,
representando 487,86 g da agua residuéaria de lavagem dos tachos na fabricacéo de
doces de banana (fixando 14,88 g DQOI/L) e 212,15 g de indculo pré-tratado e

enriguecido proveniente em meio de cultivo para fermentacdo, conforme descrito
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anteriormente e esgoto sanitario sintético. Para tamponamento foram adicionados 5
g/L de NaHCO3 (ANGELIDAKI et al., 2009). O pH inicial foi de 5,75 e os reatores foram
mantidos em incubadora a 37,5°C, sob modo estatico por 49 horas. Foram
monitorados producéo de Hidrogénio, remogfes de DQO e de carboidratos, além da

producédo de acidos graxos volateis e alcoois durante a operagéo dos reatores.

2°. Estagio - Ensaio de geracdo de metano em reatores metanogénicos

Devido ao volume retirado para amostragem durante o primeiro estagio foi
necessario ajustar o volume dos reatores para 0,6L. Desta forma, o ensaio de segundo
estagio foi realizado em triplicata em condi¢cdes de anaerobiose e o0s reatores
operados em batelada (1L), com headspace (0,40L) preenchido com N2 99,99%, sob
fluxo constante, por 15 minutos. A proporcdo S/I se manteve em 2,3, representando
418,00 ml do efluente dos reatores de primeiro estagio e 182,00 g de indculo in natura,
que foi enriquecido previamente em meio de cultivo para a metanogénese, conforme
descrito anteriormente. Para tamponamento, foram adicionados 5 g/L de NaHCOs3
(ANGELIDAKI et al., 2009). O pH inicial foi de 7,0 e os reatores foram mantidos em
incubadora a 37°C, sob agitacdo constante de 120 rpm por 16 dias. Foram
monitoradas a producao de biogas, além de consumo de DQO e carboidratos.

Analises fisico-quimicas cromatogréaficas e metagenémicas

O quadro 1 apresenta as analises realizadas durante a pesquisa.

Parametro Método Referéncia

DQO Colorimétrico APHA (2005)
Carboidratos Colorimétrico Dubois et al. (1956)

Sodlidos Gravimétrico APHA (2005)

pH Potenciométrico APHA (2005)

Composicao do biogéas Cromatografico Maintinguer et al. (2008)
Quantificacéo do biogas Deslocam?nto Aquino et al. (2007)
Volumétrico

Composicao metabolitos
gerados (4cidos graxos Cromatografico Adorno det al. (2014)
volateis e alc6ois)

Quadro 1 - Parametros, métodos e referéncias utilizadas

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)



41

O volume de biogas gerado nos reatores foi avaliado pelo método de
deslocamento de volume adaptado de Aquino et al. (2007) o qual foi utilizado duas
colunas de NaOH 15% para que o CO: fosse absorvido com melhor eficiéncia
deixando apenas o hidrogénio na primeira fase e o metano na segunda fase para
serem guantificados.

A analise de composicdo do biogas Hidrogénio, Metano, N2 e CO: foi realizada
por cromatografia gasosa em cromatografo a gas Shimadzu® (GC-2014) equipado
com detector de condutividade térmica (DTC) e coluna Carboxen 1010 PLOT. O fluxo
da coluna foi de 5,0 mL min? com argbnio ultrapuro como gas de arraste. As
temperaturas do injetor e do detector foram 220 °C e 230 °C, respectivamente. A
rampa de temperatura da coluna foi de 120 °C (1 min), 40 °C/min até 200 °C (3 min)
e 50 °C/min até 230 °C (0,5 min), com um tempo total de execucdo de 7,1 minutos
(MAINTINGUER et al., 2008).

No céalculo da porcentagem de cada gas no biogas produzido, a quantidade de
N2 foi desconsiderada, pois essa era a composi¢ao inicial do headspace dos reatores.

Para os metabolitos sollveis (acidos graxos volateis (AGVs) e alcoois) foram
determinados utilizando um GC CHAPTER Il 50 (Shimadzu® GC-2030) equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID), coluna capilar HP-INNOWAX (30m x 0,25mm
x 0,25 um) e amostrador automatico AOC 6000 Plus (ADORNO; HIRASAWA,;
VARESCHE, 2014).

Os dados experimentais obtidos durante os ensaios de geracao de hidrogénio
(Reatores acidogénicos) e de metano (Reatores metanogénicos) foram ajustados para
os valores médios obtidos das triplicatas dos reatores em batelada utilizando o
software Statistica® (verséo 8.0).

A taxa maxima de producdo de biogas foi obtida por ajuste sigmoidal ndo linear da
fungdo Gompertz modificada (LAY, LI e NOIKE, 1998), indicada pela Equacao 1, onde:
P é o potencial de producéo de Hidrogénio ou Metano (mL do biogas L* de reator),
Rm é a taxa maxima de producéo de Hidrogénio ou Metano (mL do biogas L* de
reator h), A é a duragao da fase de inicio da geragéo de Hidrogénio ou Metano (h), t é

o periodo de operacdo (h) e e € o numero de Euler.

H = P xexp —exp[m(ﬂ —t)+ 1]
P @
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Também se obtiveram as taxas de rendimento de hidrogénio e metano, em
mLH2/gSV mLCH4/gSV, respectivamente, além das producfes de hidrogénio e de
metano, em ml/L reator, de acordo com Zhang et al. (2007).

Foi feita analise do T80 que é um parametro técnico que indica o tempo
necessario para produzir 80% do hidrogénio e do metano durante o processo de
incubacdo em reatores de digestdo anaerdbia. Conforme Camarena-Martinez et al.
(2020).

Para a estimativa energética foram analisadas as Perspectivas de Reuso
Energético (PRE) nos ensaios de producéo otimizada de hidrogénio, reator de metano
em segundo estagio e reator de metano direto. Os valores de PRE foram obtidos
conforme as equacdes (2) e (3), considerando o contetudo energético de 284 kJ/mol
para o Hz e 882,2 kJ/mol para o CH, (RODRIGUES et al., 2020b).

PRE (H2) = (mol H2 produzido | L de sustrato) x (284,0 k] / mol) (2)

PRE (CH4) = (mol CH4 produzido | L de sustrato) x (882,2 kJ / mol) 3)

Analise metagendmica

As amostras para extracdo do DNA gendmico foram coletadas no inicio e no
final da operacéo dos reatores da etapa 5. Aproximadamente 50 mL do meio liquido
de cada um dos reatores foram coletados e transferidos para tubos Falcon e
centrifugados a 9000 rpm, em microcentrifuga, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi lavado em tampao fosfato- salino (PBS) (NaCl 8%,
KCI 0,2%, Na2HPO4 1,44%, KH2PO4 0,24%) (GREEN; SAMBROOK, 2012) e utilizado
nas etapas posteriores. O DNA foi extraido utilizando o kit FastDNA™ SPIN Kit for Sail
(Mpbio, Sédo Caetano do Sul, SP), seguindo as recomendacdes do fabricante, com
guantificacao por fluorimetria segundo Haendiges et al. (2020). Para a verificagéo da
gualidade do DNA extraido foi feito eletroforese em gel de agarose segundo Schaefer
(2006) com visualizagdo em marcador molecular de 1kb da Jena Bioscience.

A caracterizagcdo microbiana por sequenciamento massivo foi realizada pela
instalagdo NGS “Solugbes Gendmicas” localizada em Piracicaba (SP, Brasil)
(https:/Ingsgenomica.com.br/), na plataforma Illumina HiSeq PE250. Os primers para
as regides de 16S rRNA V3V4 e Ar915Af/Arl1386R foram utilizados na reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). As sequéncias foram montadas e filtradas para remover
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sequéncias que apresentavam bases de baixa qualidade (QPhred =33), bem como
detectar e remover quimeras via pipeline DADA2 (Callahan et al., 2016) em ambiente
R, como a classificacdo taxonémica de Amplicon Sequence Variantes (ASVs), que foi

realizada em sequéncias com similaridade 297%.
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5 RESULTADOS
5.1 Etapa 1 — Caracterizacao dos substratos e indculo

Os resultados obtidos a partir da caracterizacdo fisico-quimica da agua
residuaria do processamento industrial da banana, residuo soélido, esgoto e lodo

granular estéo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacdo do substrato e inoculo.

Residuo Esgoto

A . Agua _ - Lodo
Parametro Unidade o solido sanitério
Residuaria S Granular
(cascatpolpa) sintético
pH - 4,3 £ 0,06 4,47 + 0,05 0,25* 7,03 £ 0,02
ST g ST/L 10,40 £ 0,05 178,00 £ 0,03 - 0,07 £ 0,001
SV g SVIL 10,1 +0,03 153,50+0,02 0,32* 0,065 £ 0,001
Cinzas gcinzas/L 0,30+ 0,01 - 0,24* 0,01+ 0,0001
Carboidrato
_ g CT/L 9,60+ 0,56 870,00+ 0,66 - n.d.
S totais
DQO gDQO/L 14,88+0,05 1,6781+0,02 - n.d.
Etanol g DQO/L 0,495 £ 0,08 - - n.d
Acetato g DQO/L 0,06 £0,012 - - n.d.
Butirato g DQO/L 0,02 +0,01 - - n.d.
Propionato g DQO/L 0,02 £ 0,02 - - n.d.
Lactato g DQO/L 1,89 +£2,76 - - n.d.
Isobutirato g DQO/L 0 - - n.d.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
* Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média dos resultados em triplicata. n.d -

ndo detectado

A caracterizacdo da DQO total do residuo sélido da banana foi de 1,6781 g O2/g
SV, sendo este valor proximo a outros residuos industriais do processamento de
frutas, como polpa de péra (1,33 g O2/g SV) e polpa de maca (1,64 g O2/g SV)
(PERIMENIS et al., 2018). Aléem disso, foi verificado concentracdo elevada de
carboidratos (870 mg/g SV) quando comparada com a quantidade apresentada por
PERIMENIS et al. (2018) que obtiveram 75,69 mg/g SV e 102,92 mg/g SV para as

polpas de péra e maga, respectivamente.
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No esgoto sanitario sintético foram verificados 0,32 g/L para soélidos totais e
0,24 g/L para solidos volateis totais. A DQO total foi de 252,72 mg O2/L. Tais valores
sdo comumente verificados em esgotos sanitarios reais como nas aguas residuarias
da estacéo de tratamento em Rio Claro (S&o Paulo, Brasil), com 250 mg/L de DQO e
0,24 g/L de solidos volateis (DE CARVALHO JUNIOR; MAINTINGUER 2022). Tais
resultados comprovaram a possibilidade do uso desse residuo como diluente em
processos de co-digestdo e assim elevar as eficiéncias nas degradacfes de tais

substratos com consequente geracao de biogas.

