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RESUMO 
 

A busca por combustíveis alternativos para substituir a demanda atual de 

combustíveis fósseis vem crescendo mundialmente, como é o caso da utilização de 

biomassa para a produção de energia limpa. O H2, além de ser importante insumo no 

setor industrial é um excelente combustível devido a seu poder calorífico e à não 

geração de gases poluentes. A produção de hidrogênio por fermentação anaeróbia 

vem se destacando como uma importante rota de produção pois permite a utilização 

de substratos residuais por micro-organismos produtores de H2. Tais micro-

organismos podem ser encontrados em muitas fontes na forma de consórcios 

microbianos anaeróbios, para uso na forma de cultura mista ou para isolamento de 

espécies. Este trabalho teve como objetivo o isolamento de bactérias do ambiente, 

com capacidade de produzir hidrogênio por fermentação anaeróbia de diferentes 

substratos e a aplicação destas culturas à produção de H2 utilizando como fonte de 

carbono o efluente de cervejaria. Cepas de bactérias isoladas de cama de aviário 

foram caracterizadas e testadas quanto ao potencial de produção de H2 em ensaios 

de pequena escala, em frascos estáticos e diferentes substratos, em condição 

mesofílica. A partir da seleção de uma cepa de melhor performance foram conduzidos 

ensaios em reator agitado mecanicamente, em batelada com duração de 72 horas e 

utilizando como fonte de carbono efluente de cervejaria, exclusivamente. A produção 

de H2 ocorreu em todos os ensaios sendo obtidos os valores médios de vazão de 

biogás de 72 mL h-1, vazão molar de H2 de 1,2 mmol H2 h-1 e teor de H2 no biogás de 

30 a 40%, sendo este composto somente por CO2 e H2.  

 

 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: biogás, hidrogênio, digestão anaeróbia, inóculo puro, resíduos 

da agroindústria 
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ABSTRACT 

 
The search for alternative fuels to replace the current demand for fossil fuels is growing 

worldwide, as is the case of the use of biomass for the production of clean energy. H2, 

besides being an important input in the industrial sector, is an excellent fuel due to its 

calorific value and the non-generation of gaseous pollutants. The production of 

hydrogen by anaerobic fermentation has been highlighted as an important route of 

production because it allows the use of residual substrates by microorganisms 

producing H2. Such microorganisms can be found in many sources in the form of 

anaerobic microbial consortia, for use in the form of mixed culture or for isolation of 

species. This work aimed at the isolation of bacteria from the environment, with the 

capacity to produce hydrogen by anaerobic fermentation of different substrates and 

the application of these cultures to the production of H2 using as a source of carbon 

the brewery effluent. Strains of bacteria isolated from avian litter were characterized 

and tested for potential H2 production in small scale trials, in static bottles and different 

substrates, in mesophilic condition. From the selection of a strain of better 

performance, the experiments were carried out in a mechanically stirred reactor, in a 

batch of 72 hours and using exclusively the brewery effluent. The H2 production 

occurred in all the tests and the average biogas flow rate was 72 mL h-1, H2 H2 molar 

flow rate of 1.2 mmol H2 h-1 and H2 content in the biogas of 30 to 40%, being this 

compound only by CO2 and H2. 

 

 

 

 

 

 

KEYWORD: Biogas, hydrogen, anaerobic digestion, pure inoculum, agro-industrial 

waste  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Durante muitos anos os combustíveis fósseis dominaram o mercado, porém, 

o impacto ambiental causado pela sua utilização tem levado os cientistas a buscarem 

cada vez mais energias limpas e alternativas (Dermibas, 2007; Long et al., 2013). 

Entre os combustíveis potencialmente cotados para substituir a dependência dos 

combustíveis fósseis está o hidrogênio, e sua produção tem se destacado como um 

recurso sustentável para os problemas econômicos e ambientais causados pelo uso 

massivo dos combustíveis fósseis. Considerado uma energia limpa, sua combustão 

pode fornecer até 2,75 vezes mais energia que na combustão de hidrocarbonetos, 

além de que o produto da sua combustão é água (LAY et al., 1999). 

Dentre as diversas formas de obtenção do hidrogênio, destacam-se a 

eletrólise, a reforma de combustível e a obtenção biológica. Atualmente a maior parte 

do hidrogênio obtido em escala industrial é baseado na reforma a vapor, que utiliza 

energia térmica para dissocia-lo. A energia utilizada para promover essa dissociação 

é majoritariamente da queima de combustíveis fósseis, o que ainda classifica o 

hidrogênio como combustível fóssil quando o sistema global é considerado.  

A produção de hidrogênio se dá também a partir de gás natural, de óleos 

pesados ou Nafta e do carvão (DAS E VEZIROGLU, 2008). Além destas técnicas é 

possível citar ainda a gaseificação, pirólise, biodigestão anaeróbia e a fermentação 

(OLALEYE et al., 2014; INTANOO et al., 2014). 

Dentre as formas de produção de hidrogênio que se tem conhecimento, a 

produção biológica está em evidencia atualmente. A fermentação da biomassa 

residual é uma alternativa promissora (LEVIN E CHAHINE, 2009) principalmente 

devido a sua simplicidade e a possibilidade de utilização de diversos substratos 

(MONLAU et al., 2013). 

A produção de hidrogênio através da fermentação microbiológica por culturas 

mistas ou puras tem se destacado como alternativa energética devido ao baixo 

impacto ambiental utilizando-se de materiais renováveis como a matéria orgânica 

presente em águas residuárias (PENTEADO, 2012). 

Uma variedade de culturas capazes de produzir hidrogênio em grande escala 

tem sido isolada de lodos oriundos de processos anaeróbios, solo, água e esgotos, 

tornando esses materiais inóculos em meios para a produção de hidrogênio. Diversos 

estudos são conduzidos utilizando culturas puras, principalmente de micro-
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organismos como Clostridium e Enterobacter, em diversos substratos residuais, 

tornando esse processo biotecnológico uma alternativa para a produção de energia 

limpa aliada ao aproveitamento residual (POLETO, 2014). 

O efluente de cervejaria pode ser considerado como um potencial substrato 

para a produção de hidrogênio, uma vez que apresentam elevadas cargas orgânicas 

que, geralmente, não atendem aos padrões de lançamentos determinados pelas leis 

ambientais (TABATABAEI et al., 2010; XIANGWEN et al., 2008). Tendo em vista os 

benefícios ambientais e energéticos condizentes ao processo de fermentação 

anaeróbia, tornam-se pertinentes os trabalhos visando a obtenção de hidrogênio por 

fermentação anaeróbia (BioH2) de resíduos agroindustriais a partir de inóculos puros 

isolados do ambiente. 
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1. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Produção de H2 a partir de inóculos puros isolados do ambiente. 

2.2. Objetivos específicos 

Obter culturas puras viáveis de bactérias da família Enterobacteriaceae 

isoladas de cama de aviário e fezes de suínos. 

Selecionar uma cultura para avaliação de produção de H2 por fermentação 

anaeróbia. 

Avaliar a utilização de uma cultura pura para a produção de H2 utilizando como 

substrato água residuária sintética e de cervejaria em frascos e pequena escala. 

Avaliar a produção de H2 em reator anaeróbio de agitação mecânica, com 

aumento de escala.  

Modelagem cinética da produção de biohidrogênio em reator anaeróbio. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Hidrogênio 

 

O H2 foi identificado pela primeira vez pelo cientista britânico Henry Cavendish 

em 1776, é um gás incolor, inodoro e insípido e é considerado insolúvel em água 

(Demirbas, 2009). É classificado como o elemento mais abundante e também o mais 

leve do universo, correspondendo a ¾ de toda a matéria existente sendo encontrado 

somente em seu estado associado.  

Devido ao gás H2 não estar na forma disponível em quantidades significativas 

na natureza, este é considerado como um vetor energético (armazenador de energia), 

sendo necessário sua extração de uma fonte primária. Para ser obtido em sua forma 

pura, emprega-se quantidades de energia para dissociá-lo de uma fonte primária 

(DEMIRBAS, 2009).  

O H2 tem se apresentado como uma fonte em potencial de energia renovável 

(DEMIRBAS, 2009), possui 122 KJ g-1 de calor de combustão, podendo fornecer até 

2,75 vezes mais energia que a combustão de hidrocarbonetos, tendo a água como 

produto (LAY et al., 1999).  

Dentre as diversas formas de obtenção do H2, destacam-se a eletrólise, a 

reforma de combustível e a obtenção biológica. Atualmente a maior parte do H2 obtido 

em escala industrial é baseado na reforma a vapor, que utiliza energia térmica para 

dissocia-lo. Na Equação 1 estão representadas as reações envolvidas na produção 

de H2 a partir da reforma a vapor do metano (CH4). 

    𝐶𝐻4  +  𝐻2O ↔ CO +  3𝐻2                                                                                          (1) 

A reforma a vapor do metano é um processo altamente endotérmico, 

favorecido por baixas pressões e altas temperaturas (650 -850ºC) e embora, como 

dito anteriormente, seja a tecnologia mais empregada atualmente na indústria esse 

processo possui como desvantagem os grandes gastos energéticos (SCHWENGBER, 

2015).  

Enquanto que a reação de deslocamento gás - água ou Shift (Equação 2) é 

utilizada para remover o monóxido de carbono (CO) produzido na primeira etapa 

ocorre em temperaturas mais baixas (300 - 400ºC). 
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𝐶𝑂 + 𝐻2𝑂 ↔ 𝐶𝑂2 + 𝐻2                                                                                      (2) 

Segundo Das e Veziroglu (2008), a produção de H2 se dá também a partir de 

gás natural, de óleos pesados ou Nafta, do carvão e a partir de eletrólise. Além destas 

técnicas é possível citar ainda a gaseificação, pirólise, biodigestão anaeróbia e a 

fermentação (OLALEYE et al., 2014; INTANOO et al., 2014). 

O BioH2 pode ser obtido através de duas maneiras: fotossíntese e processo 

fermentativo, sendo a fermentação o processo mais simples, apresentando as 

maiores velocidades de obtenção do H2 (Lay et al., 1999; Mathews e Wang, 2009). Os 

processos fotossintéticos são catalisados pela presença de luz, o que aumenta o custo 

do processo com o gasto de energia. Além disso, esse processo é altamente sensível 

a presença de oxigênio atmosférico. 

A obtenção biológica vem sendo a mais atrativa tecnologia de obtenção de H2 

nos últimos anos, devido ao baixo custo e ao baixo consumo de energia durante o 

processo (HAN e SHIN, 2004). 

 

3.2. Fermentação Anaeróbia 

A fermentação anaeróbia é um processo biológico onde um consórcio de 

diferentes tipos de micro-organismos promove conversão de compostos orgânicos 

complexos (carboidratos, proteínas e lipídios) em compostos mais simples, como 

ácidos orgânicos voláteis, álcoois, H2, CO2 e CH4.  

O processo de fermentação anaeróbia dividido em quatro etapas principais: 

hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese. Na hidrólise as bactérias 

hidrolíticas produzem enzimas extracelulares degradam os materiais particulados 

complexos em compostos dissolvidos mais simples e permeáveis às membranas 

celulares das bactérias.  

Na acidogênese, os compostos solúveis oriundos da hidrólise são 

metabolizados no interior das células das bactérias, e são convertidos em compostos 

mais simples. Esses compostos incluem os ácidos orgânicos voláteis (AVG), álcoois, 

dóxido de carbono (CO2), H2, e novas células bacterianas.  

Na acetogênse as bactérias acetogênicas oxidam os produtos gerados na 

etapa anterior em um H2 e ácido acético para as arqueias metanogênicas. Nesta fase 

do processo, o H2 produzido também pode ser convertido em ácido acético pelas 

bactérias homoacetogênicas.  
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Na última etapa do processo, as arqueias metanogênicas convertem o H2 e o 

ácido acético em metano (CH4) e monóxido de carbono (CO). As arqueias 

metanogênicas podem ser divididas em metanogênicas acetoclásticas, que utilizam o 

ácido acético como substrato, e metanogênicas hidrogenotróficas, que utilizam o H2 

como substrato, devido a afinidade pelo substrato, como pode ser visualizado na 

Figura 1. 

Durante todo o processo alguns metabolitos secundários produzidos são 

consumidos logo em seguida, assim como o H2, por isso, para a produção de H2 o 

processo precisa parar após a acetogênese (ALBANEZ, 2015). 

 

 

Figura 1. Esquema da fermentação anaeróbia 
Fonte: DE SÁ et al., 2014. 

A fermentação se inicia com a quebra das moléculas de glicose, através da 

via glicolítica a glicose é convertida em piruvato e a partir dele várias rotas 

fermentativas podem ser utilizadas até a formação dos produtos finais da fermentação 

(Vardar-Schara et al., 2008), considerando uma molécula de glucose ignorando 

possíveis desvios para outras rotas metabólicas, a cada molécula de glucose 

metabolizada, ao final da reação obtém-se duas moléculas de piruvato, dois ATP 

(adenosina trifosfato) e dois NADH (dinucleótido de nicotinamida e adenina) formados. 
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A obtenção do H2 molecular pode ocorrer por duas vias, na presença de coenzimas 

específicas, através da via de decomposição do ácido fórmico ou por reoxidação da 

via do NADH, equação (3) e (4).   

𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ + 2𝐹𝐷2+  → 2𝐻+ + 𝑁𝐴𝐷+ + 2 𝐹𝐷+                                     (3) 

2𝐹𝐷 + 2𝐻+ 
ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒
→            2𝐹𝐷2+ + ℎ2                                                            (4) 

Teoricamente apenas 4 mols de H2 podem ser obtidos para cada mol de 

glicose através da fermentação quando a glicose é o açúcar utilizado e o substrato for 

convertido a ácido acético. Os maiores rendimentos são encontrados quando acetato 

ou acetona são os produtos da fermentação enquanto que os menores rendimentos 

são encontrados quando álcoois são produzidos (Vardar-Schara et al., 2008), como 

pode ser observado nas Equações 5, 6 e 7. 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2 𝐻2𝑂 → 2 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2 𝐶𝑂2 + 4 𝐻2                             (5) 

𝐶6𝐻1206 + 𝐻2𝑂 →  𝐶𝐻3𝐶𝑂𝐶𝐻3 + 3 𝐶𝑂2 + 4 𝐻2                                            (6) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2𝑂 →  𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 +  2 𝐶𝑂2 + 2 𝐻2                 (7) 

Fonte: Vardar-Schara et al., (2008). 

 

Caso o substrato seja convertido em ácido butírico, apenas 2 mols de H2 são 

obtidos a cada dois mols de glicose, devido ao consumo de dois mols de NADH 

durante a formação dos produtos intermediários. A relação de H2 produzido durante a 

fermentação da glicose é determinada pela relação de acetato/butirato produzido na 

fermentação.   

A concentração de H2 obtido nessas reações dependerá diretamente da via 

metabólica seguida pelos micro-organismo. Para garantir a máxima produção de H2, 

o ideal seria que o processo seguisse sempre a rota metabólica do acetato, porém, 

devido a manutenção da concentração de NADH e NAD+ no sistema isso não é 

possível (REN et al., 2008). 

Para manter o equilíbrio dinâmico na oxidação e redução do NAD+/NADH o 

NADH deve ser consumido para gerar propionato, lactato, etanol e butanol, o que 

consequentemente diminui o rendimento na produção de H2 (Lee et al., 2011; Ren et 

al., 2008). Desta forma, a influencia no metabolismo para favorecer a rota desejada é 

realizada através da operação do reator. 
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3.3. Micro-organismos produtores de H2 

 

Uma variedade de micro-organismos tem sido utilizado para a produção de H2 

via fermentação, as espécies mais comumente associadas a produção biológica de 

H2 durante a acidogênese são Enterobacter, Bacillus e Clostridium (Kapdan & Kargi, 

2006; Mohan, 2009; Barros et al., 2011). Esses micro-organismos podem ser 

classificados em quatro grupos distintos: anaeróbios estritos, anaeróbios facultativos, 

aeróbios e fototróficos (FANG et al., 2006).  

Micro-organismos aeróbios e anaeróbios podem ser facilmente encontrados 

no ambiente, como no solo e na água, especialmente os micro-organismos anaeróbios 

podem ser encontrados no lodo de estações de tratamento de efluentes que aplicam 

a digestão anaeróbia para tratar seus resíduos, sendo assim, estas fontes podem ser 

utilizadas como inóculo dos reatores que visam a produção de H2 (WANG E WANG, 

2009). 

Os micro-organismos mais citados como produtores de H2 pertencem a 

espécie Clostridium e são anaeróbios estritos, enquanto que entre os micro-

organismos facultativos destacam-se os Bacillus e Enterobacter (Madigan et al., 

2004). A utilização desses micro-organismos pode ser feita através de uma cultura 

pura (Elsharnouby et al., 2012) ou através de uma cultura mista (Badiei et al., 2013), 

em larga escala o emprego de culturas mistas tem se mostrado o mais viável e 

vantajoso. 

Embora a utilização de culturas mistas seja apontada como mais práticas e 

onde os maiores rendimentos são encontrados, as condições operacionais afetam 

diretamente a comunidade microbiológica influenciando as vias metabólicas, 

consequentemente afetando o rendimento da produção de H2 (FANGKUM e 

REUNGSANG, 2011).  

Nas culturas mistas uma variedade de micro-organismos que consomem H2 

podem ser encontrados como bactérias metanogênicas, homoacetogênicas, bactérias 

hidrogenotróficas redutoras de sulfato, bactérias nitrato redutoras, etc. Portanto, a 

utilização de culturas mistas pode resultar em consumo do H2 produzido, rendimento 

reduzido e aumento da formação de produtos finais e levar ao processo de inibição 

da reação (BUNDHOO e MOHEE, 2016). 
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As culturas puras são caracterizadas pela utilização de um tipo de micro-

organismo, as vantagens da utilização de culturas puras na produção biológica de H2 

estão relacionadas a seletividade desses micro-organismos quanto ao substrato, a 

possibilidade de manipulação do metabolismo através da alteração das condições de 

crescimento, a redução de subprodutos e aos elevados rendimentos. 

Entretanto, as culturas puras são suscetíveis ás contaminações, sendo assim, 

para garantir a esterilidade da reação seria necessário o emprego de condições 

assépticas, o que aumentaria o custo global da produção (NTAIKOU et al., 2010; 

ANTONOPOULOU et al., 2008; FANG, 2010). 

Sá et al., (2013) estudou caminhos metabólicos dos organismos do gênero 

Clostridium na conversão dos substratos glicerol, glicose, frutose, xilose para a 

produção de H2. Cabe ressaltar que na rota metabólica realizada utilizando a sacarose 

até o gliceraldeído-3-fosfato as reações liberam energia, enquanto que na rota a partir 

do glicerol até o mesmo composto orgânico há reações que consomem energia, sendo 

energeticamente desfavorável.  

Kapdan e Kargi (2006) obtiveram 1,97 mmol H2 g glicose-1 utilizando uma 

cultura pura de Enterobacter aerogenes e 2,2 mol H2 mol glicose-1 utilizando a estirpe 

Enterobacter cloacae ITT-BY 08. Nakashimada et al., (2002) obteve 1,97 mmol H2 g 

substrato-1. 

A qualidade do inóculo é um fator que influencia na produção de H2, pois as 

bactérias produtoras de H2 são encontradas em reatores anaeróbios, sendo assim a 

partida dos reatores pode ser dada através de um inóculo proveniente desses reatores 

ou provenientes de isolamento laboratorial (REN et al., 2008). 

O processo fermentativo utilizando culturas puras, teoricamente, tem um 

manuseio mais simples, tendo um espectro maior de substratos metabolizáveis. 

Diversos micro-organismos anaeróbios facultativos pertencentes a família 

Enterobacteriaceae são capazes de produzir H2, liberando CO2 e H2 na fase gasosa 

e acumulando etanol, ácido fórmico e 2,3-butanodiol na fase líquida, na Tabela 1 são 

apresentados exemplos de culturas puras utilizadas na produção biológica de H2. 

Wang e Wan (2009) descreve a utilização de glicose como fonte de carbono em 

experimentos utilizando micro-organismos como Clostridium e Enterobacter, 

geralmente, esses experimentos são conduzidos em batelada.  
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Tabela 1.  Micro-organismos utilizados como cultura pura para produção de H2 

Micro-
oganismo 

Substrato Condições 
utilizadas 

Produção de 
H2 

Referência 

Bacillus sp. 

F2.5 

Glicose Batelada 1.53 mol H2 mol 

glicose-1 

SHAH et al, 2016 

Bacillus sp. F2. Glicose Batelada 0.88 H2 mol 

glicose-1 

SHAH et al, 2016 

Bacillus sp. 

F2.8 

Glicose Batelada 0.88 H2 H2 mol 

glicose-1 

SHAH et al, 

2016. 

 

E. cloacae 

 

Glicose 

 

Batelada 

 

707mL L-1 

 

SUN et al., 2015 

 

E cloacae ITT-

BT08 

 

Efluente de 

destilaria 

 

Batelada 

 

165,3 mL H2 g 

DQO-1 

 

MISHRA e DAS 

2014. 

C. 

pasteurianum, 

C. butyricum 

e Klebsiella sp. 

Glicerol Batelada 
0,93 mol H2 mol 

glicerol-1 

 

LO et al. (2013). 

 

3.4. Fatores que afetam a fermentação 

 

Diversos são os fatores que afetam a produção biológica de H2, sendo 

parâmetros operacionais ou físico-químicos, os mais importantes são o tipo de inóculo 

e substrato, a temperatura, a presença e a concentração de nutrientes e o pH (XIAO 

et al., 2010; WANG &WANG, 2009). 

 

3.4.1. Bactérias metanogênicas 

 

As bactérias metanogênicas também afetam a produção, a presença desses 

micro-organismos é um dos fatores mais problemáticos no processo de obtenção de 

H2, uma vez que estes consomem o H2 produzido pelos micro-organismos desejáveis 

ao processo (CAI et al., 2004; SINGH, 2013).  Todavia, antes de inocular é necessário 

que se faça um pré-tratamento afim de remover as bactérias metanogênicas. O pré-
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tratamento pode ser através da elevação da temperatura (choque-térmico), redução 

do pH ou uma combinação destes (REN et al., 2008). 

O pré-tratamento com a elevação da temperatura é realizado devido a 

algumas bactérias produtoras de H2 formarem esporos e desta forma sobreviverem a 

condições extremas (Amorim et al., 2008). Atualmente este é o método que vem sendo 

mais utilizado (Amorim, 2008; Arooj et al., 2008; Kim et al., 2010; Seifert et al., 2009; 

Wang e Wang, 2008). 

Entretanto, esta preocupação se refere principalmente ao uso de inóculos 

mistos, oriundos de ambientes anaeróbios metanogênicos como biodigestores, 

estações de tratamento, etc. 

 

3.4.2. Temperatura 

 

A temperatura tem uma grande influência nos processos fermentativos, pois 

está relacionada à taxa de crescimento e atividade metabólica dos micro-organismos 

(Elsharnouby et al., 2013). A maioria dos experimentos realizados são conduzidos em 

temperaturas mesofílicas, na faixa dos 35ºC (ALVES et al., 2006), porém, Wang e 

Wang (2008) demonstraram em seus experimentos que o aumento da temperatura 

contribui para maiores rendimentos de H2.  

Entretanto, Fuess et al., (2014) destacaram que em condições mesofílicas a 

produção de H2 se torna instável e descontínua, enquanto que em condições 

termofílica a produção de torna estável e contínua. Nestes casos, um balanço 

energético deve ser realizado, pois a faixa mesofílica é geralmente preferível, pois em 

maiores temperaturas há o gasto energético no aquecimento das águas residuárias.  

Li et al., (2007) apresentaram que, 73 dos 121 estudos de caso foram 

realizados utilizando temperaturas mesofílicas (Valdez-Vazquez e Poggi-Varaldo, 

2009), entretanto, a temperatura ótima para cada processo depende do tipo e origem 

do inóculo, da quantidade de compostos biodegradáveis presentes e das condições 

operacionais do sistema como um todo. Na Tabela 2 são elencados alguns estudos 

cujo foco era o efeito da temperatura na produção biológica de H2. 
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Temperatura (ºC) 

Tabela 2. Estudos sobre o efeito da variação de temperatura na produção de H2 
 
 
 

Inóculo 

 
 
 

Substrato 

 
 
 

   
 

 
Rendimento 

Máximo de H2 (mol 
H2 mol de substrato-1 

 
 
 

Refêrencia 

Faixa  
estudada 

Temperatura   

Lodo anaeróbio Glicose 33 - 41  41 1,67 Mu et al., 2006 
Lodo de esgoto municipal Xilose 30 - 55 50 1,30 Lin et al.,  2008 

Lodo anaeróbio Sacarose 25 - 45 35 3,73 Wang et al., 2005 
Cultura mista anaeróbia Glicose 37 - 65 45 1,71 Karadag e  Puhakka, 

2010 
Lodo de tratamento de 

águas residuárias 
Sacarose 30 - 45 40 3.88 Lee et al., 2006 

Clostridium acetobutyricum 
ATCC824 

Glicose 30 - 40 37 2,00 Chin et al., 2003 

Ethanoligenens harbiense Glicose 20 - 50 35 1,92 Xing et al., 2008 
Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum 

Sacarose 45 - 70 60 2,55 Chang et al., 2011 
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A produção de H2 utilizando Enterobactérias pode apresentar rendimentos 

elevados, é vantajosa do ponto de vista energético e possui características que 

facilitam sua utilização em larga escala. Devido ao seu comportamento mesófilo 

podem ser utilizadas em temperaturas que variam de 25ºC a 40ºC, apresentando 

rendimento teórico de aproximadamente 10 mol H2 mol glicose-1, o que é considerado 

um rendimento elevado em processos biológicos (ZHANG et al., 2011). 

