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RESUMO  

Subproduto da produção de biodiesel, o glicerol bruto é uma fonte de carbono promissora para 

aplicação na digestão anaeróbia, com produção biológica de hidrogênio e ácidos orgânicos 

voláteis (AOVs), além de outros bioprodutos de valor agregado. Neste sentido, avaliou-se o 

potencial de bioconversão do glicerol bruto, em reatores de batelada sob condições mesofílicas 

utilizando efluente de suinocultura como inóculo. O estudo foi dividido em duas fases. A 

primeira fase buscou-se avaliar as melhores condições do inóculo, realizando quatro variações: 

in natura, auto fermentado, nitrogenado e liofilizado, tendo como parâmetro o inóculo que 

obteve melhor produção de H2, pois a produção de ácidos orgânicos é acompanhada pela 

produção do biogás. Na segunda etapa foi realizada o acompanhamento da evolução dos 

metabólicos solúveis totais produzidos, a cada 2 dias, no período total de 20 dias, utilizando o 

inóculo que teve melhor produção de hidrogênio. A produção mais elevada de H2 foi verificada 

utilizando-se o inóculo liofilizado (93,068 ± 11,13 mL de H2 acumulado). Sendo assim, o ensaio 

com o inóculo liofilizado, na segunda etapa, produziu como principias produtos etanol, ácido 

butírico e ácido acético nas concentrações de (468,22 mmol/L ± 6,83), (306,77 mmol/L ± 11,92) 

e (217,84 mmol/L ± 14,96), respectivamente, com redução de DQO em 55% e de sólidos 

voláteis em 29%, indicando que o consórcio de microrganismos presentes no ensaio direcionou 

entre as rotas etanoica, do butirato e do acetato. Sendo assim, observou-se que digestão 

anaeróbia do glicerol bruto pode ser uma alternativa para o seu tratamento com consequente 

gerações dos bioprodutos como H2, biocombustíveis e ácidos orgânicos de maior valor 

agregado, principalmente ácido butírico. 

 

Palavras-chave: Digestão anaeróbia. Produção de hidrogênio. Produção de ácidos orgânicos. 

Efluente de suinocultura.  Liofilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

A by-product of biodiesel production, crude glycerol is a promising promising carbon source 

for application in anaerobic digestion, with biological production of production of hydrogen 

and volatile organic acids (VOCs), as well as other value-added bioproducts.value-added 

bioproducts. To this end, the potential for bioconversion of crude glycerol, in batch reactors 

under mesophilic conditions using pig farm effluent as inoculum. The study was divided into 

two phases. The first phase sought to evaluate the best inoculum conditions, four variations: in 

natura, self-fermented, nitrogenized and freeze-dried. lyophilized, using as a parameter the 

inoculum that produced the best H2, because the production of organic acids is accompanied by 

the production of biogas. second stage was to monitor the evolution of the total soluble 

metabolic produced, every 2 days, for a total period of 20 days, using the inoculum with the 

best hydrogen production. The highest H2 production was seen using the freeze-dried inoculum 

(93.068 ± 11.13 mL of accumulated H2). Thus, the test with the freeze-dried inoculum in the 

second stage produced ethanol, butyric acid and acetic acid at concentrations of (468.22 

mmol/L ± 6.83), (306.77 mmol/L ± 11.92) and (217, 84 mmol/L ± 14.96), respectively, with a 

55% reduction in COD and a 29% reduction in volatile solids, indicating that the consortium of 

microorganisms present in the test was directed between the ethanoic, butyrate and acetate 

routes. Thus, it was observed that anaerobic digestion of crude glycerol can be an alternative 

for its treatment with consequent generation of bioproducts such as H2, biofuels and organic 

acids with higher added value, especially butyric acid. 

 

Keywords: Anaerobic digestion. Hydrogen production. Production of organic acids. Pig farm 

effluent. freeze-drying. 
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1   INTRODUÇÃO  

As fontes alternativas de energia ganham cada vez mais destaque, pois além de diminuir 

os danos causados à natureza, elas são renováveis e ambientalmente mais limpas. A sociedade 

almeja a sustentabilidade, logo é preciso reduzir a dependência por combustíveis fósseis, bem 

como os resíduos e poluentes gerados. O uso de biocombustíveis tem se intensificado por força 

de lei em muitos países como uma tentativa a não dependência por combustíveis fósseis na 

matriz energética. No Brasil segundo a resolução n° 16 do conselho nacional de política 

energética (CNPE), publicada em diário oficial, ficou estabelecido que até 2026 a mistura de 

biodiesel no diesel será de 15% (BRASIL, 2023). 

O mundo está cada vez mais preocupado em praticar políticas de proteção ambiental, 

visando principalmente a produção energética. Neste contexto, os biocombustíveis estão em 

evidência. O uso de biocombustíveis geralmente apresenta inúmeros benefícios, incluindo sus-

tentabilidade, redução dos gases estufa, desenvolvimento regional, social e agrícola. Um com-

bustível, em particular, que apresenta elevado potencial como biocombustível é o biodiesel. O 

biodiesel é obtido a partir de fontes biológicas renováveis, tais como óleos vegetais e gorduras 

animais, é biodegradável e apresenta baixa emissão de gases tóxicos, além de apresentar van-

tagens muito interessantes, como a possibilidade real de substituir grande parte dos derivados 

do petróleo, diminuindo assim a dependência de combustíveis fósseis (GONÇALVES; PEREZ; 

ÂNGELO, 2009). 

O biodiesel é um combustível composto de ésteres que pode ser obtido de diferentes 

tipos de óleos, que estimulados por um catalisador reagem quimicamente com um álcool, 

geralmente metanol ou etanol, para produzir ésteres (biodiesel) e glicerol. A possibilidade de 

mistura do biodiesel ao diesel convencional tem aumentado gradativamente a produção e 

consumo desse biocombustível, e consequentemente a geração de glicerol, subproduto de 

interesse para a geração de energia, pois corresponde a aproximadamente 10% da produção de 

biodiesel, um fator preocupante frente a este exacerbado crescimento, é o destino do glicerol 

excedente, já que para cada tonelada de biodiesel obtido são gerados 100 Kg de glicerol, 

provocando efeitos adversos à economia do biodiesel (GONÇALVES; PEREZ; ÂNGELO, 

2009; DASARI et al., 2005).  

O glicerol é um subproduto de muitos processos industriais tornando-se um substrato 

potencialmente atrativo para a produção biotecnológica de compostos de valor agregado. Uma 

alternativa para utilização do glicerol é a sua conversão em produtos de grande utilidade e com 

aplicações industriais, tais como hidrogênio, ácidos orgânicos, etanol e 1,3-propanodiol. A 
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transformação do glicerol por processos biotecnológicos pode ser uma escolha viável, uma vez 

que é crescente a busca por alternativas para sua utilização, evitando que se torne um problema 

futuro devido a sua acumulação (RIVALDI et al., 2007). 

Vários microrganismos são capazes de utilizar o glicerol como fonte de carbono. Por 

isso, um dos destinos possíveis para o glicerol bruto resultante da indústria do biodiesel é seu 

uso na composição de meios de cultura para crescimento de microrganismos em processos 

biotecnológicos que levem à produção de moléculas de interesse econômico, como por 

exemplo: etanol, ácido succcínico, ácido propiônico, ácido cítrico, pigmentos, biosurfactante, 

biopolímeros, etc. (SILVA et al., 2006). A utilização do glicerol como fonte de carbono, para 

produção de compostos químicos de interesse comercial, além de diminuir os possíveis 

impactos ambientais e melhorar a economia do setor de biodiesel, torna-se vantajoso pelo baixo 

custo deste substrato em relação a outros tradicionalmente utilizados como fonte de carbono 

para obtenção de bioprodutos (RIVALDI, 2007). 

Nesta perspectiva, a biodigestão anaeróbia tem sido utilizada como uma alternativa de 

minimização de um passivo ambiental provindo principalmente da agroindústria. O principal 

produto deste processo é o biogás, cujo poder calorífico pode variar de 5000 a 7000 kcal m-3 

dependendo da porcentagem de metano presente (OLIVER, 2008). Entretanto, este método de 

tratamento pode ser utilizado também para a geração ácidos orgânicos. 

Os altos rendimentos de produção de hidrogênio são acompanhados pela produção dos 

ácidos acético e butírico, metabólitos solúveis gerados na acidogênese. Esses ácidos orgânicos 

no efluente podem ser empregados como substrato e fonte de carbono para processos de 

produção de metano (COHEN et al., 1979), produção de hidrogênio em reatores fotossintéticos 

(FASCETTI et al., 1998; TAKABATAKE et al, 2004; SHI et al., 2006), para a produção de 

biopolímeros (HASSAN et al., 1997; YU, 2001; YU et al., 2002, DU et al., 2004), e em 

processos de remoção de nutrientes biológicos tais como fósforo e nitrogênio (LIM et al., 2000; 

ELEFSINIOTIS et al., 2004).  

Diante disso, diversos estudos vêm sendo realizado para valorização do glicerol bruto, 

não apenas para se minimizar um promissor passivo ambiental que devido sua alta produção 

não estar sendo assimilado com mesma velocidade pelo mercado, mas também o mesmo pode 

se afirmar como uma nova fonte de renda para a indústria do biodiesel, otimizando os recursos 

disponíveis. Logo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a obtenção de bioprodutos 

como hidrogênio e ácidos orgânicos voláteis (AOVs) proveniente da fermentação anaeróbia, 

utilizando como fonte de carbono, para o metabolismo microbiano, o glicerol bruto do processo 

de transesterificação de óleos e gorduras residuais para a produção de biodiesel. 



19 

 

 

2   OBJETIVOS  

2.1 Objetivo geral 

O objetivo desse trabalho foi avaliar a produção de bioprodutos como hidrogênio e 

ácidos orgânicos, oriundos da fermentação do glicerol bruto residual utilizando como inóculo 

efluente de suinocultura em reatores de batelada. 

2.2 Objetivos específicos 

• Produzir glicerol bruta pelo processo de transesterificação de óleo de fritura fornecido pelo 

restaurante universitário da Universidade Federal de Alagoas; 

• Avaliar a eficiência de diferentes variações de tratamento do inóculo de efluente de 

suinocultura; 

• Quantificar a produção de bioprodutos de valor agregado (ácidos orgânicos e hidrogênio) 

durante a fermentação anaeróbia; 

• Avaliar a eficiência de remoção de DQO e sólidos voláteis totais no processo. 
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3   REVISÃO BIBIOGRÁFICA 

3.1 Glicerol, fonte orgânica, para produção de bioprodutos 

O glicerol, um subproduto da produção de biodiesel, tem sido amplamente estudado 

como fonte orgânica para a produção de hidrogênio (H₂) e ácidos orgânicos através de processos 

fermentativos. Diversos microrganismos são capazes de metabolizar o glicerol, convertendo-o 

em produtos de valor agregado, como hidrogênio, ácido acético, ácido butírico, ácido succínico, 

ácido valérico entre outros. 

A Tabela 1 mostra alguns trabalhos produzidos a partir da fermentação do glicerol para 

produção de bioprodutos de maior valor agregado.  

Tabela 1- Estudos da fermentação anaeróbia do glicerol para produção de bioprodutos. 

SUBSTRATO CULTURA BIOPRODUTO AUTOR 

 

Glicerol 

 

Clostridium pasteurianum e 

Enterobacter aerogenes 

 

Hidrogênio 

 

Silva et al., 2020. 

 

Glicerol 

 

Clostridium sp. SH25 

 

Hidrogênio 

 

Kim, 2022. 

 

Glicerol 

 

Clostridium butyricum 

 

Ácido acético 

 

Lima et al., 2019. 

 

Glicerol 

 

Lactobacillus plantarum 

 

Ácido lático 

 

Barros et al., 2021. 

 

Glicerol 

 

Actinobacillus succinogenes 

 

Ácido succínico 

 

Souza et al., 2018. 

 

Glicerol 

 

Cultura mista 

 

Hidrogênio e ácidos 

orgânicos  

 

Pereira et al., 2019. 

Fonte: Autor, 2024. 

De acordo com os estudos, pode-se observar que, a partir do inóculo utilizado no 

processo de fermentação do glicerol, é possível obter diferentes produtos, como hidrogênio, 

ácidos orgânicos (ácido acético, ácido lático, ácido succínico, entre outros) além de 

biocombustíveis, como etanol. Sendo assim, o inóculo desempenha um papel fundamental no 

processo fermentativo, pois a escolha adequada do consórcio microbiano ou da cepa específica 

determina a eficiência da conversão e o tipo de produto final obtido. Logo, deve-se escolher um 

inóculo que seja adequado ao produto desejado, levando em consideração fatores como as 
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características do microrganismo, sua capacidade metabólica, condições de cultivo (como pH, 

temperatura e nutrientes. 

 

3.1.1 Glicerol bruto 

A crescente produção brasileira de biodiesel deve-se principalmente à lei 11.097/2005 

que tornou obrigatória a adição de 2% de biodiesel ao diesel até 2008 e adição de 5% em 2013 

(LEONETI et al., 2012), sendo que até o ano de 2026 a estimativa é que este valor aumente 

para 15%. Estima-se que diante dessa lei o excedente de glicerol no país em 2013 tenha 

ultrapassado a produção de 250.000 toneladas (BEATRIZ et al., 2011; UMPIERRE; 

MACHADO, 2013). Para o ano de 2020, a estimativa foi que a produção mundial de glicerol 

chegou a três milhões de toneladas, enquanto que sua demanda não deve ter ultrapassado a 500 

mil toneladas/ano (LIN, 2013). Portanto, destinação do glicerol é um problema para a produção 

do biodiesel, sendo fundamental buscar formas de consumo deste glicerol (LEONETI et al., 

2012). 

A utilização do biodiesel diminui problemas ambientais como, por exemplo: evita-se 

utilizar combustíveis fósseis com reservas limitadas, diminui a emissão de substâncias tóxicas 

pelos escapamentos de motores e o biodiesel é degradado mais facilmente (PLÁ, 2002). 