5.2 Etapa 2 — Testes de Otimizacdo da producdo de hidrogénio em reatores
operados com residuos sdélidos da banana

Os niveis definidos das variaveis investigadas formaram “padrdo de caixa”
(corridas 1-12) ao redor dos pontos centrais (corridas 13-15), resultando em quinze
ensaios realizados em ordem aleatdria, com gerages de hidrogénio no headspace

dos reatores. (Tabela 9)
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Tabela 9 - Matriz de delineamento experimental das trés variaveis investigadas e

variaveis resposta.

Variaveis independentes

Experimental

Ensaio X1 X2 X3 Y1
Temperatura (°C) pH inicial S Producgéo de H2 (mL)
1 -1 (22) -1 (4,25) 0 (1,925) 367,99
2 1 (45) -1 (4,25) 0 (1,925) 459,10
3 -1 (22) 1 (6,5) 0 (1,925) 356,68
4 1 (45) 1(6,5) 0 (1,925) 422,63
5 -1 (22) 0 (5,37) -1 (0,65) 405,36
6 1 (45) 0 (5,37) -1 (0,65) 446,59
7 -1 (22) 0 (5,37) 1(3,2) 339,26
8 1 (45) 0 (5,37) 1(3,2) 468,77
9 0(33,5) -1 (4,25) -1 (0,65) 450,17
10 0(33,5) 1(6,5) -1 (0,65) 441,68
11 0(33,5) -1 (4,25) 1(3,2) 432,45
12 0(33,5) 1 (6,5) 1(3,2) 404,02
13 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925) 459,40
14 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925) 456,72
15 0(33,5) 0 (5,37) 0 (1,925) 459,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Efeitos da temperatura, pH inicial e S/l na producéo de Hidrogénio

Para avaliar os efeitos das variaveis estudadas no rendimento da producao de

hidrogénio a partir do residuo da banana, os dados experimentais foram submetidos

a uma andlise de regresséao (Tabela. 10).



Tabela 10 - Analise de regressao.

Nome Coeficiente Erro padrao t-calculado p- valor
Média 416,2135 0,434724 957,4192 0,000001
X1 40,9613 1,064856 76,9331 0,000168
X412 18,4841 0,783709 47,1710 0,000449
X2 -10,5880 1,064851 -19,8865 0,002519
X2 9,9194 0,783712 25,3140 0,001556
X3 -12,4227 1,064856 -23,3323 0,001831
X32 3,2440 0,783709 8,2786 0,014279
X1 * Xz -6,2971 1,505919 -8,3631 0,013997
X1+ X3 22,0693 1,505927 29,3100 0,001162
X2 * X3 -4,9933 1,505919 -6,6315 0,021991

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Todas as variaveis independentes (Temperatura, pH inicial e relacdo S/I)

influenciaram no rendimento de producdo de Hidrogénio, confirmados

estatisticamente (p-valor<0,05) (Figura. 6).

(1)Temperatura(l) _75_93311 1
Temperatura(Q) 47 17103
1Lby3L 20,31002
pH(Q) 25,31408
(3)5A(L) -23,3323
(2)pHIL) | -19.3585
1Lby2L -8,36317
snja) t 8.278875
2Lby3L -6.6316

p=05

Figura 6 - Diagrama de pareto.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Ou seja, 0 modelo de regressdo matematica medido pela analise de variancia
(ANOVA) indicou a adequacéo e significancia a um nivel acima de 90%, conforme
recomendado por Rodrigues e Lemma (2014), devido a utilizacdo em processos
biologicos, representando alta variabilidade das atividades microbianas. Portanto, o
parametro estatistico (valor p) confirmou a significancia dos fatores estudados quando
p<0,1, como também verificado por Gomes et al. (2021) para a otimizacéo estatistica
da producdo de metano a partir de grdos usados em cervejarias utilizando o design
composto central (DCC).

A intensidade da influéncia das variaveis seguiu a ordem decrescente:
temperatura (X1) > S/l (X3) > pH inicial (X2). A partir da reparametrizagédo da equacéao,
o0 modelo polinomial quadratico que representa a producdo de hidrogénio foi

construida (Equacéo 4):

Y = 416,2135 +40,9614x: -10,5881x> - 12,4228x3 + 18,4842x12 + 9,9195x7?
+3,2440x3% —6,297 1x1x2 +22,0694x1x3—4,9933x2x3  (4)

Onde Y é a Producao de hidrogénio (mL), X1 é a temperatura, X2 0 pH inicial e
x3 a S/l.

Os efeitos das variaveis independentes na producao de hidrogénio (andlise de
variancia ANOVA), mostraram que o coeficiente de regressdo (R2) de 99,75% ¢é
estatisticamente significativo, uma vez que confirmaram a adequacdo do modelo
matematico a 99,75% das respostas da producdo de hidrogénio.

De acordo com a literatura, a variacdo do R? entre 75 e 100 indica uma boa
modelagem estatistica (Reungsang et al., 2012; Kainthola et al., 2019). Portanto,
neste estudo o valor ficou acima de 90, o que é considerado muito bom, e pode
explicar a maioria das variagdes nas respostas da producéo de hidrogénio (Burkert et
al., 2004). Além disso, o coeficiente de determinacdo (R? =0,9975) forneceu a
consisténcia entre os dados reais e preditos. Isso confirmou que o modelo
estabelecido se ajustou bem e que apenas 0,25% da variacéo total ndo é explicada

pelo modelo. (Tabela 11)
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Tabela 11 - ANOVA realizada para os dados obtidos para a producao de Hidrogénio.

Fonte de Somados Graus de Quadrado

variagdo quadrados liberdade médio Feale p-valor
X1 L+Q 18468,66 2 9234,332 4071,904 0,000245
X2 L+Q 2356,99 2 1178,498 519,662 0,001920
X3 L+Q 1390,02 2 695,011 306,467 0,003252
X1 * X2 158,61 1 158,617 69,942  0,013997
X1* X3 1948,22 1 1948,229 859,077 0,001162
X2 * X3 99,73 1 99,734 43,978  0,021991
Falta de
Ajuste 53,99 3 17,999 7,936 0,113950
Erro Puro 4,53 2 2,267
Total 23973,11 14

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O modelo polinomial previsto foi usado para gerar graficos de superficie de

resposta tridimensionais. As superficies de resposta foram plotadas em funcéo de 2

fatores por vez (Temperatura; pH; Relacdo S/I) mantendo outros fatores em nivel zero,

utilizando-se a Equacéo 4.

Foi verificado que as superficies de resposta possuiam um pico claro indicando

gue as condi¢cBes 6timas estdo dentro das limitacdes do delineamento experimental
sendo temperatura (22° - 45°), pH (4,25 — 6,5) e relacao S/I (0,65 — 3,2) (Figura 7,

Figura 8 e Figura 9).



vl G\

B > <0

-<448
Bl <428
B < 408

< 388
] <388
Bl <348

<328

Bl <208

Figura 7 - Superficie de resposta dos efeitos com pH inicial fixado em 5,37

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 8 - Superficie de resposta dos efeitos com S/I fixada em 1,925

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 9 - Superficie de resposta dos efeitos com temperatura fixada em 33,5°C

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A partir dessas superficies de resposta, foi possivel determinar os pontos
6timos com o maximo de producdo de hidrogénio a partir de residuos sdlidos da
banana (casca + polpa) na temperatura de 41,8°C, S/l de 2,48 e pH inicial de 4,88,

sendo essas as condi¢cdes determinadas para 0s proximos testes.

Andlises fisico-quimicas

Elevados consumos de carboidratos totais foram verificados, apresentando
uma meédia de 5000 ml carboidratos/L no inicio da operacdo dos reatores e no final
foram observados variacGes entre 672 ml carboidratos/L e 389 ml carboidratos/L,
representando remocdes totais de 86,56% (reator 1) e 92,22% (reator 12),
respectivamente (Figura 10). Tais resultados foram superiores aos verificados por
Mari et al. (2020) que operaram reatores com aguas residuarias de mandioca em
reatores anaerobios sequenciais de batelada, com diferentes concentracdes de
efluente (3,2; 4,2; 4,7 e 5.0 gCarb/L).
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Figura 10 - Remocdao de Carboidratos totais (em %) para as condi¢des testadas (1 a

15) no ensaio realizado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As producdes e consumos de metabdlitos, em todos os reatores, foi realizada
por cromatografia gasosa, em retiradas de amostras no inicio e no fim da operacao
dos reatores. Os resultados da média das duplicatas estdo apresentados na Tabela
12 para as condicdes 1, 2, 3 e 4; Tabela 13 para as condi¢bes 5, 6, 7 e 8; Tabela 14
para as condigdes 9, 10, 11 e 12; Tabela 15 para as condi¢cbes 13, 14 e 15.
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Tabela 12 - Variagdo de metabdlitos gerados durante a producdo de biogas para as
condicbes 1 (pH inicial 4,25; temperatura 22; S/l de 1,92), 2 (pH inicial 4,25;

temperatura 45; S/l de 1,92) 3 (pH inicial 6,5; temperatura 22; S/l de 1,92) e 4 (pH
inicial 6,5; temperatura 45; S/I de 1,92).