 

3.4.3. pH 

 

O pH tem um importante papel na eficiência de produção do H2 sendo 

considerado peça chave na fermentação devido a sua influência na atividade 

enzimática e nas rotas metabólicas, assim como na hidrolise do substrato.  

A presença de íons H+ no sistema também é importante para manter os níveis 

de ATP adequados, uma vez que o excesso de H+ faz com que o ATP seja utilizado 

para garantir a neutralidade da célula ao invés de ser utilizado para a produção do H2 

(GIOANNIS, 2013). 

Nos experimentos de Ferchichi et al (2005), obtiveram-se ótimos resultados 

em um reator em batelada utilizando soro de queijo e variando o pH na faixa de 5 a 

10. A variação influenciou a produção de H2 de forma a obter a máxima taxa e o maior 

rendimento. Nas faixas mais baixas de pH foram encontrados os melhores resultados, 

o melhor rendimento e a melhor taxa de produção foram encontrados na faixa de pH 

6. Conduzir os ensaios em pH abaixo de 4,7, inibe a atividade de enzimas 

relacionadas a produção de H2, especialmente as hidrogenases, sendo assim é 

altamente desfavorável diminuindo a eficiência do processo (LAMAISON, 2009; 

LOVATO, 2014). 

Devido a diversidade de micro-organismos produtores de H2 não há um 

substrato preferencial, uma faixa de pH e uma temperatura ideal, esses parâmetros 

são condições operacionais que, não apenas determinam o crescimento dos micro-

organismos, mas também influenciam na rota metabólica a ser seguida, o que afeta 

diretamente o rendimento final de H2 e os subprodutos orgânicos gerados nesse 

processo (NTAIKOU et al., 2010).  

Uma das maneiras de controlar o pH para que ele se mantenha em uma faixa 

ideal de produção é adicionar alcalinidade no processo (LOVATO, 2014; AMORIM, 

2009). A alcalinidade é uma das variáveis importantes no tratamento de efluentes 



 14 
 

 

quando se utiliza a biodigestão anaeróbia, pois a redução demasiada do pH nesses 

ensaios afeta diretamente o metabolismo dos micro-organismos envolvidos no 

processo. De modo geral, a alcalinidade consiste na capacidade de neutralização de 

ácidos, agindo de forma a tamponar o sistema Em meios aquosos, os íons 

responsáveis pela alcalinidade são HCO3
-
, CO3

2 e OH- (APHA, 2012).  

 

3.4.4. Substrato 

 

Um fator a ser considerado no processo de obtenção de H2 via fermentação 

é a seleção do melhor substrato, levando em consideração sua disponibilidade, 

biodegradabilidade e custo de obtenção. Devido aos baixos custos e a facilidade de 

controle da fermentação, os resíduos orgânicos são considerados como um dos 

melhores substratos para uma produção eficiente de H2 (SU et al., 2010). 

Uma grande vantagem na produção de H2 a partir da fermentação está no fato 

dos micro-organismos serem capazes de selecionar o substrato mesmo quando na 

mistura estão presentes outros compostos (Neves, 2009). Portanto, a purificação do 

substrato não se faz necessária, salvo exceções onde se empregam substratos 

lignocelulósicos, por exemplo, onde pré-tratamentos de hidrólise são usualmente 

empregados no intuito de biodisponibilizar o conteúdo aos micro-organismos, sendo 

assim, a gama de compostos a serem utilizados como substrato é maior (DRAPCHO 

et al., 2008; CHAIRATTANAMANOKORN, et al., 2009), a Tabela 3 apresenta uma 

comparação entre diferentes substratos utilizados para a produção de H2. 

Tabela 3. Comparação do rendimento entre diferentes substratos na produção de H2 

Substrato 
Consumo de 

substrato 
(%) 

Rendimento máximo 
de H2 (mol H2 mol 

substrato-1) 

Rendimento máximo 
teórico de H2 (mol H2 

mol substrato-1) 

Sacarose 96±0,87 4,17±0,49 8 

Glicose 95±1,62 2,19±0,55 4 

Frutose 87±1,21 2,09±0,19 4 

Xilose 93±0,60 1,88±0,23 6 

Glicerina 97±0,22 0,80±0,14 3 

Fonte: Adaptado de Sá et al., 2013. 

 

A digestão anaeróbia dos resíduos orgânicos é uma das etapas chave na 

produção de H2 porque é nesta etapa que os micro-organismos acidogênicos 
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convertem os carboidratos a H2, CO2 e ácidos graxos voláteis (AGV). Kim e Kim (2012) 

utilizaram como fonte de carbono a sacarose, xilose, amido, glicose, entre outros, em 

reator batelada com pH inicial ajustado para 6,8 e obtiveram a partir da análise dos 

ácidos orgânicos formados, que a fonte de carbono utilizada pode regular a rota 

metabólica, o que resulta em diferentes rendimentos e diferentes quantidades de 

ácidos orgânicos produzidos. 

A glicose, seguida da sacarose são os substratos mais utilizados por serem 

facilmente degradados, entretanto vem crescendo o número de pesquisas utilizando 

substratos mais complexos, como as águas residuárias (Fernandes, et al., 2008), além 

disso, a glicose é facilmente encontrada nas águas residuárias industriais, 

principalmente as indústrias alimentícias, de refrigerantes e de biocombustíveis 

(PEIXOTO, et al., 2011), na Tabela 4 são elencados outros substratos utilizados na 

produção de H2. 

 

Tabela 4. Exemplos de substratos utilizados na fermentação para produção de H2 

Substrato Rendimento (H2) Referência 

Vinhaça (mandioca) 65,3 mL H2 g-1 SSV Luo et al. (2010 

Glicerol 5,27 (% mol g glicerol-1) Rossi et al. (2011) 

Extrato de sorgo doce 
 

10,51 L H1 kg sorgo doce-1 

 
Antonopouloua et 

al.,2010 
Efluente sintético 0,5 mol H2 mol sacarose-1 

 
Gomes et al., 2015 

 
Efluente de amidonaria 1,1, L d-1 d-1 Andreani et al., 2015 

 

 

Van Ginkel et al., (2005) realizaram análises preliminares para determinar as 

concentrações de nitrogênio amoniacal (NH3-N) e fósforo (PO4
3-) em águas 

residuárias domésticas e de processamento de alimentos, onde os resultados 

indicaram que esses nutrientes são limitantes na maioria das águas residuárias para 

a atividade dos micro-organismos.  

 

A importância desses nutrientes não está somente na sua presença/ausência, 

mas sim na proporção em que são encontrados, Lin e Lay (2004) descreveram que a 

relação entre carbono e nitrogênio influencia diretamente na composição do biogás e 



 16 
 

 

na velocidade de produção de H2, entretanto, ainda não existe um consenso a cerca 

de uma concentração (Wang & Wan, 2009). 

 

3.5. A problemática do efluente de cervejaria e o potencial para a produção de 

BioH2 

 

Muitos resíduos orgânicos estão sendo utilizados na produção de H2, 

principalmente das indústrias de alimentos, arroz, resíduos de batata doce e amido, 

entretanto, os efluentes de cervejaria que possuem uma alta carga orgânica ainda são 

pouco utilizados para essa finalidade (JANHOM et al., 2009). 

O setor cervejeiro é um dos setores que se destacam na economicamente na 

indústria alimentícia, sendo a quinta bebida mais consumida no mundo, o consumo 

per capta médio de cerveja era de 23 L ano-1 (Filladeau et al., 2006). No Brasil a 

produção de cerveja atingiu a marca dos 12,4 bilhões de litros, o que representou um 

acréscimo de 19% em relação a 2009, dando ao Brasil a terceira maior produção de 

cerveja no mundo (REIS, 2009). 

A cerveja é resultante do processo de fermentação alcóolica do malte após 

sofrer as etapas de beneficiamento. Nesta etapa muitos resíduos com alta carga 

orgânica são gerados e normalmente estes não atendem ao padrão de lançamento, 

sendo assim, torna-se necessário o tratamento desses resíduos antes do despejo, o 

que faz com que diversas cervejarias tenham em sua planta o seu sistema de 

tratamento de águas residuárias (SHAO et al., 2008).  

Os efluentes líquidos gerados em grande quantidade geralmente variam em 

composição, uma vez que a necessidade de limpeza dos equipamentos, pisos e 

garrafas são frequentes, podendo ser 10 vezes maior que o volume de cerveja 

produzido (Tabatabaei et al., 2010). Fatores como o tipo de cerveja produzido, o tipo 

de levedura e de outras matérias-primas utilizadas também contribuem para a 

variação da composição do efluente (GUERREIRO, 2006). 

A composição desse efluente apresenta um alto poder de poluição devido a 

sua alta carga orgânica, teor de sólidos em suspensão e a presença de fósforo e 

nitrogênio. De modo geral os resíduos podem ser descritos em quatro etapas:  

 Maltaria: restos de grãos, sólidos sedimentáveis, proteínas e açúcares; 

 Cozimento do mosto: açucares, proteínas, taninos e resinas; 



 17 
 

 

 Fermentação: álcool, ácido, aldeídos, cetonas, ésteres e leveduras; 

 Maturação: proteínas e produtos de sua degradação 

As águas residuárias de cervejaria possuem uma DQO alta por conta dos 

compostos orgânicos presentes como os açúcares, ácidos graxos voláteis, etanol, etc. 

Os sólidos suspensos representam a maior parte da carga orgânica presente no 

efluente, podendo ser facilmente removidos desde que utilizado um sistema de 

tratamento adequado para essa finalidade (GOLDAMMER, 2008), na Tabela 5 

apresentam-se alguns parâmetros que caracterizam o efluente de cervejaria. A 

variabilidade de volume, pH e a concentração de sólidos é o que caracteriza um dos 

maiores problemas neste tipo de efluente (HUIGE, 2006) 

.
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Tabela 5. Caracterização físico-química de efluente de cervejaria 

Referência Parâmetros 

                                   DQO (gL-1)        DBO (gL-1)                 pH             N (mgL-1)              PO4
-3 (mgL-1)               SST (gL-1) 

Ahn et al., (2001) 1,3 0,9 6,7 23,0 (-) 0,2 

Alvarado-Lassman et 
al., (2008) 

2,1 1,4 10,0 13,3 4,8 0,7 

Driessen e Vereijken 
(2003) 

2,0-6,0 1,2-3,6 4,5-12,0 25,0-80,0 10,0-50,0 0,2-1,0 

Leal et al., (1998) 2,8 (-) 6,7 20,0 9,0 (-) 

Rao et al., (2007) 2,0-6,0 1,2-3,6 3,0-12,0 (-) 10,0-50,0 2,9-3,0 

Yu e Gu (1996) 2,0-2,8 1,1-1,9 (-) 30,0-57,0 8,0-18,0 0,2-,0,6 

(-) Dado não disponível
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Normalmente apresentam temperatura na faixa dos 25 a 38ºC e pH entre 2 e 

12, essa variação está associada às características e a quantidade de produtos 

químicos utilizados nos processos de limpeza e desinfecção dos tanques, filtros e 

caldeiras (GOLDAMMER, 2008). 

Na caracterização de efluente bruto de cervejaria, Tabela 6, realizado por 

Gonzales et al., (2015) observou-se que os níveis de fosforo total e nitrogênio total 

estavam muito acima dos valores estipulados pela lei, de acordo com a resolução nº 

357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente – CONAMA. 

Tabela 6.  Caracterização inicial do efluente bruto em comparação à legislação 

Parâmetro Unidade Caracterização CONAMA IAP 

Turbidez 

DQO 

NTU 

mg L-1 

228 

3635 

100 

- 

100 

200 

Fósforo T mg L-1 5.65 0.05 0.05 

Nitrogênio T mg L-1 21.98 3.07 3.07 

Adaptado de: Gonzales et al., 2015. 

Embora não exista um valor limite determinado pelo CONAMA para a DQO, a 

resolução nº 70/2009 do Conselho Estadual do Meio Ambiente – CEMA do Instituto 

Ambiental do Paraná – IAP, estabelece um limite para esse parâmetro em 200 mg L-

1. Devido a necessidade de tratamento desse resíduo antes do seu despejo a maioria 

das cervejarias apresentam em suas próprias plantas um sistema de tratamento de 

águas residuárias. 

Os sistemas de tratamento mais utilizados nas ETEs de cervejaria são 

compostos por métodos físicos e posteriormente os biológicos, que geralmente são 

realizados em reatores anaeróbios. A composição desse efluente faz dele um 

excelente substrato para a produção de biogás através da fermentação anaeróbia, 

podendo alcançar o objetivo do tratamento e a produção de energia, que pode ser 

utilizada para diminuir o uso dos combustíveis não renováveis pela queima do biogás 

gerado (TABATABAEI et al., 2010).  

