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RESUMO 

 

OTTAVIANO, L. M. Produção de hidrogênio em reator anaeróbio de leito 

fluidificado a partir de soro de queijo em condição termófila. 2014. 120f. 

Dissertação (Mestrado) – Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2014. 

 

O hidrogênio é estudado como alternativa ao uso de combustíveis fósseis para 

geração de energia, uma vez que é um combustível renovável. Entre os processos de 

produção de hidrogênio destaca-se o processo fermentativo que possibilita unir 

tratamento de efluente e geração de energia. Uma das alternativas para esta produção é a 

utilização do reator anaeróbio de leito fluidificado (RALF). Dentre os resíduos 

industriais que podem ser utilizados para a produção de hidrogênio está o soro de queijo 

que, se descartado incorretamente, pode causar danos ao meio ambiente. Neste sentido, 

o presente estudo teve como principal objetivo avaliar a capacidade de produção 

contínua de hidrogênio, sob condições termófilas (55°C), a partir de diferentes 

concentrações de soro de queijo e tempos de detenção hidráulica (TDH) em RALF. 

Foram utilizados dois reatores, denominados R1 e R2, no qual R1 manteve-se com 

concentração fixa de 5 gDQO.L
-1

, com variações de TDH de 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 hora e em 

R2 o TDH manteve-se fixo em 6 horas e variações de concentrações de 3, 5, 7 e 10 

gDQO.L
-1

. Foi observado em R1 o comportamento de elevação de produção volumétrica 

de H2 (PVH) a partir da diminuição do TDH. A máxima PVH obtida foi de 2,9 L.h
-1

.L
-1

 

em R1 para o TDH de 0,5 hora. No entanto, verificou-se a diminuição do rendimento de 

hidrogênio (HY) com a aplicação de TDHs reduzidos, alcançando valor máximo de 3,3 

molH2.mol
-1

 lactose para o TDH de 4 horas. Para R2, o valor máximo de PVH de 0,854 

L.h
-1

.L
-1

  para concentração de substrato de 7 g.L
-1

. Já para HY, o maior valor 

encontrado foi de 2,6 molH2.mol
-1

 lactose para a concentração de substrato de 3 g.L
-1

, 

uma vez que o aumento da concentração causou a diminuição de HY. O conteúdo de 

hidrogênio no biogás manteve-se na faixa de 48,2-54,2% e 39,8-48,4% para R1 e R2, 

respectivamente. Em ambos os reatores, os principais metabólitos encontrados nos 

efluentes foram ácido acético e ácido butírico. 

Palavras-chave: Produção de hidrogênio, reator anaeróbio de leito fluidificado, soro de 

queijo, condição termofílica, água residuária real. 
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ABSTRACT 

 

OTTAVIANO, L. M. Hydrogen production in anaerobic fluidized bed reactor from 

cheese whey wastewater under thermophilic condiction. 2014. 120f. Dissertação 

(Mestrado) – Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo, São 

Carlos, 2014. 

 

Hydrogen is studied as an alternative to fossil fuels for power generation, since it 

is a renewable fuel. Between the processes of hydrogen production stands out the 

fermentation process that allows to merge wastewater treatment and power generation. 

An alternative to this production is the use of anaerobic fluidized bed reactor (AFBR). 

Among the industrial wastes can be used for hydrogen production is cheese whey that if 

improperly discarded, may cause damage to the environment. In this sense, the present 

study aimed to evaluate the ability of continuous hydrogen production under 

thermophilic conditions (55°C), from different concentrations of cheese whey and 

hydraulic retention time (HRT) in AFBR. Two reactors were used, denominated R1 and 

R2, in which R1 was maintained at a fixed concentration of 5gCOD.L
-1

 with variations 

in HRT of 8, 6, 4, 2, 1 and 0.5 hour and R2 kept fixed HRT at 6 hours, and changes in 

concentration of 3, 5, 7 and 10 gCOD.L
-1

. In R1, it was observed a volumetric H2 

production (HPR) increase behavior from the HRT decrease. The maximum HPR 

obtained was 2.9 L.h
-1

.L
-1

 at HRT of 0.5 hour. However, there was a decrease in H2 

yield (HY) with the application of reduce HRT, reaching maximum value of 3.3 

molH2.mol
-1

 lactose at HRT of 4 hours. In R2, the maximum value of HPR was 0,854 

L.h
-1

.L
-1

 for substrate concentration of 7 gCOD.L
-1

. The maximum HY obtained was 2.6 

molH2.mol
-1

 lactose for concentration of 3 gCOD.L
-1

, once the value of HY decrease 

behavior from the concentration of cheese whey increase. The H2 content in biogas kept 

in range of 48.2-54.2% and 39.8-48.4% for R1 and R2, respectively. In both reactors, the 

main metabolites found were acetic and butyric acids. 

 

 

 

Key-words: Hydrogen production, anaerobic fluidized bed reactor, cheese whey, 

thermophilic condition, real wastewater. 



iii 
 

 

LISTA DE FIGURA 

 

Figura 3.1 Classificação da produção biológica de hidrogênio............................ 9 

Figura 3.2 Esquema comparativo dos três principais tipos tecnológicos de 

bioprodução de hidrogênio.................................................................. 

 

10 

Figura 3.3 Ilustração das etapas durante a degradação anaeróbia......................... 11 

Figura 3.4 Diagrama das vias metabólicas envolvidas na fermentação de H2...... 32 

Figura 4.1 Esquema ilustrativo da instalação do reator anaeróbio de leito 

fluidificado.............................................................................................. 

 

43 

Figura 4.2 Partículas de argila expandida tratadas para utilização como suporte 

para aderência das populações microbianas........................................... 

 

44 

Figura 5.1 Comportamento da concentração média de carboidrato afluente e 

efluente, e eficiência de conversão de carboidratos em função do 

TDH........................................................................................................ 

 

 

50 

Figura 5.2 Comportamento da concentração média de carboidrato afluente e 

efluente, e a conversão de carboidratos em função da concentração..... 

 

51 

Figura 5.3 Valores de DQO afluente, efluente e eficiência de remoção em R1....... 53 

Figura 5.4 Valores de DQO afluente, efluente e eficiência de remoção em R2....... 53 

Figura 5.5 Variação do pH em função do TDH para R1.......................................... 55 

Figura 5.6 Variação do pH em função da concentração para R2............................. 56 

Figura 5.7 Concentrações médias de sólidos suspensos fixos e voláteis 

(efluentes) e respectivas porcentagens verificadas ao longo das fases 

operacionais de R1.................................................................................. 

 

 

58 

Figura 5.8 Concentrações médias de sólidos suspensos fixos e voláteis 

(efluentes) e respectivas porcentagens verificadas ao longo das fases 

operacionais de R2.................................................................................. 

 

 

59 

Figura 5.9 Taxa de carregamento orgânico (TCO) aplicada e rendimento de H2 

em R1 ao longo da diminuição do tempo de detenção hidráulico.......... 

 

61 

Figura 5.10 Taxa de carregamento orgânico (TCO) aplicada e rendimento de H2 

em R2 ao longo do aumento da concentração de substrato..................... 

 

61 

Figura 5.11 Produção volumétrica de H2 em R1 ao longo do aumento do TDH....... 64 

Figura 5.12 Produção volumétrica de H2 em R2 ao longo do aumento da 

concentração de substrato....................................................................... 

 

65 



iv 
 

 

Figura 5.13 Conteúdo médio de H2 no biogás em função do TDH em R1................ 66 

Figura 5.14 Conteúdo médio de H2 em função da concentração de soro de queijo 

em R2...................................................................................................... 

 

67 

Figura 5.15 Ácidos orgânicos (%) presentes nos efluentes do reator anaeróbio de 

leito fluidificado (R1) ao longo da diminuição do tempo de detenção 

hidráulica (TDH).................................................................................... 

 

 

69 

Figura 5.16 Ácidos orgânicos (%) presentes nos efluentes do reator anaeróbio de 

leito fluidificado termofílico (R2) ao longo do aumento da 

concentração de substrato....................................................................... 

 

 

72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



v 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 3.1 Oferta interna de energia................................................................... 6 

Tabela 3.2 Poder calorífico de diferentes combustíveis...................................... 6 

Tabela 3.3 Métodos de produção de hidrogênio................................................. 7 

Tabela 3.4 Utilização de diferentes configurações de reatores anaeróbios para 

produção de H2.................................................................................. 

 

13 

Tabela 3.5 Efeito da TCO na produção fermentativa de hidrogênio.................. 21 

Tabela 3.6 Volume de produção nacional total de leite...................................... 23 

Tabela 3.7 Produção de volume de soro de queijo por tipo de leite 

processado............................................................................................... 

 

24 

Tabela 3.8 Matérias mineirais contidas no soro de queijo (100 g) .......................... 25 

Tabela 3.9 Culturas de bactérias utilizadas para produção fermentativa de 

hidrogênio............................................................................................... 

 

36 

Tabela 4.1 Especificações do soro de queijo em pó................................................. 41 

Tabela 4.2 Informação nutricional (porção de 100 gramas)..................................... 41 

Tabela 4.3 Nutrientes adicionados às águas residuárias........................................... 42 

Tabela 4.4 Características físicas da argila expandida............................................. 44 

Tabela 4.5 Dimensão, densidade e velocidade mínima de fluidização para as 

partículas de argila expandida................................................................ 

 

47 

Tabela 4.6 Condições operacionais impostas ao RALF termofílico (R1) para a 

produção de H2 a partir de soro de queijo, a 5000 mg DQO.L
-1

, e 

taxas de carregamento orgânico (TCO) aplicadas.................................. 

 

 

48 

Tabela 4.7 Condições operacionais impostas ao RALF termofílico (R2) para a 

produção de H2 a partir de soro de queijo, com TDH de 6 horas, e 

taxas de carregamento orgânico (TCO) aplicadas.................................. 

 

 

48 

Tabela 4.8 Análises realizadas em amostras coletadas nas fases operacionais de 

R1 e R2..................................................................................................... 

 

49 

Tabela 5.1 Valores médios obtidos de conversão de lactose para R1 e R2............... 51 

Tabela 5.2 Concentrações médias afluentes, efluentes e eficiência de remoção de 

DQO em R1 e R2..................................................................................... 

 

54 

Tabela 5.3 Valores médios de pH durante as fases operacionais de R1 e R2............ 56 

 



vi 
 

 

Tabela 5.4 Concentração (mg.L
-1

) de sólidos suspensos voláteis nos efluentes de 

R1 e R2 ao longo da diminuição do TDH e aumento da concentração 

de substrato............................................................................................. 

 

 

57 

Tabela 5.5 Valores médios de rendimento de H2 (HY) para as diferentes taxas de 

carregamento orgânico e TDH aplicados ao longo das fases 

operacionais de R1 e R2........................................................................... 

 

 

60 

Tabela 5.6 Comparação de valores de rendimentos de hidrogênio obtidos 

utilizando soro de queijo como substrato............................................... 

 

63 

Tabela 5.7 Valores médios produção volumétrica de H2 (PVH) para as diferentes 

taxas de carregamento orgânico e TDH aplicados ao longo das fases 

operacionais de R1 e R2........................................................................... 

 

 

65 

Tabela 5.8 Valores médios do conteúdo de H2 no biogás para R1 e R2.................... 68 

Tabela 5.9 Valores médios de ácidos orgânicos verificados (mg.L
-1

 e 

porcentagem) para as diferentes TDH aplicados em R1......................... 

 

71 

Tabela 5.10 Valores de rendimentos de hidrogênio (HY) e produção volumétrica 

de hidrogênio (PVH) obtidos em relação às concentrações de ácidos 

orgânicos observados em R1................................................................... 

 

 

72 

Tabela 5.11 Valores médios de ácidos orgânicos verificados (mg.L
-1

 e 

porcentagem) para as diferentes concentrações aplicadas em R2........... 

 

73 

Tabela 5.12 Valores de rendimentos de hidrogênio (HY) e produção volumétrica 

de hidrogênio (PVH) obtidos em relação às concentrações de ácidos 

orgânicos observados em R2................................................................... 

 

 

74 

Tabela 5.13 Balanço de carbono em função de DQOt e DQOm em R1...................... 75 

Tabela 5.14 Balanço de carbono em função de DQOt e DQOm em R2...................... 75 

Tabela 5.15 Resumo dos principais valores obtidos para HY, PVH, %H2, remoção 

de DQO e consumo de carboidrato em R1 e R2...................................... 