Condicao
. 1 2 2 3 3 4 4
Metabolito . . . .
inicial final inicial final inicial final inicial final
(mg/L)

Acetona 2,28 3,23 1,74 2,91 1,55 3,91 1,68 3,99

Metanol 6195 86,42 27,66 4956 58,51 96,27 52,45 61,32
Etanol 113,97 236,63 95,44 181,50 111,03 228,11 103,47 338,68

n-Butanol 11,11 12,83 10,90 12,64 11,28 12,57 10,98 14,58

Ac.
. 13,52 151,59 9,44 91,17 8,58 99,51 5,43 57,38
Acético
Ac.
o 15,44 15,25 15,20 14,39 15,43 15,42 15,38 15,76
Propidnico
Ac.
_ 8,77 8,08 6,48 9,13 7,09 6,07 7,53 6,62
Isobutirico
Ac.
_ 0,36 0,77 1,67 0,34 0,40 0,34 2,60 0,30
Butirico
Ac.
. 1,12 1,63 1,46 0,74 1,41 1,28 1,73 1,47
Isovalérico
Ac.
_ 0,00 3,34 0,00 1,66 0,00 3,32 0,00 3,26
Valérico
Ac.
. 4,60 4,02 5,97 4,36 6,30 6,55 9,17 2,49
Caproéico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 13 - Variagdo de metabdlitos gerados durante a producdo de biogas para as
condicbes 5 (pH inicial 5,37; temperatura 22; S/I de 0,65), 6 (pH inicial 5,37,
temperatura 45; S/l de 0,65) 7 (pH inicial 5,37; temperatura 22; S/l de 3,2) e 8 (pH
inicial 5,37; temperatura 45; S/l de 3,2).

Condicao
o 5 6 6 7 7 8 8
Metabolito . . . .
inicial final inicial final inicial final inicial final
(mg/L)

Acetona 3,95 1,83 4,43 2,23 1,39 4,48 0,61 4,61
Metanol 52,60 99,31 5993 51,77 52,85 6521 59,46 42,35
Etanol 136,48 188,38 137,35 302,42 101,08 228,62 113,88 561,03

n-Butanol 11,54 14,23 10,40 15,93 10,87 12,18 10,93 21,08

Ac.

. 2,21 29,17 1,10 21,53 22,14 167,29 17,35 81,48
Acético

Ac.

o 8,44 15,82 15,60 1559 16,02 16,00 15,68 15,84
Propibénico

Ac.

_ 5,47 5,49 5,49 4,73 7,85 7,94 7,36 7,32
Isobutirico

Ac.

_ 0,10 0,15 2,89 0,15 0,60 0,67 0,23 0,55
Butirico

Ac.

. 1,60 1,73 2,06 1,93 0,97 1,18 1,50 0,95
Isovalérico

Ac.

_ 1,60 1,90 1,60 3,26 0,00 3,40 0,00 0,00
Valérico

AcC.

. 9,22 2,68 9,17 1,17 4,61 6,50 9,18 3,09
Caproéico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 14 - Variagdo de metabdlitos gerados durante a producdo de biogas para as
condicbes 9 (pH inicial 4,25; temperatura 33,5; S/I de 0,65), 10 (pH inicial 6,5;
temperatura 33,5; S/l de 0,65) 11 (pH inicial 4,25; temperatura 33,5; S/l de 3,2) e 12
(pH inicial 6,5; temperatura 33,5; S/l de 3,2).

Condicao
. 9 9 10 10 11 11 12 12
Metabolito . . . .
inicial final inicial final inicial final inicial final
mg/L

Acetona 0,88 2,29 2,64 2,73 1,36 4,99 1,77 4,49
Metanol 48,79 68,94 59,04 87,65 5589 66,48 54,83 62,33
Etanol 129,97 222,20 140,06 244,25 101,31 202,11 102,47 244,87
n-Butanol 10,71 14,37 10,73 16,25 10,84 10,91 10,82 12,37

Ac.
. 3,94 61,43 3,34 32,15 19,50 88,44 23,79 127,48
Acético
Ac.
o 15,41 14,81 1558 15,66 15,17 15,49 7,64 15,04
Propibénico
Ac.
_ 4,93 8,16 5,49 4,39 7,33 8,18 7,52 7,07
Isobutirico
Ac.
_ 0,04 0,31 0,05 0,20 4.85 0,58 0,36 0,83
Butirico
Ac.
. 1,16 1,39 1,28 1,26 0,74 1,71 0,41 0,72
Isovalérico
Ac.
_ 0,00 3,29 0,00 3,30 0,00 2,46 0,00 0,00
Valérico
AcC.
. 9,23 2,67 9,23 1,73 9,19 2,96 0,00 1,74
Caproéico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 15 - Variagdo de metabdlitos gerados durante a producdo de biogas para as
condicbes 13 (pH inicial 5,37; temperatura 33,5; S/I de 1,92), 14 (pH inicial 5,37;
temperatura 33,5; S/l de 1,92) e 15 (pH inicial 5,37; temperatura 33,5; S/l de 1,92).

Condicao
. 13 13 14 14 15 15
Metabolito . L . L .
inicial final inicial final inicial final
mg/L

Acetona 2,10 3,73 2,29 4,02 2,19 4,87
Metanol 70,12 71,81 46,02 67,18 56,86 60,15
Etanol 140,38 297,31 102,79 254,01 125,01 234,48

n-Butanol 10,87 14,75 5,53 13,87 10,82 13,68

Ac.

. 23,33 102,85 5,94 87,64 26,36 92,10
Acético

Ac.

o 1465 15,01 1,50 15,49 15,03 15,71
Propibnico

Ac.

. 5,67 5,96 452 6,96 6,40 7,57
Isobutirico

Ac.

. 0,41 0,58 459 0,32 7,73 0,85
Butirico

Ac.

. 1,08 0,09 0,42 0,64 1,01 0,53
Isovalérico

Ac.

_ 0,00 3,30 0,00 0,00 0,00 3,31
Valérico

AcC.

3 0,00 3,68 2,78 4,29 0,00 9,23
Caproico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De modo geral, foram observadas variacdes nas quantidades de metanol,
etanol e acido acético, no final da operacéo, sendo o seu acumulo esperado para a
fase acidogénica, conforme verificado por Mari et al. (2020) em reatores sequenciais
de dois estéagios em batelada para a producao de hidrogénio e metano a partir da agua
residuaria da mandioca.

Considerando a producdo significativa de Acido Acético presentes nas

amostras, a rota metabdlica predominante assumida pode ser representada pela
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equacado 5 onde 4 mols de hidrogénio sdo produzidos a partir de 1 mol de glicose em

fermentacédo do tipo acetato.

C6H1206 (glucose) + 2H20 - 2CH3C00H(acetic acid) + 4‘HZ + ZCOZ (5)

Dentre todos os metabdlitos podemos ressaltar a producao de etanol verificada
em todos os reatores com destaque ao final da operacdo do reator 8. A presenca
desse metabdlito se justificou através de que, materiais ricos em sacarose e glicose,
sdo ideais para produzir biocombustiveis como etanol e hidrogénio a partir da
fermentacdo anaerdbia em cultura mista (LEE et al., 2014).

Importante salientar que inUmeros microrganismos sao capazes de crescer em
meio contendo agucares como glicose e sacarose, utilizando como fontes de energia
presentes nesses compostos para seus processos metabolicos. Alguns trabalhos
relatam que o género Clostridium, juntamente com Enterobacter e
Thermoanaerobacterium sdo predominantes durante a fase de hidrélise e
acidogénese de acucares simples (VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009;
ELSHARNOUBY et al.,, 2013), conforme verificado no presente estudo.
Provavelmente bactérias fermentativas habeis nos consumos de substratos ricos em
agucares como as pertencentes aos géneros supracitados estiveram envolvidas nas
geracdes de hidrogénio, etanol e acido acético a partir de residuos solidos da banana,

conforme verificado no presente estudo (Figura 11).
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Figura 11 - Conentracfes de metabdlitos gerados durante operacao dos reatores com
residuo solido de banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.3 Etapa 3 - Testes para a condicdo otimizada obtida nas geracdes de
hidrogénio em Biossistemas Integrados para producdo de hidrogénio e de
metano

Foram registrados elevados consumos de carboidratos totais. Entre inicio e 0
final da operacéo dos reatores, os valores observados foram, respectivamente: para
0 reator de 6timo, 7260 mg/L e 615 mg/L; para o maior observado, 7400 mg/L e 375
mg/L; para o ponto central, 7600 mg/L e 505 mg/L; e para o menor observado, 9720
mg/L e 210 mg/L, representando consumos de 91,52%, 94,93%, 93,35% e 97,83%,
respectivamente. (Figura 12)
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Figura 12 - Concentracéao de Carboidrato Total durante a operacéao dos reatores.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os consumos de DQO total apresentaram uma baixa reducdo esperada entre
o inicio e o final da operacgdo. Os valores observados foram, respectivamente: para o
reator de 6timo, 323,7 mg/L e 239,8 mg/L; para o maior observado, 270 mg/L e 210,1
mg/L; para o ponto central, 313,8 mg/L e 244,7 mg/L; e para 0 menor observado, 279,3
mg/L e 249,6 mg/L. Esses resultados confirmam a degradacéo do substrato em acidos
organicos e é&lcoois que permaneceram na fase liquida dos reatores, sendo
semelhantes aos encontrados por Mari et al. (2020), que operaram reatores
anaerobios sequenciais de batelada com aguas residuais de mandioca e diferentes
concentragGes de efluente (3,2; 4,2; 4,7 e 5,0 gCarb.L™?).

Na Figura 13, os resultados da produ¢cdo acumulada de hidrogénio em 24 horas
de operacdo nos reatores, com indculo previamente enriquecido em meio de cultivo
especifico para fermentacdo (PYG), sdo apresentados e ajustados pela funcéo de

Gompertz modificada. (Figura 13, Tabela 16).
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Figura 13 - Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada para geracao de

hidrogénio em reatores anaerobios operados com residuo sélido de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 16 - Producdo acumulada, estabilidade dos reatores, potencial de producéo e

taxa méaxima de producéo para Hidrogénio em reatores com residuo solido de Banana.