Embora tenham ocorrido avanços significativos no tratamento do efluente de 

cervejaria, eles ainda são um problema crítico, do ponto de vista ambiental, pois é de 

difícil gerenciamento e encarado, com frequência, por muitas dessas industrias como 

uma obrigação onerosa (CHAN et al., 2009). 
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O tratamento anaeróbio aplicado ao efluente de cervejaria já foi utilizado em 

diversos estudos, normalmente utilizando três tipos de reator, os reatores anaeróbios 

de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB), os reatores anaeróbios em bateladas 

sequenciais (ASBRs) e os reatores de mistura completa (CSDA). Os reatores do tipo 

UASB são conhecidos por promover um bom tratamento para o efluente de cervejaria, 

sendo um dos mais utilizados. Embora a alta carga orgânica e DQO dificultem a 

utilização do reator UASB para o tratamento de águas residuárias de cervejaria, 

muitas dessas industrias promovem a retirada dos sólidos antes da fração líquida ser 

inserida no reator. Cerca de 60% dos tratamentos anaeróbios realizados 

industrialmente aplicados a diversos tipos de resíduos são desenvolvidos utilizando 

esse reator (ANGENENT et al., 2004). 

Neste sentido, a alta carga orgânica presente no efluente de cervejaria 

possibilita sua utilização para a produção de metano, sendo assim, a sua utilização 

para a produção biológica de H2 a partir da fermentação anaeróbia também se faz 

possível, conforme Tabela 7, desde que parâmetros como o pH, inóculo, temperatura 

e configuração do reator sejam ajustados. 

Tabela 7. Estudos utilizando efluente de cervejaria como substrato para produção de 
H2 

Inóculo Substrato Produção de 
Hidrogênio 

Referência 

Lodo UASB Efluente de cervejaria Sim Shi et al., 2010 

Lodo UASB Efluente de cervejaria Sim Golub et al., 2014 

Lodo ETE Efluente de cervejaria Sim Boboescu et al., 2014 

Líquos UASB Efluente de cervejaria Não Sinboathong et al., 2015 

 

Nestes trabalhos (Tabela 6) nota-se como pontos comuns:  a utilização de 

inóculo misto, proveniente de reatores metanogênicos ou de ETEs, os quais passaram 

por inativação de metanogênese por pré tratamentos térmico e químico e a realização 

dos ensaios em frascos, batelada e pequeno volume (até 1L), sendo que em um deles 

(Sinbuathong et al., 2015) não foi possível a produção de H2. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Microbiologia e de Catálise e 

Produção de Biocombustíveis da Universidade Federal do Paraná, Setor Palotina e 

foi dividido em duas etapas:  

1.  Isolamento de microrganismos família Enterobacteriaceae e avaliação 

do potencial de produção de H2 a partir de diferentes substratos, por meio de 

ensaios em frascos estáticos e batelada. 

2.  Seleção de uma cepa para avaliação da produção de H2 em efluente de 

cervejaria por meio de ensaios em batelada, em reator com agitação 

mecânica.  

 

4.1. Materiais e procedimentos referentes à 1ª etapa do trabalho 

 

4.1.1. Isolamento e ativação dos micro-organismos 

 

Os inóculos foram obtidos através do isolamento de micro-organismos 

coletados com suábes a partir de cama de aviário (UFPR – Setor Palotina) em 

dezembro de 2015. Os micro-organismos foram cultivados em placa de petri contendo 

ágar MacConkey, incubados a 35ºC ± 1ºC por 24h.  Após a incubação, foram 

selecionadas colônias típicas de membros da família Enterobacteriaceae, dando 

preferência aos do grupo Enterobacter-Klebsiella. Nesse meio de cultura, estes 

gêneros bacterianos tendem a formar colônias grandes, brilhosas, com aspecto 

mucoide (Figura 2). Os isolados foram conservados a -18 ºC em caldo nutriente com 

glicerol (1:1). 
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Figura 2. Ágar MacConkey contendo um isolado do grupo Enterobacter-Klebsiella 

Para ativação dos micro-organismos previamente aos ensaios foram realizados 

pré-inóculos transferindo-se uma colônia para tubos de ensaio com 15 mL de meio de 

cultura correspondente ao ensaio que seria realizado (4.1.4), com incubação a 35ºC 

± 1ºC, sem agitação, por 24 horas. 

 

4.1.2. Caracterização bioquímica dos isolados e seleção de cepas para ensaios 

de produção de H2 

 

Foram obtidos 11 isolados, cuja caracterização foi realizada empregando sete 

testes de rotina na triagem de membros da família Enterobacteriaceae (Holt, et al., 

2000), utilizando SIM Medium (Himedia - India), Caldo MR-VP (Acumedia 

Manufacturers – EUA, CITRATO SIMMONS AGAR (Himedia – India) e LIA (Himedia 

– India) para realizar os testes de produção de indol, produção de H2S, motilidade, 

vermelho de metila, Voges-Proskauer, utilização de citrato e lisina descarboxilase. Os 

testes consistiram em inocular uma colônia em cada meio de cultura, incubá-los por 

48 h a 36ºC ± 1ºC e posteriormente fazer a leitura dos resultados, adicionando os 

reagentes necessários para a revelação. 

Após a caracterização bioquímica, foram selecionadas aleatoriamente duas 

cepas dentre as isoladas para a realização dos experimentos produção de H2, 

buscando avaliar a capacidade destas cepas de consumir diferentes substratos e 

produzir biogás rico em H2. 
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4.1.3. Determinação da cinética de crescimento da cepa selecionada 

Foi determinada a cinética de crescimento da cepa por meio do monitoramento 

do crescimento celular por plaqueamento e densidade óptica a 600 nm por 24 horas. 

Para tanto foi preparado um inóculo transferindo-se uma colônia para 15 mL de 

efluente de cervejaria para posterior incubação 35°C ± 1°C por 30 horas. Nos 

intervalos de tempo determinados (4h) alíquotas da suspensão foram diluídas em 

água peptonada 0,1% e plaqueados em meio sólido PCA (Plate Count Agar). 

 

4.1.4. Substratos avaliados nos testes iniciais de produção de H2 

 

As cepas selecionadas para avaliação do potencial de produção de H2, cepas 7 e 

8 que a partir deste momento serão chamadas de 1 e 2 respectivamente, foram 

submetidas a ensaios de produção de H2 com as diferentes fontes de carbono, 

preparadas a partir de:  efluente sintético contendo glicerol como fonte de carbono 

(composição na Tabela 8), caldo nutriente, preparado conforme instruções do 

fabricante e efluente de cervejaria, coletado em uma cervejaria artesanal no município 

de Toledo-PR e caracterizado conforme descrito em 4.2. Este efluente foi diluído 20X 

com água destilada a fim de obter a concentração de Açúcares Redutores Totais 

(ART) desejada. 

Tabela 8. Composição do efluente sintético contendo glicerol como fonte de carbono 

Fonte: adaptado de Fontes Lima e Zaiat (2012). 

Composto Concentração (g/L) 

Glicerol P.A 1,781 

Ureia 0,0115 

Fosfato de potássio monobásico 0,005 

Fosfato de potássio dibásico 0,005 

Fosfato de sódio dibásico 12H2O 0,005 

Cloreto de cálcio diidratado 0,001 

Cloreto de níquel 0,001 

Sulfato ferroso 7.H2O 0,001 

Cloreto férrico 6.H2O 0,001 

Cloreto de cobalto hexaidratado 0,0001 
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 As composições utilizadas como substrato foram identificadas com as letras A 

a D e referem-se ao uso de um único substrato ou à combinação de dois deles, 

conforme Tabela 9.  

Tabela 9. Identificação e composição dos substratos utilizados isoladamente ou em 
mistura 

Identificação do 
susbtrato 

Composição  

A Efluente Sintético 

B Efluente sintético + caldo nutriente (1:1) 

C Efluente sintético + efluente de cervejaria (1:1) 

D Efluente de cervejaria 

 

O efluente de cervejaria foi coletado em uma cervejaria artesanal no município 

de Toledo-PR com as seguintes características: coleta apenas do tanque de mosturação, 

antes da adição de lúpulo, apresentando visualmente baixa presença de sólidos e 

elevada concentração de açúcares, devido à baixa diluição com água de lavagem. O 

armazenamento foi em refrigerador por poucos dias e em seguida congelados a -20°C 

em alíquotas, até o momento do uso. No preparo para os ensaios as alíquotas foram 

descongeladas e diluídas com água destilada até a concentração ART desejada.  

O efluente foi caracterizado quanto ao teor de sólidos totais, totais fixos e totais 

voláteis (ST, STF e STV) por método gravimétrico, pH por método potenciométrico, 

DQO e teor de Fósforo inorgânico (PO4
3--P) por espectrofotometria, alcalinidade por 

método titulométrico/condutimétrico e Nitrogênio Total por método de Kjeldahl, todos 

de acordo com Standard Methods of Examination of Water and Wastewater (APHA, 

2012). A análise do teor de açúcares redutores totais foi realizada por método 

espectrofotométrico (DNS, baseado em MILLER, 1959). A relação Carbono/Nitrogênio 

(C/N) foi determinada considerando-se a fração molar de Carbono na glicose, uma 

vez que na análise de ART os açucares são hidrolisados a glicose, além da 

concentração de Nitrogênio no efluente. 

 

4.1.5. Ensaios em frascos estáticos e batelada 

 

Foram utilizados frascos Schott de vidro transparente em borosilicato (Duran®) 

com volume de 250 mL e tampa rosqueável contendo septo de silicone, adaptados 
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com um dispositivo para purga com gás N2 e para coleta de amostra gasosa (Figura 

3). Os volumes de fase líquida e de headspace foram 140 mL e 180 mL, 

respectivamente. Os substratos utilizados tiveram pH ajustado para 5,5 e foram 

inoculados utilizando 0,2 mL dos pré inóculos preparados conforme descrito em 4.1.1, 

em fase exponencial de crescimento (16-18 horas de cultivo). Após inoculados, os 

reatores foram incubados a 36ºC ± 1 por 24 horas, tempo em que foi realizada a coleta 

de gás em ampolas gasométricas para avaliação da composição por cromatografia 

gasosa sendo esta a única variável avaliada.  

 

Figura 3. Frasco utilizado nos ensaios preliminares 
Legenda: (1) Tampa rosqueável; (2) Frasco “reator”; (3) septo de silicone. 

Para tanto, o biogás produzido foi coletado com o auxílio de uma seringa de 

vidro e transferido para ampolas gasométricas de 35 mL com o auxílio de um kit de 

transferência, onde permaneceu armazenado até o momento da análise por 

cromatografia gasosa. A ampola gasométrica é constituída por um recipiente de vidro 

e um pistão com válvula, o kit de transferência permite que o pistão seja manipulado 

e as válvulas sejam abertas e fechadas durante a transferência do gás. 

A cromatografia gasosa (CG) foi realizada em dois equipamentos: cromatógrafo 

a gás Trace Thermo Finnigan com coluna de aço inox 3 m x 1/8” com Poropak N 

80/100 mesh em série com uma peneira molecular 13X, com detector de 

condutividade térmica e Argônio na fase móvel, ou Micro GC modelo C2V-200, 

Thermo Scientific, com um nano detector TCD e colunas do tipo Plot - MS5A 

(Molecular Sieve 5A) e do tipo Bond -U (divivylbenzene type U), com Argônio como 

gás de arraste. 
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4.2. Materiais e procedimentos referentes à 2ª etapa do trabalho 

 

Nesta etapa do trabalho foi selecionada apenas uma das cepas avaliadas na 1º 

etapa (cepa8) bem como apenas o efluente de cervejaria, para realização de ensaios 

em maior volume, em reator anaeróbio com agitação mecânica e com monitoramento 

de diversas variáveis ao longo do tempo. Utilizou-se o mesmo efluente da Etapa 1, 

cuja coleta, armazenamento e caracterização foram descritos em 4.1.6. 

 

4.2.1. Reator Anaeróbio de mistura mecânica 

 

O reator utilizado foi construído a partir de um jarro de vidro com capacidade 

total de 5,5 L com tampa de aço inox 316 L adaptada com encaixe para um sistema 

de agitação mecânica (fixa - 20 rpm) com rotor acoplado a impedidores do tipo pás 

verticais (6 cm de diâmetro) e três tubos, um para coleta da fase gasosa, um para a 

fase líquida e outro que permaneceu conectado a um frasco Mariotte com oliva de 

vidro para monitorar o volume de biogás produzido, conforme a Figura 4.  

 

 

Figura 4. Reator anaeróbio de mistura mecânica e sistema de medição de volume de 
biogás. 
Legenda: (A) Jarro de vidro (1), Ponto para alimentação (2), Ponto para descarga (3), 
Saída de gás para conexão ao frasco Mariote (4); Ponto de amostragem de gás (5) 
Sistema de agitação (6) e (B) Frasco Mariotte. 

 

(A) 

 

(B) 
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4.2.2. Ensaios de produção de H2 em reator 

 

Foram realizados 07 ensaios em reator, dos quais apenas 5 foram utilizados 

para esse trabalho, seguindo as mesmas condições experimentais, com uma 

diferença principal entre eles:  

 Ensaios 1 a 3 – a liberação do líquido no frasco Mariote, deslocado pela 

produção de biogás foi intermitente, ou seja, o biogás ficou confinado no reator 

e foi liberado a cada intervalo de tempo de amostragem; 

 Ensaios 4 e 5 - a liberação do biogás e o deslocamento do liquido foi contínua.  