Durante sua fabricação ocorre a reação de um álcool com uma gordura ou óleo – 

transesterificação com a formação de ésteres (biodiesel), ácidos graxos e glicerol. Para cada 

três mols de ésteres é gerado um mol de glicerol, ou seja, aproximadamente 10% da massa do 

produto formado (KARINEN; KRAUSE, 2006; MOTA et al., 2009; BEATRIZ et al., 2011, 

QUISPE et al., 2013). Esta reação pode ser observada na Figura 1. 

Figura 1 - Biodiesel a partir da transesterificação de óleos vegetais. 

 

Fonte: Adaptado de Mota et al., 2009. 
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As aplicações do glicerol bruto, oriundo da fabricação do biodiesel, vão da fabricação 

de novos produtos químicos, passando pela fabricação de aditivos para combustíveis de 

automóveis, metanol, alimento para animais. Além disso, o glicerol pode ser usado como fonte 

de carbono para a produção de H2, dihidroxicetona, ácido succínico, ácido propiônico e ácido 

cítrico (LEONETI et al., 2012). 

Diante disso, a produção de bioprodutos por bioconversão do glicerol residual vem 

sendo estudada por diversos pesquisadores, a fim de, utilizar o resíduo para produção de outros 

produtos de maior valor agregado e consequentemente a não acumulação do mesmo no meio 

ambiente. 

 Glicerol é um álcool simples e também é conhecido como 1,2,3-propanotriol, Figura 2. 

Em condições ambientes, é um óleo líquido, viscoso, sem cheiro ou coloração e solúvel em 

água (QUISPE et al.,2013) e possui um gosto adocicado. Já o glicerol bruto oriundo da 

transesterificação apresenta características distintas dependendo do triglicerídeo, do álcool e do 

catalizador utilizados. Além disso, devido à presença de três grupos hidroxila hidrofílicos, é 

uma molécula estável, solúvel em água, não oxidando em condições normais (PERRY et al., 

1997) 

Figura 2 - Estrutura do glicerol. 

 

Fonte: Beatriz et al., 2011. 

O glicerol bruto é um subproduto gerado em grandes quantidades no processo de 

produção de biodiesel. Durante a transesterificação dos óleos vegetais ou gorduras animais para 

a fabricação do biodiesel, aproximadamente 10% do volume total do produto final corresponde 

ao glicerol. No entanto, esse glicerol bruto contém várias impurezas, como metanol, água, 
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catalisadores, sais e outros compostos orgânicos, o que limita sua aplicação direta em muitos 

processos industriais sem tratamento prévio. 

No Brasil, a produção de glicerol bruto, um subproduto da fabricação de biodiesel, tem 

desempenhado um papel significativo no mercado de exportação. Em 2023, a exportação de 

glicerina (tanto em bruto quanto destilada) manteve-se forte, com um total de 46,5 mil toneladas 

exportadas já no início do ano, marcando janeiro como um dos melhores meses para esse 

mercado desde 1997. Esse aumento nas exportações reflete uma demanda crescente pelo 

produto, especialmente por parte da China, que continua a ser o principal destino 

(BIODISELDATA, 2023). 

Além disso, estima-se que o Brasil tenha exportado 283 mil toneladas de glicerina bruta, 

com uma receita total de aproximadamente 46,3 milhões de dólares, uma redução de 52,7% em 

relação a 2018, devido à maior oferta no mercado e a consequente queda dos preços 

internacionais. A adoção de níveis crescentes de mistura de biodiesel no país, como o B14, 

impulsionou ainda mais a geração desse subproduto (BIODISELDATA, 2023). 

O termo glicerina refere-se ao produto na forma comercial, com pureza acima de 95% 

(QUISPE et al., 2013). Esta tem aplicação em larga escala nos setores: cosmético, higiene 

pessoal, alimentos, medicamento, fumo, crioprotetores e na indústria têxtil (ARRUDA et al., 

2007; MOTA et al., 2009). Para que o glicerol atinja este grau de pureza, ele deve ser submetido 

à destilação, o que agrega alto custo ao processo (RIVALDI et al., 2007). As propriedades 

físico-químicas do glicerol estão representadas na Tabela 3. 

Tabela 2 - Propriedades físico-químicas do glicerol a 20 °C. 

Propriedades do glicerol 

Peso molecular 92,09 g mol-1 

Densidade 1,261 g cm-3 

Viscosidade 1,5 Pa s 

Ponto de fusão 18,2°C 

Ponto de ebulição 290°C 

Tensão superficial 64,00 mN m-1 

Calor específico 4,32 kcal g-1 

Coeficiente de temperatura -0,0598 mN (mK)-1 

Ponto de fulgor 160°C 

Fonte: Adaptado de Beatriz et al., 2011. 
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O glicerol bruto, por conta de suas impurezas, necessita de processos de purificação para 

ser utilizado em aplicações de maior valor agregado. Lima et al. (2019) discutem a composição 

do glicerol bruto oriundo da produção de biodiesel e os desafios para sua utilização direta em 

processos industriais. Eles destacam que a presença de metanol e sais reduz a eficiência de 

muitos processos biotecnológicos, o que torna a purificação uma etapa essencial para ampliar 

as possibilidades de uso (LIMA; SANTOS; MORAIS, 2019). 

Apesar das impurezas, várias pesquisas têm demonstrado que o glicerol bruto pode ser 

utilizado diretamente em processos de fermentação para a produção de hidrogênio e ácidos 

orgânicos. Silva et al. (2020) estudaram a fermentação do glicerol bruto para a produção de 

hidrogênio, destacando que, embora a presença de impurezas possa afetar o rendimento do 

processo, a utilização do glicerol residual de biodiesel como substrato representa uma 

alternativa econômica e sustentável para a produção de bioenergia (SILVA; DIAS; SCHWAN, 

2020). 

A utilização do glicerol bruto em processos industriais, especialmente em fermentação, 

pode ser vantajosa do ponto de vista econômico, uma vez que elimina ou reduz os custos 

associados à purificação. Entretanto, Pereira et al. (2019) destacam que o nível de impurezas 

do glicerol bruto pode inibir a atividade de microrganismos fermentativos, sendo necessário 

otimizar as condições de cultivo para mitigar esses efeitos negativos (PEREIRA; REIS; 

OLIVEIRA, 2019). 

Estudos demonstram que o glicerol em sua forma bruta contém elementos nutricionais 

(fósforo, enxofre, magnésio, cálcio, nitrogênio e sódio) que podem ser usados por 

microrganismos durante seu crescimento em fermentações, o que baixa consideravelmente o 

preço do processo, uma vez que carboidratos puros, como a glicose, por exemplo, possuem um 

preço superior (ARRUDA et al., 2007; RIVALDI et al., 2007; SABARATNAM; ALI 

HASSAN, 2012). 

 

3.2 Bioprodutos gerados na digestão anaeróbia do glicerol 

O metabolismo do glicerol e produção de hidrogênio podem ser dados por meio de duas 

rotas, a oxidativa e a redutiva (Figura 3). Na rota redutiva o glicerol é convertido em 1,3- 

propanodiol (1,3-PD) e na rota oxidativa poderá gerar diversos produtos, como ácido acético, 

ácido butírico, ácido propiônico, etanol, butanol entre outros isso vai depender dos 

microrganismos presentes e das condições ambientais (DROŻDŻYŃSKA et al., 2011 e 

SARMA et al., 2012). 
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Figura 3 - Rota fermentativa do glicerol. 

 

Fonte: Viana, 2016. 

Na maioria das vias de bioconversão do glicerol, o H2 é gerado juntamente com os 

diferentes metabolitos durante o metabolismo oxidativo (Eq. 01 - Eq. 04) (SARMA et al., 

2012). 

C3H8O3 + H2O                     CH3COOH (ácido acético) + CO2 + 3H2  (01) 

2 C3H8O3                                             C4H8O2 (ácido butírico) + 2CO2 + 4H2   (02) 

2 C3H8O3                                             C4H10O (butanol) + 2CO2 + H2O + 2H2  (03) 

C3H8O3                                 C2H6O (etanol) + CO2 + H2    (04) 

 

O 1,3-PD (C3H8O2) é um monômero de diol, o qual é um composto químico conhecido 

para aplicações em cosméticos, solventes, adesivos, detergentes e resinas. Também pode ser 

aplicado na síntese de tereftalato de politrimetileno (PTT), poliuretanos, poliéteres e compostos 

heterocíclicos, como indol e quinolonas (VIVEK et al., 2017). 
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O ácido acético (CH3COOH), que, é encontrado no vinagre, mas também pode ser usado 

como solvente, em tinturaria, perfumaria, na produção de corantes, na fabricação de acetonas, 

em tintas, na seda sintética, na produção de acetato de vinila (do qual se obtém o plástico PVA), 

de ésteres, de acetato de celulose (fibras têxteis), de acetatos inorgânicos, de anidrido acético e 

cloreto de etila (usados em sínteses orgânicas) e em medicamentos (MARQUES, 2021). 

O ácido propiônico (C4H6O2) é um ácido carboxílico que é usado na síntese de vitamina 

E, fibras de celulose, sabores artificiais de frutas, fragrâncias, perfumes, termoplásticos, drogas 

antiartríticas, atividade inibitória contra fungos, agentes antifúngicos em alimentos e rações, 

solventes e herbicidas. Seus sais são amplamente utilizados como conservantes de alimentos e 

rações (ZHANG et al., 2015; VIVEK et al., 2017; WANG e YANG, 2013).  

O ácido butírico (C4H8O2) é usado na indústria farmacêutica, na síntese de aromáticos 

e em agentes emulsificantes e plastificantes. É naturalmente encontrado na manteiga. Os ésteres 

e sais do ácido butírico são usados em uma variedade de aplicações, incluindo perfumes, aromas 

e aditivos para alimentação animal (MARQUES, 2021). 

O etanol (C2H6O) é utilizado em termômetros, como solvente, combustível, etc. 

(GARLAPATI et al., 2016).  

O butanol (C4H10O) é um solvente frequentemente aplicado a reações de formação de 

éster e éter. Pode ser aplicado em commodities químicas, materiais e têxteis, por exemplo, na 

produção de tintas (2-butoxietanol), butil acrilato (produto químico em massa) e plastificante 

dibutilsebacato. Apresenta vantagens sobre outros bioprodutos orgânicos simples, tornando-se 

um novo biocombustível (KRASŇAN et al., 2018). 

Além desses metabólitos apresentados, também pode ser gerado na fermentação do 

glicerol: ácido lático (SITTIJUNDA e REUNGASANG, 2017), 2,3- Butanodiol, ácido cítrico, 

ácido succínico entre outros (RODRIGUES et al., 2019). 

 

3.3 Efluente de suinocultura 

O aumento da produção brasileira de suínos tem sido significativo nas últimas duas 

décadas, impulsionado por avanços tecnológicos e maior competitividade no setor (NGUYEN 

et al., 2024). Essa expansão resultou em um aumento proporcional no volume de dejetos suínos, 

gerando preocupações crescentes sobre os impactos ambientais e à saúde pública, 

especialmente em países em desenvolvimento (JOHNSON et al., 2024). 

Cada suíno produz, em média, cerca de 2,5 kg de fezes por dia, e o total de resíduos, 

incluindo urina e água excedente, chega a aproximadamente 9 kg por animal (FERNANDEZ 
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et al., 2024). Este aumento de resíduos tem levado a um maior foco em tecnologias de 

tratamento e gestão sustentável. 

Durante a 26ª Conferência das Partes da Convenção-Quadro das Nações Unidas sobre 

Mudança do Clima (COP26), foi acordada a meta global de redução de 30% das emissões 

coletivas de metano. No Brasil, o Plano Setorial de Mitigação e de Adaptação às Mudanças 

Climáticas para a Consolidação de uma Economia de Baixa Emissão de Carbono (Plano ABC+) 

e o Manejo de Resíduos da Produção Animal (MRPA) são iniciativas importantes que 

incentivam a utilização de dejetos suínos para a geração de energia e biofertilizantes. 

Tecnologias emergentes, como a compostagem e a digestão anaeróbica, continuam a ser 

destacadas como soluções eficazes para a gestão desses resíduos e redução das emissões de 

gases de efeito estufa (KUNZ et al., 2022; NGUYEN et al., 2024). 

Alguns estudos que utilizaram apenas o esterco de porco como substrato em processo 

de monodigestão observaram dificuldades devido aos altos índices de nitrogênio em relação ao 

carbono orgânico disponível (WANG et al., 2012; YIN et al., 2015). O elevado teor de 

nitrogênio pode gerar um alto nível de amônia tóxica. Com isso, materiais ricos em carbono 

orgânico precisam ser adicionados ao esterco de suínos para fornecer a carbono orgânico 

necessário (OJEDIRAN et al., 2021). 

Os principais parâmetros para o aperfeiçoamento da produção de bioprodutos no 

processo de digestão anaeróbia devem ser mantidos em condições estáveis. Desta maneira, o 

acompanhamento da temperatura, pH, tamanho das partículas, relação C/N, dentre outros, são 

importantes para maximizar o desempenho dos microrganismos presentes no sistema 

(SIDDIQUE; WAHID, 2018a). Atualmente, diversos trabalhos concernentes à avaliação de 

diferentes processos de estabilização dos resíduos de suínos têm sido publicados. 

Campos et al. (2005a), operando sistema de bancada alimentado com água residuária de 

suinocultura, constituído por tanque de acidificação e equalização, reator UASB e lagoa aerada 

facultativa, dispostos em série, com tempo de detenção hidráulica (TDH) no reator UASB igual 

a 30h, observaram eficiências de 75 e 78%, para a remoção de DQOtotal e DBO5, 

respectivamente, considerando apenas a remoção obtida no reator UASB.  

Campos et al. (2005b), considerando o sistema completo, observaram eficiências para 

remoção da DQOtotal e sólidos voláteis totais da ordem de 84 e 73%, respectivamente. Cabe 

acrescentar que, em ambos os casos, a temperatura de operação do reator UASB foi mantida 

em 30ºC, por meio de um sistema de aquecimento do afluente.  