Producao Estabilidade Potencial de Taxa maxima
Reator acumulada (Horas apés inicio  producgéo de producéo
(mL H2/Lr) da operacéo) (mL Hz/Lr) (mL H2/Lr/h)
Otimizado 2359 13,75 2303,76 382,16
Maior
2285 11,75 2209,00 465,92
observado
Ponto central 21915 15,75 2105,75 285,13
Menor
1639 22 1757,91 210,32
observado

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

N&o foi verificada diferenca significativa entre todos os reatores da triplicata,
indicando a confiabilidade da média feita entre eles, além da auséncia na producao

de metano nos reatores acidogénicos, o que comprovou a eficiéncia do pré-tratamento
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térmico aplicado ao lodo granular, assim como verificado por WANG & WAN, (2008a)
sendo o melhor pré-tratamento para o inéculo, além de sua facil aplicabilidade.

Apesar do tempo total de 24 horas de operacédo dos reatores, foi confirmado
gue os parametros otimizados elevaram a producdo com potencial de producdo em
2303,76 mL H2/Lr. Porém, levando em consideracdo que a temperatura foi o
parametro mais influente na operagéo dos reatores, foi possivel verificar que quanto
mais elevada foi a sua temperatura, maior foi a velocidade de producédo seguindo a
ordem decrescente de reator maior observado (45°C), reator otimizado (41,8°C),
reator de ponto central (33,5°C) e reator menor observado (22°C), os reatores também
apresentaram a mesma ordem decrescente do tempo necessario para sua
estabilizacao.

Em todos os reatores ocorreu fase lag para a producdo de Hz nos reatores:
otimizado (3,57 horas), maior observado (3,54 horas) e ponto central (3,23 horas). Foi
verificado ainda que o reator “menor observado” que operou em 22°C foram
necessarias 11,60 horas para adaptacdo dos microrganismos, salientando a
importancia da temperatura nos ensaios.

As produgbes e consumos de metabdlitos foi realizada por cromatografia
gasosa, em retiradas de amostras durante toda a operacdo dos reatores. Os
resultados da média das triplicatas estdo apresentados na Tabela 17 para a
otimizacdo, Tabela 18 para o maior observado, Tabela 19 para o ponto central e

Tabela 20 para o menor observado.
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Tabela 17 - Variagcdo temporal de metabdlitos gerados durante operacao de reatores

de condicao otimizada operados com residuo sélido da Banana durante producéo de

Hidrogénio.
Horas de
operacao 0 2 4 5,75 7,75 9,75 11,75 13,75 17,75 19,75
(mg/L)
Acetona 0,83 0,71 0,81 2,58 2,52 1,84 1,99 0,76 1,62 0,31
Metanol 50,33 45,16 42,48 50,68 47,82 42,45 4590 62,78 71,71 53,17
Etanol 70,80 109,24 179,88 529,81 504,98 512,03 505,40 726,83 708,39 692,93
n-Butanol 9,00 11,66 12,40 15,05 14,70 16,55 16,67 40,90 72,41 74,42
Ac. Acético 6,44 9,99 1450 48,35 34,38 39,22 39,54 33,02 34,67 52,67
Ac.
o 15,59 15,74 15,89 15,09 15,53 15,45 15,37 15,65 15,68 14,81
Propidnico
Ac.
) 9,15 8,70 7,62 7,04 6,73 5,93 6,04 8,35 8,18 4,26
Isobutirico
Ac. Butirico 3,74 6,29 4,36 12,19 26,41 69,69 69,96 0,23 38,62 0,20
Ac.
) 1,39 2,02 2,09 2,39 2,57 2,54 2,60 2,36 2,51 2,01
Isovalérico
Ac. Valérico 3,46 3,29 3,28 3,29 2,92 3,28 3,28 1,99 3,28 3,30
Ac.
. 7,49 3,27 6,29 2,03 1,61 1,60 1,60 9,19 1,62 1,22
Capradico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 18 - Variacdo temporal de metabdlitos gerados durante operagao de reatores
de condicdo maior observado operado com residuo sélido da Banana durante

producéo de Hidrogénio.

Horas de
operacéo 0 2 4 5,75 7,75 9,75 11,75 13,75 17,75 19,75
(mg/L)

Acetona 1,52 7,66 1,58 1,34 2,74 1,61 1,95 0,99 0,92 1,08

Metanol 39,07 4391 43,26 5538 50,72 56,62 47,28 64,00 62,28 59,81
Etanol 56,86 117,70 319,04 420,79 457,15 520,99 458,74 623,13 627,80 591,17

n-Butanol 11,04 11,61 13,79 15,04 7,85 15,42 1491 25,89 51,84 54,12

Ac.

. 6,77 10,08 2490 60,36 49,59 4395 4599 40,37 51,36 68,71
Acético

Ac.

o 15,46 16,01 16,10 15,52 16,01 15,99 15,89 15,67 15,57 15,10
Propidnico

Ac.

] 13,44 11,15 10,54 7,88 8,48 7,75 9,37 9,78 6,56 6,56
Isobutirico

Ac.

) 6,89 8,70 6,52 65,01 39,77 0,17 83,01 0,35 0,29 0,27
Butirico

Ac.

. 1,71 2,16 2,61 2,40 2,65 2,72 2,67 2,34 2,32 2,07
Isovalérico

Ac.

. 3,40 3,25 3,27 3,28 3,27 3,26 3,25 3,28 329 3,28
Valérico

Ac.

. 9,07 7,02 9,21 5,64 2,60 1,49 1,66 2,03 529 2,04
Caproéico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 19 - Variacdo temporal de metabdlitos gerados durante operagao de reatores

de condicdo ponto central operado com residuo solido da Banana durante producao

de Hidrogénio.

Horas de
operagao 0 2 4 5,75 7,75 9,75 11,75 13,75 17,75 19,75
(mg/L)
Acetona 1,20 0,84 0,73 0,88 1,11 1,02 1,36 0,74 0,77 1,46
Metanol 4486 47,96 4539 52,70 4711 51,66 48,95 67,82 57,56 56,77
Etanol 70,72 148,52 408,04 682,89 789,16 811,42 848,31 983,43 1039,09 954,83
n-Butanol 11,30 12,56 13,60 15,70 7,91 15,67 17,40 20,12 33,87 48,75
Ac. Acético 5,69 6,37 18,64 28,02 27,98 32,25 44,12 26,95 24,65 24,90
Ac.
L 15,38 16,01 15,63 15,45 15,19 14,81 14,42 14,92 14,93 15,01
Propidnico
Ac.
_ 8,48 9,46 6,27 7,84 4,58 5,49 5,00 6,67 5,87 4,48
Isobutirico
Ac. Butirico 3,27 9,29 1,70 15,07 39,56 24,65 0,15 0,26 37,99 0,15
Ac.
) 1,57 2,42 2,39 2,58 2,41 2,46 2,36 2,39 2,43 2,23
Isovalérico
Ac. Valérico 3,32 3,25 3,27 3,26 3,29 3,30 1,91 3,32 3,32 3,31
Ac.
) 6,30 2,46 5,38 1,37 1,13 0,89 1,23 1,23 1,72 1,37
Caprdico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Tabela 20 - Variagcdo temporal de metabdlitos gerados durante operagao de reatores
de condicdo menor observado operado com residuo solido da Banana durante

producéo de Hidrogénio.

Horas de

operacao 0 2 4 6 12 14 16 18 20 22 24
(mg/L)

Acetona 1,01 1,03 0,53 0,68 4,22 2,37 1,11 1,54 1,04 3,02 2,74

Metanol 52,93 55,96 57,66 44,04 3482 31,68 43,75 42,50 53,29 39,11 37,85
Etanol 90,50 102,03 151,95 155,14 549,83 728,13 1118,17 1265,51 1707,45 1433,74 1099,86
n-Butanol 10,17 11,38 11,61 11,32 11,44 11,85 12,64 12,51 13,78 12,61 11,12

Ac.

. 12,20 0,75 3,98 11,16 13,78 40,60 30,13 53,37 33,56 56,46 33,25
Acético

Ac.

o 15,66 15,90 16,30 16,04 16,06 14,89 15,46 14,53 14,75 14,74 15,37
Propidnico

Ac.

) 10,24 13,78 9,76 8,93 12,42 9,18 8,77 7,19 5,38 10,76 8,24
Isobutirico

Ac.

) 3,49 0,26 0,30 0,28 0,34 1,71 0,03 6,82 10,87 11,59 0,19
Butirico

Ac.

] 1,80 2,31 2,40 2,31 2,51 2,14 2,35 2,19 2,20 2,37 2,43
Isovalérico

Ac.

] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,29 3,26 3,27 3,30 3,28 3,30
Valérico

Ac.

. 9,18 9,18 9,24 9,20 9,22 9,22 2,25 4,17 4,19 3,93 3,77
Caproéico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Devido as temperaturas impostas aos reatores otimizados, maior observado e
ponto central e que foram de 41,8°C; 45°C e 33,5°C, respectivamente, foi verificado
producdo de metabdlitos até 5,75 horas de operacao, com rota metabdlica de geracao
de hidrogénio. Entretanto, a partir de 5,75 horas de operagédo, as quantidades de
metabdlitos permaneceram estaveis enquanto o hidrogénio aumentava. J4 em relagédo
ao reator de menor observado tivemos uma producao simultanea de metabdlitos e de
hidrogénio, porém como as principais rotas metabdlicas se dividiram, foi observado
uma menor producdo do biogds em comparagcdo aos outros reatores. Desta forma
temos como as principais rotas metabdlicas possiveis, a fermentagdo acética e a
fermentacdo etandlica assim como descrito por Ren et al. (2007) na producédo de

hidrogénio em reatores de fluxo continuo, representado pela equacdo 5 para a
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transformacédo de glicose em acido acético e equacgdo 7 para a transformacédo de
glicose em etanol.