As demais condições experimentais foram fixas para todos os ensaios e são 

descritas a seguir: 

Pré-inóculo:  A cepa 2 foi inoculada em 15 mL de efluente de cervejaria nas mesmas 

condições (diluição e pH) que seria utilizada em cada ensaio. Os tubos contendo pré-

inóculo foram mantidos overnight a 36°C ± 1°C a fim de estarem em fase exponencial 

de crescimento no momento da inoculação em reator; 

 

Preparo do efluente de cervejaria: alíquotas do efluente foram descongeladas e 

diluídas 20X com água destilada para em seguida realizar o ajuste do pH para 5,5.  

 

Inoculação e experimento: os ensaios foram conduzidos em batelada com volume 

inicial de 3,5 L e volume de headspace de 2 L; o pH inicial foi sempre 5,5 e a 

inoculação de cada batelada foi feita pela transferência de 5 mL de pré inóculo em 

fase exponencial de crescimento nos experimentos 1 a 3 e de 50 mL nos experimentos 

4 e 5. A duração dos experimentos foi de 72 horas, a 36°C ± 1°C, com agitação 

mecânica de cerca de 20 rpm. A cada intervalo de tempo (entre 4, 6, 12 ou 24h) foram 

retiradas amostras da fração gasosa (5 mL) e da fração líquida para análises, sendo 

que o volume total de amostragem foi inferior a 5% do volume de trabalho.  

Foram monitorados em intervalos de tempo estabelecidos para amostragem a 

composição do biogás por Cromatografia gasosa (4.1.5), o pH, a concentração de 

ART, o teor de sólidos (ST, STV, STF), a DQO, a alcalinidade e o teor de fósforo. Tais 

análises seguiram a mesma metodologia descrita para o efluente (4.1.6).  Além destas 

análises já descritas, foram inseridas nesta etapa a avaliação dos metabólitos solúveis 

(ácidos orgânicos) por Cromatografia líquida (CLAE) em cromatógrafo Shimadzu® 
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equipado com detectores UV–Vis e detector de índice refrativo RID e coluna Aminex 

HPx - 87H. Para o monitoramento do volume de biogás produzido um frasco Mariote 

com saída de oliva foi conectado ao reator (Figura 4). 

Caracterização microbiológica: um dos ensaios em reator foi selecionado para 

caracterização da cepa, lâminas de coloração de Gram foram preparadas e o 

resultado desta análise é apresentado no item 5.1. 

A frequência com que as análises foram realizadas é apresentada na Tabela 

10: 

 

Tabela 10. Frequência das análises realizadas para os ensaios de produção de H2 

Análise Frequência 

Teor de sólidos (ST,) DQO, 

Nitrogênio Total, Fosforo Total 

e Inorgânico e Alcalinidade 

Início e fim de cada batelada 

ART e pH Todos os pontos coletados durante a batelada 

Ácidos orgânicos Pontos selecionados de alguns ensaios 

Microbiológica 1x ao final de uma batelada 

4.2.3. Tratamentos e resultados 

 

Após a realização dos experimentos de produção de bio-H2 em reator anaeróbio 

o tratamento dos resultados foi realizado de acordo com as Equações 9-12: 

Vazão de biogás (Qg): 

𝑄𝑔 [𝑚𝐿 ℎ
−1] =  

𝑉𝑔

𝑡
                                                                                                 (9) 

Em que:  

Vg é o volume de biogás medido durante o intervalo de tempo avaliado (t) 

   

Quantidade de matéria de H2 (nH2): 

𝑛𝐻2 [𝑚𝑜𝑙 ] =  
𝑃 𝑉

𝑅 𝑇
                                                                                                   (10) 



 29 
 

 

Para calcular o volume de H2 produzido em cada ensaio a vazão de água do frasco 

Mariotte foi monitorada e posteriormente o volume obtido foi aplicado na fórmula em que: 

R é a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta (neste trabalho 35°C 

ou 308 K) e P é a pressão de gás (1 atm). 

Vazão molar de H2 (טH2):  

 

ט
𝐻2
 [𝑚𝑜𝑙 ℎ−1] =  

𝑛𝐻2

𝑡
                                                                                             (11) 

 

Produtividade de H2 (YH2): 

𝑌𝐻2 [𝑚𝑜𝑙 𝐻2  𝑚𝑜𝑙
−1
𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜] =  

𝑛𝐻2

𝑛𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
                                                                  (12) 

 

Em que:  

nsubstrato é a quantidade de matéria que foi consumida da fonte de Carbono durante 

o intervalo de tempo avaliado. Neste trabalho trata-se do consumo de açucares redutores 

totais, expressos em termos de glicose. 

 

4.2.4. Modelagem cinética do processo de produção de hidrogênio 

 

A descrição matemática da bioreação de formação do H2 se baseou no 

modelos de Monod e Levenspiel (1999). O modelo para a taxa de formação da 

biomassa, utilizando o modelo de Monod pode ser visualizado a seguir na equação 

13: 

𝑅𝐵 =
(𝑅𝑀𝐴𝑋 ∗ 𝐶𝑠)

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
 (13) 

 

Na qual: 

RB=Taxa de formação de biomassa 

Rmax=Velocidade máxima de crescimento 

Ks=Constante de saturação 

Cs=Concentração do substrato 
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Na equação (14), por Levenspiel (1999) tem-se o fator de inibição pelo 

produto/substrato: 

𝑅𝑜𝑏𝑠 = 𝑘 ∗ (1 −
𝐶𝑅
𝐶𝑅 ∗

)
𝑛

 (14) 

 

Em que Robs representa o decréscimo observado na taxa de reação quando o 

composto R (substrato ou produto) está próximo à sua concentração limite de inibição 

CR* 

Simplificando, na equação (15) tem-se a taxa de produção de biomassa 

considerando o crescimento celular e a inibição pelo substrato/produto: 

𝑅𝐵 = 𝑘 ∗ (1 −
𝐶𝑅
𝐶𝑅 ∗

)
𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
 (15) 

A equação (16) descreve a taxa de utilização do substrato: 

−𝑅𝑠 = −𝑅𝐵 ∗
𝑌𝑠
𝐵

 (16) 

Na equação (17) tem-se a taxa de formação do produto: 

−𝑅𝑃 = −𝑅𝐵 ∗
𝑌𝑃
𝑃

 (17) 

 

As taxas de consumo do substrato ou do produto estão relacionadas com a 

taxa de crescimento celular. Quanto maior a formação de biomassa (Rb) maior será o 

consumo de substrato (Rs) e maior a formação do produto (Rp). 

Substituindo (13) nas equações (16) e (17):  

−𝑅𝑠 = −𝑘 ∗ (1 −
𝐶𝑅
𝐶𝑅 ∗

)
𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗
𝑌𝑠
𝐵

 (18) 

 

−𝑅𝑃 = −𝑘 ∗ (1 −
𝐶𝑅
𝐶𝑅 ∗

)
𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗
𝑌𝑃
𝐵

 (19) 

As concentrações do produto e substrato podem ser descritas em termo das 

taxas de proporção, como em: 

𝐶𝑃 = 𝑌𝑃
𝐵
∗ 𝐶𝐵 (20) 

 

𝐶𝑃 = 𝑌𝑃
𝑆
∗ 𝐶𝑠 (21) 

Substituindo (19) e (20) nas equações (14) e (17) 
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𝑅𝐵 = 𝑘 ∗ (1 −

𝑌𝑃
𝐵
∗ 𝐶𝐵

𝐶𝑃 ∗
)

𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
 (22) 

 

−𝑅𝐵 = −𝑘 ∗ (1 −

𝑌𝑃
𝑆
∗ 𝐶𝑠

𝐶𝑃 ∗
)

𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗ 𝑌𝑆

𝐵
 (23) 

A equação 23 descreve a taxa de morte celular: 

𝑅𝐷 = 𝐾𝐷 ∗ 𝐶𝑥 (24) 
 

4.2.5. Modelo para o reator batelada 

 

Na equação 25 tem-se a quantidade de biomassa formada com o tempo: 

𝑑𝐶𝑥
𝑑𝑡

= 𝑅𝐵 ∗ 𝐶𝑥 − 𝑅𝐷 (25) 

A variação do substrato com o tempo dependerá da taxa de consumo de 

substrato para o crescimento celular, assim como da taxa de utilização do substrato 

para a manutenção celular, descrito na equação 27: 

𝑅𝑆𝑀 = 𝑀 ∗ 𝐶𝑥 (26) 

 

Na qual: 

Rsm = Taxa de uso de substrato para a manutenção celular. 

M = Massa de substrato consumido para a manutenção/massa de substrato 

consumido para o crescimento. 

Portanto, a quantidade de substrato utilizado com o tempo será conforme a 

equação 28:  

𝑑𝐶𝑠
𝑑𝑡
= 𝑅𝑆 ∗ 𝐶𝑥 − 𝑅𝑆𝑀 (27) 

 

Para o produto, equação 29: 

𝑑𝐶𝑃
𝑑𝑡

= 𝑅𝑃 ∗ 𝐶𝑥 (28) 

Sendo assim, ao substituir as respectivas equações das taxas na equação da 

biomassa, do substrato e do produto teremos: 

𝑑𝐶𝑥
𝑑𝑡

= 𝑘 ∗ (1 −

𝑌𝑃
𝑋
∗ 𝐶𝑋

𝐶𝑃 ∗
)

𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗ 𝐶𝑥 − 𝐾𝐷 ∗ 𝐶𝑥 (29) 
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𝑑𝐶𝑠
𝑑𝑡
= 𝑘 ∗ (1 −

𝑌𝑃
𝑆
∗ 𝐶𝑆

𝐶𝑃 ∗
)

𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗ 𝑌𝑆

𝐵
∗ 𝐶𝑥 −𝑀 ∗ 𝐶𝑥 (30) 

 

𝑑𝐶𝑃
𝑑𝑡

= 𝑘 ∗ (1 −
𝐶𝑃
𝐶𝑃 ∗

)
𝑛

∗
𝐶𝑠

(𝐾𝑠 + 𝐶𝑠)
∗ 𝑌𝑃

𝐵
∗ 𝐶𝑥 (31) 

As equações 21, 22 e 23 representam as equações do modelo cinético para 

a produção de hidrogênio. 

 

4.2.6. Métodos numéricos 

 

Os parâmetros k, 𝐶𝑝 ∗ , 𝐾𝑠, n, m e 𝐾𝑑, Yp/b, Ys/b foram estimados pelo ajuste 

de dados experimentais ao modelo por meio da minimização da função objetivo 

definida como: 

 

  
Ndad

j

Nc

i

calc

ijij XXf
2exp

 (32) 

 

Em que 
exp

ijX  e 
calc

ijX  referem se às concentrações experimentais e calculadas 

respectivamente da biomassa, do substrato e do produto. 𝑁𝑑𝑎𝑑 se refere ao número 

de dados experimentais utilizados no ajuste dos parâmetros e 𝑁𝑐 o número de 

componentes considerados. 

A estimativa dos parâmetros foi feita por meio de um algoritmo desenvolvido no 

programa MapleSoft Maple 14®. O sistema de equações diferenciais ordinárias foi 

resolvido numericamente pela sub-rotina “rosenbrock_dae” e a função objetivo foi 

minimizada por meio da sub-rotina de otimização “nonlinearsimplex”. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Isolamento e caracterização dos micro-organismos 

 

Os ensaios preliminares foram realizados a fim de encontrar um isolado dentre 

os 11 obtidos que tivesse uma boa produção de H2 em resíduo de cervejaria.  
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Os testes bioquímicos realizados (Tabela 11) permitiram a separação dos 

isolados em três grupos. O primeiro e o segundo grupos, respectivamente formados 

pelos isolados 1, 3, 5, 6, 7 e 8 e isolados 2 e 4, incluem bactérias do gênero Klebsiella. 

Os micro-organismos destes dois grupos diferiram apenas em relação à utilização do 

citrato. O terceiro grupo é formado pelos isolados 9, 10 e 11 e apresentou perfil 

bioquímico característico de Escherichia coli. As cepas isoladas pertencem a família 

Enterobacteriaceae, a produção de H2 a partir desses micro-organismos tem se 

destacado nos últimos anos e estes têm se mostrado cada vez mais importantes 

nesse processo. A confirmação da identificação do isolado utilizado até o nível de 

espécie requer análises complementares como a extração de DNA, PCR e 

sequenciamento genético. 

Para avaliação da cinética de crescimento microbiano dos isolados, algumas 

cepas tiveram a curva de crescimento determinada por 30 horas. Na Figura 5 é 

apresentada a densidade de células (expressa em Unidades Formadoras de Colônias, 

log UFC mL-1) em função do tempo para a cepa utilizada nos ensaios seguintes (Cepa 

2).  

 

Figura 5. Curva de crescimento referente a cepa 2. 

O perfil de crescimento celular mostra que com intervalos de 4 horas não é 

possível identificar fase lag, pois o comportamento observado é de fase exponencial, 
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com duração de cerca de 15 horas. Embora ocorra morte celular a partir deste 

tempo (15h) ainda é notado alta densidade de células até 30 horas, momento em 

que foi interrompido o monitoramento.  