 

77 

 

 

  

 

 

 

 



vii 
 

 

LISTA DE SÍMBOLOS E ABREVIATURAS 

 

Atm   Atmosfera 

C6H12O6  Glicose 

C6H12O6  Galactose 

C12H22O11  Lactose 

CH3COOH  Ácido Acético   

CH3CH2CH2COOH Ácido Butírico  

CO2   Dióxido de Carbono 

CSTR   Reator Contínuo de Tanque Agitado 

DQO   Demanda Química de Oxigênio 

EtOH   Etanol 

H2   Hidrogênio 

H2O   Água 

H2SO4   Ácido Sulfúrico    

HAc   Ácido Acético 

HBr   Ácido Butírico 

HCl   Ácido Clorídrico 

HLa   Ácido Lático 

HPr   Ácido Propiônico 

HY   Rendimento de produção de hidrogênio 

LCA   Laboratório de Controle Ambiental 

LPB   Laboratório de Processos Biológicos 

O2   Oxigênio 

PVH   Produção Volumétrica de Hidrogênio 

RALF   Reator anaeróbio de leito fluidificado 

SST   Sólidos Suspensos Totais 

SSV   Sólidos Suspensos Voláteis 

TCO   Taxa de Carregamento Orgânico 

TDH    Tempo de detenção hidráulica 

UASB   Reator Anaeróbio de Manta de Lodo 

Vmf   Velocidade Mínima de Fluidificação 

 



viii 
 

 

SUMÁRIO 

 

RESUMO...................................................................................................................... i 

ABSTRACT.................................................................................................................. ii 

LISTA DE FIGURAS................................................................................................... iii 

LISTA DE TABELAS.................................................................................................. v 

LISTA DE SÍMBOLOS E ABREVIATURAS............................................................. vii 

SUMÁRIO.................................................................................................................... viii 

 

1. INTRODUÇÃO........................................................................................ 1 

2. OBJETIVOS............................................................................................. 4 

2.1. Objetivo geral .......................................................................................... 4 

2.2. Objetivos específicos................................................................................ 4 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA................................................................. 5 

3.1. Hidrogênio como combustível................................................................. 5 

3.2. Produção biológica de hidrogênio............................................................ 7 

3.2.1. Digestão anaeróbia................................................................................... 10 

3.3. Reatores utilizados para a produção de hidrogênio.................................. 12 

3.3.1. Reator anaeróbio de leito fluidificado (RALF)........................................ 13 

3.3.1.1. Materiais suporte para aderência microbiana........................................... 17 

3.4. Parâmetros importantes para a produção de hidrogênio em reatores 

anaeróbios................................................................................................. 

 

18 

3.4.1. pH............................................................................................................. 18 

3.4.2. Substrato................................................................................................... 19 

3.4.2.1. Soro de queijo........................................................................................... 22 

3.4.2.2. Rotas fermentativas.................................................................................. 25 

3.4.3. Tempo de detenção hidráulica (TDH)...................................................... 27 

3.4.4. Temperatura.............................................................................................. 30 

3.4.5. Inóculo...................................................................................................... 35 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 40 

4.1. Inóculo...................................................................................................... 40 

4.2. Águas residuárias..................................................................................... 40 

4.3. Operação dos reatores anaeróbios de leito fluidificado............................ 42 



ix 
 

 

4.4. Métodos analíticos.................................................................................... 46 

4.5. Cálculos dos principais parâmetros.......................................................... 48 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 49 

5.1. Conversão de carboidratos....................................................................... 49 

5.2. Remoção da demanda química de oxigênio............................................. 52 

5.3. Variação de pH......................................................................................... 55 

5.4. Sólidos suspensos..................................................................................... 57 

5.5. Produção de hidrogênio............................................................................ 59 

5.5.1. Rendimento de hidrogênio (HY).............................................................. 59 

5.5.2. Produção volumétrica de hidrogênio (PVH)............................................ 63 

5.5.3. Conteúdo de hidrogênio no biogás........................................................... 66 

5.6. Ácidos orgânicos verificados no efluentes............................................... 68 

5.7 Balanço de carbono.................................................................................. 74 

5.8 Discussões sobre as melhores condições operacionais para a produção 

de hidrogênio............................................................................................ 

 

76 

6. CONCLUSÃO.......................................................................................... 78 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS..................................................... 80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

O fornecimento de energia atual depende, em sua maioria, de combustíveis 

fósseis. Entretanto seu uso excessivo resultou em um aumento na concentração de 

dióxido de carbono na atmosfera, considerado o principal gás do efeito estufa, 

contribuindo com grande parte das alterações climáticas, grande preocupação de hoje e 

gerações futuras. Diante da crescente necessidade por energia, a fim de atenuar a 

emissão de gases do efeito estufa e substituir os combustíveis fósseis, fontes alternativas 

de combustíveis vêm sendo exploradas (MOHAMMADI et al., 2012; BAKONYI et al., 

2014). O hidrogênio é considerado um combustível limpo, pois é liberado apenas água 

em sua combustão, de alto conteúdo energético, além de ser o elemento de maior 

conteúdo energético por unidade de massa (142 kJ.g
-1

), podendo ainda ser transportado 

para uso industrial (DAS e VERZIROGLU, 2008). 

Os métodos de produção de hidrogênio podem ser divididos em função de três 

principais matérias-primas utilizadas: combustíveis fósseis, água e biomassa. Os 

principais processos incluem a eletrólise da água (ZHOU et al., 2004), reforma 

termocatalítica de compostos orgânicos ricos em hidrogênio (HAMEED e GONDAL, 

2005) e processos biológicos (LEVIN; PITT e LOVE, 2004). A produção biológica tem 

atraído cada vez mais a atenção de pesquisadores devido ao seu baixo custo, a ampla 

diversidade de micro-organismos capazes de produzir H2 e a possibilidade de se utilizar 

os mais variados substratos (NATH e DAS, 2004; SHOW; LEE e CHANG, 2011). 

A rota mais vantajosa de produzir hidrogênio biológico é por processo 

fermentativo, por possuir menor custo de implantação e apresentar maiores velocidades 

de produção de hidrogênio, além de utilizar materiais de fácil obtenção, diminuindo os 

problemas relacionados ao descarte de rejeitos. Estes processos podem ser utilizados em 

locais com fonte acessível do substrato ou onde a biomassa ou resíduos estão 

disponíveis, o que conduz a redução de custos de energia e transporte da matéria-prima 

(KOTAY e DAS, 2008). Esta tecnologia tem se tornado atrativa também devido, além 

de produção de biogás (H2), à produção de substâncias de maior valor agregado, como 

os ácidos acético, láctico, succínico e butírico (SHOW; LEE e CHANG, 2011).  

Diversos estudos relatam sobre a otimização de condições para a produção de 

hidrogênio por fermentação, entretanto há divergências devido à gama de condições 

aplicadas. O tipo de substrato é um parâmetro de grande importância em termos de 

rendimento, entretanto, a maioria dos estudos utilizaram substratos simples para 
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obtenção de hidrogênio (CHINELLLATO et al., 2013). Como substratos, diversos tipos 

de resíduos industriais e domésticos, ricos em matéria carbonácea, podem ser utilizados 

durante o processo de produção de hidrogênio (AZBAR et al., 2009b; REIS, 2010).  

O soro de queijo é um sub-produto do leite, produzido em todo o território 

brasileiro, obtido durante a produção de queijo ou de caseína. Consiste em 80-90% do 

volume do leite utilizado para a produção de queijo e cerca de 50% dos nutrientes do 

leite que o originou (proteínas solúveis, lactose, vitamina e minerais) (ROSA, 2010). O 

soro de queijo é considerado um efluente altamente poluente devido a sua elevada carga 

orgânica e volume gerado, o que representa um impacto ambiental significativo para a 

indústria de laticínios. Em escala mundial, apenas 50% do soro de queijo produzido é 

utilizado (CARVALHO; PRAZERES e RIVAS, 2013). Devido ao alto volume gerado, 

é importante buscar alternativas para a redução da poluição causada e o alto custo de 

seu tratamento. O soro de queijo possui composição nutricional apropriada para o 

metabolismo de diversos micro-organismos sendo, portanto ideal para o uso em 

fermentação.  

Dentre os reatores anaeróbios de alta taxa utilizados para a produção biológica de 

hidrogênio, há o reator anaeróbio de leito fluidificado (RALF) (BARROS e SILVA, 

2012). O RALF é um sistema de tratamento biológico de efluentes de baixo TDH e alta 

eficiência (SHOW et al., 2012), que utilizam o princípio da fluidificação para promover 

transferência de massa entre o líquido e os micro-organismos que degradam a matéria 

orgânica (RAJESHWARI et al., 2000). O sistema possui como vantagem em relação a 

outros sistemas a maior área específica do sólido exposta ao fluido, favorecendo as 

transferências de calor e massa e altas velocidades de reação, quando comparadas ao 

leito fixo (SHIDA, 2008). 

Um dos desafios mais importantes para manter a produção de hidrogênio em um 

reator otimizado para fermentação, é evitar o crescimento de bactérias consumidoras de 

H2. A fim de conter essas bactérias há, além do tratamento do inóculo, a otimização de 

parâmetros do processo, como concentração de substrato usado, e condições 

operacionais do reator, como TDH, temperatura e pH (CHINELLLATO et al., 2013).  

Embora a maioria dos estudos realizados utilizem condições mesófilas (30-40°C) 

para produção de hidrogênio, o RALF pode ser operado também sob condições 

termófilas (50-60°C), sendo esta considerada mais favorável para a produção de H2 

(SHIN; YOUN e KIM, 2004; VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005). Desta forma, este 

trabalho teve como objetivo estabelecer condições para a produção de hidrogênio por 
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fermentação em reator anaeróbio de leito fluidificado em condições termofílicas (55°C), 

utilizando como substrato soro de queijo. 
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CAPÍTULO 2 

 

OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo principal deste trabalho é avaliar a produção de hidrogênio em reator 

anaeróbio de leito fluidificado utilizando como substrato soro de queijo, em condições 

termófilas (55°C). 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Como objetivos específicos, avaliou-se: 

 

 a influência do tempo de detenção hidráulica (TDH) de 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 hora, com 

concentração de soro de queijo fixa de 5000 mgDQO.L
-1

 na produção de hidrogênio.  

 o efeito da concentração de soro de queijo, com DQO variando de 3000 a 10000 

mgDQO.L
-1

 em TDH fixo de 6 horas na produção de hidrogênio  
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CAPÍTULO 3 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Hidrogênio como combustível 

 

A energia é um elemento imprescindível nas interações entre meio ambiente e 

sociedade, sendo considerada essencial para o desenvolvimento econômico sustentável. 

As necessidades globais de energia são, em sua maioria, dependentes de combustíveis 

fósseis (ANDRADE, 2007), contudo, sabe-se que as reservas desses combustíveis são 

escassas, e que compostos geram como produto de sua combustão substâncias 

potencializadoras do efeito estufa. Logo, a percepção de que as reservas de 

combustíveis fósseis são limitadas e de seus efeitos adversos ao meio ambiente, têm nos 

forçado a investigar fontes alternativas de energia que causem menor impacto 

(BEAUPREZ; MEY e SOETAERT, 2010).  

No Brasil, segundo dados do Ministério de Minas e Energia (2012), cerca de 

42,4% da demanda total de energia no país em 2012 foi de fontes renováveis, contra 

apenas 8,2% nos países mais ricos, enquanto que a média mundial é de 13,2%. Na 

tabela 3.1 é apresentada a distribuição da oferta de energia nos anos de 2011 e 2012. O 

decréscimo na participação das fontes renováveis de energia no último ano se deu 

devido à queda nos produtos de cana de açúcar. A maior oferta de energia renovável no 

Brasil vem dos produtos de cana de açúcar, seguidos de energia hidráulica e 

eletricidade. 