Dentre os metabdlitos analisados, levando em consideracdo que os reatores
otimizados, maior observado e ponto central estabilizaram a sua producédo de
metabdlitos com 5,75 horas de operacao, foi observado o aumento da concentracéo
de é&lcoois e acidos graxos volateis até o determinado momento, como o Etanol
(529,81 mg/L reator otimizado; 420,79 mg/L reator maior observado; 682,89 mg/L
reator ponto central) e Acido Acético (48,35 mg/L reator otimizado; 60,36 mg/L reator
maior observado; 28,02 mg/L reator ponto central), sendo o seu acumulo esperado
para a fase acidogénica, conforme verificado por Freire et al. (2023) em reatores
acidogénicos em batelada para a producéo de hidrogénio a partir da agua residuaria
do processamento da banana. Ao final da operacdo foram obtidos 692,93 mg/L;
591,17 mg/L; 954,83 mg/L e 1099,86 mg/L de etanol para os reatores otimizado, maior
observado, ponto central e menor osbservado, respectivamente, representando um
aumento variado entre 878% e 1250% em relacao ao inicio, resultados superiores aos
encontrados por Mazareli et al. (2019) na producéo de hidrogénio a partir do residuo
solido de banana com bactéria isolada.

Considerando a producido de Acido Acético presentes nas amostras, a rota
metabdlica predominante assumida pode ser representada pela equacédo 5 a qual 4
mols de hidrogénio sdo produzidos a partir de 1 mol de glicose em fermentacdo do
tipo acetato (descrito anteriormente).

Na fase estacionaria de geracdo de Hidrogénio, assim como esperado, nos
reatores otimizados, maior observado e ponto central, foi observada a rota metabdlica

de n-butanol (74,42 mg/L; 54,12 mg/L; 48,75 mg/L), respectivamente. (Equacao 6)

C6H1206 (glicose) - C4H90H(n—butanol) + HZ + COZ (6)

No reator menor observado tivemos uma grande diferengca em como se
procedeu a rota metabdlica, a qual deu preferéncia para a fermentacdo etandlica
(Equacéo 7), que apesar de ser uma fermentacdo competidora com a producéo de
hidrogénio, € possivel ter a producdo simultdnea. Segundo Barros (2012), a
explicacdo para essa producado simultdnea € baseada no favorecimento em reatores

operados entre 20°C e 25°C (Figura 14, Figura 15, Figura 16 e Figura 17).
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C6H1206 (glicose) - 2CI—IZI_ISOI_I(etanol) + ZCOZ (7)
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Figura 14 - Proporcdes de metabdlitos gerados durante operacao de reator otimizado
com residuo sélido de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 15 - Proporcfes de metabdlitos gerados durante operacdo de reator maior

observado com residuo sélido de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 16 - Propor¢cBes de metabdlitos gerados durante operacdo de reator ponto
central com residuo sélido de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 17 - Propor¢cBes de metabdlitos gerados durante operacdo de reator menor
observado com residuo sélido de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.4 Etapa 4 — Teste para a condicdo otimizada em Biossistema unico para
producao de metano

Foram observadas remocdes de DQO total nos reatores, o que era esperado,
dado que a matéria orgéanica, representada pela DQO presente na fase liquida, é
degradada em biogas (metano e diéxido de carbono) por meio de processos bioldgicos
anaerobios (Chernicharo, 1997) (Figura 18).
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Figura 18 - Remocé&o de DQO Total durante a operacdo dos reatores.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Foram registrados elevados consumos de DQO total nos reatores. No inicio da
operacao, os valores foram de 6080 mg/L no reator de segundo estagio e 9141 mg/L
no reator direto, enquanto ao final da operacéo restaram apenas 223,8 mg/L e 815,5
mg/L, respectivamente. Esses valores correspondem a remogdes totais de 96,31% e
91,07% das concentracdes iniciais, superando os resultados obtidos por El-Kamah et
al. (2010) para a sua melhor condicéo testada no tratamento de aguas residuarias da
producdo de suco de fruta com reatores UASR com valores de DQO inicial
semelhante.

Quanto ao consumo de carboidratos totais, o reator de metano direto
apresentou um consumo de 95,70%, enquanto no reator de segundo estagio o
consumo foi de 73,98%. E importante destacar que, no reator de segundo estagio, foi
utilizado o efluente da producé&o de hidrogénio, uma etapa caracterizada por alto
consumo de carboidratos, resultando em uma concentracdo inicial mais baixa de
carboidratos no efluente (615 mg/L). Ao final da operacdo, as concentracdes finais
foram de 160 mg/L e 170 mg/L para os reatores de segundo estagio e metano direto,
respectivamente.

No primeiro estagio, os carboidratos sao convertidos em hidrogénio e
metabolitos como etanol (EtOH), acetato (HAc), butirato (HBu), lactato (HLa) e
propionato (HPr), enquanto a DQO permanece, justificando a necessidade de um
segundo estagio para o tratamento completo (SIVAGURUNATHAN et al., 2018).
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Na Figura 19 estdo apresentados os resultados da producdao acumulada de
metano, em 11 dias de operacdo nos reatores de segundo estagio e metano direto
com inéculo enriguecido em meio de cultivo para a metanogénese, ajustados pela

funcdo de Gompertz modificada (Figura 19, Tabela 21).
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Figura 19 - Volume acumulado temporal metano em reator de segundo estagio e

metano direto.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 21 - Producdo acumulada, estabilidade dos reatores, potencial de producéo e

taxa maxima de producgdo para Metano.

Producao Estabilidade Potencial de  Taxa méxima
Reator acumulada (Dias ap0s inicio producao de producéo
(mL CHa4/Lr) da operagéo) (mL CH4/Lr)  (mL CHa4/Lr/H)

Segundo
_ 1903 4 1874,01 584,14
estagio
Direto 3106,5 4 2970,87 1057,03

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A andlise realizada por meio do teste de ANOVA e Tukey mostrou que nao
houve diferenca significativa entre os reatores da triplicata. Embora o tempo total de

operacéo tenha sido de 11 dias, observou-se que as producdes se estabilizaram nos
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primeiros 4 dias. Assim como no ensaio com ajuste pela equacdo de Gompertz, foi
demonstrada a adaptacédo dos microrganismos nos reatores em 2,88 horas (segundo
estagio) e 6,48 horas (metano direto) de operacdo, com remocdes expressivas de

DQO nos primeiros dias, conforme descrito.

5.5 Etapa 5 - Ensaio da melhor condigdo obtida em reatores operados com agua
residuaria da lavagem de tachos do doce de Banana em Biossistemas

integrados para producéo de hidrogénio e de metano

1°. Estagio: Ensaio de geracdo de hidrogénio em reatores acidogénicos

Elevados consumos de carboidratos totais foram verificados. No inicio e no final
da operacdo dos reatores foram observados, respectivamente, 6237,33 mg
carboidratos/L e 308,66 mg carboidratos/L, representando 95,05% de seu consumo
(Figura 20), sendo este consumo sem diferenca significativa aos 91,52% do estudo
de otimizacao realizado com residuo soélido da banana, com diferencial da quantidade
inicial (7260 mg/L) e final (615 mg/L) de carboidratos.
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Figura 20 - Remocéo de Carboidrato Total durante a operacéo dos reatores
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os consumos de DQO total foram reduzidos, assim como esperado, entre o
inicio (12220 mg/L) e o final (11933,33 mg/L) da operacao, confirmando a degradacao
do substrato a acidos organicos e alcoois que permaneceram na fase liquida dos
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reatores, representando um consumo de 2,34% e com diferenca significativa a
otimizacdo a partir do residuo solido da banana (25,91%). Tais resultados foram
inferiores aos encontrados por Mari et al. (2020) que operaram reatores com aguas
residuais de mandioca em reatores anaerébios sequenciais de batelada com
diferentes concentracdes de efluente (3,2; 4,2; 4,7 e 5.0 gCarb.L*) (Figura 21).

95,05

2,34

m % Carboidratos Tatais =% DQO Total

Figura 21 - Remocé&o de DQO Total e Carboidratos (em %) para producéo de H,.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na Figura 22 estdo apresentados os resultados da producdo acumulada de
hidrogénio, em 49 horas de operacdo nos reatores com inéculo enriquecido
previamente em meio de cultivo especifico para a fermentacéo (PYG), ajustados pela

funcéo de Gompertz modificada (Figura 22, Tabela 22).
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Figura 22 - Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada para geracao de
hidrogénio em reatores anaerdbios operados com agua residuéaria da lavagem de

tachos do doce de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 22 - Producdo acumulada, estabilidade dos reatores, potencial de producéo e
taxa maxima de producdo para Hidrogénio em reatores com agua residudria da

lavagem de tachos do doce de Banana.

Producao Estabilidade Potencial de  Taxa méxima
Reator acumulada (Horas apés inicio producéo de producéo
(mL Hz/Lr) da operagéo) (mL Hz/Lr) (mL Hz/Lr/H)

H2 981,33 13 957,05 169,53

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

N&o foi verificada diferenca significativa entre todos os reatores da triplicata,
indicando a confiabilidade da média feita entre eles, além da auséncia na producéo
de metano nos reatores acidogénicos, o que comprovou a eficiéncia do pré-tratamento
térmico aplicado ao lodo granular, assim como verificado por WANG & WAN, (2008a)

sendo o melhor pré-tratamento para o inéculo, além de sua facil aplicabilidade.
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Apesar do tempo total de 49 horas de operacao dos reatores, foi observado que
sua producédo se deu quase inteiramente nas 13 primeiras horas com as duas horas
iniciais de fase lag, demonstrando uma grande rapidez do processo e semelhanca
com a producédo de hidrogénio otimizada a partir do residuo sélido da banana (13,75
horas com fase lag de 3,57 horas), isso ocorre devido a natureza de facil consumo
dos carboidratos disponiveis em ambos o0s casos, entretanto, o residuo soélido
apresentou maior eficiéncia na conversdo de carboidratos em hidrogénio com
producdo de 0,35 ml/H2/g carboidrato, enquanto para agua residuaria foi de 0,16
ml/H2/g carboidrato.

As produgbes e consumos de metabdlitos foi realizada por cromatografia
gasosa, em retiradas de amostras durante toda a operacdo dos reatores. Os

resultados da média das triplicatas estdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 - Variagcdo temporal de metabdlitos gerados durante operagao de reatores
operados com agua residudria da lavagem de tachos do doce de Banana durante

producéo de Hidrogénio.