Santana e Oliveira (2005), operando um sistema anaeróbio em dois estágios, em escala 

piloto, alimentado com efluente líquido de suinocultura, composto por dois reatores UASB em 
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série (705 e 175 L), relataram eficiência na remoção de DQOtotal de até 92,7%, para um TDH 

total de 30h, operando com concentração de DQOtotal afluente igual a 9.625 mg L-1. Os mesmos 

autores, em outra fase do experimento, operando com DQOtotal afluente da ordem de 18.717 

mg L-1, relataram eficiência do sistema da ordem de 86,6%. 

Belli Filho et al. (2001), utilizando dejetos de suínos peneirados (0,1 mm) e equalizados, 

na alimentação de um reator UASB em escala piloto, operado durante 150 dias, com TDH de 

36h e carga orgânica volumétrica (COV) de 2,0 kgDQO m-3 dia-1, encontraram valores, para a 

eficiência de remoção de DQOtotal, da ordem de 85%. Esses autores concluíram que o reator 

UASB pode ser uma alternativa às lagoas anaeróbias, por apresentar menor TDH. Em se 

tratando da estabilização de efluentes suinícolas por meio de lagoas anaeróbias, esta tecnologia 

pode alcançar eficiências entre 50 e 80% na remoção de DBO5. 

Com isso, a digestão anaeróbia surge como alternativa para atender a demanda do 

efluente de suinocultura. A geração de uma energia limpa pode contribuir tanto para o meio 

ambiente como também em uma futura crise energética. Para os agricultores, pode contribuir 

diretamente para o desenvolvimento sustentável em áreas rurais, garantindo aos mesmos uma 

nova oportunidade de obter lucros (CAVINATO et al., 2010). 

 

3.4 Inóculo: Características e fontes para digestão anaeróbia 

A biodigestão anaeróbia, utilizando biodigestores, é um processo que demanda tempo 

para a bioestabilização dos resíduos. A introdução de inóculos tem sido uma estratégia eficaz 

para otimizar e acelerar esse processo. Inóculos fornecem uma população adicional de 

microrganismos específicos da biodigestão anaeróbia, o que pode aumentar a atividade 

microbiana, melhorar a produção de biogás e reduzir o tempo necessário para a estabilização 

dos resíduos (PAES et al., 2017; XAVIER; LUCAS JÚNIOR, 2010).  

Culturas puras de bactérias, como as do gênero Clostridium e Enterobacter, têm sido 

amplamente estudadas devido à sua capacidade de produzir hidrogênio e metano a partir de 

diversos substratos. Clostridium, uma bactéria Gram-positiva, e Enterobacter, uma Gram-

negativa, são eficazes na produção de hidrogênio em condições de pH próximas a 5,8-6,0 e 

temperatura de 37°C. Além disso, a bactéria Thermotoga tem sido pesquisada para produção 

de hidrogênio sob condições termofílicas, a 80°C e pH 7,0-7,4 (WANG; WAN, 2009; LI et al., 

2007).  

Atualmente, o uso de culturas mistas de bactérias como inóculo tem se mostrado mais 

prático e eficiente do que culturas puras. Culturas mistas são mais fáceis de operar e controlar, 
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e têm uma maior diversidade de microrganismos que podem utilizar uma gama mais ampla de 

substratos (LI et al., 2007; WANG; WAN, 2009). 

Uma ampla gama de fontes microbianas tem sido utilizada como inóculo na produção 

de hidrogênio, incluindo o esgoto de estação de tratamento de águas residuais, dejetos bovinos, 

lamas de esgoto, entre outros (WANG et al., 2011). No entanto, juntamente com os 

microrganismos produtores de hidrogênio, há também a presença da microflora consumidora 

deste gás, cuja /existência se dá de forma natural no ecossistema. Isso pode ser suprimido por 

pré-tratamentos usando métodos adequados, tais como calor, ácido, base, agentes químicos, 

para enriquecer a microflora produtora de hidrogênio (SIVAGURUNATHAN et al., 2016). 

O Brasil continua a ser um dos principais produtores e consumidores de carne suína no 

mundo. De acordo com dados mais recentes da Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD) e da Organização das Nações Unidas para Agricultura 

e Alimentação (FAO), em 2023 o consumo per capita de carne suína no Brasil foi de 

aproximadamente 13,2 kg, refletindo um aumento em relação aos anos anteriores. O total de 

carne suína consumida no país foi estimado em cerca de 3.500 milhões de toneladas (OECD-

FAO, 2023).  

A suinocultura no Brasil tem experimentado um crescimento contínuo, impulsionado 

por melhorias tecnológicas e expansão da demanda interna e externa. Esse crescimento é 

acompanhado por desafios ambientais significativos, uma vez que a suinocultura é 

frequentemente associada a elevados impactos ambientais, como a poluição da água e do solo 

devido ao manejo inadequado de dejetos. Estudos recentes, como os de Silva et al. (2023) e 

Oliveira et al. (2024), continuam a destacar a necessidade de melhores práticas de manejo para 

mitigar esses impactos. 

 

3.5 Pré-tratamento de culturas mistas para a geração de H2 

Em um sistema de culturas mistas, sob condições anaeróbias, o hidrogênio produzido 

pelas bactérias, tais como o Clostridium ou Enterobacter, é na maioria das vezes rapidamente 

consumido por certos microrganismos. Assim, a fim de se aproveitar o hidrogênio gerado deste 

sistema de culturas mistas, o lodo, por exemplo, necessita passar por um processo de pré-

tratamento para suprimir a atividade das espécies consumidoras de hidrogênio preservando ao 

mesmo tempo a atividade das bactérias geradoras deste gás (LI; FANG, 2007). 

A produção biológica de hidrogênio por fermentação escura compartilha muitas 

características em comum com a digestão anaeróbia metanogênica. Culturas mistas tipicamente 



30 

 

 

anaeróbias podem não produzir hidrogênio uma vez que ele é rapidamente consumido pelos 

microrganismos produtores de metano. Por isso, há a necessidade de se restringir a 

metanogênese permitindo que o hidrogênio se torne o produto final do fluxo metabólico. Assim, 

os métodos de pré-tratamento dos microrganismos são essenciais como forma de selecionar 

grupos específicos de bactérias (ROSSI et al., 2011). Bactérias produtoras de hidrogênio 

formadoras de endósporos, como as pertencentes aos gêneros Clostridium e Bacillus, formam 

endósporos como um resultado do estresse bacteriano quando em condições ambientais 

desfavoráveis, como alta temperatura, limitação de nutrientes, acidificação e alcalinidade, por 

exemplo, que são as condições impostas durante os pré-tratamentos dos inóculos (ROSSI et al., 

2011).  

A esporulação é um processo de diferenciação, considerado um fenômeno complexo, 

que leva à formação de endósporos dormentes que são capazes de sobreviver milhares, senão 

milhões de anos. Os endósporos bacterianos não possuem metabolismo e podem suportar uma 

ampla variedade de condições adversas como calor, exposição à radiação ultravioleta e contato 

com solventes enquanto que as espécies metanogênicas, que geram metano e consomem 

hidrogênio, não possuem tais capacidades que acaba por prevenir o crescimento competitivo 

destes microrganismos. Apesar desta dormência extrema, os endósporos mantêm um 

mecanismo sensorial em alerta, o que lhes permite responder aos nutrientes específicos quando 

em condições ambientais ideais para sua reativação (ATRIH; FOSTER, 2002; ROSSI et al., 

2011). 

Vários pré-tratamentos das culturas mistas são encontrados na literatura. Rossi e 

colaboradores (2011) desenvolveram uma pesquisa investigando a influência de diferentes 

métodos de pré-tratamentos para a seleção de consórcios de bactérias geradoras de hidrogênio 

a partir do glicerol residual da síntese de biodiesel. Os cinco tratamentos químicos estudados 

por este autor e aplicados ao consórcio foram: choque térmico, no qual o lodo foi fervido a 

100°C por 15 minutos; o tratamento com ácido e base, por meio de um ajuste do pH a 3,0 ou 

10,0 usando 1M HCl ou NaOH e mantendo este pH por 24h; o calor seco e dessecação foi 

realizado armazenando a amostra por 2 horas em um forno de secagem à 105°C seguido por 

uma dessecação em uma jarra de dessecação por 2 horas; o congelamento e o descongelamento 

foi realizado pela exposição das amostras à -10°C por 24 horas seguido por um 

descongelamento por 6 horas à 30°C. De acordo com o autor, tratamentos à quente são os 

melhores métodos de serem garantidas as maiores gerações de hidrogênio. Para Selembo et al. 

(2009), o tratamento térmico é o pré-tratamento mais comum e que pode ser facilmente 

empregado para a seleção de bactérias geradoras de hidrogênio. 



31 

 

 

Além dos cuidados a serem tomados com o inóculo, para que se tenham bons 

rendimentos de hidrogênio gerado é importante que se realize o pré-tratamento do glicerol 

bruto, pois de acordos com Santos et al., (2013) e Chi et al., (2007) o glicerol é um substrato 

inadequado para o processo fermentativo quando utilizado sozinho, por possuir concentrações 

elevadas de carbono (aproximadamente 1500 g DQO L -1), além de ser pobre em nutrientes e 

possuir elevada viscosidade. Após o pré-tratamento para a eliminação destes resíduos, há a 

possibilidade de sua reutilização para produção de mais biodiesel por meio de esterificação e 

transesterificação. Sendo assim, toda a matéria orgânica não glicerol que foi separada do 

glicerol bruto por meio do pré-tratamento, pode voltar ao processo de obtenção de mais 

biodiesel (SANTORI et al., 2012). 

 

3.6 Aspectos gerais do processo de fermentação anaeróbia 

A fermentação consiste em um processo biológico no qual um consórcio de 

microrganismos ou cultura pura promove a transformação de compostos orgânicos complexos 

(carboidratos, proteínas e lipídios) em produtos mais simples, tais como ácidos orgânicos 

voláteis (ácidos isobutírico, propiônico, acético e butírico), álcoois (etanol, butanol), H2 e CO2 

(SÁ et al., 2014). 

A degradação da matéria orgânica em ambientes anaeróbios envolve a cooperação de 

diferentes microrganismos. Quatro etapas principais são responsáveis por essa degradação: 

hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese (Figura 4). A etapa inicial corresponde à 

hidrólise, onde bactérias hidrolíticas produzem enzimas extracelulares que promovem a 

degradação dos materiais particulados complexos em materiais mais simples, os quais são 

permeáveis às membranas celulares das bactérias fermentativas. Durante a etapa acidogênica, 

os produtos solúveis oriundos da etapa anterior são metabolizados no interior das células das 

bactérias, sendo convertidos em compostos mais simples, sendo eles os ácidos orgânicos 

voláteis, álcoois, CO2 e H2. Na etapa seguinte, as bactérias acetogênicas são responsáveis pela 

oxidação dos produtos gerados na fase acidogênica em substrato apropriado (H2 e ácido acético) 

para as arquéias metanogênicas, onde o H2 pode também ser convertido em ácido acético pelas 

bactérias homoacetogênicas. A última etapa do processo corresponde à presença das arquéias 

metanogênicas, que convertem o H2 e o ácido acético em CH4 e CO2. Em função de sua 

afinidade pelo substrato, as arquéias metanogênicas podem ser divididas em metanogênicas 

acetoclásticas (arquéias que utilizam o ácido acético como substrato) e metanogênicas 

hidrogenotróficas (arquéias que utilizam o hidrogênio como substrato) (SÁ et al., 2014).     
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Figura 4 - Etapas da fermentação anaeróbia. 

 

Fonte: Marques, 2018. 

3.6.1 Acidogênese  

O modelo matemático proposto por Mosey (1983) sobre o processo de digestão 

anaeróbia e seus mecanismos reguladores de produção de ácidos orgânicos a partir de glicose 

sugeriu que as bactérias acidogênicas produzem os ácidos acéticos, propiônico e butírico de 

acordo com os níveis de hidrogênio no biogás, como mostrado nas equações: 

C6H12O6 + 2H2O →  2CH3COOH (acético) + 2CO2+4 H2      (05) 

C6H12O6  →  CH3CH2CH2COOH (butírico) + 2CO2 + 2 H2    (06) 
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C6H12O6 + 2 H2  →  CH3CH2COOH (propiônico) + 2 H2O     (07) 

A reação de conversão de glicose para ácido acético ocorre preferencialmente, uma vez 

que essa reação fornece às bactérias acidogênicas um maior rendimento de energia para o 

crescimento, além de prover substrato ao grupo posterior, das bactérias metanogênicas 

acetoclásticas, para a produção de metano. As demais reações, de formação de ácido butírico e 

propiônico são as respostas das bactérias à acumulação de hidrogênio durante sobrecargas. O 

desvio do metabolismo da glicose em direção ao ácido butírico reduz tanto a produção de 

hidrogênio quanto o teor ácido no sistema. A formação de ácido propiônico requer o consumo 

de hidrogênio e, assim há o controle do potencial redox durante as sobrecargas (MOSEY, 1983).  

A Figura 5 fornece a principal via metabólica para a conversão de glicose para ácidos 

orgânicos. As bactérias acidogênicas usam essa via para obter energia da oxidação da glicose 

para ácido acético. Durante o curso dessa oxidação, átomos de hidrogênio removidos da glicose 

são transferidos primeiramente para moléculas de NAD+ (forma oxidada de transportadores de 

elétrons) convertendo-as para NADH (forma mais reduzida) e então são liberados para a 

solução como gás hidrogênio dissolvida (MOSEY, 1983). 

Sob condições iniciais de operação, a concentração de hidrogênio no digestor é muito 

baixa e o metabolismo da glicose é direcionado quase inteiramente em direção a formação de 

ácido acético. Como a concentração de hidrogênio aumenta, a falta de formas oxidadas de 

NAD+ desacelera a velocidade global de fermentação (lado A da Figura 5) e uma abundância 

de formas reduzidas de NADH acelera as reações para os lados C e D na mesma figura. O efeito 

global do aumento na concentração de hidrogênio no digestor reduz a velocidade global de 

formação de ácido acético e muda a mistura de ácidos produzidos, diminuindo a proporção de 

glicose convertida para acético e aumenta a proporção convertida para propiônico e butírico 

(MOSEY, 1983). 