 



 35 
 

 

 

Tabela 11. Caracterização bioquímica para os isolados 

Isolado Origem A B C D E F G Identificação preliminar  

1 FS - - + + - - + Klebsiella sp.  

2 FS - - + - - - + Klebsiella sp.  

3 FS - - + + - - + Klebsiella sp.  

4 FS - - + - - - + Klebsiella sp.  

5 FS - - + + - - + Klebsiella sp.  

6 CA - - + + - - + Klebsiella sp.  

7 CA - - + + - - + Klebsiella sp.  

8 CA - - + + - - + Klebsiella sp.  

9 CA + + - - - + + Escherichia coli  

10 CA + + - - - + + Escherichia coli  

11 CA + + - - - + + Escherichia coli  

Legenda: Fezes de suínos (FS); Cama de aviário (CA) 
Produção de Indol (A); Vermelho de metila (B); Voges-Proskauer (C); Citrato (D); Produção de H2S (E); Motilidade (F); Lisina descarboxilase (G)
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A análise de coloração de Gram confirmou os resultados bioquímicos que tendiam 

para Enterbactérias Gram negativas, na Figura 6 pode-se observar as células com a 

coloração rósea em forma de bacilos. 

 

 

Figura 6. Lâmina de colocação de Gram referente a cepa 2. 

 

5.2. Avaliação das cepas produtoras de H2 em diferentes substratos 

 

As cepas 1 (isolado 7) e 2 (isolado 8) foram testadas quanto a capacidade de 

produção de H2 em substratos diferentes, puros ou combinados (4.1.4): efluente 

sintético contendo glicerol como fonte de carbono; efluente sintético + caldo nutriente; 

efluente de cervejaria e efluente de cervejaria + caldo nutriente.  

A avaliação do potencial de produção de H2 foi a composição do biogás, 

determinada por cromatografia gasosa. Os resultados apresentados na Figura 7, 

evidenciaram que as cepas testadas são capazes de produzir H2 e em nenhum dos 

ensaios realizados houve a produção de metano (CH4); na maioria dos ensaios a 

produção de CO2 foi superior à produção de H2.  

Estudos realizados por Kapdan e Kargi, (2006), mostraram que a família 

Enterobacteriaceae tem como característica e a produção de H2 associada a produção 

de CO2 na fase gasosa, mas tal como observado no presente trabalho a composição 

percentual apresentou variação. 
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Figura 7. Composição do biogás para duas cepas (1 e 2) e quatro tipos de substrato 
Legenda: A) efluente sintético contendo glicerol + caldo nutriente; (B) efluente 
sintético; (c) efluente de cervejaria + caldo nutriente; (d) efluente de cervejaria. 

 

Na figura 7, observou-se a quantidade de H2 o produzido pelas cepas em 

relação aos ensaios realizados. As cepas 1 e 2, quando submetidas aos diferentes 

substratos responderam de forma diferente, mas em todos os casos houve produção 

de H2, com composições que variaram entre 20 e 97% de H2 e entre 80 a 3% de CO2. 

Nota-se que o isolado 2 reagiu melhor a mistura de efluentes, em termos de teor de 

H2 no biogás.  

O uso de efluente sintético contendo glicerol como fonte de carbono nesta 

etapa inicial do trabalho teve a finalidade de avaliar mais de uma opção de efluente 

agroindustrial como substrato, tendo em vista que não se conhecia a habilidade das 

cepas isoladas em metabolizar diferentes substratos e produzir H2. Com estes testes 

foi possível observar que um estudo da aplicação destas cepas neste efluente 

contendo glicerol poderia ser conduzido; no entanto devido à baixa disponibilidade de 

estudos com efluente de cervejaria e também ao resultado observado para a cepa 2 

neste efluente optou-se por dar continuidade aos trabalhos nesta linha e interromper 

testes com o glicerol.  
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Na Tabela 12 são apresentados os resultados da caracterização físico 

química desse lote do efluente cervejaria, utilizado nos ensaios descritos nesta seção. 

Nota-se uma alta disponibilidade de açúcares (12-15 g L-1), que se reflete na elevada 

DQO; a presença de açúcares neste resíduo propicia a atividade microbiana para 

produção de H2, o que foi notado nos ensaios de produção de H2 (Figura 7 – ensaios 

1D e 2D). A escolha do fator de diluição para este resíduo para uso nas reações de 

produção de H2, que foi de 4x, levou em conta trabalhos com efluente sintético (água 

residuária contendo sacarose como fonte de carbono) no qual a concentração de 

sacarose é de cerca de 1,8 g L-1 (Del Nery (1987), utilizando-se diluição de 2,5 – 4 x 

para o efluente de cervejaria a concentração de açúcares foi padronizada em cerca 

de 3 - 6 g L-1. 

 

Tabela 12. Caracterização físico química do Lote 1 de efluente de cervejaria 

Parâmetro Valor 

pH 4,2 

ART (g L-1) 12 – 15 

DQO (mg O2 L-1) 9000 

ST (mg m L-1) 55,7 

STF (mg m L-1) 3,1 

STV (mg m L-1) 52,6 

Com relação ao desempenho das cepas nas misturas entre efluente de caldo 

nutriente e considerando-se que além de fonte de Carbono este meio é também fonte 

de nitrogênio deve-se levar em conta estudos que relatam que a relação 

carbono/nitrogênio é determinante para a produção de H2, baixas ou elevadas 

concentrações desses nutrientes podem levar a um baixo rendimento e reduzidas 

velocidades de produção, porque podem atuar como fatores limitantes a rotas 

metabólicas, reduzir a atividade biológica, entre outros fatores (OZTEKIN et al., 2008). 

A adição do caldo nutriente no ensaio contribui para modificar a relação C/N mas 

observando-se os resultados similares para adição ou não de caldo nutriente (exceto 

para o ensaio 2D) este parâmetro não se mostrou essencial. 
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O ensaio 2D, utilizando a cepa 2 e efluente de cervejaria puro apresentou 

maior teor de H2 no biogás, motivo pelo qual esta cepa foi selecionada para os ensaios 

posteriores. Uma vez que não foi avaliado o volume de biogás produzido (ou pressão 

interna no frasco) bem como o consumo de açúcares, não foi possível comparar estes 

resultados com a literatura em termos de produtividade de H2 (mol de H2/mol de 

substrato). Esta avaliação foi realizada na etapa posterior, para ensaios em reator e 

com variáveis controladas. 

 

5.3. Ensaio de produção de H2 em reator anaeróbio 

 

De acordo com os resultados obtidos na etapa inicial do trabalho foram 

selecionados a cepa 2 e o efluente de cervejaria para avaliação da produção de H2 

em reator anaeróbio com agitação mecânica.  

 

5.3.1. Ensaios com liberação do biogás de forma intermitente 

 

Para esta etapa do trabalho foi realizada uma caracterização completa do 

efluente de cervejaria, apresentado na Tabela 13. Este lote apresentou maior 

concentração de açúcares do que o lote 1 uma vez que foi coletado de forma diferente, 

com menor quantidade de água de lavagem do tanque de mosturação. O menor teor 

de sólidos é reflexo da coleta antes da adição de lúpulo. 

Tabela 13. Caracterização físico química do Lote 2 de efluente de cervejaria 

Parâmetro Valor 

pH 5,7 
ART (g L-1) 80 

DQO (mg O2 L-1) 80000 - 86000 
ST (mg mL-1) 5,12 

STF (mg mL-1) 0,28 
STV (mg mL-1) 4,8 
PO4

3- P (g L-1) 9,25 
Nitrogênio Total (g L-1) 

Alcalinidade (mg CaCO3 L-1) 
0,044 
131,6 

  

O ensaio 1 foi realizado utilizando o 1º lote de resíduo (Tabela 12), com 

características diferentes do 2º lote (Tabela 13), que foi utilizado para os ensaios de 2 

a 5. No entanto foi adotado o fator de diluição de cada lote de resíduo de modo a 
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padronizar o teor de ART em cerca de 3 - 6 g L-1, ou seja, diluição de 2,5 - 4x para o 

lote 1 e de 20x para o lote 2. 

Observou-se uma baixa produção volumétrica de H2 nos ensaios 1, 2 e 3 

(Figura 8) que pode estar relacionado ao fato do biogás estar confinado, o que 

aumentaria a concentração de H2 presente na fase gasosa. A elevada pressão parcial 

de H2 no meio reacional pode levar a ocorrência da solventogênese, fase na qual a 

formação de ácido lático e alguns solventes orgânicos como o etanol, butanol e 

acetona pode ser observada (LEVIN et al., 2004).  

Nesses ensaios o frasco Mariotte foi mantido fechado durante todo o período 

do experimento, sendo liberado apenas nos intervalos de tempo de amostragem para 

aliviar a pressão interna e medir o volume de biogás gerado entre uma coleta e outra. 

De modo geral a produção volumétrica se manteve próxima nos ensaios 1 e 2, tendo 

um volume de 0,179 L e 0,173 L de hidrogênio respectivamente, enquanto no ensaio 

3 apenas 0,041 L de hidrogênio foi produzido; estes valores de produção são 

extremamente baixos para ensaios com duração de 50-70h de duração. Observou-se 

também que o consumo de açúcar foi baixo no ensaio 1, uma vez que o ensaio iniciou 

com cerca de 6 g L-1 de ART e terminou com cerca de 5 g L-1, o que pode indicar uma 

certa ineficiência do processo.  
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Figura 8. Resultados obtidos para os ensaios 1, 2 e 3 referentes a: Volume de H2, 

variação do pH, concentração de açúcares (ART) e concentração celular, 

Em contrapartida a composição do biogás nesses ensaios, em termos de 

quantidade de H2, não diferiram muito entre si, como pode ser observado na Figura 9. 
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Figura 9. Composição do Biogás para os ensaios 1 (A), 2 (B) e 3 (C). 

 

5.3.2. Ensaios com liberação do biogás de forma contínua 

 

Os ensaios 4 e 5 foram realizados mantendo o frasco Mariotte aberto do início 

ao fim dos ensaios; a produção volumétrica dos ensaios é apresentada na Figura 10, 

juntamente com os ensaios 2 e 3 para fins de comparação. A produção volumétrica 

de biogás desses dois ensaios foi melhor que nos anteriores. 
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Figura 10. Produção volumétrica de H2 dos ensaios 2 a 5 em que: (A) produção diária 

e (B) produção acumulada. 

Ao observar a produção diária (Fig. 10 A) notou-se uma instabilidade na 

produção mesmo para os ensaios cuja liberação do biogás foi contínua. Pode-se 

destacar que a produção descontínua nas primeiras horas de ensaio pode estar 

relacionada a adaptação do inóculo no meio, além disso, nas horas iniciais as rotas 

metabólicas presentes, cuja explanação segue mais adiante, também foram fatores 

decisivos para aumentar a produção diária/acumulada nas horas finais dos ensaios 4 

e 5. 

Comparando-se os ensaios 2 e 3, realizados com liberação intermitente do 

biogás, com os ensaios 4 e 5 cuja liberação foi contínua, nota-se a maior produção 

volumétrica acumulada de H2 com um aumento no volume final de cerca de 10 vezes 

(Fig. 10 B). 

Diversos estudos têm focado na diminuição da pressão parcial de H2 nos 

reatores para favorecer a síntese de H2. Nesse sentido se destacam as purgas com 

gás inerte no sistema ou as coletas periódicas e regulares dos gases (VALDEZ-

VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009; NGO et al., 2011). Pesquisas apontam que as 

vias metabólicas para a produção de H2 são influenciadas por elevadas concentrações 

de H2 no meio e ficam susceptíveis à inibição pelo produto, dessa forma, o aumento 

na pressão parcial de H2 reduz a sua síntese, direcionando as vias metabólicas para 

a produção de metabólitos como o ácido lático, etanol, acetona e butanol (LEVIN et 

al., 2004). 

 

0 10 20 30 40 50 60 70

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 10 20 30 40 50 60 70

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

A

 

 

V
H

2
 (L

)

Tempo (h)

 Ensaio 2

 Ensaio 3

 Ensaio 4

Ensaio 5

B

 

 

Tempo (h)



44 

 

Embora a produção acumulada, apresentada na Figura 10, demostra não ter 

ocorrido de forma associada ao crescimento celular na Figura 11 essa associação  

Os melhores rendimentos de H2 foram observados entre a 24ª e a 72ª hora de 

ensaio, tendo uma relação muito próxima com os pontos onde houve maior consumo 

de ART e maior concentração celular. 

Especialmente, nos ensaios 4 e 5 houve um aumento expressivo na produção 

de H2 entre a 30ª e a 72ª hora a concentração celular já estava fora de sua melhor 

fase e o ART já estava em concentrações muito baixas no meio reacional chegando 

quase ao consumo total nas últimas horas de ensaio, como pode ser observado na 

Figura11. 

 

 

Figura 11. Comparativo entre Produção volumétrica, consumo de ART e 
concentração celular nos ensaios 4 e 5. 