Horas de

operagao 2 5 7 10 13 23 30 45 49
(mg/L)

Acetona 1,83 0,67 0,75 1,03 1,31 1,96 2,25 5,00 4,00
Metanol 21,95 18,20 12,26 16,40 11,48 13,65 17,87 14,95 15,32
Etanol 341,73 638,89 606,50 762,03 310,02 441,42 539,05 493,89 460,56
n-Butanol 13,95 18,55 20,55 21,29 20,63 20,71 77,34 146,22 153,26
Ac. Acético 35,84 2854 62,06 171,99 66,74 84,77 105,78 131,17 125,47
Ac.
Propidnico
Ac.

Isobutirico

9890 11,46 10,04 14,37 5,70 3,69 3,08 4,87 4,03

8,14 10,87 9,01 796 10,26 11,23 13,35 14,64 15,05

Ac. Butirico 43,51 51,08 13535 227,46 169,04 216,97 233,29 230,15 233,11

Ac.
_ 1,54 1,69 1,83 1,48 2,12 1,56 0,70 0,27 0,19
Isovalérico
Ac.
_ 3,38 3,32 3,35 3,97 3,09 3,38 3,40 3,06 3,42
Valérico
AcC.
B 6,84 413 2,09 2,50 412 1,80 1,91 1,72 2,02
Caproico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A composicdo da agua residuaria com carboidratos facilmente degradaveis
ocasionou rapida hidrolise e acumulo de AGV nas primeiras 10 horas de operacéo,
coincidindo com a fase exponencial da producao de hidrogénio, com destaque para
etanol, n-butanol, &cido acético e butirico.

Dentre os metabdlitos analisados, levando em consideracdo que a fase de
producédo de hidrogénio ocorreu nas primeiras 10 horas, foi observado o aumento da
concentracéo de alcoois e acidos graxos volateis como o Etanol (762,03 mg/L), Acido
Acético (171,99 mg/L) e Acido Butirico (227,46 mg/L), sendo o seu acimulo esperado

para a fase acidogénica, conforme verificado por Mari et al. (2020) em reatores
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sequenciais de dois estagios em batelada para a producdo de hidrogénio e metano a
partir da dgua residudria da mandioca.

Em relacdo ao reator de otimizagcédo da producéo de hidrogénio com o residuo
sélido, os metabdlitos semelhantes que se destacaram foram Etanol, Acido Acético e
n-Butanol, porém o0 comportamento metabdlico antes da fase estacionaria se
diferenciou, sendo que para o residuo sélido da banana, ndo tivemos o consumo do
Etanol para entrar na fase estacionaria. Ainda foi verificado diferentes quantidades de
metabdlitos ao final das operacdes, com Etanol em 692,93 mg/L para o residuo sélido
e 460,56 mg/L para a agua residuéria; Acido Acético em 52,67 mg/L para o residuo
sélido e 125,47 mg/L para a agua residuaria; e n-Butanol em 74,42 mg/L para o
residuo sdlido e 153,26 mg/L para a agua residuaria.

Considerando a producdo significativa de Acido Butirico e Acido Acético
presentes nas amostras, as rotas metabdlicas predominantes assumidas podem ser
representadas pelas equacdes onde apenas 2 mols de hidrogénio sao produzidos
guando o butirato (Equacao 8) é o principal produto da fermentacéo e equacédo 5 a
gual 4 mols de hidrogénio sédo produzidos a partir de 1 mol de glicose em fermentacao

do tipo acetato (descrito anteriormente).

C6H1206 (glicose) - CHBCHZ CHZCOO(écido butirico) + ZHZ + 2COZ (8)

A respeito do processo de fermentacdo do butanol, consiste em duas fases
principais: (1) acidogénese durante o crescimento exponencial, com produgéo de
acido acético e butirico, e (2) solventegénese durante a transicdo de exponencial ao
crescimento estaciondrio, quando acidos sédo usados para producdo de solventes
(Darre, 1998; Ezeji et al., 2007), sendo possivel explicar o aumento significativo apos
10 horas de operacao dos reatores até o final do experimento.

Destaca-se que até 10 h de operacao foram verificadas geracfes elevadas de
Hidrogénio na fase gasosa e os acidos acético e butirico na fase liquida.

Na fase estacionaria de geracao de Hidrogénio foi observada uma mudanca na
rota metabdlica com geracdes elevadas de n-butanol (mg/L) (77,34; 146,22; 153,26)
em respectivamente, 30, 45 E 49 h de operagcdo. Destaca-se ainda a presenca de
etanol no inicio do ensaio (341,73 mg/L) e sua geragdo expressiva em 10 h de

operacgdo (762,03 mg/l), evidenciando a rota metabdlica etandlica (Figura 23).
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Figura 23 - Proporcfes de metabdlitos gerados durante operacao agua residuéria da
lavagem de tachos do doce de Banana.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

2°. Estagio - Ensaio de geracdo de metano em reatores metanogénicos

Foram verificadas remocdes de DQO total nos reatores, tal fato era esperado
uma vez que a matéria organica representada pela DQO e presente na fase liquida &
degradado em biogads (metano e didxido de carbono) por processos bioldgicos
anaerobios (Chernicharo, 1997) (Figura 24).
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Figura 24 - Remogao de DQO Total durante a operagéo dos reatores
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Elevados consumos de DQO total foram verificados, apresentando 8840 ml/L
no inicio da operacao dos reatores e no final da operacéo restando apenas 1160 ml/L,
representando remocdes totais de 86,87% de suas concentracdes iniciais, resultado
menor em comparagdo ao consumo de 96,31%, verificado na otimizagdo com residuo
solido, porém, maior do que o encontrado por El-Kamah et al. (2010) para o
processamento de agua residuéria da producgéo de suco de fruta utilizando reatores
UASR com variacdo na taxa de carga organica entre 5,49 e 15,5 kg DQO/m?3d para o
tratamento.

Em relagcdo ao consumo de carboidratos totais, apesar de chegar a 50% de
consumo, é importante ressaltar que a concentracdo de carboidratos no efluente ao
inicio da operacdo era baixa (232,75 ml/L), pois em sua grande maioria, 0S
carboidratos haviam sido consumidos na primeira etapa (Figura 25), relacdo que
também foi verificada na otimizacdo com residuo sélido da banana que apesar de
95,70% dos carboidratos terem sido consumidos, inicialmente a concentracao era de
615 mg/L, ja que no primeiro estagio os carboidratos sdo convertidos em Hidrogénio
e metabdlitos como etanol (EtOH), acetato (HAc), butirato (HBu), lactato (HLa),
propionato (HPr) enquanto a DQO é mantida (SIVAGURUNATHAN et al., 2018).

86,87

50,05

m % Carboidratos Totais =% DQO Total
Figura 25 - Remocé&o de DQO Total e Carboidratos (em %) para produgéao de CHas

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na Figura 26 estdo apresentados os resultados da producdo acumulada de

metano, em 16 dias de operagdo nos reatores com inoculo enriqguecido em meio de
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cultivo para a metanogénese, ajustados pela funcdo de Gompertz modificada (Figura
26, Tabela 24).

2500
2000
1500
1000

500

por volume de reator (mL CH,/Lr)

Volume acumulado de metano produzido

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (dias)

Média da Triplicata ——Ajuste

Figura 26 - Volume acumulado temporal de biogas (Metano).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 24 - Produgdo acumulada, estabilidade dos reatores, potencial de producéo e

taxa maxima de producgdo para Metano.

Producao Estabilidade Potencial de  Taxa méxima
Reator acumulada (Dias ap0s inicio producao de producéo
(mL CHal/Lr) da operacéo) (mL CHa4/Lr)  (mL CHa/Lr/H)

CH4 2126 9 2144,63 265,64
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Através do teste de ANOVA e Tukey foi possivel verificar que ndo houve
diferenca significativa entre todos os reatores da triplicata. Apesar do tempo total de
16 dias de operacao dos reatores, foi observado que sua producéo se estabilizou nos
9 primeiros dias. Assim como no ensaio aplicando o ajuste com a equacao de
Gompertz, foi demonstrado a adaptagcéo dos microrganismos nos reatores em 9 h de
operacédo, com remocdes expressivas de DQO nos primeiros dias, conforme descrito.
Ainda em comparacédo com a otimizacao a partir do residuo solido, foi possivel analisar
diferenca significativa na conversdo de DQO em metano, para o residuo soélido a

eficiéncia na conversao foi de 0,32 ml/CH4/g DQO, enquanto para agua residuéria foi
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de 0,27 ml/CH4/g DQO. Também foi observado que junto da menor eficiéncia na
conversdo de DQO em metano, a otimizacdo com agua residuéria teve uma menor
velocidade (265,64 mL CH4/Lr/H) comparado ao residuo solido (584,14 mL CHa/Lr/H).

Analise metagendmica

O sequenciamento das amostras para identificagdo dos microrganismos
presentes nos reatores permitiu uma avaliagdo da abundancia relativa destes nos
reatores do estagio acidogénico e metanogénico do sistema integrado, partidos do
inéculo. No lodo granular anaerébio, adicionado aos reatores acidogénicos, foi
observada porcentagem reduzida na abundancia relativa para o Dominio Archaea
(7,01%) e consequente aumento para 92,42% para o0 Dominio Bacteria. Tal fato
confirmou que o pré-tratamento térmico aplicado ao inoculo e as condi¢cdes
operacionais impostas para 0 enriqguecimento favorecerem o0 crescimento de
comunidade microbiana responsavel pelos processos fermentativos de producédo de
AGVs, alcoois e Hidrogénio (WANG & WAN, 2008a).

Ao final da operacdo dos reatores acidogénicos, foi verificada abundancia
relativa mais elevada para o filo Firmicutes (91,38%), que é constituido por bactérias
anaerobias fermentativas, além de incluir os principais microrganismos envolvidos nas
etapas de hidrélise e acidogénese, nas quais diversos substratos sao utilizados para
a producdo de hidrogénio e demais metabdlitos e solventes. Ademais, a elevada
abundancia de Firmicutes pode estar associada ao contetdo elevado de carboidratos
do residuo, além de serem capazes de solubilizar substratos lignocelulésicos
(GRESES; TOMAS-PEJO; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2020) (Tabela 25).