Além disso, Harper e Pohland (1986) afirmam que o acúmulo de hidrogênio, em 

quantidade acima da capacidade assimilativa coletiva desses organismos, torna necessária a 

presença de um método alternativo de disposição de elétrons que possibilite a regeneração do 

NADH. Essa necessidade, segundo os autores, é preenchida pela fermentação de piruvato a 

propionato, lactato e etanol ou pela fermentação do Acetil-Coa a ácido butírico. 

De acordo com Terracino e Kashket (1986) para o Clostridium acetobutyricum, a troca 

do metabolismo acidogênico para solventogênico ocorre em pH abaixo de 5,0. Durre (1998) 

sugere que os ácidos são formados exclusivamente durante o crescimento exponencial dos 

microrganismos e que a solventogênese é iniciada na transição da fase de crescimento 
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estacionário. Oliveira (1993) afirma que valores baixos de pH ocasiona redução da população 

de microrganismos metanogênicos. 

As bactérias acidogênicas usam glicose não somente como fonte de energia, mas 

também como fonte de carbono para o metabolismo de novas células e o hidrogênio também 

controla as velocidades de conversão de ácido propiônico e butírico a ácido acético (MOSEY, 

1983). 

Figura 5 - Caminho metabólico dentro das bactérias formadoras de ácidos orgânicos. 

 

Fonte: Mosey, 1983. 

3.7 Fatores que influenciam o processo fermentativo anaeróbia 

Os processos anaeróbios, são autorregulados e dependente de diversos fatores. Durante 

a operação dos reatores, alguns parâmetros operacionais devem ser ajustados visando uma 

melhor eficiência dos processos e consequentemente um melhor rendimento na produção 
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de H2. Entres eles, pode-se citar: temperatura, pH, tempo de detenção hidráulica, substrato, 

entre outros. (WANG; WAN, 2009). 

3.7.1 Temperatura 

A temperatura causa efeitos significativos nas comunidades microbianas, interferindo 

na estabilidade do processo e na produção do biogás (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). De 

acordo com Chernicharo (2007), dos fatores físicos que afetam o crescimento microbiano, a 

temperatura é um dos mais importantes na seleção das espécies. 

De acordo com Kwietniewska e Tys (2014) em relação à temperatura, a biodigestão 

anaeróbia é geralmente classificada em processos psicrófilos (10 a 20 °C), mesofílicos (20 a 45 

°C) e termófilos (45 a 65 °C). De acordo com Ferrer et al (2008) Devido aos gastos com energia 

e estabilidade do processo a digestão anaeróbia mesofílica é mais utilizada. No entanto, a 

digestão anaeróbia termofílica é mais eficiente em termos da remoção da matéria orgânica e 

produção de metano. 

Conforme estudos da temperatura ideal para produção de hidrogênio fermentativo, 

constataram que as condições na faixa do mesofílico e termofílico favorecem a geração de 

hidrogênio (WANG; WAN, 2009).  

A temperatura ótima para cada processo vai depender do tipo e origem do inóculo, da 

quantidade de compostos realmente biodegradáveis e das condições operacionais do sistema 

(GUO et al., 2010). A Tabela 4 apresentam alguns estudos que investigaram o efeito da 

temperatura na produção de H2. 

Tabela 3 - Estudo da temperatura na produção de H2 fermentativo. 

Inóculo Substrato Temperatura 

estudada 

Temperatura 

ótima 

Referências 

Lodo de esgoto municipal 

 

 

Xilose 

 

30-55 

 

50 

LIN, WU e 

HUNG, 2008a 

Lodo anaeróbio 

 

Glicose 33-41 41 MU et al., 2006a 

 

Ethanoligenens harbiense 

 

 

Sacarose 

 

25-45 

 

35 

WANG, MU e 

YU, 2005 

Thermoanaerobacterium 

 

Glicose 20-44 37 XING et al., 

2008 

 

thermosaccharolyticum Sacarose 40-80 60 O-THONG et al., 

2008 

Esgoto sanitário Glicerol 45-55 55 Marques, 2021. 

Fonte: Adaptado de De Sá, 2011. 
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3.7.2 pH 

O pH desempenha um papel importante na biodegradação anaeróbia. Ele influencia a 

atividade da hidrogenase bem como a via metabólica, sendo também, um fator crucial para a 

supressão das atividades das metanogênicas que consomem hidrogênio, por isso a relevância 

de o meio nutriente conter uma solução tamponante (ANGELIDAKI; SANDERS, 2004; LI; 

FANG, 2007). 

O pH inicial ideal para a produção fermentativa de hidrogênio relatado por Khanal et al. 

(2004) foi 4,5, enquanto o relatado por Lee et al. (2002) foi 9,0. Possivelmente o desacordo se 

deu pela diferença entre esses estudos nos termos do inóculo, substrato e faixa de pH inicial. 

Para bactérias hidrolíticas e acidogênicas a faixa ideal é de 5,2 a 6,3, enquanto para as 

acetogênicas e as arqueas metanogênicas a faixa é de 6,5 a 8. De uma forma geral, estudos 

apontam o pH ideal no intervalo de 5,2 a 7,0 com uma média de pH 6,0 para a conversão de 

hidrogênio a partir de carboidratos (LI; FANG, 2007).  

O pH dentro da faixa supracitada favorece a atividade das enzimas envolvidas no 

processo de produção do H2, bem como permite a inibição dos microrganismos consumidores 

de H2 presentes no meio fermentativo. O pH afeta não somente o rendimento da produção de 

H2, mas também modifica o espectro de subprodutos formados, bem como promove alterações 

nas comunidades bacterianas presentes no meio fermentativo (SILVA, 2017). 

Durante a fase de hidrólise e acidogênise o pH varia entre 5,5 a 6,5, pelo acúmulo de 

ácidos orgânicos, mas não resulta sempre em decréscimo de pH devido à capacidade tampão 

do substrato ou da mistura dos substratos (WANG; WAN, 2009). 

 Temudo et al. (2008) em seus estudos do processo fermentativo com glicose, xilose e 

glicerol a 30 ºC observaram que em pH baixo (< 6), os principais metabólitos formados 

consistiam em ácidos orgânicos, por exemplo, ácidos butírico e acético, enquanto que em 

elevados valores de pH o espectro de produtos formados mudava para ácido acético e etanol. 

Os autores também observaram que em ambas as condições, pH baixo ou elevado, havia a 

predominância de espécies do gênero Clostridium, enquanto em valores intermediários de pH 

havia uma maior diversidade microbiana no meio fermentativo. Além de preocupação com o 

pH inicial, estudos têm sido conduzidos envolvendo o controle e manutenção do pH durante 

todo o processo fermentativo, de modo a viabilizar a geração de bioprodutos de interesse, uma 

vez que a acumulação de ácidos intermediários provenientes do metabolismo implicará na 

acidificação e consequente queda do pH, inviabilizando o processo fermentativo (FANG; LIU, 
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2002; WANG et al.,2005; MU et al., 2006 e SÁ et al.,2014). Logo, a utilização de solução 

tampão é uma forma de amenizar as variações de pH do meio reacional.  

 

3.7.3 Pressão parcial de hidrogênio 

A pressão parcial de hidrogênio no reator é um dos fatores que afeta a produção de 

bioprodutos por via fermentativa. 

De acordo com Hallenbeck (2009) elevada pressão parcial de H2 no meio fermentativo 

pode favorecer a formação de compostos orgânicos, pois de acordo com Valdez-Vazquez 

(2016) a pressão parcial no heasdapace altera o fluxo de elétrons nas reações químicas.  

Diversos estudos têm sido conduzidos de modo a diminuir a pressão parcial de H2 na 

fase líquida, favorecendo deste modo, a síntese de H2. Ngo, Kim e Sim (2011) aumentaram a 

produção de H2 de 1,23 para 2,73 mol de H2/mol de glicerina através de purgas de N2 no meio 

fermentativo. Mizuno e colaboradores (2000) reduziram a concentração do H2 dissolvido no 

meio fermentativo através de purgas com N2, obtendo um aumento de 68% no rendimento de 

H2. Lay (2000) aumentou a velocidade de agitação de um reator contínuo através de um agitador 

magnético, de 100 para 700 rpm e observou que a taxa diária de produção de H2 utilizando 

amido como substrato aumentou significativamente. 

 

3.7.4 Substrato 

Uma grande variedade de materiais ricos em carboidratos, lipídios e/ou proteínas podem 

ser utilizados como substratos na produção de bioprodutos por via biológica. No entanto, 

conforme descrito por inúmeros estudos, os carboidratos constituem a fonte preferida de 

carbono orgânico no processo fermentativo (GUO et al., 2010; WANG e WAN, 2009). Este 

fato fica evidenciado em um estudo realizado por Lay e colaboradores (2003), no qual foram 

utilizados substratos de diferentes composições químicas com a mesma cultura mista de micro-

organismos. Os autores observaram que resíduos ricos em carboidratos possuem um potencial 

para produção de hidrogênio 20 vezes maior quando comparado aos resíduos ricos em lipídios 

e proteínas.  

Disponibilidade, custo e biodegradabilidade constituem os principais critérios para 

seleção de substratos adequados para a produção de hidrogênio fermentativo (HAWKES et al., 

2002). Carboidratos simples, como sacarose e glicose são facilmente biodegradáveis, por esse 

motivo, são utilizados como substratos modelo para produção do biohidrogênio. No entanto, 

fontes puras de carboidratos representam matérias-primas caras para produção de H2 em grande 
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escala, sendo viáveis apenas quando baseadas em fontes renováveis e de baixo custo 

(NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010; DAS e VEZIROGLU, 2008). É 

neste contexto que se destaca a utilização de materiais residuais como potenciais substratos para 

produção de bioprodutos como H2 e ácidos orgânicos, pois é sabido que a produção de 

hidrogênio é acompanhada pela produção de ácidos. 

O glicerol tem se destacado como fonte de carbono em processos fermentativos por não 

demandar pré-tratamento para sua utilização. Ao contrário da maioria dos resíduos celulósicos 

e alimentícios que não podem ser empregados diretamente na degradação biológica, devido às 

suas estruturas complexas, necessitando de tratamento prévio para viabilizar o seu uso. Dessa 

forma, o glicerol sobressai em relação a outras fontes de carbono, como um substrato promissor 

na produção biológica de hidrogênio e outros produtos de valor agregado (PARANHOS, 2016). 

Estudos vêm sendo realizados no intuito de alcançar a maior eficiência de degradação 

do glicerol quando utilizado como substrato em processos fermentativos. Os estudos mostram 

que em uma faixa apropriada, aumentar a concentração do substrato pode aumentar a 

capacidade das bactérias em produzir hidrogênio. Em contrapartida, concentrações em níveis 

muito mais altos poderiam diminuir significativamente o hidrogênio e etanol, mas aumentar a 

produtividade de 1,3-propanodiol por exemplo (HU; WOOD, 2010; MOON et al.,2011). 

Salienta-se que existem certos desacordos sobre a concentração ótima de um dado substrato 

para produção de hidrogênio via fermentação, em virtude dos variados tipos de inóculos que 

podem ser testados. Por isso é essencial saber os microrganismos envolvidos ao comparar 

qualquer rendimento dos metabólitos gerados (WANG; WAN, 2009). 

 

3.7.5 Grau de agitação  

Os digestores convencionais devem possuir algum sistema de agitação por retorno de 

gás produzido, após compressa, por recirculação dos sólidos em suspensão em digestão do 

fundo para todo o digestor ou por agitação mecânica, pois caso contrário a velocidade do 

processo será bastante reduzida, visto que, não ocorrerá o contato suficiente entre as bactérias 

e a matéria orgânica e haverá zonas mortas, devido a sedimentação, ocasionando perda da 

capacidade útil do digestor. Há indícios que uma demasiada agitação no digestor favorece as 

bactérias acidogênicas podendo assim causar um desequilíbrio no processo (DE SOUZA, 

1984). 
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3.7.6 Inóculo 

Como a biodigestão compreende num processo complexo que exige a presença de 

diferentes espécies microbianas, faz-se necessário utilizar um inóculo apropriado, que contenha 

os microrganismos necessários para que o processo de degradação possa ser estabelecido. O 

inóculo não só proporciona um consórcio microbiano variado, como também macro e 

micronutrientes e capacidade de neutralização (YANG et al., 2015). A concentração de inóculo 

é importante para o processo e varia de acordo com o material utilizado para ativar a população 

microbiana. De fato, o tipo de inóculo afeta a população microbiana no processo, bem como a 

diferença na composição físico-química e na capacidade de produção de biogás (DE VRIEZE 

et al., 2015; SILVA, C. E. D. F.; ABUD, 2016)  

A utilização de culturas puras tem sido largamente usada para produção de hidrogênio 

a partir de variados substratos, sendo a maioria dos estudos realizados em bateladas utilizando 

glicose como substrato. No entanto, é mais desejável produzir hidrogênio a partir de resíduos 

orgânicos usando sistema com reatores de alimentação contínua, pois torna-se mais viável às 

indústrias alcançar o objetivo de redução de resíduos e produção de energia em larga escala, 

com eficiência considerável (LI; FANG, 2007). 

Entretanto, existem consórcios de bactérias em ambientes naturais que podem ser 

utilizados como inóculos para a produção de hidrogênio, por via anaeróbia. Inóculos mistos são 

de simples manuseio e controle, o que industrialmente se torna mais interessante, sobretudo do 

ponto de vista operacional, além de contar com uma maior opção de matéria-prima que pode 

ser empregada como fonte de substrato (SILVA, 2017). 

A escolha dos microrganismos envolve o tipo de substrato e também do balanço 

econômico do processo de produção de H2. Devido às condições ambientais e a diversidade de 

substâncias no resíduo a ser utilizado, há grandes possibilidade de bactérias que consumem o 

H2 estarem presentes em elevada concentração. Com isso, sugere-se que culturas mistas passem 

por um pré-tratamento por métodos como choque térmico, aeração, congelamento e 

descongelamento ou adição de ácido (WANG e WAN, 2008; NEVES, 2009).  