O hidrogênio, ao contrário dos combustíveis derivados de petróleo, é uma fonte 

limpa de energia, já que durante sua combustão há apenas a liberação de água 

(SUZUKI, 1982; MOHAMMADI et al, 2012). É o elemento mais abundante na Terra e 

possui ainda o maior conteúdo energético por unidade de massa (142 kJ.g
-1

), uma vez 

que é o elemento mais leve e não tem átomos de carbono (NATH e DAS, 2004; 

BARROS e SILVA, 2012). A energia liberada durante a reação do H2 é 

aproximadamente 2,75 vezes o poder de combustão de um hidrocarboneto, conforme 

apresentado na tabela 3.2 (SANTOS e SANTOS, 2007). 
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Tabela 3.1 – Oferta interna de energia 

Especificação Estrutura %  

 2011 2012 

Não renovável 56,0 57,6 

Petróleo e derivados 38,6 39,2 

Gás natural 10,2 11,5 

Carvão mineral e derivados 5,7 5,4 

Urânio (U3O8) e derivados 1,5 1,5 

Renovável 44,0 42,4 

Hidráulica e eletricidade 14,7 13,8 

Lenha e carvão vegetal 9,5 9,1 

Derivados da cana 15,7 15,4 

Outras renováveis 4,1 4,1 

Fonte: Ministério de Minas e Energia (2012) 

 

Tabela 3.2 – Poder calorífico de diferentes combustíveis 

 

Combustível 

Poder calorífico superior 

(25°C e 1 atm) 

(kJ.g
-1

) 

Poder calorífico inferior 

(25°C e 1 atm) 

(kJ.g
-1

) 

Hidrogênio 141,86 119,93 

Metano 55,53 50,02 

Propano 50,36 45,6 

Gasolina 47,5 44,5 

Gasóleo 44,8 42,5 

Metanol 19,96 18,05 

Fonte: SANTOS e SANTOS, 2007. 

 

A maior utilização do hidrogênio é como reagente das indústrias químicas e 

petroquímicas para a produção de fertilizantes (50%), seguida pelo tratamento de 

petróleo bruto (37%) (DAS e VEZIROGLU, 2008; KOTAY e DAS, 2008). Além 

desses processos, o hidrogênio também é utilizado como reagente nos processos de 

hidrogenação, como combustível para motores de foguete e como fluido de refrigeração 

em geradores elétricos (DAS e VEZIROGLU, 2001). Os métodos de produção de 
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hidrogênio podem ser divididos em função de três principais matérias-primas utilizadas: 

combustíveis fósseis, água e biomassa. Na tabela 3.3 são apresentados alguns dos 

processos mais significativos (SOUZA, 2009). 

 

Tabela 3.3: Métodos de produção de hidrogênio  

Matérias-primas Métodos 

 

Combustíveis fósseis 

Reforma a vapor do gás natural 

Oxidação parcial de hidrocarbonetos pesados 

Gaseificação do carvão 

 

 

Água 

Eletrólise da água 

Processos foto-eletroquímicos 

Processos termoquímicos 

 

 

Biomassa 

Processos biológicos 

Gaseificação da biomassa 

Reforma a vapor do etanol 

Reforma em fase líquida 

Fonte: SOUZA (2009) 

 

Os processos biológicos possuem como vantagem o uso de diversos substratos, e 

sua ampla diversidade de micro-organismos capazes de produzir H2 (NATH e DAS, 

2004; SHOW; LEE e CHANG, 2011). Além disso, estes processos são adequados para 

produção descentralizada de energia em instalações de pequena escala, em locais onde a 

biomassa ou os resíduos estão disponíveis, evitando assim custos adicionais com 

transportes (KOTAY e DAS, 2008). 

 

3.2. Produção biológica de hidrogênio 

 

A produção biológica de hidrogênio torna-se mais vantajosa em relação aos 

processos convencionais devido à capacidade dos micro-organismos em selecionar seu 

substrato, mesmo quando este se encontra em uma mistura de outros compostos. 

Portanto, não há necessidade de purificar ou isolar o substrato limitante do processo, 

havendo menor necessidade de tratamentos químicos (NEVES, 2009).  
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Estes processos podem ser utilizados em locais com fonte acessível do substrato 

ou onde a biomassa ou resíduos estão disponíveis, o que conduz à redução de custos de 

energia e transporte da matéria-prima. Os principais critérios para a seleção de matéria-

primas são custo, conteúdo de hidratos de carbono, biodegradabilidade e 

disponibilidade. A matéria orgânica presente em águas residuárias pode representar 

matéria prima de baixo custo para compor este processo, visto que essas águas são 

abundantes e seu tratamento é obrigatório (LIN et al., 2012).  O objetivo do 

desenvolvimento de processos biológicos de produção de hidrogênio é a aquisição de 

um maior rendimento de hidrogênio realizado por um método economicamente viável.  

A produção biológica como um subproduto do metabolismo dos micro-

organismos inclui tecnologias utilizando diversos recursos renováveis. Os principais 

processos biológicos são biofotólise da água por meio de algas (direta) e cianobactérias 

(indireta), foto-decomposição de compostos orgânicos e fermentação, realizada por 

bactérias fermentativas a partir de compostos orgânicos (SRIKANTH et al., 2009). Nas 

figuras 3.1 e 3.2 podem ser observadas as classificações e principais vantagens e 

desvantagens de alguns desses processos biológicos. 

A biofotólise é definida como a ação da luz sobre um sistema biológico, 

resultando na dissociação de um substrato, geralmente água, para produzir hidrogênio. 

A equação geral que representa a biofotólise é: 2 H2O + luz solar → 2 H2 + O2 

(GOMES et al., 2012).  

Na digestão anaeróbia de açúcares, um dos produtos finais é o ácido acético. A 

foto-fermentação pode ser empregada como segunda etapa do processo de dois estágios, 

no qual o substrato orgânico é convertido em CO2 e H2 (SRIKANTH et al., 2009). As 

bactérias fotoheterotróficas púrpura não-sulfurosas são os micro-organismos 

empregados nos processos de foto-fermentação. Estas produzem H2 em um processo 

catalisado pela enzina nitrogenase, sob limitação de nitrogênio, utilizando energia 

luminosa e compostos reduzidos (ácidos orgânicos) (SEIFERT; WALIGORSKA e 

LANIECKI, 2010). 
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 Figura 3.1: Classificação da produção biológica de hidrogênio 

 

Fonte: Kim e Kim (2011) adaptado por Santos (2014) 

 

A fermentação de resíduos orgânicos é um método ambientalmente correto para 

produzir H2, que combina geração de biogás com o tratamento de resíduos. A produção 

por essa via se destaca por ser um processo simples, com altas velocidades na produção 

de hidrogênio e de baixo custo de implantação, sem a presença de luz. O substrato 

utilizado neste processo deve ser de fácil degradação biológica, baixo custo e com 

elevado teor de hidratos de carbono, como a glicose, lactose e sacarose. Na produção 

biológica via fermentação, o hidrogênio, ácidos voláteis e álcoois são obtidos, 

principalmente, de carboidratos presentes em águas residuárias e os ácidos produzidos 

podem ser ainda utilizados em indústrias químicas e de alimentos (LEITE et al., 2008). 
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Figura 3.2: Esquema comparativo dos três principais tipos de tecnológicos de 

bioprodução de hidrogênio.  

 

Fonte Sinha e Pandey (2011), adaptado por Santos (2014). 

 

3.2.1. Digestão anaeróbia 

 

A digestão anaeróbia é um processo complexo que envolve várias fases 

intermediárias e diferentes classes de micro-organismos. Inicialmente, se o substrato 

contem componentes orgânicos mais complexos, estes devem ser hidrolisados em 

compostos mais simples (polímeros em monômeros). Os produtos gerados são 

metabolizados pelas bactérias fermentativas, convertidos em ácidos orgânicos, álcoois, 

ácido láctico, gás carbônico, hidrogênio, amoníaco e sulfato de hidrogênio. Os ácidos 
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orgânicos com mais de dois carbonos são convertidos em acetato e gás hidrogênio pelas 

bactérias conhecidas como produtoras obrigatórias de hidrogênio. O acetato e o gás 

hidrogênio são, finalmente, convertidos em metano pelas arqueias metanogênicas 

(SPEECE, 1996). Portanto, o processo de digestão anaeróbia é dividido em duas etapas: 

a acidogênese e a metanogênese. Só é possível obter hidrogênio se o processo for 

interrompido na primeira fase, já que o hidrogênio é caracterizado como um 

intermediário do processo, sendo produzido na primeira etapa e consumido na segunda. 

A figura 3.3 ilustra um esquema das etapas durante a digestão anaeróbia: 

 

Figura 3.3: Ilustração das etapas durante a degradação anaeróbia.  

 

Fonte: Adaptada de Salminen e Rintala, 2002 

 

O acetato formado na acetogênese pode ser consumidor de hidrogênio 

(SIRIWONGRUNGSON; ZENY e ANGELIDAK, 2007). A reação do hidrogênio 

reduzindo o dióxido de carbono a acetato é chamada de homoacetogênese (Eq. 1). Esta 

se torna um importante fator na produção de hidrogênio, uma vez que há consumo e 

queda no rendimento. 

 

CO2 + 4H2 → CH3COOH + 2H2O                 (1) 

 

As principais espécies identificadas como responsáveis pela produção biológica 

de hidrogênio durante a acidogênese de hidratos de carbono são Enterobacter, Bacillus 

e Clostridium (HAWKES et al., 2002). Clostridium também são identificadas pela 

produção simultânea de H2 e etanol (KOSKINEN et al., 2008). 



12 
 

 

3.3. Reatores utilizados para a produção de hidrogênio 

 

Embora grande parte dos estudos de fermentação foram realizados em operações 

no modo batelada, operações contínuas também são relatadas utilizando diversos 

substratos e consórcios microbianos. Operações contínuas proporcionam altos valores 

de rendimento e produção volumétrica de hidrogênio em relação as operações no modo 

batelada (ARGUN e KARGI, 2011). 

A configuração do reator utilizado para processar as reações pode ter um caráter 

decisivo na formação dos produtos finais da fermentação. As condições fluidodinâmicas 

impostas pelo reator podem influir em questões de transferência de massa e calor as 

quais podem ter consequências no crescimento dos micro-organismos produtores de 

hidrogênio (REIS, 2010).  

Com a grande demanda de pesquisas na área de tratamento anaeróbio, foram 

desenvolvidos os sistemas de alta taxa. Estes se caracterizam pela capacidade em reter 

grandes quantidades de biomassa, de elevada atividade, mesmo com aplicação de baixos 

tempos de detenção hidráulica. Dessa forma, consegue-se manter um elevado tempo de 

retenção de sólidos, mesmo com a aplicação de elevadas cargas hidráulicas no sistema. 

O resultado é a obtenção de reatores compactos, com volumes inferiores aos reatores 

anaeróbios de crescimento suspenso, mantendo-se, contudo, elevado grau de 

estabilidade do lodo (CHERNICHARO, 1997).  

Diversos estudos foram realizados com diferentes configurações de reatores para 

avaliar o desempenho da produção de hidrogênio em condições anaeróbias utilizando os 

mais variados substratos. A tabela 3.4 resume o desempenho de alguns reatores 

anaeróbios utilizados a fim de produzir hidrogênio. 
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Tabela 3.4: Utilização de diferentes configurações de reatores anaeróbios para produção 

de H2. 

Reator Substrato Produtividade de H2 Referência 

UASB Amido 0,075 L.L
-1

.h
-1

 Akutsu et al. (2009b) 

Soro de queijo 122 mL.L
-1

.d
-1

 Castello et al. (2009) 

Soro de queijo 0,36 L H2.L
-1

.d
-1

 
Carrillo-Reyes et al. 

(2012) 

Reator 

anaeróbio de 

leito fixo 

Sacarose 
 

2,981 L H2.L
-1

.d
-1

 

Keskin; Aksöyek; 

Azbar (2011) 

Soro de queijo 1 L H2.L
-1

.d
-1

 Perna et al. (2013) 

EGSB Glicose 2,7 L L
-1

d
-1

 Abreu et al. (2010) 

CSTR Melaço 249 mmol.L
-1

.d
-1

 Ren et al. (2006) 

Amido 2,8 mol.mol
-1

 glicose Akutsu et al. (2009a) 

Soro de queijo 
62,5 mL H2.L

-1
.h

-1
 

 
Azbar et al. (2009a) 

Sacarose 3,74 mol.mol
-1

 glicose Yuan et al. (2009) 

Amido peptone 412 mmol.L
-1

.d
-1

 Li et al. (2010) 

 Melaço 9,72 L.d
-1

.L
-1

 Ren et al. (2010) 

RALF Glicose 2,11 molH2.mol 

glicose
-1

 

Barros e Silva (2012) 

Vinhaça de cana 

de açúcar 

2,23 mmol. gDQO
-1

 Santos et al. (2014) 

Soro de queijo 1,33 mol H2.mol 

lactose 

Rosa et al. (2014) 

Glicose 1,37 mmol H2.g
-1

DQO Rosa, Santos e Silva 

(2014) 

 

3.3.1. Reator Anaeróbio de Leito Fluidificado (RALF)  

 

Os reatores anaeróbios de alta taxa podem ser classificados em dois grupos de 

acordo com o tipo de crescimento de biomassa no sistema, crescimento microbiano 

disperso e crescimento microbiano aderido (CHERNICHARO, 1997). O reator 
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anaeróbio de leito fluidificado está inserido no grupo com crescimento microbiano 

aderido.  