 

Notou-se que a taxa de consumo de ART pelos micro-organismos se manteve 

parecida nos ensaios 2, 3 e 5, enquanto no ensaio 4 o consumo aconteceu 

rapidamente logo nas primeiras horas.   
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A relação consumo/produção nos ensaios 4 e 5 foram diferentes dos ensaios 

anteriores por apresentarem uma quantidade maior de biogás, assim como de 

hidrogênio, além disso o consumo de ART nesses ensaios foi maior que nos ensaios 

anteriores. É sabido que o efluente de cervejaria possui maltose e maltrotriose além 

de outros açucares que podem ser usados como aditivos na produção de cerveja 

(glicose, frutose, sacarose). Os açúcares complexos são hidrolisados a carboidratos 

mais simples na fermentação para então serem metabolizados pelos micro-

organismos.  

Esse consumo pode ser relacionado a taxa de crescimento dos micro-

organismos presentes no meio, uma vez que o substrato é convertido em produto pela 

ação dos micro-organismos. Os ensaios de 2 a 5 foram semelhantes entre si, em 

relação ao crescimento celular. Conforme pôde ser observado na Figura 11 que 

destaca o consumo de ART e a concentração celular, inicialmente as bactérias 

utilizaram o açúcar disponível para crescer e manter suas atividades celulares, como 

uma fase de adaptação ao ambiente e só após a 20ª hora de ensaio é que a produção 

volumétrica de H2 foi aumentar expressivamente, assim como a concentração celular 

no meio.  

O pH teve um comportamento muito parecido em todos os ensaios, observou-

se que com o passar do tempo e aumento na produção de H2 o pH teve uma 

diminuição considerável, variando de 5,5 no início até 3,5 no final de alguns desses 

ensaios, por exemplo. Essa diminuição se deve principalmente a acidificação do meio 

pelos ácidos orgânicos produzidos, observando-se que a tendência era a mesma para 

todos os ensaios: diminuição do pH com o passar das horas, aumento na quantidade 

de hidrogênio no biogás e aumento na concentração de ácidos orgânicos. 

Embora a maioria dos micro-organismos produtores de H2 tenha uma faixa de 

pH preferencial, entre 5,0 e 6,5, a Enterobactéria utilizada como inóculo neste trabalho 

se adaptou e deu continuidade na produção mesmo em uma faixa de pH abaixo do 

que a observada em outros trabalhos. Perna et al., (2013) identificaram uma Klebsiella 

em seus reatores de produção de H2 que se adaptou a uma queda no pH logo nos 

estágios iniciais dos ensaios, que posteriormente produziu 1,1 mol H2 mol lactose-1
. 

 

5.3.3. Identificação das rotas metabólicas seguidas no bioprocesso 
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A análise da fração líquida dos diferentes ensaios por HPLC permitiu a 

identificação dos ácidos orgânicos formados durante o bioprocesso de produção de 

H2: foram detectados os ácidos propiônico, lático, fórmico, acético e butírico em 

diferentes concentrações. 

A observação da proporção entre os ácidos produzidos ao longo do tempo 

permite visualizar com maior clareza o perfil de composição visando identificar se há 

uma tendência que se mantém entre os ensaios. Neste sentido a observação da 

Figura 12 permite notar que o perfil de ácidos orgânicos produzidos muda ao longo do 

tempo: na avaliação em 12 ou 30 horas, a presença dos ácidos lático, fórmico ou 

propiônico predominaram e estes ácidos deram lugar ao acético e butírico justamente 

quando a produção de H2 se intensificou (após cerca de 30 - 40 horas) foram 

detectados os ácidos acético (22 e 31%). Considerando-se as reações de produção 

de H2 pela via do butirato e do acetato (Equações 5 – 7 item 3.2), onde, teoricamente, 

os maiores rendimentos de hidrogênio estão associados ao acetato como produto final 

da fermentação, a maior concentração de ácido butírico ao mesmo tempo em que a 

produção de H2 aumenta é um resultado coerente. Além disso, a presença do butirato 

é esperada, já que não se consegue uma via metabólica exclusiva e corrobora com a 

afirmação de que na prática, os maiores rendimentos de hidrogênio estão associados 

a mistura do acetato e butirato como produtos finais (LEVIN et al., 2004).  

Quando se trata de micro-organismos anaeróbios facultativos a fermentação 

pode assumir duas rotas possíveis; a primeira está relacionada à produção de ácidos 

orgânicos (acético, lático, e fórmico) e etanol e a segunda também leva à produção 

dos ácidos acima citados, porém em menor concentração e o etanol. Sabe-se que a 

formação desses compostos limita a liberação do H2 produzido e o rendimento 

geralmente é inferior a 2 mol H2 mol glicose-1. 

 



47 

 

 

Figura 12. Composição dos ácidos orgânicos para os ensaios 2 a 5 ao longo do 
tempo. 

As rotas metabólicas para a produção de H2 a partir da glicose, onde é 

possível observar os pontos onde há consumo do H2 são descritas nas equações 34 

- 41. Nos ensaios analisados a maior concentração de ácido fórmico foi observada no 

ensaio 5, o que pode explicar o fato desse ensaio ter um rendimento inferior ao ensaio 

4, onde também houve produção de ácido fórmico. Como pode ser observado nas 

equações a seguir, os maiores rendimentos de H2 estão relacionados às rotas do 

ácido acético seguido do ácido butírico, o que explica a maior produção de H2 quando 

há a maior proporção desses ácidos.  

C6H12O6  → C4H8O2 + 2 CO2 + 2 H2                                                                                                          (34) 
Glicose         Ác. Butírico 

C6H12O6 + 2 H2O → 2 C2H4O2 + 2 CO2 + 4 H2                                                                       (35) 
             Glicose                      Ác. Acético 

 C6H12O6 + 2 H2  → 2 C3H6O2 + 2 H2O                                                            (36) 
             Glicose                     Ác. Propiônico 

C6H12O6 → 2 C3H6O3                                                                                                                                (37) 
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              Glicose          Ác. Lático 

C3H6O3 + H2 → C3H6O2 + H2O                                                                       (38) 
              Ác. Lático        Ác. Propiônico    

C4H8O2 + 2 H2O → 2 C2H4O2 + 2 H2                                                                                             (39) 
 Ác. Butírico              Ác. Acético 

 

 
C3H6O2 + 2H2O → C2H4O2 + CO2 + 3 H2                                                                                   (40) 
  Ác. Propiônico        Ác. Acético 

 
C3H6O3 + H2O → C2H4O2 + CO2 + 2 H2                                                                                      (41) 
Ác. Lático              Ác. Acético 

 
 

A produção de ácidos orgânicos voláteis também interfere nos resultados 

obtidos na análise de DQO, uma vez que a presença desses ácidos contribui para que 

a DQO do meio reacional permaneça próxima ao valor inicial da DQO, mesmo que a 

matéria orgânica presente no meio reacional tenha sido consumida. A DQO presente 

incialmente no meio reacional na forma de matéria orgânica fermentescível é 

consumida para a geração de H2 e consequentemente de ácidos orgânicos.  Deste 

modo a redução de DQO por fermentação ocorre simultaneamente ao acréscimo de 

DQO devido aos ácidos gerados e este balanço pode resultar em valores de DQO 

inicial e final praticamente iguais (Tabela 14). 

Tabela 14. Variação de DQO entre os ensaios 2 a 5 

Ensaio DQO Inicial 
(mg O2 L-1) 

DQO Final 
(mg O2 L-1) 

2 4190 4370 

3 3115 2906 

4 2549 2731 

5 3931 3040 

A relação consumo de DQO/aumento de DQO no processo acidogênico de 

formação de H2 é relatada como um fator negativo quando se pretende neste processo 

tratar o efluente agroindustrial. Para resolver esta questão em diversos estudos esse 

processo tem se dividido em dois estágios para produção sequencial de H2 e CH4 a 

fim de melhorar a viabilidade econômica do tratamento de resíduos. Peixoto et al., 

(2012) fizeram uso do processo combinado e verificaram redução da DQO de alguns 

efluentes em comparação aos processos individuais. 
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5.3.4. Avaliação de parâmetros físico químicos  

 

Além dos parâmetros monitorados ao longo do tempo e apresentados nas 

discussões acima (DQO, ART, pH, ácidos orgânicos) foi realizada a avaliação dos 

parâmetros alcalinidade, relação C/N, concentração de fósforo inorgânico e de sólidos 

totais. A Tabela 15 apresenta a variação destes parâmetros no início e fim de cada 

experimento referentes aos ensaios 2, 3, 4 e 5. 

Tabela 15. Variação de alcalinidade, concentração de sólidos totais, fósforo 
inorgânico e relação C/N para os ensaios 2 a 5. 

 
 

Ensaio 

 
Alcalinidade 

(mg CaCO3 L-1) 

 
ST 

(g L-1) 

 
Fósforo 

(PO4
3—P g L-1) 

C/N  

(g L-1) 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial 

2 86,1 nd 5,7 3,4 0,43 0,49 32,6 
 

3 90,3 56,4 5,2 3,3 0,39 0,39 31,6 
 

4 85,3 54,8 5,1 1,8 0,411 0,39 25,5 
 

5 47,9 47,9 2,9 0,76 0,17 0,15 30,9 
 

Legenda: (nd) não determinado. 

Sabe-se que tanto as baixas quanto as elevadas concentrações de certos 

nutrientes, como o carbono e o nitrogênio, podem influenciar no rendimento da 

produção de H2. Diversas pesquisas foram realizadas a fim de determinar a melhor 

relação C/N para a produção de H2: Argun et al. (2008) variaram as relações C/N de 

20 a 200 e C/P de 50 a 1000 ajustando a concentração de N adicionando ureia ao 

substrato e a concentração de P adicionando KH2PO4 e concluíram que para 

concentrações de nitrogênio maior que 46 e com o aumento da relação C/P a 

velocidade específica de formação do H2 diminuiu devido as limitações causadas pela 

baixa concentração de fósforo quando o nitrogênio é o nutriente em excesso. Neste 

mesmo estudo também foi verificado que quando o nitrogênio foi o elemento limitante 

a velocidade específica de produção de H2 aumentava conforme a relação C/P 

aumentava, o que indicou baixo requerimento de fósforo quando a concentração de 

nitrogênio é baixa. No presente trabalho a relação C/N dos ensaios realizados é baixa 
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em comparação as relações encontradas em outros estudos, entretanto, este não foi 

um fator variado no processo de modo que não pode-se afirmar se foi um fator 

limitante.  

A alcalinidade do resíduo no tempo inicial dos ensaios pode ser considerada 

baixa em relação ao que foi observado em outros trabalhos, por isso a queda rápida 

de pH durante o processo. A diminuição da alcalinidade do tempo incial para o tempo 

final da reação indica a presença de ácidos orgânicos, cujos prótons consomem 

aníons para tamponamento do pH. Devido à quantidade de aninons ser baixa no 

resíduo o tamponamento foi insuficiente, porém, mesmo em pH abaixo da faixa 

apresentada como ótima na maioria das pesquisas sobre H2, a produção se 

intensificou mesmo nas últimas horas, onde o pH chegou a valores de até 3,5. Para 

fins de tamponamento do pH é usual a adição de NaHCO3 ao meio e o monitoramento 

da alcalinidade em termos de HCO3- é utilizado como indicativo de produção de 

ácidos e consequentemente de H2. Deste modo, uma vez que se conhece a baixa 

alcalinidade natural do resíduo, seria importante a realização de ensaios com ajuste 

deste parâmetro no tempo inicial. 

Como pode ser observado na Tabela 15, a alcalinidade dos ensaios 2 e 3 teve 

um comportamento parecido com o relatado por Amorim (2008), onde o autor afirma 

que a produção de ácidos orgânicos provoca o consumo da alcalinidade, e o acúmulo 

desses ácidos no meio contribui para que o pH diminua. 

Cabe destacar que o objetivo dessas análises foi caracterizar os ensaios para 

que, em trabalhos futuros essas condições sejam aprimoradas de modo a atingir o 

melhor rendimento para a produção de H2 utilizando condições parecidas com as 

utilizadas neste trabalho. 

 

 

5.3.5. Comparação da produção de H2 entre este trabalho e a literatura 

 

Para fins de comparação entre os resultados de produtividade de H2, teor de 

H2 no biogás, vazão de biogás e vazão molar de H2 utilizou-se resultados de trabalhos 

com inóculos mistos e efluentes diversos, sejam residuais ou sintético que tem boa 

disponibilidade na literatura. Ocorre que para culturas puras e especificamente 

efluente de cervejaria a literatura é escassa. Sendo assim, na Tabela 16 podem ser 

comparados os resultados deste trabalho com trabalhos que utilizaram efluente 
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sintético (Gomes et al.,(2015); Anzola-Rojas et al., (2015)) e soro de queijo (Perna et 

al (2013). 
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Tabela 16. Comparação dos resultados obtidos neste trabalho e resultados da literatura para os parâmetros: Produtividade, Vazão 
de biogás, teor de hidrogênio e vazão molar 

 

Referência 

 

YH2 

 

Qbiogás 

(mL h-1) 

Teor de H2 no 

biogás (%) 

 H2ט

(mmol H2 h-1) 

 

Este trabalho 

(Tbatelada = 72 h) 

0,80 - 1,67  mol H2  

mol glicose -1 

19-125 

Média 72 

30-40 0,2 – 2,2 

Média 1,2 

Perna et al. (2013)* 0,67  mol H2 mol lactose -1 _ 5 – 10 _ 

Gomes et al. (2015)* 0,60  mol H2 mol sacarose -1 35 – 78 60 – 72 1,87 

Anzola-Rojas et al. 