Tem-se ainda a possibilidade de combinar culturas, as chamadas culturas 

bioaumentadas, normalmente empregadas visando a melhoria da eficiência dos processos 

microbiológicos, uma vez que os intermediários de uma via catabólica de uma cepa podem ser 

ainda degradados por outras cepas devido às interações sinérgicas entre os microrganismos ali 

associados, o que pode levar à degradação completa do substrato (BHATTACHARYA et al., 
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2015). Embora sabe-se que também pode ocorrer a competição pelo substrato, o que implicaria 

na queda do rendimento de determinado metabólito de interesse (SILVA, 2017). 

 

3.7.7 Modo operacional do reator 

A maioria dos estudos relacionados à produção de H2 por via fermentativa anaeróbia 

tem sido conduzida em batelada. Reatores em batelada possuem a vantagem de serem simples, 

flexíveis e facilmente operados. No entanto, operações em grande escala requerem processos 

de produção contínuos por razões práticas de armazenamento de resíduos e por considerações 

econômicas (GUO et al., 2010; WANG e WAN, 2009). No processo contínuo em escala 

laboratorial, o reator de tanque agitado contínuo (em inglês, continuously stirred tank reactor – 

CSTR) tem sido comumente utilizado (AROOJ et al., 2008). Outros tipos de reatores também 

têm sido utilizados, tais como o reator anaeróbio de fluxo ascendente com manta de lodo 

(CHANG e LIN, 2004), biorreator de leito empacotado (LEITE et al., 2008); reator de leito fixo 

(LI, ZHANG e FANG, 2006), biorreator de leito fixo e ascendente (PEIXOTO, 2008); reator 

batelada anaeróbio em série (CHEONG, HANSEN e STEVENS, 2007) entre outros. 

3.8 Estratégias para a produção de hidrogênio e ácidos orgânicos 

As estratégias para assegurar uma efetiva produção de hidrogênio e ácidos orgânicos 

consistem em garantir que um sistema contenha, essencialmente, organismos produtores de 

hidrogênio, e aperfeiçoar as condições operacionais para assegurar as melhores produções de 

hidrogênio e ácidos orgânicos. Uma vez que a produção de hidrogênio, dióxido de carbono e 

ácidos orgânicos ocorre em uma fase intermediária da digestão anaeróbia, é necessário que o 

processo seja interrompido nessa fase para que os produtos gerados não sejam consumidos na 

etapa posterior da metanogênese. As diferenças fisiológicas entre as acidogênicas e 

metanogênicas representam a base fundamental para o desenvolvimento de estratégias para o 

acúmulo de hidrogênio e ácidos orgânicos (SHIDA, 2008). 

Considerando a capacidade em produzir endósporos, as bactérias acidogênicas podem 

ser selecionadas a partir de fontes naturais como o solo (VAN GINKEL et al., 2001; IYER et 

al., 2004), de sistemas de tratamento anaeróbio de efluentes (ZHANG et al, 2006; LIN et al., 

2006) e de sistemas produtores de hidrogênio com uma população acidogênica já selecionada 

(FANG e LIU, 2002.). 
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Ainda, aliado à tecnologia de tratamento do inóculo, diversos autores operaram seus 

sistemas em condições de pH ácido para inibir a atividade metanogênica durante os 

experimentos (YU e FANG et al., 2001; LIU et al., 2002; YU et al., 2003). 

Além disso, a produção fermentativa de hidrogênio e de ácidos orgânicos é um processo 

muito complexo e influenciado por muitos fatores, como inóculo, substrato, tipo de reator, 

nitrogênio, fosfato, íon metálico, temperatura e pH (WANG e WAN, 2009). 

Logo, inibindo a etapa final do processo de digestão anaeróbia, somente a acidogênese 

ocorrerá para produzir os gases hidrogênio, dióxido de carbono e ácidos orgânicos. 

 

3.9 Reatores anaeróbios em batelada 

Uma variedade de configurações de biorreatores pode ser empregada para a produção 

de hidrogênio a partir de materiais orgânicos baratos, incluindo o glicerol bruto proveniente da 

indústria de biodiesel. Eles podem ser simples garrafas de soro de tamanhos diferentes, 

fermentadores em escala laboratorial, com agitação e controle de pH, reatores de fluxo 

ascendente, ou podem ser células bioeletroquímicas. No entanto, com base no potencial de 

produção de hidrogênio, uma configuração em particular não pode ser considerada superior às 

demais configurações. Observa-se que a maior parte dos experimentos é conduzida no modo de 

operação em batelada usando uma configuração simplificada com a utilização de frascos de 

soro (SARMA et al., 2012). 

Reatores em batelada são usados em escala laboratorial na maioria dos estudos que 

tratam de fermentação na ausência de luz. Tal configuração possui a vantagem de ser mais 

simples, facilmente operado e flexível. Isto resultou na ampla utilização de reatores em batelada 

para a determinação do potencial de geração de biohidrogênio a partir de substratos orgânicos. 

No entanto, em um contexto industrial, por razões práticas de gestão de armazenamento de 

resíduos e de considerações de ordem econômica, os bioprocessos contínuos são recomendados 

(GUO et al., 2010; SÁ et al., 2014). Até o presente momento, nenhum reator de biohidrogênio 

em escala industrial foi configurado, mas espera-se que o design de biorreator e a configuração 

do sistema sejam semelhantes às usinas de biogás de metano: somente os parâmetros 

operacionais podem variar entre estas duas aplicações anaeróbias.  

Tendo em vista a vasta experiência adquirida em unidades de biogás que tratam resíduos 

orgânicos agrícolas, especialmente na Alemanha, o reator mais provável para a produção 

biohidrogênio seria um reator de tanque vertical, continuamente agitado com diferentes tipos 

de misturadores (GUO et al., 2010). 
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Em alguns estudos, verificou-se que a produção de hidrogênio em reatores em batelada 

apresentava maiores rendimentos de hidrogênio gerados do que os reatores em modo contínuo. 

Isto pode ser atribuído ao microambiente substancialmente diferente em um reator em batelada 

(variáveis no tempo e consequentemente concentrações elevadas de substrato na parte inicial 

do reator em batelada) que conduz a um fluxo metabólico diferente do que em microambiente 

com concentração reduzida de substrato de forma constante que acontece em reator de tanque 

agitado, em modo contínuo (NTAIKOU et al., 2010). 
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4   METODOLOGIA 

 

A Figura 6 apresenta um fluxograma da metodologia utilizada durante a produção desse 

trabalho experimental. 

A metodologia como se pode observar foi dividida em quatro partes, onde a primeira 

consistiu na coleta e caracterização do efluente de suinocultura (que será utilizado como 

inóculo), a segunda na produção do glicerol bruto em laboratório, a terceira se fez variações do 

efluente de suinocultura (inóculo) para se escolher o melhor inóculo a ser utilizado nas reações 

de fermentação anaeróbia e por último consistiu no acompanhamento e produção dos 

bioprodutos.  

Figura 6 - Fluxograma das etapas do estudo realizado. 

 

Fonte: Autor, 2024 
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Com o intuito de produzir bioprodutos, baseado em Aguilar-Aguilar (2019), foi 

realizado ensaios em reatores de batelada operados em temperatura mesofílica, destinados à 

produção biológica de metabólitos de maior valor agregado utilizando glicerol bruto como fonte 

de carbono e efluente de suinocultura como inóculo.  

 

4.1 Substrato: Produção de glicerol bruto 

Com o objetivo de ter maior controle sobre a composição do glicerol bruto a ser utilizado 

no reator, o mesmo foi produzido no Laboratório de Sistemas de Separação e Otimização de 

Processos (LASSOP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), por meio de reação de 

transesterificação de óleo de fritura de soja (Figura 7), fornecido pelo restaurante universitário 

da UFAL. 

Figura 7 - Representação esquemática do processo de produção de biodiesel  

 

Fonte: Autor, 2024. 

Para produção de glicerol bruto, como se trata de uma reação reversível, foi utilizado 

excesso de etanol para direcionar a reação no sentido da produção de biodiesel, assim, em cada 

reação o etanol foi colocado na proporção 7:1, etanol para óleo. O catalisador utilizado na 

reação foi hidróxido de potássio (KOH), com quantidade de 1,7% em relação à massa de óleo 

(SILVA, 2011). 

Para as reações de transesterificação foram utilizados um reator do tipo CSTR de 1,5 L 

de capacidade total, utilizado no modo batelada, com agitador a 2000 rpm, e temperatura de 30 
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°C, conforme Figura 8. Para cada reação, o catalisador (KOH) foi previamente dissolvido no 

álcool (etanol) e o óleo, depois de pré-aquecido previamente no reator, recebeu a mistura de 

hidróxido de potássio e etanol, dando início à reação.  

Figura 8 - Reator STR para produção do glicerol bruto. 

 

Fonte: Pereyra, 2019. 

Após 30 minutos de reação o glicerol foi separado da mistura miscível utilizando um 

funil de separação e um rotaevaporador, para remoção total do etanol, conforme Figura 9, e 

posteriormente realizada as análises de caracterização.  

Figura 9 - Separação do biodiesel e glicerol bruto 

 

Fonte: Pereyra, 2019. 
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Na figura 10 encontra-se o glicerol bruto que será utilizado nos ensaios de fermentação 

anaeróbia para obtenção dos bioprodutos. 

Figura 10 - Glicerol bruto produzido do processo de transesterificação de óleo de fritura de soja. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

Glicerol bruto proveniente do processo de transesterificação utilizando óleos de frituras 

precisam ser caracterizados pela variação significativa na quantidade de água, materiais sólidos, 

compostos polares e ácidos graxos livres (JORGE et al., 2005). 

O índice de acidez indica a quantidade de ácidos graxos livres presentes em uma 

determinada amostra, sendo geralmente demonstrado como porcentagem em relação à massa 

de ácido oleico na amostra. Óleos com índice de acidez menores a 1% não necessitam de pré-

tratamento. Os óleos com índices entre 1 e 5% necessitam de um pré-tratamento, desde que, 

avaliado seu custo-benefício. Por fim, para valores acima de 5%, o pré-tratamento é 

indispensável (AHN et al., 1995). 

4.2 Inóculo e pré-tratamento 

No presente trabalho foi utilizado efluente de suinocultura, como inóculo, por ser um 

efluente agroindustrial e gerado em vários municípios do Estado de Alagoas. As amostras 

coletadas obtidas de uma propriedade rural de criação de suínos localizado no município de 

Mar Vermelho – AL. O mesmo foi acondicionado em recipientes (previamente lavados com 

água e álcool 70%), e armazenadas em freezer a -15°C até o uso. 
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O inóculo (Figura 11) utilizado no reator foi submetido a um tratamento térmico de 90 

°C durante um período de 15 minutos e posterior esfriamento em banho de gelo até a 

temperatura de 25 °C, de modo a inibir o desenvolvimento de microrganismos produtores de 

metano, e selecionar as bactérias anaeróbias formadoras de esporos, tais como Clostridium sp, 

de acordo com recomendado por Maintinguer et al. (2008) adaptado de Kim et al. (2006). Este 

processo é amplamente utilizado para o tratamento de microflora mista quando se tem interesse 

em bactérias produtoras de hidrogênio (WONG et al., 2014; ZUMAR BUNDHOO et al., 2015). 

Figura 11: Efluente de suinocultura: Inóculo 

 

Fonte: Autor, 2024. 

4.3 Ensaios em reatores anaeróbios em batelada: Escolha do inóculo (1° etapa) 

A digestão anaeróbia do presente trabalho foi dividida em duas etapas, onde a primeira 

etapa foi realizada um estudo com quatro variações do inóculo do efluente de suinocultura (in 

natura, auto fermentado, nitrogenado e liofilizado), Figura 12, afim de escolher o melhor 

inóculo a ser utilizado na segunda etapa da digestão anaeróbia.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2024. 

Inóculo 

R3- Nitrogenado R1- In natura R4- Liofilizado 

 

R2- Auto fermentado 

Figura 12 - Estudo da avaliação do inóculo. Esquema dos testes preliminares. 



48 

 

 

Tabela 4 - Descrição das variações do inóculo. 

INÓCULO DESCRIÇÃO REFERÊNCIA 

In natura 
Efluente cru, pré-tratado termicamente para inativar os microrganismos 

metanogênicos. 
Rossi et al., 2011. 

 

Auto fermentado 

Para obtenção do inóculo pelo processo de fermentação natural (auto 

fermentação), o efluente pré-tratado termicamente, foi colocado em 

recipiente aberto, tipo béquer de 1 L, coberto por tela para preservação 

de insetos por um período de 100 h e exposto ao ambiente para 

crescimento microbiano. 

 

Adaptado de 

Penteado, 2012. 

Nitrogenado 
Efluente pré-tratado termicamente, depois de ter atingindo a temperatura 

ambiente sofreu um congelamento instantâneo com N2 líquido. 
Santos et al., 2020 

 

Liofilizado 

Preparado no liofilizador de bancada LS3000 Terroni, localizado no 

laboratório de análises farmacêuticas e alimentícias (LAFA) da 

Universidade Federal de Alagoas. O método consistiu no congelamento 

do efluente, pré-tratado termicamente, com N2 líquido e posterior 

sublimação, na câmara do aparelho, aplicando-se vácuo e fornecimento 

de calor. 

 

Adaptado de Oliveira 

e Silva, 2018. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

A Figura 13 mostra as quatro variações do inóculo de efluente de suinocultura após seus 

respectivos pré-tratamentos. 

Figura 13 - Variações do inóculo de efluente de suinocultura: R1 (in natura); R2 (auto fermentado); R3 

(nitrogenado); R4 (liofilizado). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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A escolha foi feita de acordo com o inóculo que teve maior rendimento de hidrogênio 

gasoso, pois se sabe que as bactérias acidogênicas, produtoras ácidas orgânicos, produzem 

ácidos orgânicos de acordo com os níveis de hidrogênio no meio (BUNDHOO, 2017; KHAN 

et al., 2018; LI et al., 2018). 

Após a fase de pré-tratamento, foram realizados experimentos em batelada montados 

em triplicata (com as quatro variações do efluente de suinocultura), desenvolvidos em frascos 

de capacidade útil de 250 mL com meio reacional de 100 mL. A Figura 14 apresenta a ilustração 

do reator em batelada utilizado no experimento.  