A técnica de leito fluidificado envolve a suspensão do sólido dividido em uma 

corrente ascendente de fluido a uma velocidade suficientemente elevada para causar a 

flutuação e movimentação vigorosa das partículas. Neste processo, a biomassa cresce 

aderida a suportes de pequenos tamanhos, como areia, poliestireno, cinasita e outros, e 

formam biofilmes. O sistema possui como vantagem em relação a outros sistemas no 

que se refere à maior área específica do sólido exposta ao fluido, favorecendo as 

transferências de calor e massa e altas velocidades de reação, quando comparadas ao 

leito fixo (SHIDA, 2008).  

Alguns fatores podem contribuir para a eficiência do processo de leito 

fluidificado, como: a mínima resistência difusional devido ao movimento das partículas 

e velocidade do liquido, a minimização de problemas de canais preferenciais, de 

empacotamento e da retenção de gás, e a habilidade de controlar e otimizar a espessura 

do biofilme (HICKEY e OWENS, 1981). 

Zhang et al. (2007), utilizando reator anaeróbio de leito fluidificado preenchido 

com carvão ativado como material suporte para adesão da biomassa, avaliaram a 

redução do TDH de 4 h para 0,5 h  em uma concentração de glicose de 10 g.L
-1

. A 

composição do hidrogênio reduziu de 61,2% para 57,2% com a redução do TDH. Um 

rendimento de produção de hidrogênio de 0,94 mol H2.mol
-1

 glicose foi encontrado, em 

TDH de 4 h e estabilizou em 1,12-1,19 mol H2.mol
-1

 de glicose entre o TDH de 0,5 h e 

2 h. Ambas a produção volumétrica e a produção específica de hidrogênio aumentaram 

significativamente com a redução do TDH.  

Shida (2008) avaliou a produção de hidrogênio e ácidos orgânicos em reator 

anaeróbio de leito fluidificado contendo argila expandida como material suporte. O 

reator foi inoculado com lodo pré-tratado termicamente a 90°C por 10 minutos para o 

enriquecimento do inóculo acidogênico. O reator foi operado com TDH de 8 h a 1 h e 

alimentado com água residuárias sintética contendo 2000 mg. L
-1

 de glicose. A um pH 

de 3,8, a 30°C, cerca de 92 a 98% da glicose foi removida. A redução do TDH de 8 h a 

1 h conduziu a um aumento na produção volumétrica de hidrogênio de 0,28 para 1,15 

L.h
-1

.L
-1

, respectivamente. Em geral, o rendimento de produção de hidrogênio aumentou 

com a redução do TDH. Os maiores metabólicos solúveis foram o ácido butírico (44,64-

52,52%) e o ácido acético (41,17-47,48%) com insignificante concentração de etanol 
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(inferior a 10%). A produção de hidrogênio e a porcentagem de ácido burítico sobre o 

ácido acético indicam que o tratamento térmico do lodo foi efetivo.  

Lin et al. (2009) utilizaram etileno-acetato de vinila como suporte para 

imobilização da biomassa para a produção de hidrogênio em reator anaeróbio de leito 

fluidificado. O desempenho do reator alimentado com meio sintético a base de sacarose 

foi analisado sob diferentes concentrações de sacarose. A maior produção volumétrica 

de hidrogênio foi de 1,80 L. h
-1

. L
-1

 em TDH de 2 h e 40g DQO. L
-1

, e o rendimento 

máximo de produção de hidrogênio (4,26mol H2/mol sacarose) foi obtido em TDH de 

6h e 20g DQO.L
-1

. 

Amorim et al. (2009) avaliaram a produção de hidrogênio em reator anaeróbio de 

leito fluidificado alimentado com água residuária sintética a base de glicose e utilizando 

argila expandida como material suporte para a imobilização da biomassa. O reator foi 

operado com tempo de detenção hidráulica (TDH) variando de 8 a 1 hora. O rendimento 

de produção de hidrogênio aumentou de 1,41 para 2,49 mol H2.mol
-1

 glicose com a 

diminuição do TDH de 8 para 2 horas, entretanto, com o TDH de 1 hora, houve um 

decréscimo para 2,41 mol H2/mol glicose. O biogás no reator era composto de H2 e CO2 

e o teor de H2 aumentou de 8% para 35% com a diminuição do TDH. Os principais 

metabólicos solúveis foram ácido acético e ácido butírico. 

Reis e Silva (2011) analisaram a influência da velocidade ascensional aplicada em 

um reator anaeróbio de leito fluidificado para a produção de hidrogênio. Para efeito de 

comparação, dois reatores foram utilizados com diferentes velocidades: 1,24 cm.s
-1

 

(R124) e 1,88 cm.s
-1

 (R188). Como substrato foi utilizado água residuárias sintética a base 

de glicose (5000 mgDQO.L
-1

). O R124, que operou com velocidade mínima de fluidização 

obteve melhores valores para a produção de hidrogênio. A produção volumétrica de 

hidrogênio máxima obtida foi 2,21 L.h
-1

.L
-1

 para o TDH de 1 hora, enquanto que o 

melhor rendimento foi de 2,55 molH2.mol
-1

 glicose para o TDH de 2 horas. O teor de 

hidrogênio no biogás foi de cerca de 40,53-67,57%. Uma quantidade elevada de etanol 

foi produzido, o que sugere que uma via metabólica por meio de etanol foi preferível. 

Ngoma et al. (2011) avaliaram a produção de hidrogênio em reator anaeróbio de 

leito fluidificado utilizando carvão ativado como suporte para imobilização da biomassa 

e o efeito da temperatura e da taxa de recirculação do efluente na produção. Foi 

verificado que em temperatura de 45°C, como a taxa de recirculação foi de 1,3 L.min
-1

 

para 3,5 L.min
-1

, a produção volumétrica de hidrogênio aumentou de 2,1 para 8,7 L. h
-1

. 

L
-1

. Em 70°C, a taxa de recirculação aumentou de 1,3 a 3,5 L.min
-1

, e a produção 
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volumétrica de hidrogênio aumentou de 2,8 para 14,8 L. h
-1

. L
-1

. Em temperatura de 

45°C, a %H2 produzido foi de 45%, já em 70°C foi de 67%.  

Amorim, Sader e Silva (2012) estudaram o efeito da concentração de substrato 

(glicose) na produção de hidrogênio utilizando reator anaeróbio de leito fluidificado. 

Quatro reatores foram operados com TDH variando de 8 a 1 hora e concentração 

afluente de 2 a 25 g.L
-1

, em condição mesofílica. Os reatores operados com TDH de 2 

horas e concentrações afluentes de 2, 4 e 10 g.L
-1

 apresentaram resultados satisfatórios à 

produção de hidrogênio. O máximo rendimento encontrado em TDH de 2 horas e 

concentração de 2g.L
-1

, enquanto que o máximo valor de produção volumétrica de 

hidrogênio foi encontrado em TDH de 1 hora e concentração afluente de 10g.L
-1

. Os 

reatores operados com concentrações de glicose de 2 e 4 g.L
-1

 produziram maiores 

quantidades de ácidos acético e butírico. 

Barros e Silva (2012) verificaram a influência de diferentes meios suportes 

(poliestireno, pneu triturado e polietileno tereftalato – PET) na produção de hidrogênio 

e etanol em três reatores anaeróbios de leito fluidificado. A fonte de carbono utilizado 

nos três reatores foi glicose (DQO de 4000 mg.L
-1

) e TDH variando de 8 a 1 h em 

condição mesofílica. Para a produção de hidrogênio e teor de H2 no biogás, o melhor 

desempenho foi obtido com R2 com 2,11 molH2.mol glicose
-1

 e 65%, respectivamente. 

Já o R3 apresentou um melhor desempenho para produção de etanol (1941,78 mg.L
-1

). 

Obazu; Ngoma e Gray (2012) utilizaram carvão ativado como suporte para 

imobilização da biomassa para produção de hidrogênio e avaliaram a inter-relação entre 

volume do reator, taxa de recirculação do efluente, temperatura, pH e produção de 

hidrogênio. A maior produção volumétrica de hidrogênio foi de 231,3 mmol H2.L
-1

.h
-1

 

obtido em temperatura de 70°C, com o aumento da taxa de recircurlação do efluente 

para 3,2 L.min
-1

 e reduzindo o volume do reator para 5,74L.  

Shida et al. (2012) avaliaram o desempenho de dois reatores anaeróbios de leito 

fluidificado com (1000 mg.L
-1

 de bicarbonato de sódio e 1 ml.L
-1

 de ácido clorídrico) e 

sem adição de solução tampão durante a produção de H2 e sua composição 

microbiológica. Nos dois reatores foi utilizado argila expandida como suporte para 

aderência microbiana. O reator foi operado com TDH de 8 h a 1h e alimentado com 

água residuárias sintética, e o pH do afluente de 6-7. Em ambos os reatores, a produção 

de hidrogênio aumentou com a diminuição do TDH de 8 a 2 horas, e diminuiu com 

TDH foi reduzido para 1 h. O reator 1 (sem adição de solução tampão) apresentou 

maiores valores de produção de hidrogênio e taxa de produção de hidrogênio em todos 
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os TDH avaliados, e os valores máximos alcançados foram 2.45 mol H2.mol
-1

 glicose e 

0.95 L.h
-1

.L
-1

, respectivamente. 

Santos et al. (2014) avaliaram o efeito de altas TCO (60,0 – 480 kg DQO.m
-3

.d
-1

) 

sobre a produção de hidrogênio a partir de vinhaça de cana de açúcar em dois reatores 

anaeróbios de leito fluidificado (RALF1 e RALF2) em temperatura termofílica (55°C) e 

observou que houve tendência de diminuição de HY e conteúdo de hidrogênio com o 

aumento da TCO. O rendimento de H2 máximo observado foi em RALF1 (2,23 mmol. 

gDQO
-1

). O aumento da produção volumétrica de hidrogênio foi relacionada com a 

diminuição do TDH de 6, 4, 2 e 1h e o maior valor obtido foi 1,49 L H2.h
-1

.L
-1

. 

Rosa et al. (2014) utilizando dois reatores anaeróbios de leito fluidificado, 

avaliaram o efeitos de diferentes tempos de detenção hidráulico (TDH) de 4, 2 e 1 hora 

em diferentes fontes de inóculos (lodo de suinocultura e lodo de abatedouro de aves) 

sobre a produção de hidrogênio. Soro de queijo foi usado como fonte de substrato com 

concentração de 5000mg DQO.L
-1

 em toda a operação dos reatores. O maior 

rendimento de hidrogênio (1,33 mol H2.mol lactose) foi obtido no TDH de 4 horas. 

Rosa, Santos e Silva (2014) avaliaram o efeito de duas fontes de inoculação (lodo 

proveniente de reator UASB para tratamento de efluentes de suinocultura e abatedouro 

de aves), utilizando como substratos glicose, soro de queijo e a mistura glicose-soro de 

queijo, para a produção de hidrogênio em RALF. Em todos os processos, foi utilizado 

TDH de 6 horas e concentração de substrato de 5g DQO.L
-1

. Para a glicose, o rendimento 

de hidrogênio (HY) máximo foi de 1,37 mmol H2.g
-1

DQO. A mistura de glicose-soro de 

queijo foi favorável para produção de hidrogênio e etanol, com rendimentos de até 1,7 

mmol H2.g
-1

DQO e 3,45 mol EtOH.g
-1

DQO. A utilização de soro de queijo como única 

fonte de substrato resultou em um HY de 1,9 mmol H2.g
-1

DQO. 