(2015)* 
0,60  mol H2 mol sacarose -1 131 – 423 49 – 61 16,2 

* tempos de batelada de poucas horas 
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Comparando-se os resultados do presente trabalho com os da Tabela 16 pode-

se dizer que com os trabalhos abaixo citados, em termos de produtividade, os ensaios 

realizados não foram satisfatórios, atingindo de 0,80 a 1,67 mol H2 mol glicose
-1, uma vez 

no presente trabalho o tempo de batelada foi de 72 horas enquanto nos demais os 

tempos de ciclo foram de algumas horas. 

Observa-se uma baixa vazão de biogás, 19-125 mL h-1
, em comparação com a 

vazão relatada por Gomes et al., (2015) e Anzola - Rojas et al., (2015). A vazão (Q) diz 

respeito ao volume de biogás medido ao longo do tempo de ensaio, que para este 

trabalho foi de 72 h, enquanto que para os trabalhos acima citados esse intervalo é de 

poucas horas, indicando que são necessários ajustes de parâmetros de modo a 

otimizar a vazão. 

Em relação ao teor de hidrogênio encontrado no biogás, para este ensaio tendo 

em vista o que foi determinado nos ensaios comparados este resultado está abaixo 

do que vem sendo encontrado na literatura, exceto quando comparado com o 

resultado de Perna et al., (2013) que encontrou um teor de H2 muito baixo no biogás.  

A vazão molar, que relaciona a quantidade de matéria de H2 com o tempo de 

ensaio, foi o único parâmetro cujo valor se aproximou dos valores obtidos nos ensaios 

comparados. Rojas et al., (2015) obteve uma vazão molar superior a encontrada neste 

trabalho, entretanto, nos ensaios de Gomes et al., (2015) a vazão molar foi próxima a 

encontrada neste estudo, mesmo sendo um valor inferior ao máximo encontrado.  

Além das bateladas serem conduzidas em poucas horas, outra diferença entre os 

trabalhos comparados e o presente estudo é o tipo de inóculo utilizado. Todos os 

trabalhos citados na tabela acima utilizaram culturas mistas como inóculo para a 

produção de H2, enquanto que neste trabalho a cultura utilizada além de pura, foi 

isolada do ambiente e submetida a um meio totalmente diferente de seu habtat.  

Para culturas puras isoladas para produção de H2 é possível estabelecer uma 

comparação com o trabalho de Poleto et al (2016), que isolou Enterobactérias e 

utilizou em fermentação de meio sintético com glicerol; entretanto o parâmetro 

adotado por tal estudo é a produção de H2 em termos de volume reacional (Tabela 

17). 
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Tabela 17. Comparação dos resultados obtidos neste trabalho e resultados da 
literatura para Produção de H2 utilizando culturas puras 

 
Referência 

 

Produção de H2 

(mmol H2 L-1) 

 

Este trabalho (Ensaio 4) 24 

Este trabalho (Ensaio 5) 15,78 

Poleto et al., 2016 (E. aerogenes)* 18,56 – 20,49 

Poleto et al., 2016) (E. ludwigii)* 18,62 – 31,66 

Poleto et al., 2016 (B. amyloliquefaciens)* 18,62 – 18,62 

* Bateladas de 48 horas. 

Os ensaios utilizados na tabela 17 foram conduzidos com tempos de 48 horas 

para cada batelada, se assemelhando mais com os ensaios 4 e 5, realizados neste 

trabalho. Poleto et al., (2016) obtiveram uma faixa de produção que variou de 18,56 – 

31,66 mmol H2 L-1
 de meio reacional. Comparando esses ensaios com os ensaios 4 e 

5 observa-se uma tendência positiva em relação ao micro-organismo isolado neste 

trabalho. Ainda assim, os resultado obtidos nos ensaios de Poleto et al., (2016) são 

comparativamente melhores pois foram realizados me menos tempo (48h), porém os 

presentes ensaios já demostram que a utilização de culturas puras a longo prazo pode 

ser vantajosa, já que são mais resistentes a mudanças nas condições operacionais, 

em relação às culturas mistas já relatadas.  

A comparação entre trabalhos que produziram H2 e este trabalho se torna 

complexa devido as diferenças entre os substratos e os micro-organismos são 

utilizados, e esses fatores interferem diretamente nas rotas metabólicas e, 

consequentemente, na quantidade de H2 que é produzido em cada ensaio. Um 

exemplo são os resultados demonstrados na tabela 17 para os ensaios de Poleto et 

al., (2016) cujo principal fonte de carbono foi o glicerol PA e o glicerol residual, 

enquanto que a fonte de carbono do presente trabalho foi a glicose.  

O isolamento e utilização de uma nova cultura contribui para novas 

perspectivas em relação aos trabalhos envolvendo a produção de Bio-H2, entretanto, 

ainda são necessárias investigações mais detalhadas acerca do rendimento da 

produção envolvendo os diferentes processos de fermentação. 

 

5.3.6. Modelagem cinética da biorreação 
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Como os dados experimentais são de ordem de grandeza muito diferentes, 

eles foram normalizados em relação ao maior valor de cada variável, para garantir que 

todos os valores estivessem na faixa entre zero e um.  

Na tabela 17, são apresentados os valores dos parâmetros cinéticos 

estimados obtidos com a modelagem dos dados experimentais. 

  

Tabela 18.  Parâmetros cinéticos relacionados à modelagem cinética realizada 

Constante Valor estimado 

K 15738,64 

𝐶𝑝 ∗ 1,56402 

𝐾𝑠 13340,11 

N 0,59823 

M 0,231531 

𝐾𝑑 0,141354 

Ys/b 0,119189 

Yp/b 0,063392 

 

Os ensaios cinéticos realizados, bem como os ajustes matemáticos são 

apresentados nas figuras 13 e 14, onde podem ser observados os valores obtidos 

experimentalmente (marcadores) e os valores obtidos pelo modelo cinético ajustado 

(linhas), ambos em função do tempo. Na figura 13 estão normalizados a concentração 

de açúcares (ART) e a produção volumétrica de H2 (VH2). 
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Figura 13. Modelagem cinética normalizada para o ensaio 4. 

 

Enquanto na Figura 14 estão normalizados ART e concentração de células (log 

UFC mL-1). 

 

 

 

Figura 14. Modelagem cinética normalizada para o ensaio 5. 
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O ajuste dos modelos aos dados experimentais foi feito por meio da análise do 

coeficiente de correlação entre os dados experimentais e os dados estimados sendo 

R2=0,8723, que sugere um bom ajuste frente a complexidade do sistema estudado e 

a relativa simplicidade do modelo matemático. 

O modelo adotado levou a um bom ajuste para o consumo de substrato e a 

produção de biomassa no Ensaio 4 (Figura 13); a maior falta de ajuste se deu para os 

dados de produção volumétrica de H2 em tempos superiores a 40h, quando a morte 

celular supera o crescimento dos micro-organismos, mantendo a concentração de 

micro-organismos menor que os valores máximos observados.  Nesse período, ainda 

há um elevado consumo de substrato, bem como geração de produto, o que diverge 

da hipótese inicial, de que o consumo do substrato e a geração de produto estão 

associadas com o crescimento celular, implicando em falta de ajuste. Além disso é 

possível que a geração do produto possa existir por outras rotas que não sejam 

associadas ao crescimento celular.  

Uma possibilidade de explicação para a falta de ajuste da produção volumétrica 

de H2 neste modelo é o fato de não terem sido consideradas as rotas metabólicas 

seguidas, que podem variar ao longo do tempo, o que de fato foi notado na avaliação 

de ácidos orgânicos ao longo dos ensaios; observando-se a Figura 25 nota-se que o 

perfil de ácidos orgânicos produzidos muda ao longo do tempo: na avaliação de t= 12 

horas foram detectados os ácidos acético (22 e 31%), fórmico (22 e 46%) e propiônico 

(56 e 23%) para os ensaios 4 e 5, respectivamente; já na avaliação de t = 48 horas e 

t = 72 horas, tempo que coincide com o a maior produção de H2, o perfil de ácidos 

resume-se a 60-72% de ácido acético e 28-40% de ácido butírico.  
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Figura 15. Composição % dos para os ácidos orgânicos produzidos nos ensaios 4 e 
5.  

Considerando-se que as diferentes rotas metabólicas podem levar a diferentes 

rendimentos de H2, fica notório a importância de se desenvolver um modelo cinético 

que considere estas variáveis. Neste sentido, em trabalho de modelagem matemática 

da produção de H2 por degradação de glicose, Tavares (2008) modelou a produção 

de H2 ao longo de um reator tubular vertical (fluxo ascendente) em função do perfil de 

ácidos orgânicos nos sete pontos de amostragem do reator, distantes da base em 3,5 

a 65,5 cm. Adotou-se concentração de células constante (Cx = Cxinicial) e tendo como 

variáveis a concentração de ácidos e como resposta a produção de H2 foi possível 

identificar por meio do modelo quais as rotas favoráveis para a produção de H2 neste 

tipo de reator biológico. 

Na literatura são encontrados também  trabalhos de modelagem cinética da 

produção de Bio-H2 para experimentos  utilizando inóculos mistos e tendo como ponto 

comum a não utilização da hipótese de produção de H2 associada ao crescimento 

celular, provavelmente devido à dificuldade de monitoramento da concentração celular 

para inóculos mistos: Fernandes et al., (2010) utilizando inóculo de fermentação 

natural de efluente sintético (sacarose) modelaram a cinética da produção de H2 em 
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função do substrato (sacarose ou águas residuárias de vinhaça, esgoto doméstico e 

glicerina) e do tempo; Lucas et al., (2015) utilizando inóculo de reator metanogênico 

UASB pré tradado, apresentaram a modelagem da produção de H2 em função do 

substrato (sacarose ou águas residuárias de fecularia, indústria cítrica e laticínios) e 

do tempo. 

Pode-se dizer que a modelagem cinética foi eficiente para descrever o consumo 

de açúcares e a cinética de crescimento celular mas é necessário inserir as rotas 

metabólicas, expressas pelos ácidos orgânicos produzidos a fim de obter ajuste entre 

o modelo e os dados experimentais para a produção e H2 após 30 – 40 horas de 

reação. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

Foi possível o isolamento de uma Enterobactéria produtora de H2 a partir de 

cama de aviário, e esta foi capaz de utilizar como substrato os açúcares presentes no 

efluente de cervejaria de forma eficiente para se multiplicar e gerar produto. 

O efluente de cervejaria se mostrou um substrato com bastante potencial para 

ser utilizado na produção de H2 e o inóculo utilizado apresentou uma boa adaptação 

ao efluente, mantendo-se viável até as 72 horas de avaliação empregadas nos 

ensaios, além disso, a bactéria também apresentou adaptação aos baixos valores de 

pH e C/N ao longo dos ensaios. Os baixos rendimentos observados, em ralação aos 

rendimentos relatados na literatura, se devem principalmente as diferenças nas 

condições operacionais entre os ensaios realizados neste trabalho e os ensaios da 

literatura. 

A melhor produção de H2 ocorreu após cerca de 30 horas, coincidindo com a 

formação dos ácidos butírico e acético, cujas rotas metabólicas levam a produção de 

H2, enquanto os menores rendimentos coincidem com a formação dos ácidos lático e 

propiônico, cujas rotas estão relacionadas ao consumo de H2. 

A pressão parcial de H2 no reator anaeróbio mostrou-se prejudicial para a 

produção e os melhores resultados foram obtidos quando a liberação do biogás 

ocorreu de forma contínua. 

A redução de matéria orgânica no efluente não ocorreu em termos de redução 

de DQO, a única remoção de matéria orgânica foi observada em relação aos açúcares 

que foram consumidos durante os ensaios. 
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Para a obtenção de um modelo cinético que descreva eficientemente a 

produção de H2 será necessária a introdução da dependência das rotas metabólicas 

seguidas.  

 

7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 

 Otimizar a produção biológica de hidrogênio através da fermentação anaeróbia 

de resíduos agroindustriais inoculados com uma cultura pura de bactérias, 

assim como isolar e testar novas bactérias; 

 Utilizar técnicas de biologia molecular para otimizar o processo produtivo; 

 Avaliar a utilização da biomassa suportada no processo produtivo; 

 Utilizar diferentes efluentes agroindustriais como fonte de substrato para a 

produção de hidrogênio; 

 Determinar as melhores condições operacionais para a produção biológica de 

hidrogênio. 
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