Foi observado que nos reatores acidogénicos houve predominio do género
Clostridium_sensu_stricto_1 (23,54%), seguido de Haloimpatiens (12,50%),
representando um crescimento de 12,33% e 12,50%, respectivamente, em relacao ao
inicio da operacdo dos reatores. Para o género Clostridium_sensu_stricto_1, o
resultado era esperado, pois as bactérias produtoras de hidrogénio pertencentes a
esses géneros podem resistir ao pré-tratamento térmico aplicado no indculo, formando
esporos (Setlow, 2006). O género Haloimpatiens nao foi verificado no indculo. Porém
sua presenca ocorreu devido ao residuo utilizado ja que as bactérias endofiticas das
bananas podem ser agrupadas em quatro filos principais: Proteobacteria, Firmicutes

(Haloimpatiens), Actinobacteria, Bacteroidetes e demais filos tais como
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Cianobactérias, Cloroflexi, Verrucomicrobia, Planctomycetes, Acidobacteria e
Spirochaetes (Thomas et al. 2008; Cabanas et al. 2021; Thomas et al. 2017).

Os géneros bacterianos verificados no presente estudo sdo bactérias
fermentativas e tipicas produtoras de hidrogénio, podendo gerar simultaneamente
AGV e hidrogénio com ou sem interac6es com outras bactérias (Navarro-Diaz et al.
2016; Yang et al. 2020). Clostridium_sensu_stricto_1 foi relatado por produzir maiores
guantidades de hidrogénio quando comparado com outras bactérias. No entanto, suas
atividades podem ser inibidas quando o pH extracelular € menor que 5,7 (Castell6 et

al. 2020, Chen et al, 2021), condizente com o pH dos reatores do ensaio (5,75).



82

Tabela 25 - Abundancias relativas (%) do Dominio Bacteria para taxonomias de Filo
e de Género para as amostras no inicio e no final da operacdo dos reatores

acidogénicos com residuos sélidos da banana.

Eilo Inicial  Final Género Inicial Final
(%) (%) (%) (%)
Clostridium_sensu_stricto_1 11,21 23,54
Haloimpatiens 0 12,50
Clostridium_sensu_stricto_10 0 8,90
Clostridium_sensu_stricto_7 12,64 7,90
Enterococcus 0,02 7,69
Firmicutes 81,76 91,38 Clostridium_sensu_stricto_2 0 4,97
Clostridium_sensu_stricto_14 0 3,82
Bacillus 0,07 3,75
Clostridium_sensu_stricto_11 0 3,51
Clostridium_sensu_stricto_8 0,05 3,46
Paraclostridium 57,29 1,95
Halobacterota 6,68 3,03 Methanosaeta >81 225
Methanoregula 0,52 0,43
Desulfobacterota 4,41 2,06 Syntrophus 301 088
Syntrophorhabdus 0,62 0,47
Spirochaetota 1,77 0,80 Spirochaeta 1,62 0,70
Proteobacteria 2,24 0,77 Enterobacter 2,14 0,01
Acidobacteriota 0,57 0,07 Thermoanaerobaculum 0,47 0,05
Chloroflexi 1,04 0,63
Thermoplasmatota 0,34 0,61
Cloacimonadota 0,39 0,32 Outros 4,45 13,12
Caldatribacteriota 0,03 0,15
Outros 0,74 0,16

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

N&o foi detectado metano nos reatores acidogénicos, apesar de ser verificada
abundéancia relativa do género Methanosaeta (2,25%) e Methanoregula (0,43),

comprovando a inatividade de tais archaeas (Figura 27).
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Figura 27 - Abundancia relativa de géneros para Bacteria e Archaea em reatores
acidogénicos no inicio e fim da operacao
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Andlise das abundancias relativas dos principais géneros de bactérias e

archaeas esta ilustrado no ideograma circular (Figura 28).



84

Enterobacter
Thermoanaerobaculum

Methanoregula

Haloimpatiens

= Clostridium_sensu_stricto_10

» Clostridium_sensu_stricto_7

\‘ Enterococcus
»

‘ ‘ Clostridium_sensu_stricto_2

— -[3,_1,‘ ‘ l Clostridium_sensu_stricto_14
— o | l Bacillus

-U-‘“ﬂu . l Clostridium_sensu_stricto_11

' ' Clostridium_sensu_stricto_8

0 I[ Methanosaeta

Paraclostridium

-
-
\ 2

-
, B
N , Syntrophus

Spirochaeta
Figura 28 - Ideograma circular “Circos” na variagdo das abundancias relativas dos
principais géneros de bactérias e archaeas no inicio e final do ensaio da fase
acidogénica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nos reatores metanogénicos foi observada diminuicdo da abundancia relativa
do Dominio Bacteria para 45,42% e aumento do Dominio Archaea para 52,72%, com
relagcdo ao reator acidogénico. Tal resultado era resultado esperado, principalmente
devido ao enriguecimento do inéculo metanogénico em meio de cultivo especifico,
segundo Del Nery (1987), além da manutencdo das condigbes ideais para a
metanogénese com imposicdo de pH inicial 7,0. O aumento das archaeas pode
proporcionar a geragédo de metano verificada nos bioreatores.

No final da operacdo dos reatores metanogénicos foi observada abundancia
relativa mais reduzida do filo Firmicutes (4,79%), ou seja, provavelmente carboidratos
e demais acucares contidos no efluente dos reatores acidogénicos foram consumidos

com producdo de produtos intermediarios, como acetato e dioxio de carbono, para
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posterior conversao a metano. O filo Desulfobacterota foi o0 segundo com abundéancia
relativa mais elevada (9,48%), seguido dos filos Bacteroidota e Chloroflexi, com 5,14%
e 4,96%, respectivamente. O enriquecimento seletivo de Bacteroidota pode promover
a degradacdo de matéria organica macromolecular complexa, provavelmente
envolvido na degradacdo de proteina e exercendo um papel importante na
degradacéo de celulose, tendo acetato e propionato como produtos. Normalmente, o
filo Bacteroidota esta relacionado as etapas hidrolitica e acidogénica quando a
atividade acetogénica é limitada. Bactérias pertencentes ao filo Chloroflexi sdo
tolerantes a elevadas cargas organicas em processos de acidogénese, além de
participarem de processos sinérgicos com as metanogénicas hidrogenotroéficas. Além
disso, tais microrganismos sao favorecidos quando o pH é mais proximo da
neutralidade. Dessa forma, a elevada abundancia de tais filos pode significar que,
apesar da separacdo em dois estagios, a etapa de acidogénese continuou ocorrendo
no segundo estagio (XU et al., 2020) (Tabela 26). Entretanto € importante salientar
gue a principal vantagem na separacao das fases acidogénese e metanogénese é
gue se pode evitar o acumulo de acidos graxos volateis advindos da fermentacdo em
fase Unica de geracdo de metano. Tal acumulo de &cidos pode inibir a metanogénese,
causando toxicidade a microrganismos do Dominio Archaea que sdo mais sensiveis,
como comumente pode ocorrer em reatores de fase Unica.

Foi observada abundéancia relativa mais elevada de archaeas metanogénicas
no segundo estagio, o que pode ter favorecido o elevado rendimento de metano
verificado e descrito anteriormente. Ou seja, a manutencdo da abundancia relativa de
microrganismos anaerobios do indculo in natura foi mantida na presenca do efluente
rico em AGVs. Nesses reatores foi observada a abundancia relativa do género
Methanoregula (14,20%), que juntamente com Methanolinea (13,09%), indicaram a
rota metabdlica hidrogenotrofica. Entretanto, também foi verificada a ocorréncia dos
géneros Methanosaeta (36,96%), demonstrando a predominancia de metanogénicas
gue utilizam o acetato. Resultado compativel com a producdo de acido acético no
estagio acidogénico, ja que o género Methanosaeta contém archaeas metanogénicas
acetoclasticas que utilizam acetato e CO2 como substrato para a producao de metano
(Guo et al, 2015).
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Tabela 26 - Abundancias relativas (%) das taxonomias de Filo e de Género para o

Dominio Archaea em amostras no inicio e no final da operacdo dos reatores

metanogénicos operados com efluente dos reatores acidogénicos.

_ Inicial Final Inicial Final
Filo Género
(%) (%) (%) (%)
Methanosaeta 28,10 36,96
Halobacterota 52,72 64,33 Methanoregula 17,27 14,20
Methanolinea 7,30 13,09
Syntrophus 0,81 3,83
Desulfobacterota 2,24 9,48
Syntrophobacter 0,42 3,52
Bacteroidota 0,62 5,14 Macellibacteroides 0,40 2,59
Chloroflexi 1,28 4,96 Leptolinea 0,61 2,36
Clostridium_sensu_stricto_1 8,92 0,22
Firmicutes 35,00 4,79 Paraclostridium 3,05 0,17
Haloimpatiens 4,68 0,02
Euryarchaeota 4,25 2,35
Crenarchaeota 0,50 1,60
Spirochaetota 0,62 1,45
) Outros 28,44 23,04
Cloacimonadota 0,75 1,10
Synergistota 0,16 1,02
Outros 1,87 2,73

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A presenca dos géneros Clostridium (0,22%) e Paraclostridium (0,17%) no

segundo estagio também pode ter favorecido a continuidade da degradacdo do

substrato em acidos e alcoois para a consequente producdo de metano (RABELO et
al., 2020) (Figura 29).
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Figura 29 - Abundancia relativa de géneros para Bacteria e Archaea em reatores

metanogénicos no inicio e fim da operacao
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Andlise das abundancias relativas dos principais géneros de bactérias e

archaeas esta ilustrado no ideograma circular (Figura 30).
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Figura 30 - Ideograma circular “Circos” na variagao das abundancias relativas dos
principais géneros de bactérias e archaeas no inicio e final do ensaio na fase
metanogénica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

T80 e Estimativa energética

O T80 € um parametro técnico usado para determinar o tempo necessério para
produzir 80% do hidrogénio (H;) e do metano (CH,) totais durante o periodo de
incubacdo em reatores de digestdo anaerébia. Esse parametro é essencial para
avaliar a eficiéncia e o desempenho do processo, permitindo otimizar o tempo de
retencdo e a operacao dos reatores.