 

3.3.1.1. Materiais suporte para adesão microbiana 

 

Em um reator anaeróbio de leito fluidificado o filme microbiano é retido por meio 

da adesão natural dos microrganismos às partículas de suportes sólidos. Uma vez que o 

desempenho do processo é dependente da população microbiana presente no sistema, é 

fundamental conhecer a influência de parâmetros operacionais, fatores físico-químicos e 

diferentes propriedades do meio suporte no processo de formação do biofilme 

(HIDALGO e GÁRCIA-ENCINA, 2002). 
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Chang, Lee e Lin (2002) investigaram a produção de hidrogênio em reator leito 

fixo a partir de lodo de esgoto doméstico em três materiais suportes diferentes – esponja 

de bucha, argila expandia e carvão ativado – a fim de permitir a retenção das bactérias 

produtoras de hidrogênio dentro dos reatores. Verificou-se que a esponja de bucha foi 

ineficiente para imobilização da biomassa, enquanto que argila expandida e carvão 

ativado obtiveram melhores rendimentos. Assim, verificaram a produção de hidrogênio 

utilizando argila expandida e carvão ativado, em TDH variando de 0,5 a 5 h, utilizando 

sacarose como principal fonte de carbono. Com concentração de sacarose de 20 g 

DQO.L
-1

, o reator utilizando argila expandida obteve produção volumétrica de 

hidrogênio de 0,4151 L.h
-1

.L
-1

 em TDH de 2h. Já o reator utilizando carvão ativado, 

apresentou valor de produção volumétrica de hidrogênio de 1,321 L.h
-1

.L
-1

 em TDH de 

1 hora. O biogás produzido nos dois reatores foi entre 25 – 35% de H2.  

 

3.4. Parâmetros importantes para a produção de hidrogênio em reatores 

anaeróbios 

 

Há relatos na literatura de que entre os principais fatores que afetam a produção 

biológica de hidrogênio estão: o inóculo, o tipo de reator, a temperatura e o pH 

(WANG; WAN, 2009; DAS, 2009; GIOANNIS et al., 2013). 

 

3.4.1. pH 

 

Um fator de grande importância para a produção de hidrogênio é o pH, pois afeta 

a ação dos micro-organismos hidrogenotróficos (consumidores de hidrogênio) e a 

velocidade de produção de hidrogênio. Dois diferentes tipos de experimentos têm sido 

conduzidos para determinação do pH ótimo para a produção de H2. O primeiro envolve 

o ajuste de diferentes valores iniciais de pH, enquanto que o outro envolve o controle e 

manutenção do mesmo durante todo o processo (VAN GINKEL; SUNG e LAY, 2001; 

FANG e LIU, 2002; CAI et al., 2013) 

Alguns autores demostraram que o pH inicial é um dos parâmetros que mais 

influenciam na produção fermentativa de hidrogênio. O pH abaixo de 4,7 é altamente 

desfavorável para a produção de hidrogênio, visto que inibe a atividade da hidrogenase 

e outras enzimas envolvidas no processo (LAY, 2000; WANG e WAN, 2009). Estudos 

demonstram que, em uma faixa adequada, com o aumento do pH, aumenta a capacidade 
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das bactérias de produzir hidrogênio durante a produção fermentativa, entretanto, o pH 

em faixas muito elevadas pode reduzir significativamente essa produção (AMORIM, 

2009).  

Fang e Yu (2001) avaliaram o efeito da variação do pH (4 – 6,5) em reator de 

fluxo ascendente, utilizando soro de queijo como fonte de substrato (DQO de 4g.L
-1

), 

TDH de 12 horas e temperatura de 37°C sobre a produção de hidrogênio. A conversão 

de lactose variou de 89 – 93% em pH 5-6,5, enquanto que a conversão foi de 84% e 

78% em pH 4,5 e 4, respectivamente. A produção volumétrica de hidrogênio foi de 5,1 

L H2.L
-1

.d
-1

 em pH 4 e 13,3 L H2.L
-1

.d
-1

 em pH 6,5. A composição do efluente foi 

fortemente influenciada pelo valor de pH. Em geral, valores baixos de pH favoreceram 

a produção de álcoois, enquanto que valores mais elevados favoreceram a produção de 

ácidos graxos voláteis (AGV). 

Ferchichi et al. (2005) investigaram o efeito do pH afluente, na faixa de 5 e 10, 

sobre a produção de hidrogênio utilizando soro de queijo como substrato. O hidrogênio 

foi produzido durante todo o intervalo de pH estudado, entretanto a produção 

volumétrica e o rendimento de hidrogênio foram máximos em pH afluente de 6, e em 

seguida foram reduzidos de forma constante com a elevação do pH. O consumo de 

lactose não foi afetado durante o experimento. 

Diversos relatos na literatura mostram que o valor de pH ótimo para a produção 

de hidrogênio se encontra na faixa de 5,5 e 6,0. Já o valor pH na faixa de 6,1 e 6,5 pode 

produzir uma quantidade excessiva de ácido propiônico (VAN GINKEL; SUNG e 

LAY, 2001; FANG e LIU, 2002). Wu e Chang (2007) relatam um aumento na produção 

de H2 a 4,02 molH2.g
-1

DQO.d
-1

 com o aumento do pH de 5,5 para 6, no entanto o PVH 

caiu para 1,8 molH2.g
-1

DQO.d
-1

 quando o pH 6,5 foi analisado. 

                                                                                                                          

3.4.2. Substrato 

 

A composição do substrato é um fator de impacto sobre a taxa de produção de H2. 

Entre os substratos mais utilizados estão a glicose, a sacarose e o amido, contudo, outros 

resíduos orgânicos têm sido utilizados em estudos nos últimos tempos para a produção 

de hidrogênio (WANG e WAN, 2009; KAPDAN e KARGI, 2006).  

Diversos estudos vêm sendo direcionados a fim de investigar a produção 

fermentativa de hidrogênio utilizando águas residuárias reais com alta taxa orgânica em 

reatores contínuos, dentre eles resíduos de casca de arroz (TAWFIK e SALEM, 2012), 
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melaço (HAN et al., 2012), óleo de palma (SINGH et al., 2013), vinhaça de cana de 

açúcar (SANTOS et al, 2014), águas residuárias do processamento de mandioca 

(WANG et al., 2012) e soro de queijo (ROSA; SANTOS e SILVA, 2014; ROSA et al., 

2014). Existem várias divergências sobre a concentração ótima de um substrato para a 

produção fermentativa de hidrogênio. A razão disso se deve à diferença da origem do 

inóculo, do método de enriquecimento, entre outros. 

De acordo com a equação de Monod para a velocidade específica de crescimento 

das bactérias produtoras de hidrogênio e a concentração de substrato, o rendimento de 

hidrogênio é aumentado com o aumento da concentração de substrato, até que a taxa de 

crescimento máxima específica (µmáx) é alcançada. Assim, uma faixa apropriada do 

aumento da concentração do substrato pode aumentar a capacidade das bactérias 

produtoras de hidrogênio de produzir hidrogênio, entretanto, concentrações muito 

elevadas de substratos podem limitar ou reduzir sua produção (LO et al., 2008; VAN 

GINKEL; SUNG e LAY, 2001). 

A produção de hidrogênio a partir de águas residuárias reais é ainda fortemente 

influenciada pela taxa de carregamento orgânico (TCO) aplicada nos reatores. A TCO é 

dependente do tempo de detenção hidráulico (TDH) e da concentração de matéria 

orgânica fornecida no substrato, portanto é essencial definir um intervalo de TCO, a fim 

de se determinar um intervalo ótimo para a máxima produção de hidrogênio (HAFEZ et 

al., 2010; MOHAMMADI et al, 2012; SANTOS et al., 2014). 

As rotas fermentativas e os produtos finais dos metabólicos podem ser 

modificados em função da TCO aplicada, assim como a eficiência da conversão de 

substrato. As diversas concentrações de substrato e, portanto os valores de TCO, ideais 

para a produção máxima de hidrogênio utilizando águas residuárias encontrados na 

literatura (Tabela 3.5) são atribuídos às diferenças nas configurações do reator, tipo de 

águas residuárias, inóculo, faixa de TCO aplicada, temperatura, pH entre outros fatores 

(MOHAMMADI et al, 2012; GIOANNIS et al., 2013). Uma ampla faixa de TCO de 3 a 

60.000g DQO.L
-1

.d
-1

 foi em reatores contínuos ou em batelada com diversos substratos 

orgânicos, tais como glicose, sacarose, amido, soro de queijo e vinhaça de cana de 

açúcar. Como apresentados, não há uma relação clara entre o rendimento de hidrogênio 

e a taxa de carregamento orgânico. Em alguns casos TCOs mais elevadas reduziram a 

produção de hidrogênio, no entanto em outros TCOs maiores, essa produção foi 

elevada.  
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Tabela 3.5: Efeito da TCO na produção fermentativa de hidrogênio. 

Tipo de 

reator 

Substrato Faixa de 

TCO
A
 

TCO 

ótima
B
 

Rendimento 

máximo de H2
C 

Referência 

Batelada Sacarose 10-40 20 4,0 Wu et al. (2005) 

Glicose 3-18 9 9,53 Liu et al. (2009) 

Amido cru 10-25 10 9,05 Su et al. (2009) 

Amido gelatinizado 10-25 10 9,47 Su et al. (2009) 

Amido hidrolisado 10-25 25 10,4 Su et al. (2009) 

Glicose 5-90 5 2,14 Ruggeri, 

Tommasi e 

Sassi (2009) 

Contínuo Soro de queijo 5-14 14 3,12 Yang et al. 

(2007) 

Glicose 4-30 22 9,27 Shen, Bagley e 

Liss (2009) 

Sacarose 20-160 120 9,88 Lin et al. (2009) 

Soro de queijo 21-47 35 9,0 Azbar et al., 

(2009a) 

Vinhaça de cana de 

açúcar 

60-480 60 2,23 Santos et al. 

(2014) 

A: (gDQO.L-1.d-1) 

B: (gDQO.L-1.d-1) 

C: mmolH2.g-1DQO 

 

Lin et al. (2009), utilizando reator de leito fluidificado alimentado com efluente 

sintético à base de sacarose, avaliaram diversas TCOs e encontraram o máximo 

rendimento de hidrogênio em TCO de 120 g DQO.L
-1

.d
-1

, enquanto que Ruggeri, 

Tommasi e Sassi (2009) relataram 5 g DQO.L
-1

.d
-1

 como o melhor valor de TCO. De 

acordo com Mohammadi et al. (2012) este fenômeno se deve à diversidade ambiental, 

condições de funcionamento ou intervalos das variáveis utilizadas nos estudos. 

Lin et al. (2009) relataram, ainda, um aumento de produção de H2 de 3,46 

molH2.g
-1

DQO com o aumento da TCO de 20 para 120 gDQO.L
-1

.d
-1

, no entanto, o 

rendimento caiu para 1,96 molH2.g
-1

DQO com o aumento da TCO para 160 gDQO.L
-

1
.d

-1
 em reator anaeróbio de leito fluidificado. Os autores sugerem que a alta 

concentração de substrato pode inibir a capacidade de produção de hidrogênio das 
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bactérias envolvidas. O mesmo foi relatado por Liu et al. (2009) quando glicose foi 

utilizado como única fonte de carbono. 

 

3.4.2.1. Soro de Queijo 

 

Águas residuais ricas em carbono podem ser utilizadas como substrato para 

produção de hidrogênio por fermentação. Recentemente alguns estudos relataram o 

potencial do uso de soro de queijo como substrato para a produção de hidrogênio devido 

seu elevado conteúdo de hidratos de carbono e grande disponibilidade (DAVILA-

VAZQUEZ et al., 2009; CARRILLO-REYES et al, 2012; PERNA et al., 2013).  

Em termos mundiais, alguns países vêm apresentando expressivos índices de 

crescimento da produção leiteira. O Brasil é um dos maiores produtores mundiais, 

ocupando a 5° posição no ranking em 2011, com produção de 32.297.667 litros 

(EMBRAPA, 2012), gerando uma renda de R$17 bilhões, que corresponde a 10% do 

valor gerado pela agropecuária brasileira e 76% do valor gerado pela pecuária (IBGE, 

2013) 

Líder na produção de leite no Brasil, a região sudeste representa certa de 35,5% na 

produção de leite, onde Minas Gerais concentra 27,3% da produção nacional (IBGE, 

2012). Na tabela 3.6 é apresentado o volume de produção nacional total de leite.  