Em todos os tratamentos manteve-se 90% v/v solução de glicerol bruto, de concentração 

fixa de 50 g/L, conforme estudado por De Oliveira Nobre (2015) e Marques (2021), e 10% de 

volume experimental do inóculo. No reator 1 (inóculo R1), no reator 2 (inóculo R2) e no reator 

3 (inóculo R3) foram adicionados 90 mL de glicerol bruto e 10 mL do inóculo respectivo. No 

reator 4, 1,32g de inóculo R4 (calculado a partir dos sólidos totais voláteis) foi dissolvido no 

meio 90% v/v solução de glicerol bruto, concentração fixa de 50 g/L e completado com água 

destilada para um volume total reacional de 100 mL.  

Todos os experimentos foram preparados com a estratégia de inibição da metanogênese 

adotada e com substituição do ar atmosférico presente no headspace dos frascos através do 

borbulhamento de nitrogênio gasoso (N2) para estabelecer a anaerobiose do processo 

fermentativo (CHANDOLIAS; PARDAEV; TAHERZADEH, 2016). 

Figura 14 - Ilustração do reator em batelada para averiguação do melhor inóculo. 

 

Fonte: Autor,2024. 

O experimento foi desenvolvido durante 20 dias, período que se alcançou a estabilidade 

do sistema fermentativo, em condições mesofílicas, com a temperatura de 30 ± 1 °C mantida 



50 

 

 

em uma câmara incubadora refrigerada sem agitação orbital (shaker), modelo MA380. O pH 

inicial reacional foi ajustado para 5,0 mediante a adição de HCl 1M. 

Conforme Lettinga et al., (2001) na faixa mesofílica a digestão anaeróbia se desenvolve 

bem em temperaturas desde 30 °C até 40 °C. O controle inicial do pH foi realizado, de modo a 

viabilizar a geração de bioprodutos de interesse, uma vez que a acumulação de ácidos 

intermediários provenientes do metabolismo implicará na acidificação e consequente queda do 

pH, inviabilizando o processo fermentativo (FANG; LIU, 2002; WANG et al.,2005; MU et al., 

2006 e SÁ et al.,2014). Por razões energéticas, uma concentração elevada de hidrogênio impede 

a acetogênese e, por consequência, ocorre o acúmulo de ácidos orgânicos (DEUBLEIN; 

STEINHAUSER, 2011). 

As caracterizações dos produtos formados foram realizadas conforme mostra a Tabela 

5. Em cada fase experimental foram feitas coletas de amostras dos reatores anaeróbios afins de 

serem realizadas as devidas análises físico-químicas e cromatográficas. Antes de cada análise 

as amostras foram filtradas em filtros de microfibra de vidro. 

Tabela 5 - Monitoramento do reator em batelada para averiguação do inóculo. 

ANÁLISE PERIOCIDADE METODOLOGIA 

Temperatura Diário Termômetro 

pH Inicial e Final APHA (2005) 

DQO Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos totais (ST) Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos fixos (SF) Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos voláteis (SV) Inicial e Final APHA (2005) 

Ácidos orgânicos e álcoois Inicial e Final MAINTINGUER et al. (2008) 

Produção de H2 Diário APHA (2005) 

Fonte: Autor, 2024. 

4.4 Ensaios em reatores anaeróbios em batelada: Produção de bioprodutos (2° etapa) 

A segunda etapa consistiu na utilização do inóculo que teve maior produção de 

hidrogênio, parâmetro observado para produção de ácidos orgânicos (AOV). Além disso a 

segunda etapa foi observada o acompanhamento da produção dos AOV a cada dois dias, durante 

20 dias, período de estabilidade do processo. 

Foram montados (em triplicata) reatores anaeróbios em batelada de 500 mL (Figura 15) 

obedecendo o meio reacional de 90% v/v solução substrato e 10% de volume experimental do 

inóculo. Foi dissolvido no meio experimental de 250 mL, 3,29 g do inóculo liofilizado 
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(calculado a partir dos sólidos totais voláteis) com a estratégia de inibição da metanogênese 

adotada e com substituição do ar atmosférico presente no headspace dos frascos através do 

borbulhamento de nitrogênio gasoso (N2) para estabelecer a anaerobiose do processo 

fermentativo (CHANDOLIAS; PARDAEV; TAHERZADEH, 2016).  

Figura 15 - Ilustração do reator em batelada para obtenção dos bioprodutos. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

O experimento foi desenvolvido em condições mesofílicas, com a temperatura de 30 ± 

1 °C mantida em uma câmara incubadora refrigerada sem agitação orbital (shaker), modelo 

MA380. O pH inicial reacional foi ajustado para 5,0 mediante a adição de HCl 1M. 

As caracterizações dos produtos formados foram realizadas periodicamente conforme 

mostra a Tabela 6. Em cada fase experimental foram feitas coletas de amostras dos reatores 

anaeróbios afins de serem realizadas as devidas análises físico-químicas e cromatográficas. 

Antes de cada análise as amostras serão filtradas. 

Tabela 6 - Monitoramento do reator em batelada para obtenção de bioprodutos. 

ANÁLISE PERIOCIDADE METODOLOGIA 

Temperatura Diário Termômetro 

pH Inicial e Final APHA (2005) 

DQO Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos totais (ST) Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos fixos (ST) Inicial e Final APHA (2005) 

Sólidos voláteis (SV) Inicial e Final APHA (2005) 

Ácidos orgânicos e álcoois 2x por dia MAINTINGUER et al. (2008) 

Produção de H2 Diário APHA (2005) 

Fonte: Autor, 2024. 
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4.5 Ensaios de caracterização do substrato, do inóculo e dos reatores 

4.5.1 Análises físico-químicas 

As análises físico-químicas do inóculo e do substrato utilizado foram: temperatura, pH, 

demanda química de oxigênio (DQO) e análise de sólidos (totais, fixos e volateis). Todas as 

análises foram realizadas de acordo com APHA: Standard Methods for the Examination of 

Water and Waterwaster (2005).  

4.5.2 Análise de quantificação do hidrogênio 

As análises para determinar e quantificar o gás H2 produzido nos reatores foram 

realizadas por cromatografia gasosa, de acordo com a metodologia desenvolvida por 

Maintinguer et al. (2008) e replicada por vários autores (CHAVES, 2018; ANDRADE, 2017; 

VIANA, 2016; AHMAD, 2016).  

Utilizou-se um cromatógrafo gasoso de alta resolução, da marca Shimadzu®, modelo 

GC 2010, munido de detector de condutividade térmica (TCD) com as seguintes configurações: 

• Coluna CarboxenTM 1010 PLOT com capilar de sílica fundida (30m x 0,53mm); 

• Temperaturas do injetor, detector e coluna = 30, 200 e 230 °C, respectivamente; 

• Fluxo do gás de arraste (argônio): 21,9 cm.s-1; 

• Tempo total de análise: 6,87 min. 

4.5.3 Análises de metabólitos solúveis pelo método de headspace 

A determinação dos metabólitos solúveis foi executada pelo método de extração por 

headspace de acordo com metodologia adaptada de Adorno et al. (2014) e Chaves (2018), com 

o uso do amostrador automático HS-20 acoplado ao cromatógrafo gasoso GC 2010, ambos da 

marca Shimadzu® e processado no software LabSolutions. 

O cromatógrafo gasoso foi o mesmo utilizado na análise de composição dos metabólicos 

solúveis, havendo apenas a troca da sua coluna CarboxenTM 1010 PLOT por uma coluna 

SUPELCOWAXTM 10, também com capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25μm), 

com hidrogênio como gás de arraste e detector de ionização de chama (FID). As amostras 

líquidas de efluente foram preparadas pelo efeito salting-out, em tubos de 10 mL com tampa 

rosqueável e septo de silicone branco e azul, com a adição de 1 g de NaCl, 2 mL de amostra, 

70 µL de solução de isobutanol a 1 g/L, 100 µL de ácido crotônico a 700 mg/L e 200 µL de 

ácido sulfúrico 2 M, de acordo com Adorno et al. (2014). 
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A quantificação foi realizada utilizando o cromatógrafo GC 2010 - Adaptado de Adorno 

et al. (2014):com a seguinte configuração: 

• Rampa de temperatura: 35 °C (0’), 2 °C/min 38 °C (0’), 10 °C/min 75 °C (0’), 35 °C/min 

120 °C (1’), 10 °C/min 170 °C 2 °C/min; 

• Temperaturas do injetor, do detector (FID) e da coluna: 250, 280 e 35 °C, 

respectivamente; 

• Razão de Split: 16,3; 

• Fluxo do gás de arraste (H2), do make-up ou gas auxiliar (N2) e do gás de chama (ar 

sintético): 30, 30 e 300 mL/min, respectivamente; 

• Velocidade linear constante: 41,8 cm/s; 

• Fluxo da coluna: 1,56 mL/min.dia; 

• Tempo total de análise: 14,49 min. 

➢ Para o amostrador automático HS-20 –Baseado em Frink e Armstrong (2017): 

• Pressão do gás de pressurização (Argônio): 100 kPa; 

• Nível de agitação: 2; 

• Temperaturas do forno, da linha de amostra e da linha de transferência: 105,3; 150 e 

118 °C, respectivamente; 

• Tempos de equilíbrio, de pressurização e de equilíbrio da pressão: 5; 0,5 e 0,10 minutos, 

respectivamente; 

• Tempos de carregamento, de equilíbrio do carregamento e de injeção: 0,5; 0,10 e 0,5 

minutos, respectivamente; 

• Tempo de ciclo do GC: 14,99 minutos. 

A partir destas condições, foi possível avaliar a produção de acetona, metanol, etanol, 

n-butanol e de seis ácidos (acético, propiônico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico e 

caproico). A análise de metabólitos também possibilitou observar a principal rota seguida pelos 

microrganismos presentes no reator para produzir hidrogênio. 



54 

 

 

5   RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Nesta seção, serão apresentados os resultados dos parâmetros analisados durante as 

duas etapas de operação dos reatores em batelada que foram utilizados nesta pesquisa. São 

descritas as caracterizações do substrato, do inóculo e dados de monitoramento do reator 

como temperatura e pH. 

Posteriormente são descritos os resultados referentes a remoção de DQO, 

concentração de sólidos, produção volumétrica do gás hidrogênio e concentrações dos 

metabólicos solúveis produzidos durante a operação dos reatores.  

5. Caracterização do substrato e do inóculo  

Na Tabela 7 encontram-se os resultados da caracterização físico-química do glicerol 

bruto e do efluente de suinocultura.  

Tabela 7 - Características físico química do substrato e do inóculo.  

 

Fonte: Autor, 2024. 

O pH alcalino do glicerol bruto o remete ao processo que lhe deu origem, subproduto 

da transesterificação de óleo vegetal com etanol por catálise homogênea com hidróxido de po-

tássio, base forte, que resultou em pH extremamente alcalino (9,99 pH). Em se tratando do 

efluente de suinocultura foi observado que o pH se encontrava no limite inferior requerido para 

o desenvolvimento das bactérias anaeróbias metanogênicas (6,08 pH). Segundo Kondusamy et 

al. (2014) as bactérias anaeróbias metanogênicas se desenvolvem bem em uma faixa de pH de 

6,5 a 7,5, pois valores fora desta faixa inibem ou dificultam seu desenvolvimento, já que as 

arqueobacterias são sensíveis às mudanças de pH. O valor de pH é um importante indicador 

para avaliar a estabilidade dos sistemas de digestão anaeróbia, pois afeta os microrganismos 

acidogênicos e metanogênicos (GLANPRACHA; ANNACHHATRE, 2016; KONDUSAMY; 

KALAMDHAD, 2014). 

PARÂMETROS GLICEROL BRUTO 
EFLUENTE DE 

SUINOCULTURA 

pH 9,99 ± 0,19 6,08 ± 0,9 

ST (mg. L-1) 604.436,00 ± 8.536 177.730,00 ± 2.766 

SV (mg. L-1) 550.780,00 ± 7.666 131.733,00 ± 2.814 

SF (mg. L-1) 53.656,00 ± 2.579 45.997,00 ± 48,00 

DQO (mg. L-1) 1.903,215 ± 6.757 138.367,00 ± 617,00 

Alcalinidade (mg. L-1) 23.195,190 ± 216,07 - 

Umidade (%) 69% ± 0,014 - 

Viscosidade (mm2) 400,32 ± 17,77 - 
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A DQO do glicerol bruto produzido foi bastante significativa, de 1.571,066 mg. L-1, 

valor superior ao encontrado por Santos (2017) – 1.360.000 mg. L-1 e bastante superior ao re-

latado por Lovatel (2016) – 870.000 mg. L-1. O valor de sólidos voláteis no glicerol bruto foi 

cerca de 95% superior ao contido encontrado nos trabalhos de Angonese (2006) – 25.486,00 

mg. L-1 e bastante superior ao relatado por Lovatel (2016) – 2.901,00 mg. L-1. O valor de SV/ST 

do efluente de suinocultura e do glicerol bruto foram de aproximadamente 74% e 91% respec-

tivamente, medida indireta de conteúdo de material orgânico que poderá ser convertida. 

 

5.2 Digestão anaeróbia  

5.2.1 Análise da eficiência da digestão anaeróbia para os diferentes inóculos: Escolha do 

inóculo (1° etapa) 

5.2.1.1 Caracterização físico-química dos ensaios de digestão anaeróbia e eficiências de 

remoção em termos de DQO e SVT 

A Tabela 8 mostra a caracterização inicial e final das misturas do efluente de 

suinocultura investigadas, bem como as eficiências de remoção em termos de DQO e SVT. 

Tabela 8 - Características iniciais e finais e eficiências de remoção nos reatores estudados da Etapa 1. 

Fonte: Autor, 2024. 