Os valores de T80 para o reator acidogénico otimizado com residuo solido foi

9,75 horas, para o reator de metano em segundo estagio com residuo sélido foi 79,5
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horas e para o reator de metano direto com residuo sélido 70,83 horas. Enquanto para
0s reatores que utilizaram a agua residuaria foram obtidos os valores de 8,00 horas
para os reatores acidogénicos otimizados e 180,15 horas para os reatores de segundo

estagio. (Tabela 27)

Tabela 27 - Calculo do T80 para os reatores de Hidrogénio e Metano.

Reator T80 (Horas) Producao (mL/Lr)
Otimizado agua residuaria (Hz) 8,00 785,07
Segundo estagio agua residuaria
180,15 1700,80
(CHy)
Otimizado residuo solido(Hz) 9,75 1887,20
Segundo estagio residuo sélido
79,50 1522,40
(CH,)
Direto residuo sélido (CH,) 70,83 2485,20

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A estimativa energética se refere a implementacao de fontes renovaveis de energia e
a aplicacdo de tecnologias sustentaveis, visando reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis e mitigar os efeitos ambientais negativos (ELSEVIER, 2019)
(Figura 31).
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Figura 31 - Estimativa energética para reatores em biossistema integrado (hidrogénio

+ metano) e metano direto
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Dessa forma, a Estimativa energética total dos reatores de metano direto e
biossistema integrado foram, respectivamente, 4181,32 e 4334,44 KJ Mol!. Assim,
ndo houve diferenca significativa entre os processos com apenas 3,53% de KJ Mol?
a mais no reator integrado na comparacao utilizando o residuo solido, mas houve

diferenca significativa em comparacdo com a agua residuaria (64,88 KJ Mol?).

Na comparacdo entre os diferentes residuos, os dados demonstram que o
residuo solido foi o substrato mais eficiente para a producéo de biogas, superando a
agua residuéria em diversos aspectos. A producéo de hidrogénio foi de 2359 mL H,/Lr
contra 981,33 mL H,/Lr, com uma taxa maxima significativamente maior (382,16 mL
H,/Lr/H contra 169,53 mL H,/Lr/H) e eficiéncia mais de 0,35 mL H,/g carboidrato
contra 0,16 mL H,/g carboidrato. Na producdo de metano, embora a agua residuaria
tenha gerado um volume de 2126 mL CH,/Lr contra 1903 mL CH,/Lr, a taxa maxima
de producéo foi significante no residuo sélido (584,14 mL CH,/Lr/H contra 265,64 mL
CH,4/Lr/H), indicando um processo mais rapido e eficiente. Além disso, o tempo de
inicio da produgéo de CH, foi menor no residuo solido (2,88 horas contra 9 horas),
evidenciando uma resposta mais agil. A conversdo de matéria organica em metano
também foi mais eficiente no residuo sélido (0,32 mL CH,/g DQO contra 0,27 mL

CH,/g DQO), reforcando sua maior capacidade de degradacdo. Embora a &gua



91

residuaria tenha produzido mais acidos graxos, o residuo sélido promoveu maior
producao de etanol (692,93 mg/L contra 460,56 mg/L), um intermediario valioso para
conversdo energética. No geral, o residuo sdlido demonstrou maior eficiéncia,
produtividade e menor tempo de resposta, tornando-se a melhor escolha para otimizar

a biodigestdo anaerobia e a producéo de biogas. (Tabela 28)

Tabela 28 — Comparacéo entre residuos solidos e agua residuaria.

Reator Residuo solido Agua residuéria
Producgédo de Hz (mL Hz/Lr) 2359 981,33
H2 potencial de producéo (mL H2/Lr) 2303,76 957,05
H2 tempo de inicio para producao (Horas) 3,57 2
H2 taxa maxima de producédo (mL Hz/Lr/H) 382,16 169,53
H2 eficiéncia (ml/Hz2/g carboidrato) 0,35 0,16
Ac. Acético (mg/L) 52,67 125,47
Ac. Butirico (mg/L) 0,20 233,11
Etanol (mg/L) 692,93 460,56
n-Butanol (mg/L) 74,42 153,26
Producéo de CH4 (mL CHa/Lr) 1903 2126
CHa potencial de produgao (mL CHa/Lr) 1874,01 2144,63
CH4 tempo de inicio para producao (Horas) 2,88 9
CH4 taxa maxima de producao (mL CHa/Lr/H) 584,14 265,64
CHa4 eficiéncia (ml/CHa/g DQO) 0,32 0,27

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo dos residuos da banana foi semelhante a outras frutas para a
sua DQO, enquanto suas quantidades de carboidratos foram elevadas.

No ensaio de otimizacdo da producdo de Hidrogénio com o residuo sélido da
banana a melhor resposta prevista pelo modelo foi obtida na temperatura 40°C, pH
inicial de 5 e S/l de 2 com producao de 480 ml/L de reator de biogés. Além disso, as
analises de interacdo mostraram que X1 (temperatura 22° - 45°) e Xs (relagéo S/I 0,65
— 3,2) foram os parametros operacionais com maior influéncia na producdo de
Hidrogénio.

As remog0es de carboidratos foram elevadas em todas as condi¢g0es testadas
e variaram de 82,66 a 92,44% das suas concentracdes no inicio da operacao dos
reatores.

Geracoes elevadas de alcoois e acidos graxos volateis como o Etanol e Acido Acético
foram verificadas no final da operacéo evidenciando a rota metabdlica acética para as
geracdes de hidrogénio com residuos solidos da banana.

No biossistema integrado para os reatores acidogénicos foram verificadas
eficiéncias elevadas na remogao de carboidratos totais, com redugdes significativas
nos valores iniciais. O consumo variou de 91,52% no reator otimizado a 97,83% no
reator de menor observacéo, indicando que as condi¢cdes operacionais otimizadas
melhoraram tais consumos com eficiéncias elevadas. A reducéo de DQO total foi baixa
ao longo da operacédo, com valores iniciais e finais variando entre os reatores, de 323,7
mg/L a 239,8 mg/L no reator otimizado e de 279,3 mg/L a 249,6 mg/L no menor
observado. Tal fato confirmou a fermentacéo dos residuos sélidos da banana a acidos
organicos e alcoois. A temperatura foi o fator mais influente para a producédo de Hz,
com maior producdo no reator operado a 45°C e menor geracao a 22°C. Todos os
reatores apresentaram fase de inicio de producdo de Hz. Assim, o reator operado a
22°C apresentou maior tempo de inicio de geragdo de Hz e que foi de 11,60 horas,
demonstrando que a temperatura foi um fator determinante para a producdo de Ho.
Nos reatores otimizados, maior observado e ponto central, a producdo de metabdlitos
estabilizou ap6s 5,75 horas, com elevagdo nas geracdes de hidrogénio. O reator de
menor observado teve producdo simultanea de metabdlitos e hidrogénio, resultando
em geracgOes de biogas mais reduzidas.

Nos reatores metanogénicos houve remocdes de 96,31% da DQO no segundo

estagio e 91,07% no reator direto. O consumo de carboidratos foi de 95,70% no reator
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de metano direto e 73,98% no segundo estagio, com concentracfes finais de 160
mg/L e 170 mg/L, respectivamente. As producdes estabilizaram apos 4 dias, e a
adaptacdo dos microrganismos ocorreu em 2,88 horas no segundo estagio e 6,48
horas no metano direto

Para as condi¢cdes otimizadas com agua residuaria dos tachos do doce de
banana foi observado consumo superior a 95% dos carboidratos na producgéo de
981,33 mL H/Lr e metabolitos de valor agregado como o Etanol (762,03 mg/L), Acido
Acético (171,99 mg/L) e Acido Butirico (227,46 mg/L), presentes no efluente dos
reatores acidogénicos. Além disso, o efluente dos reatores acidogénicos foram
importantes para producdo de metano com o consumo de DQO (86,87% das
guantidades iniciais), demonstrando eficiéncia na remocdo de matéria organica por
digestao anaerobia.

Através da andlise metagendmica foi possivel justificar a producdo de
Hidrogénio devido a presenca predominante de bactérias do género
Clostridium_sensu_stricto_1 pertencentes ao filo Firmicutes, conhecidas por
suportarem o pré-tratamento de choque térmico ao qual o in6culo foi submetido. Em
relacdo a producdo de metano, foi observado a predominédncia do género
Methanosaeta que pertence ao filo Halobacterota, indicando a rota acetoclastica como
maior abundancia durante a producédo de Metano.

Em comparacédo entre as otimizac¢des utilizando residuo sélido da banana e
agua residuaria do processamento da fruta, nos reatores acidogénico, o consumo de
carboidratos foi semelhante, porém com maiores consumos de DQO e maior eficiéncia
na conversdo de carboidratos em hidrogénio com residuo sélido (0,35 ml/H2/g
carboidrato), além de maior producéo de Etanol (692,93 mg/L), enquanto a otimizacao
com &gua residuaria teve as maiores producdes de Acido Acético (125,47 mg/L) e n-
Butanol (153,26 mg/L). Para os reatores metanogénicos, em ambas as otimizagdes,
tivemos o consumo de carboidratos explicado pela baixa concentragcéo inicial. A
otimizacdo com o residuo sdlido ainda apresentou maiores consumos de DQO
(96,31%), maior eficiéncia na transformacéao de DQO em metano (0,32 ml/CH4/g DQO)
e maior velocidade de producéo (584,14 mL CHa/Lr/H).

Residuos da banana, que séo ricos em acgucares como glicose, foram ideais
para produzir biocombustiveis como etanol e hidrogénio na fermentacdo por culturas

mistas de bactérias anaerobias.
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