O constante aumento na produção do leite resultou no aumento da produção de 

queijo, gerando, portanto um crescente volume de soro de queijo. O soro de queijo é um 

subproduto do leite, obtido durante a produção de queijo. Consiste em 80-90% do 

volume do leite utilizado para a produção de queijo e contém cerca de 50% dos 

nutrientes do leite que o originou (FERCHICHI  et al., 2005; ROSA, 2010). É composto 

principalmente por lactose (70-72%), proteínas (8-10%) e sais minerais (12-15%) 

(PANESAR et al., 2007).   
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Tabela 3.6: Volume de produção nacional total de leite 

Estado 
Volume de produção (1000L) Taxa de 

crescimento 
% total 

2010 2011 

Minas Gerais 8.388.039 8.767.932 0,045 27,3 

Rio Grande do Sul 3.633.834 3.896.650 0,072 11,8 

Paraná 3.595.775 3.930.428 0,093 11,7 

Goiás 3.193.731 3.365.703 0,054 10,4 

Santa Catarina 2.381.130 2.573.337 0,081 7,8 

São Paulo 1.605.657 1.593.515 -0,008 5,2 

Bahia 1.238.547 1.354.714 0,094 4,0 

Pernambuco 877.420 964.769 0,100 2,9 

Rondônia 802.969 841.092 0,047 2,6 

Mato Grosso 708.481 735.719 0,038 2,3 

Pará 563.777 540.287 -0,042 1,8 

Mato Grosso do Sul 511.270 517.185 0,012 1,7 

Rio de Janeiro 488.786 495.411 0,014 1,6 

Ceará 444.144 457.464 0,030 1,4 

Espírito Santo 437.205 441.178 0,009 1,4 

Maranhão 375.898 387.737 0,031 1,2 

Sergipe 296.650 316.496 0,067 1,0 

Tocantins 269.491 289.639 0,075 0,9 

Alagoas 231.367 229.687 -0,007 0,8 

Rio Grande do Norte 229.492 232.860 0,015 0,7 

Paraíba 217.018 233.518 0,076 0,7 

Piauí 87.354 90.585 0,037 0,3 

Amazonas 47.203 57.368 0,215 0,2 

Acre 41.059 34.386 -0,163 0,1 

Distrito Federal 36.256 37.745 0,041 0,1 

Amapá 6.952 7.737 0,113 0,0 

Roraima 5.954 6.172 0,037 0,0 

TOTAL 30.715.460 32.297.667 0,052 100,0 

Fonte: IBGE/Pesquisa da Pecuária Municipal, 2012. 
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O queijo é um dos principais produtos agrícolas e o soro de queijo é considerado 

um efluente altamente poluente devido a sua elevada carga orgânica e volume gerado, o 

que representa um impacto ambiental significativo para a indústria de laticínios. Em 

escala mundial, apenas 50% do soro de queijo produzido é utilizado. A quantidade de 

soro de queijo produzido e suas composições estão relacionadas com a produtividade do 

queijo. A composição do soro de queijo pode ser afetada ainda, pelo método empregado 

para manufaturar a caseína, pelo tratamento térmico do leite, manipulação, entre outros 

fatores. (CARVALHO; PRAZERES e RIVAS, 2013). Na Tabela 3.7 é apresentada a 

produção de soro de queijo por tipo de leite processado.   

A matéria orgânica elevada é devido o conteúdo de lactose, proteína e gorduras, e 

é em torno de 99% biodegradável (PRAZERES; CARVALHO e RIVAS, 2012). As 

matérias minerais mais importantes do soro estão representadas na tabela 3.8 (ROSA, 

2010). 

Levando-se em consideração o alto custo do descarte do efluente e o valor 

nutricional do soro de queijo, é interessante a utilização do soro de queijo e seus 

componentes de diversas formas, dentro ou fora da indústria de alimentos. Devido à 

composição nutricional apropriado para o metabolismo de diversos micro-organismos, é 

ideal o uso do soro de queijo para fermentação. Esses micro-organismos consomem os 

nutrientes do soro de forma a reduzir a alta demanda química de oxigênio (DQO) e o 

volume de soro gerado (RICHARDS, 2002).  

 

Tabela 3.7: Produção de volume de soro de queijo por tipo de leite processado. 

Tipo de leite 

trabalhado 

Densidade média do 

leite (g.cm
-3

) 

Rendimento kg queijo. 

100 Kg leite
-1

 

Volume de queijo 

produzido (L.L
-1

) 

Vaca 1,032 9,86 0,873 

Ovelha 1,036 14,78 0,822 

Cabra 1,034 9,84 0,872 

Fonte: Carvalho; Prazeres e Rivas, 2013. 
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Tabela 3.8 – Matérias mineirais contidas no soro de queijo (100 g) 

Minerais mg.100 g
-1

 soro de queijo 

Cálcio 500 – 725 

Sódio 650 – 950 

Magnésio 880 – 1600 

Potássio 2400 – 2900 

Fósforo 700 - 800 

Fonte: Rosa, 2010. 

 

3.4.2.2. Rotas fermentativas 

 

Os principais metabólicos produzidos nos processos de tratamento de efluentes e 

na produção de hidrogênio são os ácidos acético e butírico. A produção de ambos leva à 

formação de hidrogênio. A razão entre a quantidade de ácido acético e ácido butírico 

produzidos é um dos parâmetros utilizados para demonstrar o favorecimento da 

produção de hidrogênio num determinado processo. Quanto maior essa relação, maior 

será o rendimento da produção de hidrogênio (REIS, 2010).  

 O controle de alguns fatores, como pH, tipo de reator, substrato utilizado como 

fonte de carbono, inóculo utilizado, tempo de detenção hidráulico (TDH) e uso de co-

substratos influenciam as rotas fermentativas que favorecem a produção de hidrogênio 

(GIOANNIS et al, 2013). Na literatura é relatada a influência de alguns desses 

parâmetros sobre as condições ideais para a produção fermentativa de hidrogênio. 

Entretanto, a maior parte dos estudos utilizaram glicose e sacarose como substrato e já 

foram estabelecidas condições ótimas para a produção (WANG e WAN, 2009). Estudos 

utilizando águas residuais reais demonstram forte evidência de produção de hidrogênio, 

como óleo de palma (CHONG et al., 2009; NOPARAT; PRASERTSAN e O-THONG, 

2012; CHONG et al., 2013), vinhaça de cana de cana de açúcar (HAN et al., 2012; 

SANTOS et al., 2014), manipueira (WANG et al., 2012) e soro de queijo (DAVILA-

VAZQUEZ et al., 2009; ROSA; SANTOS e SILVA, 2014). 

 No tratamento de águas residuárias com soro de queijo (cujo principal 

componente é a lactose – um dissacarídeo que consiste de uma molécula de glicose e 

uma molécula de galactose), o efluente resultante após a produção de hidrogênio 

contém matéria orgânica na forma de ácidos orgânicos voláteis (acético, propiônico, 
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butírico), álcool (etanol) e carboidratos (lactose remanescente) (PRAZERES; 

CARVALHO e RIVAS, 2012).   

A produção molar de hidrogênio pode alcançar valores máximos de 8,0 e de 4,0 

mol H2.mol lactose
-1

 (Equações (2) e (3)) por meio de fermentação de acetato e do 

butirato, respectivamente (DAVILA-VASQUEZ et al., 2011). 

 

C12H22O11 + 5 H2O → 4 CH3COOH + 4 CO2 + 8 H2                                                     (2) 

 

C12H22O11 + H2O → 2 CH3CH2CH2COOH + 4 CO2 + 4 H2                                          (3) 

 

Apesar da formação de outros metabólicos, como ácido láctico e etanol, estar 

associada a valores inferiores a 4,0 mol H2.mol
-1

 lactose (LEVIN; PITT e LOVE, 2004), 

a conversão de lactose em etanol tem sido considerada como uma possível rota 

(OZMIHCI e KARGI, 2008). A hidrólise da lactose conduz à geração de 

monossacarídeo (equação (4)) como a glicose e a galactose. O soro de queijo destaca 

sua relevância na produção de ácido lático, ácido butírico, ácido acético, butanol, 

glicerol, acetona, etanol e hidrogênio (PRAZERES; CARVALHO e RIVAS, 2012). 

 

C12H22O11 + H2O → H2O + C6H12O6 (glicose) + C6H1206 (galactose)                           (4) 

 

Diversos estudos utilizaram soro de queijo como fonte exclusiva de carbono para 

a produção biológica de hidrogênio por fermentação por diferentes métodos.  Fang e Yu 

(2001) investigaram o efeito do aumento da concentração de substrato (DQO de 2 a 

30g.L
-1

) em reator de fluxo ascendente utilizando soro de queijo como fonte de 

substrato em TDH de 12 horas, pH 5,5 e temperatura de 37°C. A conversão de lactose 

decresceu com o aumento da concentração de soro de queijo de 94% em DQO de 2g.L
-1

 

a 84% em DQO de 30 g.L
-1

. A produção volumétrica de hidrogênio aumentou com o 

aumento da concentração de substrato de 6 L H2.L
-1

.d
-1

  em DQO de 2g.L
-1

 a 33,2 L 

H2.L
-1

.d
-1

  em DQO de 30g.L
-1

. Baixas concentrações de soro de queijo favoreceram a 

produção de ácidos graxos voláteis (AGV). Em concentração de 2g.L
-1

 de soro de 

queijo, 84% dos produtos no efluente eram de AGV e 16% de álcoois. Já em 

concentração de 30g.L
-1

, 46% eram de AGV e 54% de álcoois. Os AGV eram 

compostos, na maioria, de ácido acético e ácido propiônico.  
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Yang et al. (2007) avaliaram a produção de hidrogênio utilizando soro de queijo 

como substrato e concentração de 5gDQO.L
-1

 em condição mesofílica. Foram observados 

rendimentos de hidrogênio de 10 mM.g
-1

DQO. Em fermentações contínuas e 

concentrações de DQO variando de 10, 12 e 14 g.L
-1

 e TDH de 24 horas, os maiores 

rendimentos de hidrogênio foram 1,8 e 2,3 mm.g
-1

DQO. 

Davila-Vazquez et al. (2008) investigaram o efeito do pH (3,88 – 8,12) e 

concentração inicial (0,86 – 29,14 g.L
-1

) de soro de queijo sobre o rendimento de 

hidrogênio e a produção volumétrica de hidrogênio. O maior rendimento de hidrogênio 

(3,1 mol H2.mol
-1

 lactose) foi obtido em pH 6 e DQO de 15 g.L
-1

, enquanto que a maior 

produção volumétrica de hidrogênio foi 8,1 mmol H2.L
-1

.h
-1

, alcançados em pH 7,5 e 

DQO de 25 g.L
-1

. Os principais metabólicos orgânicos detectados foram ácido acético e 

butírico. 

Castello et al. (2009) estudaram a viabilidade de produção de hidrogênio por 

fermentação utilizando soro de queijo como substrato em um reator UASB. Para a 

maior taxa de carregamento orgânico testada (20 gDQO.L
-1

.d
-1

), a produção volumétrica 

de hidrogênio foi de 122 ml H2.L
-1

.d
-1

.  Os estudos microbiológicos apresentaram a 

prevalência de organismos fermentativos dos gêneros Megasphaera, Anaerotruncus, 

Pectinatus e Lactobacillus, que podem ser reconhecidos como produtores de 

hidrogênio. 

Carrillo-Reyes et al. (2012) utilizando reator UASB e soro de queijo como 

substrato avaliaram diferentes estratégias operacionais e inóculos para a produção de 

hidrogênio. Os maiores valores de produção volumétricas de hidrogênio obtidos foram 

0,38 e 0,36 L H2.L
-1

.d
-1

 em ambos inóculos com concentrações constantes. Já nos 

reatores operados com o aumento da carga orgânica aplicada, foi verificado queda na 

produção de H2 de 0,03 para 0,015 L H2.L
-1

.h
-1

, devido à presença de metano. 

Perna et al. (2013) investigaram o efeito de três diferentes TCOs (22, 33 e 37 g 

DQO.L
-1

.d
-1

) em reator anaeróbio de leito fixo com TDH de 24 horas utilizando soro de 

queijo como substrato. O aumento da carga orgânica a partir do valor inicial tiveram 

efeito positivo sobre a produção de hidrogênio e valores de até 1 L H2.L
-1

.d
-1

 foram 

alcançados. 

 

3.4.3. Tempo de detenção hidráulica (TDH) 
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O TDH também é um parâmetro importante no processo de fermentação. Chang; 

Lee e Lin (2002), Lee et al. (2003) e Chen e Lin (2003) apresentaram a operação de 

reatores anaeróbios em baixos tempos de detenção hidráulica (TDH) como um dos 

métodos de inibição dos processos metanogênicos, o que facilita o arraste das arqueias 

metanogênicas para fora dos sistemas. O arraste desses micro-organismos para fora dos 

reatores ocorre devido a velocidade máxima de crescimento das arquéias metanogênicas 

(μmáx, da ordem de 0,0167 h
-1

) serem menor que a das bactérias acidogênicas (cerca de 

0,083h
-1

). Dessa forma, os micro-organismos metanogênicos são incapazes de se 

reproduzir ou manter-se em equilíbrio nessas condições, e acabam sendo eliminados do 

sistema (CHEN; LIN e CHANG, 2001). 