O pH inicial, sem ajustes, dos sistemas de digestão anaeróbia resultante da combinação 

do substrato, glicerol bruto e efluente de suinocultura (in natura, auto fermentado, nitrogenado 

e liofilizado) apesar de diferentes, quando analisados individualmente, ao se misturarem, 

PARÂMETROS          INÓCULO   

 In natura Auto fermentado Nitrogenado Liofilizado 

DQOInicial (mg/L) 35.985,60 ± 356,21  36.237,48 ± 534,31 38.000,64 ± 890,42 36.993,12 ± 712,42 

 
DQOFinal (mg/L) 24,902,88 ± 712,42  26.414,16 ± 534,00  22.586,1 ± 890,00 

 

17.850,24 ± 178,00 

 

 EDQO (%) 31% ± 0,02 27% ± 0,01 41% ± 0,01 52% ± 0,01 

STVInicial (mg/L) 29.960,00 ± 1.627 28.360,00 ± 1.591 22.980,00 ± 1.460 17.680,00 ± 1.322 

STVFinal (mg/L) 24.616,00 ± 2.814 23.068,00 ± 506,00 17.812,00 ± 2.386 11.612,00 ± 1.879 

ESTV (%) 20% ± 0,09 19% ± 0,02 22% ± 0,11 34% ± 0,07 

pHfinal 4,92 ± 0,03 4,94 ± 0,11 4,54 ± 0,07 4,18 ± 006 

DQOinicial, DQOfinal e EDQO – Concentração de DQO inicial e final e eficiência de remoção; SVTinicial, SVTfinal e ESVT– 

Concentração de sólidos voláteis totais inicial e final e eficiência de remoção. 
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apresentaram os resultados 8,2; 7,63; 9,14 e 8,1 respectivamente. Como estratégia para 

produção de ácidos orgânicos e hidrogênio o pH dos reatores foi ajustado para 5,0 utilizando-

se HCl 1M. No final do experimento foi observado que houve uma diminuição nos pH dos 

reatores tendo uma maior diminuição nos reatores contendo o inóculo liofilizado e nitrogenado. 

Essa diminuição de pH pode inferir, que a redução observada é devido a produção de H2 

acompanhada da formação de ácidos orgânicos voláteis (AOV). (BUNDHOO, 2017; KHAN et 

al., 2018; LI et al., 2018). 

A eficiência dos reatores no tratamento de efluentes está diretamente relacionada à 

capacidade de reduzir a carga orgânica presente no substrato. No caso dos reatores contendo os 

inóculos liofilizado e nitrogenado, que apresentaram as maiores eficiências de remoção de DQO 

(52% e 41%, respectivamente), a redução da carga orgânica pode ser explicada pela maior 

atividade microbiana preservada após os processos de liofilização e tratamento com nitrogênio. 

Estudos indicam que o pré-tratamento térmico e a liofilização dos inóculos podem aumentar a 

eficiência da degradação da matéria orgânica ao promover a seleção de microrganismos mais 

resistentes e ativos (WANG et al., 2011; ZHANG et al., 2016). 

Além disso, a remoção de sólidos voláteis totais (SVT) também foi mais eficiente nos 

reatores com inóculos liofilizados (34%) e nitrogenados (22%), comparados aos reatores com 

inóculos in natura e auto fermentado. De acordo com Campos et al. (2013), o tratamento com 

inóculos previamente selecionados pode acelerar a decomposição da matéria orgânica e 

otimizar a produção de biogás. Estudos de Cai et al. (2015) corroboram esses achados, 

indicando que microrganismos selecionados e cultivados sob condições controladas aumentam 

a eficiência da conversão de compostos orgânicos em biogás, além de favorecer a redução da 

carga poluidora do efluente tratado. 

A redução da carga orgânica em sistemas anaeróbios também depende da remoção 

eficiente dos microrganismos consumidores de hidrogênio e metanogênicos, que competem 

com as bactérias produtoras de hidrogênio, conforme demonstrado por Li et al. (2007). O uso 

de pré-tratamentos como calor, ácidos ou congelamento instantâneo pode inibir esses 

competidores, resultando em uma fermentação mais eficiente e na redução da carga orgânica 

(SIVAGURUNATHAN et al., 2016). 

 

5.2.1.2 Produção de hidrogênio 

A produção de hidrogênio foi acompanhada, no período de 20 dias, por meio do croma-

tógrafo gasoso de alta resolução, da marca Shimadzu®, modelo GC 2010, munido de detector 
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de condutividade térmica (TCD) até a estabilidade ser atingida nos reatores anaeróbios em ba-

telada contendo o efluente de suinocultura, inóculo, e o glicerol 50 g/L, substrato.  

Na Figura 16 encontram-se ilustradas as curvas de progresso da produção de H2 acumu-

lado, para cada variação do inóculo. 

Figura 16 - Produção de hidrogênio acumulado das quatro variações do inóculo. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

Os resultados encontrados podem indicar que o inóculo afetou significativamente a pro-

dução de hidrogênio. No reator contendo o inóculo liofilizado foi observado uma maior produ-

ção acumulada de H2 (93,068 mL de H2) em detrimento dos inóculos nitrogenado (60,341mL 

de H2). Nos inóculos in natura e auto fermentado não houve produção de hidrogênio. Isso pode 

ocorrer devido à presença de microrganismos consumidores de hidrogênio produzido durante 

o processo fermentativo, impedindo sua acumulação significativa (XAVIER; LUCAS JÚ-

NIOR, 2010; OH, VAN GINKEL E LOGAN, 2003).  

Considerando à redução da carga orgânica (DQO) após a digestão anaeróbia foi possível 

notar que nos ensaios onde houve a produção de maior volume de biogás (liofilizado e 

nitrogenado) ocorreu também, os maiores valores de redução percentual da DQO, no entanto, 

os ensaios com menor redução de carga orgânica não apresentaram produção de biogás (in 

natura e auto fermentado) muito provavelmente devido a presença de bactérias consumidoras 

de H2. 

O inóculo liofilizado se sobressaiu em relação a todos os inóculos (in natura, auto 

fermentado e inclusive o nitrogenado) possivelmente devido o processo de liofilização, pois tal 
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processo pode manter a viabilidade, estabilidade genética e até potencializar suas características 

DE OLIVEIRA; DE SOUSA, 2012; FELIPE, 2019). 

Os inóculo in natura e auto fermentado mesmo recebendo o tratamento térmico, para 

inibição de microrganismos metanogênicos, não foi bastante para eliminar os microrganismos 

consumidores de H2, pois segundo OH, Van Ginkel e Logan (2003) eliminar microrganismos 

metanogênicos pode não ser suficiente para evitar o consumo de H2, uma vez que as algumas 

bactérias homoacetogênicas são formadoras de esporos, podendo reesporular e consumir o H2.   

Possivelmente nos inóculos (liofilizado e nitrogenado) os microrganismos 

consumidores de H2 foram sensíveis ao mecanismo de congelamento com N2 líquido, 

produzindo efeito inibidor ou letal. Diferentemente do que ocorreu com os microrganismos 

produtores de H2 que possivelmente teve seu poder de crescimento, esporulação e germinação 

aumentado. Estudos feitos por De Oliveira e De Souza (2012) mostram que o congelamento 

com N2 líquido apresentam comportamentos diferenciado nos microrganismos podendo ocorrer 

redução, aumento ou não germinação.  

Além disso estudos feitos por Campos (2004) mostrou que o efeito crioprotetor de 

glicerol pode desempenhar um papel muito importante na crioproteção dos microrganismos, 

aumentando seu crescimento e esporulação. De Brum (2001) também mostra em seus estudos 

que a germinação de microrganismos é afetada pela luminosidade, temperatura, 

criopreservação, por crioprotetores, período de armazenamento, esterilização do material, tipo 

de gelo: rápido ou lento. 

 

5.2.1.3 Produção de ácidos orgânicos voláteis (AOVs) 

Durante a acidogênese, vários metabólitos foram produzidos junto com o hidrogênio, 

em diferentes concentrações. A Tabela 9 são expostas as concentrações médias em mmol/L dos 

metabólitos solúveis produzidos nos reatores com seus respectivos inóculos. Nos reatores pode-

se encontrar a presença de acetona, metanol, etanol, n-butanol, ácido acético, ácido propiônico, 

ácido butírico, ácido isobutírico, ácido isovalérico, ácido valérico e ácido caproíco, com o 

etanol e o ácido acético em maiores quantidades quando se utilizou os inóculos in natura, auto 

fermentado e nitrogenado e ácido butírico quando se utilizou o inóculo liofilizado. 
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Tabela 9 - Concentrações em mmol/L dos metabólitos solúveis produzidos nos reatores (etapa1). 

Fonte: Autor, 2024. 

As concentrações de ácidos orgânicos (AOV) e dos metabólicos solúveis foram 

influenciados significativamente pelas mudanças do inóculo. A produção de metabólitos 

Solúveis Totais (MST) foi de 117,84; 97,62; 138,28 e 127,41 mmol/L, bem como uma produção 

de Ácidos Orgânicos Totais (TOA) de 80,90; 6384; 122,40 e 81,04 mmol/L para os inóculos in 

natura, auto fermentado, nitrogenado e liofilizado, respectivamente. 

De acordo a Figura 17, o inóculo, além de influenciar na produção de gás hidrogênio, 

também afetou a distribuição dos Metabolitos Solúveis Totais produzidos (MST), bem como 

na produção de Ácidos Orgânicos Totais (TOA).  

Figura 17 - Concentração de metabólicos solúveis (mmol/L). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

METABÓLICOS  INÓCULO   

 In natura Auto fermentado Nitrogenado Liofilizado 

Acetona (mmol/L) 2,09 ± 0,023 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

Metanol (mmol/L) 0,53 ± 0,005 0,54 ± 0,044 0,67 ± 0,11 0,62 ± 0,057 

Etanol (mmol/L) 36,93 ± 1,78 33,78± 0,54 14,75 ± 2,55 45,52 ± 3,37 

n-butanol (mmol/L) 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,12 ± 0,249 0,85 ± 0,589 

Ácido acético (mmol/L) 50,71 ± 6,67 44,41 ± 3,03 68,90 ± 12,06 2,85 ± 0,55 

Ácido propiônico (mmol/L) 11,22 ± 2,05 8,67 ± 0,35 2,42 ± 0,93 0,59 ± 0,092 

Ácido isobutírico (mmol/L) 3,32 ± 2,88 0,70 ± 0,022 14,16 ± 2,89 1,43 ± 1,55 

Ácido butírico (mmol/L) 9,49 ±2,30 6,94 ± 0,422 29,65 ± 0,94 74,42 ± 4,73 

Ácido isovalérico (mmol/L) 1,47 ±0,28 0,96 ± 0,011 1,76 ± 0,312 0,21 ± 0,060 

Ácido valérico (mmol/L) 1,96 ± 0,339 1,34 ± 0,065 3,60 ± 0,99 0,68 ± 0,066 

Ácido caproíco (mmol/L) 0,11 ± 0,004 0,28 ±0,018 1,24 ± 0,41 0,23 ± 0,20 
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A menor produção de TOA foi observada no reator que utilizou o inóculo auto 

fermentado (97,62 mmol/L) e alcançou o ápice com o inóculo nitrogenado (138,28 mmol/L), 

isso provavelmente estar relacionado a menor e maior produção de H2 nos reatores, 

respectivamente. 

Obteve-se uma menor produção de ácidos orgânicos tanto no reator contendo os 

inóculos in natura quanto auto fermentado e quando se teve uma maior produção de hidrogênio, 

obteve-se também um aumento substancial na quantidade de ácidos orgânicos tanto para o 

inóculo nitrogenado quanto liofilizado. Chaves et al. (2021) cita que geralmente, a formação de 

hidrogênio é favorecida pela produção dos ácidos acético (4 mol-H2/mol-glicose) e butírico (2 

mol-H2/mol-glicose), enquanto o consumo é realizado pelos microrganismos produtores de 

ácido propiônico, isso possivelmente pode ter contribuído para não produção de hidrogênio nos 

reatores contendo os inóculos in natura e auto fermentado, pois ambos foram que tiveram maior 

rendimento deste ácido, conforme Tabela 9. Sugere-se também que o inóculo liofilizado foi 

mais seletivo para produção de (AOV) do que o inóculo nitrogenado, mesmo tendo apresentado 

maior rendimento.  

A presença do ácido acético em maior concentração nos reatores pode estar relacionada 

com a produção de hidrogênio.  De acordo com Chaves (2018) quando este ácido é apenas um 

subproduto da fermentação na ausência de luz, resulta em um rendimento de hidrogênio 

máximo de 4 molH2.mol-1(Eq. 12), mas nem sempre a presença do mesmo está ligada a alta 

concentração de hidrogênio, isto porque, bactérias homoacetogênicas que provavelmente 

resistiram ao tratamento térmico do inóculo, podem ter utilizado H2 para produzir ácido acético 

(Eq. 13).  

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2O     (08) 

4H2 + 2CO2 →CH3COOH + 2H2O       (09) 

A alta produção de etanol indica uma fermentação do tipo etanoica nos reatores in natura 

e auto fermentado, o que também pode explicar a possível não produção de hidrogênio nesses 

reatores, pois de acordo com Marques (2018) o etanol pode não ser desejável no reator, 

porque esta rota pode consumir substrato do meio e não produzir hidrogênio. 

Diferentemente do que ocorreu com os ensaios contendo os inóculos nitrogenado e 

liofilizado que os reatores produziram principalmente ácido acético (rota do acetato) e ácido 

butírico (rota do butirato), respectivamente que são os principais metabólitos ligado à alta 

produtividade de hidrogênio. 
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 Mais especificamente, nos estudos de Li et al. (2007), Guo et al. (2008), Han et al. 

(2010), Chang et al. (2011), Han et al. (2012a), Han et al. (2012b), Li et al. (2013) e Zhu et 

al.(2013), o etanol e o ácido acético chegaram a representar, após estabilização, 70%, 89,1%, 

89%, 80,7%, 82%, 89,3%, 71,5% e 73% dos metabólitos solúveis totais produzidos, 

respectivamente. Neste trabalho, essa porcentagem foi de 74,3% (in natura), 80% (auto 

fermentado), 60% (nitrogenado) e 38% (liofilizado). Os autores citados observaram que a 

fermentação do tipo etanol ocorre em pHs de efluentes bastante ácidos, geralmente entre 4 e 

4,5; nesta pesquisa os pHs dos efluentes ficaram entre 4,18 e 4,94. 