As maiores taxas de produção volumétrica e percentuais de hidrogênio podem ser 

obtidas por meio da diminuição do TDH, aumentando assim a taxa de carregamento 

orgânico (TCO) (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2009; CARRILO-REYES et al., 2012; 

THANWISED; WIROJANAGUD e REUNGSANG, 2012). Assim, alterações no TDH 

podem ter influencia considerável sobre a diversidade da população microbiana que 

podem favorecer a produção de hidrogênio (HAFEZ et al, 2010). Na literatura, alguns 

autores verificaram aumento no rendimento de hidrogênio com o aumento da TCO. No 

entanto, outros autores observaram uma diminuição no rendimento com esse aumento 

de TDH devido aos desvios nas reações de produção de hidrogênio (MOHAMMADI et 

al., 2012). 

Fang e Yu (2001) avaliaram o efeito da variação de TDH de 2 a 24 horas 

utilizando soro de queijo como fonte de substrato (DQO de 4 g.L
-1

) em pH 5,5, e 

temperatura de 37°C em reator de fluxo ascendente. A conversão de lactose foi de 83% 

em TDH de 2 horas, 93% em 12 horas, atingindo até 97% em 24 horas. Entretanto, a 

produção volumétrica de hidrogênio decresceu com o aumento do TDH, de 43,2 H2.L
-

1
.d

-1
 em TDH de 2 horas a 7,3 H2.L

-1
.d

-1
 em TDH de 14 horas. Em todos os TDHs, o 

biogás no reator foi, em maioria, de hidrogênio e dióxido de carbono, com uma pequena 

fração de nitrogênio. Em todas as condições operacionais, os principais metabólicos 

foram ácido acético, ácido propiônico e etanol. 

Chen e Lin (2003) investigaram o desempenho de um reator de agitação contínua 

utilizando sacarose como substrato para produção de hidrogênio variando o TDH. A 

produção volumétrica de hidrogênio aumentou de 4,9 para 26,9 L H2.L
-1

.d
-1

, com a 

diminuição do TDH de 13,3 para 3h, entretanto caiu para 20,8 L H2.L
-1

.d
-1

 com a 

diminuição do TDH para 2 h. O biogás contido no reator variou de 35 e 47,2% de 
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hidrogênio, aumentando o percentual com a diminuição do TDH de 13,3 para 3 h e 

caindo com o TDH de 2h.  

Lee et al. (2003) utilizaram sacarose como fonte de substrato a fim de verificar a 

produção biológica de hidrogênio variando o TDH (0,5 e 4h) e DQO de 20g.L
-1

. O 

menor TDH avaliado favoreceu a produção volumétrica de hidrogênio com valores de 

até 7,4 L.h
-1

.L
-1

. O biogás no reator consistiu em 30-40% de H2. Os principais 

metabólicos foram ácido butírico, ácido propiônico e ácido valérico. 

Azbar et al. (2009a) avaliaram os efeitos da variação do tempo de detenção 

hidráulica (TDH) entre 1, 2 e 3,5 dias e altas taxas de carregamento orgânico (TCOs de 

21, 35 e 47g DQO.L
-1

.d
-1

) sobre a produção biológica de hidrogênio em reator de 

agitação contínua. O biogás variou de 5 a 82% de hidrogênio e a PVH de 0,3 – 7,9 

LH2.L
-1

.d
-1

. Os rendimentos alcançados foram 22, 15 e 5 mmol.g
-1

 DQO para os TDHs 

de 3,5, 2 e 1, respectivamente e concentração de substrato fixa em 40g.L
-1

. Já para o 

TDH fixo de 1 dia, os rendimentos de H2 alcançados foram 3, 9 e 6 mmol.g
-1

 DQO para 

os valores de TCO de 47, 35 e 21 gDQO.L
-1

.d
-1

.  

Davila-Vazquez et al. (2009) estudaram a produção de H2 em um reator de 

agitação contínua utilizando soro de queijo como substrato. Três tempos de detenção 

hidráulica (TDH) foram testadas – 10, 6 e 4h. O maior valor de produção volumétrica 

de hidrogênio (PVH) foi obtida em TDH de 6 horas. Assim, quatro taxas de 

carregamento orgânico, em TDH fixo de 6 horas, foram testados – 92,4, 115,5, 138,6 e 

184,4 g lactose.L
-1

.d
-1

. Os maiores valores de PVH (46,61 mmol H2.L
-1

.h
-1

) e 

rendimento de hidrogênio (HY - de 2,8 mol H2.mol
-1

 lactose) foram encontrados em 

TCO de 138,6 g lactose.L
-1

.d
-1

. Uma queda acentuada ocorreu em TCO de 184,4 g 

lactose.L
-1

.d
-1

. Os principais metabólicos solúveis encontrados foram ácido butírico, 

ácido propiônico e ácido acético. 

Zahedi et al. (2013) investigaram a influência da variação de TDH entre 240 e 6 

horas na produção de hidrogênio a partir de resíduos sólidos municipais em condição 

termofílica. Foi observado um aumento na produção de hidrogênio e na atividade 

microbiana com a diminuição do TDH. O maior conteúdo de H2 no biogás (57%) foi 

obtido em TDH de 12 horas. 

Assim, é possível verificar que não há um TDH ótimo para produção biológica de 

hidrogênio e, mesmo com os mesmos substratos os resultados podem não estar em 

consenso. De acordo com Mohammadi et al. (2012) isso se deve ao conjunto de 

condições que o reator está inserido, incluindo diversidade ambiental, cargas orgânicas 
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aplicadas, condições de funcionamento ou intervalos das variáveis utilizadas nos 

estudos. 

 

3.4.4. Temperatura 

 

A temperatura é um fator fundamental nas atividades dos micro-organismos 

fermentativos produtores de hidrogênio. Há duas fases de temperatura que são 

comumente utilizadas para a produção biológica de hidrogênio – condições mesofílicas 

e termofílicas (AKUTSU et al., 2009a). Geralmente as condições mesofílicas (30 – 

40°C) são mais empregadas para geração de hidrogênio, no entanto, vem sendo 

realizados estudos em condições termofílicas (45 – 55°C), devido às vantagens 

consideráveis, tais como o aumento da capacidade dos micro-organismos produtores de 

hidrogênio durante a produção fermentativa (ZHAO et al., 2009; AKUTSU et al., 

2009a; KARADAG et al., 2009; WANG et al., 2009), acarretando em altas taxas de 

produção e rendimento de hidrogênio, além de direcionar à rota de acetato, a qual 

favorece a formação de H2 em maior extensão, quando comparados aos sistemas 

mesofílicos (HAWKES et al., 2007). Isso ocorre devido, principalmente, ao maior 

favorecimento termodinâmico – o qual aumenta as velocidades das reações químicas e 

biológicas, à dominância da via metabólica do acetato e à maior tolerância à pressão 

parcial de hidrogênio (O-THONG, PRASERTSAN e BIRKELANDD, 2009). 

A temperatura ótima para produção de hidrogênio por fermentação depende ainda, 

das espécies produtoras de H2 e da fonte de carbono utilizada (MOHAMMADI et al., 

2005). As bactérias termofílicas produzem uma menor variedade de produtos finais de 

fermentação em comparação às mesofílicas (NOIKE e MIZUNO, 2000), entretanto, a 

temperatura a níveis muito elevados poderia reduzir significativamente a atividade das 

produtoras de hidrogênio devido à taxa de desnaturação do sistema de enzimas (WANG 

e WAN, 2008b; KHAMTIB e REUNGSANG, 2012). 

Em fase aquosa, o hidrogênio apresenta baixa solubilidade (GUWY et al., 1997). 

Considerando a Lei de Henry, temperaturas elevadas reduzem a solubilidade do gás na 

fase aquosa e a interação do gás com os micro-organismos presentes no processo, 

desfavorecendo o consumo do gás para geração de outros produtos do processo 

fermentativo, aumentando, portanto, a eficiência de remoção do biogás. 

É que crucial a pressão parcial de hidrogênio (PH2) na fase gasosa seja baixa. 

Quando a concentração de hidrogênio no headspace aumenta, a síntese de H2 torna-se 
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termodinamicamente desfavorável e o metabolismo é deslocado para a produção de 

produtos finais reduzidos (LEVIN; PITT e LOVE, 2004). 

Com base em resultados de testes de análises enzimáticas e de metabólicos, foi 

proposto um sistema de metabolismo para a lactose, assumindo a utilização da via de 

Leloir para conversão de galactose em glicose. A figura 3.4 ilustra as vias metabólicas 

que podem ocorrer a partir da degradação do substrato para a produção biológica de H2. 

Na transferência líquido-gás do hidrogênio, o hidrogênio deve ser direcionado do 

liquido para a fase gasosa rapidamente, mantendo um elevado fluxo de produção de 

hidrogênio pelas células. A explicação baseia-se nas propriedades termodinâmicas, 

entretanto, há uma possível saturação de hidrogênio na fase liquida (PEINTNER; 

ZEIDAN e SCHNITZHOFER, 2010). Em temperaturas elevadas, o hidrogênio é 

transferido a partir do liquido para a fase gasosa promovendo alta produção de H2 

(SONNLEITNER et al., 2012) 

Processos fermentativos em condições termofílicas, ainda, resultam em elevada 

degradação de matéria orgânica, acelerando a estabilização do processo e favorecendo a 

aplicação de menores TDH e maiores cargas orgânicas volumétricas. Esses sistemas 

produzem também biogás de forma mais eficaz (KESKIN; AKSÖYEK e AZBAR, 

2011; HASYIM et al., 2011; KARGI; EREN e OZMIHCI, 2012a). 

Fang e Yu (2001) avaliaram o efeito da variação de temperatura (20 – 60°C) sobre 

a produção de hidrogênio em reator de fluxo ascendente, utilizando soro de queijo como 

fonte de substrato (DQO de 4g.L
-1

), TDH de 12 horas e pH 5,5. A conversão de lactose 

aumentou de 85% em 20°C para 95% em 55°C, entretanto caiu para 90% em 60°C. A 

produção volumétrica de hidrogênio foi de 8,6 L H2.L
-1

.d
-1

 e 9,6 L H2.L
-1

.d
-1

 em 20°C. 

Os principais metabólicos em todas as condições de operação foram ácido acético, ácido 

propiônico e etanol. 
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Figura 3.4: Diagrama das vias metabólicas envolvidas na fermentação de H2 (1: beta-

galactosidade; 2: gliceraldeído-3-fosfato; 3: Piruvato:ferredoxina oxidoredutase; 4: lactato desidrogenase; 5: acetato-quinase; 6: 

álcool desidrogenase; 7: hidrogenase; Fdox: ferridoxina oxidada; Fdred: ferridoxina reduzida; G6P: glicose-6-fosfato; F16BP: 

frutose 1,6-bifosfato; BPG: 1,3-bifosfoglicerato). Fonte: Adaptado de Collet et al. (2006). 

 

Youn e Shin (2005) compararam a produção biológica de hidrogênio a partir de 

resíduos de alimentos em condições mesofílicas e termofílicas em diferentes TCOs. Em 

condição termofílica, a produção volumétrica de hidrogênio variou de 0,4 a 0,9 L H2.L
-

1
.d

-1
, já em condições mesofílicas, a produção volumétrica de hidrogênio variou de 0,01 
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a 0,09 L H2.L
-1

.d
-1

 nas TCOs testadas.  Para eficiência de conversão de carboidrato, o 

reator termofílico atingiu eficiências de 87 a 94,1%, no entanto, o reator termofílico 

obteve eficiência de até 83,3%. Ainda no reator mesofílico, uma quantidade 

significativa de metano foi detectada com o aumento da concentração de substrato. 

Ácido acético e ácido butírico foram os principais metabólicos envolvidos no reator 

termofílico, enquanto que no reator mesofílico foi o ácido propiônico. 

Lin, Wu e Hung (2008) avaliaram o efeito da variação de temperatura entre 30 e 

55°C em reator quimiostato com pH 7,1, TDH de 12 horas e utilizando xilose como 

fonte de substrato (DQO de 20g.L
-1

). Foi verificado que em 50°C foram obtidos os 

maiores valores de teor de hidrogênio no biogás, rendimento de hidrogênio e produção 

volumétrica de hidrogênio (42,2%, 1,4 mol H2.mol
-1

 xilose e 0,24 mol H2.L
-1

.d
-1

, 

respectivamente). Na temperatura de transição (45°C) foram encontrados os menores 

valores para produção de hidrogênio. Butirato e etanol foram os principais metabólicos 

encontrados. 