5.2.2 Análise da eficiência da digestão anaeróbia para o inóculo liofilizado: Produção de 

bioprodutos (2° etapa)  

5.2.2.1 Caracterização físico-química dos ensaios de digestão anaeróbia e eficiências de 

remoção em termos de DQO e SVT 

A Tabela 10 mostra a caracterização inicial e final da fermentação anaeróbia com o 

inóculo liofilizado (inóculo escolhido devido ter tido um maior rendimento na produção de 

hidrogênio) bem como a eficiência de remoção em termos de DQO e SVT. 

Tabela 10 - Características iniciais e finais e eficiências de remoção no reator contendo o inóculo 

liofilizado. 

Parâmetros Liofilizado 

DQOInicial (g/L) 48.3227,72 ± 356.21 

DQOFinal (g/L) 21.880,32 ± 178.12 

EDQO (%) 55% ± 0,01 

STVInicial (g/L) 22.472,00 ± 1.539 

STVFinal (g/L) 15.980,00 ± 2.393 

ESTV (%) 29% ± 0,05 

pHfinal 4,05 ± 0,19 

DQOinicial, DQOfinal e EDQO – Concentração de DQO inicial e final e eficiência de remoção; SVTinicial, SVTfinal e 

ESVT– Concentração de sólidos voláteis totais inicial e final e eficiência de remoção 

Fonte: Autor,2024. 

O pH dos sistemas de digestão anaeróbia resultante da combinação do substrato (glicerol 

bruto) e efluente de suinocultura liofilizado apesar de diferente, quando analisados 

individualmente, ao se misturarem, apresentou o resultado de 8,2. O pH do reator foi ajustado 

para 5,0 utilizando -se HCl 1M. No final do experimento foi observado que houve uma 
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diminuição no pH para 4,05.  Essa diminuição de pH pode inferir, que a redução observada é 

devido a produção de H2 acompanhada da formação de ácidos orgânicos voláteis (AOV). 

(BUNDHOO, 2017; KHAN et al., 2018; LI et al., 2018). 

A redução da carga orgânica (DQO) após a digestão anaeróbica teve uma eficiência de 

remoção de 55%. Autores como Cremonez et al. (2015), que utilizaram águas residuárias de 

suinocultura e vinhaça, obtiveram melhor eficiência de remoção de 68,40%. Em relação ao SVT 

a digestão anaeróbia teve uma eficiência de 29%. 

5.2.2.2 Produção de hidrogênio 

A produção de hidrogênio também foi acompanhada, no período de 20 dias, por meio 

do cromatógrafo gasoso de alta resolução, da marca Shimadzu®, modelo GC 2010, munido de 

detector de condutividade térmica (TCD) até a estabilidade ser atingida nos reatores anaeróbios 

em batelada contendo o efluente de suinocultura, inóculo, e o glicerol bruto 50 g/L, substrato. 

Na Figura 18 encontram-se ilustrada a curva de progresso da produção de biogás por 

mL de H2 acumulado. 

Figura 18 - Produção de hidrogênio acumulado do inóculo liofilizado. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

O rendimento de biogás observado no ensaio contendo o inóculo liofilizado (2° etapa) 

foi de 155,814 mL de H2. O valor do hidrogênio acumulado da 2° etapa foi maior em relação 

ao inóculo liofilizado da 1° etapa devido o mesmo ter um volume reacional maior, de inóculo 

e substrato. Possivelmente nessa 2° etapa do experimento, como aconteceu na 1° etapa, os mi-

crorganismos consumidores de H2 foram sensíveis ao mecanismo de congelamento com N2 
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líquido, produzindo efeito inibidor ou letal, além de ter tido  um possível aumento do poder de 

crescimento, esporulação e germinação dos microrganismos produtores de H2, conforme os au-

tores De Oliveira; De Souza (2012) e Felipe (2019) o processo de liofilização pode manter a 

viabilidade, estabilidade genética e até potencialização de suas características. 

Em relação à redução da carga orgânica (DQO) após a digestão anaeróbica foi possível 

notar que com o aumento da produção de volume de biogás ocorreu também uma maior redução 

do percentual da DQO, 55%.  

 

5.2.2.3 Produção de ácidos orgânicos Voláteis (AOVs) 

A quantificação dos ácidos orgânicos voláteis e álcoois no reator, é importante para 

verificação as rotas metabólicas adotadas pelas comunidades microbianas. Estas rotas, 

podem ser benéficas quando produzem hidrogênio ou maléficas quando consumem hidrogênio 

ou substrato do meio e assim, interfere diretamente no rendimento de hidrogênio. Além 

disso, alguns desse metabólitos gerados podem ter papel inibitório ou tóxico para os 

microrganismos produtores de H2 (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2008; OTTAVIANO, 

2014). 

Na Tabela 11 são expostas as concentrações em mmol/L dos metabólitos solúveis 

produzidos no reator contendo o inóculo liofilizado. Esse inóculo foi escolhido para 2° etapa 

devido sua maior produção de H2, nos ensaios da 1° etapa, pois se sabe que a produção de 

(AOVs) é acompanhada pela produção de H2. Nos reatores pode-se encontrar a presença de 

acetona, metanol, etanol, n-butanol, ácido acético, ácido propiônico, ácido butírico, ácido 

isobutírico, ácido isovalérico, ácido valérico e ácido caproíco. 
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Tabela 11 - Concentrações em mmol/L dos metabólitos solúveis produzidos nos reatores (etapa2). 

METABÓLI-

COS 
    TEMPO (D)      

 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 

Acetona 

(mmol/L) 

0,0±0,0 0,0 ± 0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0 ±0,0 0,0 ±0,0 0,0±0,0 0,0 ±0,0 

Metanol 

(mmol/L) 

0,7±0,17 0,89±0,11 1,08±0,06 1,3±0,15 1,60±0,16 1,4±0,17 1,57±0,05 1,55±0,19 1,58±0,2 1,57±0,2 

Etanol (mmol/L) 51,8±9,9 47,4±0,01 39,1±11,3 46,7±6,8 52,03±7,3 41,2±4,2 44,6±10,3 57,6±2,4 45,4±6,5 42,37±1,9 

n-butanol 

(mmol/L) 
0,59±0,8 0,08±0,11 0,12±0,17 0,42±0,59 0,90±1,24 0,94±1,3 0,90±1,28 1,04±1,5 1,03±1,4 0,99±1,4 

Ácido acético 

(mmol/L) 

5,76±8,0 14,3±19,4 22,1±0,21 20,1±24,7 35,2±41,2 20,8±24,5 41,6±54,2 25,4±30,8 16,5±19,

1 

16,3±13,9 

Ácido propiônico 

(mmol/L) 
0,85±0,9 1,83±1,35 2,91±1,23 1,88±0,80 1,76±0,01 0,89±0,05 0,90±0,26 1,84±1,43 1,1±0,14 6,49±8,5 

Ácido isobutírico 

(mmol/L) 

0,4±0,35 0,52±2,40 0,64±0,28 1,25±0,52 5,15±2,9 3,61±1,76 5,73±3,24 1,84±2,61 4,5±1,97 7,36±4,45 

Ácido butírico 

(mmol/L) 
9,9± 12,7 35,7±36,5 54,6±37,5 37±20,7 49,9±12,03 22,5±4,57 28,02±14 4,38±15,9 20,6±6,2 18,9±13,7 

Ácido isovalérico 

(mmol/L) 

0,17±021 0,44±0,48 0,60±0,50 0,39±0,28 0,56±0,27 0,29±0,15 0,38±0,29 29,7±0,39 0,34±0,2

5 

0,33±0,01 

Ácido valérico 

(mmol/L) 

0,19±0,2 0,4 ±0,48 0,71±0,34 0,51±0,10 0,85±0,14 0,43±0,6 0,53±0,08 0,46±0,18 0,48±0,0

6 

0,54±0,28 

Ácido caproíco 

(mmol/L) 

0,02±0,02  0,09±0,09 0,24±0,03 0,21±0,02 0,34±0,14 0,16±0,05 0,20±0,01 0,61±0,02 0,23±0,0

4 

0,32±0,04 

      

 

A produção de Metabólitos Solúveis Totais (MST) foi de 1078,265 mmol/L, bem como 

a produção de Ácidos Orgânicos Totais (TOA) foi de 589,8151 mmol/L, do inóculo liofilizado, 

valores superiores se comparados com os resultados observados na 1° fase do estudo, isso 

devido a 2° fase ter tido um volume reacional maior. 

A baixa produção de ácido propiônico, pode ser observada pela relação 

estequiométrica (Eq. 14), já que o mesmo consome hidrogênio do meio, e que só teve um 

aumento mais significativo no 20° dia, quando a produção de hidrogênio se estabilizou. 

Por isso a baixa quantidade deste metabólico no reator é desejável para que ocorra uma 

maior produção de hidrogênio. 

Fonte: Autor, 2024. 
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C3H8O3 → C3H6O2 + 2H2O                                               (10) 

Na figura 19 é possível acompanhar a evolução de metabólitos solúveis totais (TSM) 

em mmol/L, 2° etapa, que foram acompanhadas no tempo, a cada dois dias, no período total de 

20 dias.  

Figura 19 - Concentração de metabólicos solúveis (mmol/L). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

A geração de bioproduto predominante foi etanol (468,22 mmol/L) seguido de ácido 

butírico (306,77mmol/L) e de ácido acético (217,84 mmol/L) respectivamente, indicando que 

o consórcio de microrganismos flutuou entre as rotas etanoica (Eq. 15), do butirato (Eq. 16) e 

do acetato (Eq. 17). No trabalho de Chaves et al. (2021), a partir da digestão de melaço de cana-

de-açúcar, o etanol e o ácido acético foram obtidos como principais metabólitos. Já Gois et al. 

(2017) obtiveram o ácido butírico como metabólito majoritário produzido a partir da 

fermentação de vinhaça de cana-de-açúcar. De acordo com Marques (2018) a grande 

quantidade de etanol produzido pode ser oriunda do consumo de substrato, pois os 

microrganismos utilizam o mesmo substrato, havendo competição por matéria orgânica. 

C3H8O3→ C2H6O + CO2 + H2                      (11) 

2C3H8O3   → C4CH8O2 + 2CO2 + 4H2                              (12) 

C3H8O3 + H2O → CH3COOH + CO2 + 3H2                      (13) 
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Gois (2017) em seus estudos diz que elevada concentrações de ácido butírico estão 

relacionadas à maiores concentrações aplicada nos seus ensaios, assim como observado por 

Santos (2014), na produção de hidrogênio com vinhaça de cana-de-açúcar.  

Quanto à presença do ácido acético nos reatores, pode estar relacionada com a produção 

de hidrogênio (eq. 12), mas também pode ser produzido através da homoacetogênese (Eq. 13), 

ou seja, da conversão de H2 e CO2 em acetato. Observa-se que esta rota, ao  invés de ser 

indicativa da produção de hidrogênio, é consumidora do mesmo. Fato semelhante foi observado 

por Arooj et al. (2008), por Barros e Silva (2012) e Gois (2017), que constataram que a 

formação de ácido acético leva a uma redução na produção de hidrogênio. 

A Figura 20 mostra as porcentagens de dominância dos metabólitos, acumulados, 

produzidos durante toda operação do reator.    

Figura 20 - Porcentagem de dominância acumulada dos metabólicos solúveis. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

Os resultados dos metabólitos solúveis demonstram que, neste estudo, as maiores con-

centrações dos ácidos individualizados foram influenciadas pela variação do inóculo utilizado 

no ensaio e que a rota predominante para produção de hidrogênio foi a da fermentação butí-

rica e do acetato. Percebe-se que o tratamento do inóculo foi de suma importância para produ-

ção de hidrogênio acompanhada pela produção dos ácidos orgânicos, pois foi capaz de inati-

var os microrganismos consumidores de hidrogênio, consequentemente isso fez com que au-

mentasse as concentrações dos metabólicos solúveis produzidos nos reatores. 
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6   CONCLUSÕES 

Os resultados dessa pesquisa indicam que o uso do glicerol bruto como substrato, 

proveniente de óleos de fritura, pode ser adotado para produção ácidos orgânicos voláteis, uma 

vez que a geração dos respectivos metabólicos foram detectadas, mas os contaminantes 

contidos no glicerol bruto podem interferir na atividade dos microrganismos com consequente 

diminuição na produção de H2. 

Conclui-se que efluente de suinocultura é um potencial inóculo para produção de ácidos 

orgânicos e que sua otimização é de extrema importância para a seletividade dos ácidos 

orgânicos formados e produção de H2. 

Os inóculo in natura e auto fermentado mesmo recebendo o tratamento térmico, para 

inibição de microrganismos metanogênicos, não foi bastante para eliminar os microrganismos 

consumidores de H2, uma vez que as algumas bactérias homoacetogênicas são formadoras de 

esporos, podendo resporular e consumir o H2.   

Nos inóculos liofilizado e nitrogenado, possivelmente os microrganismos consumidores 

de H2 foram sensíveis ao mecanismo de congelamento com N2 liquido, produzindo efeito 

inibidor ou letal, restando apenas microrganismos formadores de H2. 

Em relação à produção de H2, foi constatada nos reatores que o melhor resultado de 

produção de hidrogênio foi se utilizando o inóculo liofilizado, com uma produção acumulada 

de 93,068 e 155, 814 mL de H2 (1° etapa e 2° etapa, respectivamente). 

Detectou-se, em todas as fases de operação dos reatores, a presença dos ácidos acético 

butírico isobutírico propiônico, capróico e valérico além de n butanol, metanol e etanol 

Percebeu-se que as maiores concentrações dos ácidos individualizados foram influenciadas 

pelo tipo de variação do inóculo empregado e que a rota predominante na produção dos ácidos 

orgânicos voláteis foram a butirica e do acetato. 
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7   SUGESTÃO PARA TRABALHOS FUTUROS 

Para a otimização do sistema de produção simultânea de hidrogênio e ácidos orgânicos, 

propõe- se para novas pesquisas: 

• Investigar um tratamento prévio, além do tratamento térmico; 

• Realizar uma análise microbiológica dos inóculos; 

• Avaliar diferentes tipos de substratos e sua influência na produção de ácidos orgânicos 

e hidrogênio; 

• Avaliar o impacto de diferentes condições operacionais; 

• Avaliar a utilização de um biodigestor continuo. 
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