Tang et al. (2008) verificaram o efeito da temperatura e do pH na produção de 

hidrogênio a partir de efluentes de gado. Os resultados experimentais mostraram que 

ambos, pH e temperatura, afetaram de forma significativa a produção de hidrogênio. O 

rendimento máximo de H2 foi obtido em 45°C, assim como a produção volumétrica de 

hidrogênio e a proporção butirato/acetato. A presença de etanol e ácido propiônico 

diminuíram a produção de H2 e suas concentrações também foram afetadas pelo pH e 

temperatura. 

Wang e Wan (2008a) avaliaram o efeito da variação de temperatura, entre 20°C e 

55°C na produção de hidrogênio utilizando glicose como substrato. No pH 7,0 inicial, 

durante a produção fermentativa de hidrogênio utilizando glicose como substrato, a 

eficiência de degradação de substrato e potencial de produção de hidrogênio aumentam 

com o aumento da temperatura de 20°C a 40°C. A eficiência máxima de degradação do 

substrato foi de 98,1% e o potencial máximo de produção de hidrogênio foi de 269,9 

mL obtidos a 40°C. Portanto, a temperatura ideal para produção de hidrogênio foi de 

40°C. 

Akutsu et al. (2009b) avaliaram o efeito do TDH, pH e concentrações de substrato 

sobre a produção de hidrogênio em reatores UASB, utilizando amido como substrato, 

em condições termofílicas. Os autores obtiveram rendimento máximo de 1,7 molH2.mol 

glicose
-1

 e produção volumétrica de hidrogênio de 0,075 L.L
-1

.h
-1

 em TDH de 48 horas. 
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Azbar et al (2009a), utilizando soro de queijo como substrato sob condições 

termofílicas em diferentes TDH (3,5, 2 e 1 dia) e DQO (21, 35 e 47g DQO.L
-1

.d
-1

) em 

reator CSTR, obtiveram em média 45% de hidrogênio no conteúdo de biogás, com 

produção volumétrica  de 2,5 L.L
-1

.d
-1

 em TDH fixado em 1 dia. Já para DQO constante 

de 40g.L
-1

 obtiveram rendimentos de hidrogênio de 22, 15 e 5 mmol H2.gDQO para os 

TDH de 3,5, 2 e 1, respectivamente. 

Cakir; Ozmihci e Kargi (2010) avaliaram o efeito da temperatura sobre a 

produção de hidrogênio utilizando trigo hidrolisado como substrato. As maiores 

produções de H2 foram de 752 mL em temperatura de 55°C. 

Luo et al. (2010a) verificaram a influência da variação de temperatura em reator 

CSTR para produção de hidrogênio utilizando manipueira como fonte de substrato. Os 

autores verificaram que o rendimento de hidrogênio aumentaram de 14 mL H2.gSV em 

condição mesofílica para 69,6 mL H2.gSV sob condição termofílica e associaram esse 

aumento com a diminuição da concentração de propionato. 

Luo et al. (2010b), utilizando manipueira como fonte de substrato, investigaram a 

influência da temperatura (37°, 60° e 70°C)sobre a produção fermentativa de 

hidrogênio. Embora tenha sido utilizado lodo mesofílico, o valor máximo de rendimento 

de hidrogênio (53,8 mol H2.gSV) foi obtido em condição termofílica (60°C), 53,5 e 

198% superior aos encontrados em 37° e 70°C, respectivamente. Os autores justificaram 

as altas concentrações de ácidos acético e butírico ao alto rendimento de hidrogênio 

nesta condição.  

Keskin; Aksöyek e Azbar (2011) avaliaram a produção de hidrogênio utilizando 

reator anaeróbio de leito fixo em condições termófilas (55°C) contendo anel de 

cerâmica e pedra-pomes como material suporte. Os reatores foram operados de forma 

contínua utilizando sacarose como fonte de carbono em diferentes tempos de detenção 

hidráulica (TDH). Em termos de produção volumétrico de hidrogênio, o melhor valor 

obtido foi utilizando anel de cerâmica com TDH de 1,5 h (2,981 H2.L
-1

.d
-1

). Entretanto, 

o reator com pedra-pomes resultou em 30% a menos de produção volumétrica (2,281 

H2.L
-1

.d
-1

) com TDH maior (3 h). 

Kim et al. (2011) demostraram o fraco desempenho para produção de hidrogênio 

a partir de resíduos de alimentos em temperatura mesofílica devido à produção de ácido 

lático que inibiu o crescimento de bactérias produtoras de hidrogênio. Os autores 

verificaram que o biohidrogênio foi produzido de maneira eficaz em condição 

termofílica mesmo sem o pré-tratamento térmico do inóculo. 
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Obazu; Nigoma e Gray (2012) verificaram elevados valores de produção 

volumétricas de hidrogênio (231,3 mmol.L
-1

.h
-1

) e de rendimentos (3,55 mol H2.mol 

glicose
-1

) com o aumento da temperatura (70°C), redução do volume total do reator e 

aumento da taxa de reciclagem de efluentes desgaseificados, utilizando sacarose como 

substrato.  

Khamtib e Reungsang (2012) investigaram o efeito da variação de temperatura 

(35° a 70°C) em reatores em batelada sobre a produção de hidrogênio utilizando xilose 

(concentração inicial de 10.000mg.L
-1

) como fonte de substrato. Aumento no 

rendimento e produção volumétrica de hidrogênio foram observados com o aumento da 

temperatura de 35° a 60°C, entretanto, com temperatura superior a 60°C, esses valores 

diminuíram. Os valores máximos de rendimento e produção volumétrica de hidrogênio 

foram 2,09 molH2.mol
-1

 xilose e 3,95 mmol H2.L
-1

.h
-1

, respectivamente em 60°C. 

Ácidos acético e butírico foram os principais metabólicos detectados. 

 

3.4.5. Inóculo 

 

A escolha do inóculo é importante para a seleção de micro-organismos e, 

portanto, para uma produção favorável de hidrogênio (TANG et al., 2008). Utilizando 

diferentes fontes de inóculo a um pH controlado pode resultar em diferentes 

porcentagens de metabólicos produzidos, tais como acetato e etanol, bem como 

quantidades diferentes de substrato consumido (ABREU et al., 2010). Os micro-

organismos capazes de produzir H2 são facilmente encontrados no habitat natural, como 

no solo, lodo de tratamento de águas residuárias, adubo, entre outros. Assim, estes 

materiais podem ser usados como fonte potencial de inóculo para produção fermentativa 

de H2 (SINHA e PANDEY, 2011). Além disso, a diversidade de micro-organismos 

presentes no inóculo podem fornecer interações sinergéticas que podem melhorar a 

degradação de substrato e, assim, aumentando a produção de H2 (WONG, WU e JUAN, 

2014). 

O potencial para produção de hidrogênio de diversas culturas de inóculo foi 

explorado com diversas fontes de substratos. Conforme ilustrado na tabela 3.9, os 

membros de Clostridium e Enterobacter são amplamente utilizados como inóculo para 

produção fermentativa de hidrogênio. A maior parte dos estudos utilizaram culturas 

puras de bactérias e glicose como fonte de substrato. 
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Tabela 3.9: Culturas de bactérias utilizadas para produção fermentativa de hidrogênio.  

Inóculo Substrato Tipo de 

reator 

Rendimento máximo 

de hidrogênio 

Referência 

Clostridium 

acetobutylicum 

Glicose Batelada 2,0 mol.mol
-1

 glicose Chin, Chen e 

Chou (2003) 

Clostridium 

acetobutylicum 

ATCC824 

Glicose Contínuo 1,08 mol.mol
-1

 glicose Zhang, Bruns e 

Logan (2006) 

Clostridium 

acetobutylicum 

CGS5 

Xilose Batelada 0,73 mol.mol
-1

 xilose Lo et al. (2008) 

Clostridium 

acetobutylicum 

GCS2 

Amido Batelada 9,95 mmol.g
-1

 glicose Chen et al. (2007) 

Clostridium 

pasteurianum CH4 

Sacarose Batelada 2,07 mol.mol
-1

 hexose Lo et al. (2008) 

Clostridium 

thermolaticum 

Lactose Contínuo 3,0 mol.mol
-1

 lactose Collet et al. 

(2004) 

Clostridium 

thermocellum 

27405 

Celulose Batelada 2,3 mol.mol
-1

 glicose Levin et al. 

(2006) 

Enterobacter 

aerogens HO-39 

Glicose Batelada 1,0 mol.mol
-1

 glicose Yokoi et al. 

(1995) 

Enterobacter 

aerogens NBRC 

13534 

Glicose Batelada 0,05 mol.L
-1

 glicose Ogino et al. 

(2005) 

Enterobacter 

aerogens HU-101 

Glicerol Batelada 0,6 mol.mol
-1

 glicose Nakashimada et 

al. (2002) 

Enterobacter 

aerogens 

Amido Batelada 1,09 mol.mol
-1

 glicose Jo et al. (2008) 

Enterobacter 

aerogens E 82005 

Melaço Contínuo 3,5 mol. mol
-1

 açucar Tanisho e 

Ishiwata (1995) 

Fonte: Adaptado de Sinha e Pandey (2011). 
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Tabela 3.9: Culturas de bactérias utilizadas para produção fermentativa de hidrogênio 

(Continuação). 

Inóculo Substrato Tipo de 

reator 

Rendimento máximo 

de hidrogênio 

Referência 

Enterobacter 

cloacae IIT-BT-08 

Glicose Contínuo 2,2 mol.mol
-1

 glicose Kumar e Das 

(2001) 

Enterobacter 

cloacae IIT-BT-08 

Sacarose Batelada 6,0 mol. mol
-1

 sacarose Kumar e Das 

(2000) 

Escherichia Coli Glicose Contínuo 2,0 mol.mol
-1

 glicose Turcot, Bisaillon 

e Hallambeck 

(2008) 

Escherichia Coli 

MC 13-4 

Glicose Batelada 1,2 mol.mol
-1

 glicose Ishikawa et al. 

(2006) 

Escherichia Coli Glicose Batelada 2,0 mol.mol
-1

 glicose Bisaillon, Turcot 

e Hallambeck, 

(2006) 

Escherichia Coli 

XL1-Blue 

Glicose Batelada 0,96 mol.mol
-1

 glicose Sivagurunathan; 

Kumar e Lin 

(2014) 

Escherichia Coli 

XL1-Blue 

Frutose Batelada 1,17 mol.mol
-1

 frutose Sivagurunathan; 

Kumar e Lin 

(2014) 

Escherichia Coli 

XL1-Blue 

Xilose Batelada 0,69 mol.mol
-1

 xilose Sivagurunathan; 

Kumar e Lin 

(2014) 

Thermoanaerobact

erium 

Thermosaccharolyt

icum 

Glicose Batelada 2,4 mol.mol
-1

 glicose Ueno et al. (2001) 

Citrobacter 

amalonaticus Y-19 

Glicose Batelada 2,49 mol.mol
-1

 glicose Oh et al. (2008) 

Fonte: Adaptado de Sinha e Pandey (2011). 
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Tabela 3.9: Culturas de bactérias utilizadas para produção fermentativa de hidrogênio 

(Continuação). 

Inóculo Substrato Tipo de 

reator 

Rendimento máximo 

de hidrogênio 

Referência 

Citrobacter CDN-1 Glicose Batelada 2,1 mol.mol
-1

 glicose Pandey et al. 

(2009) 

Enterobacter 

cloacae DM11 

Glicose Batelada 3,31 mol. mol
-1

 glicose Nath, Kumar e 

Das (2006) 

Enterobacter 

cloacae IIT-BT08 

Sacarose Batelada 3,01431 mol. mol
-1

 

sacarose 

Kumar e Das 

(2000) 

Enterobacter 

cloacae IIT-BT08 

Glicose Batelada 2,231 mol. mol
-1

 glicose Kumar e Das 

(2000) 

Ethanoligenens 

harbinese B4 

Glicose Batelada 2,26 mol. mol
-1

 glicose Xu et al. (2008) 

Thermotoga 

neopolitana DSM 

4359 

Xilose Contínuo 3,36 mol. mol
-1

 glicose Ngo, Nguyen e 

Bui (2012) 

Thermotoga 

neopolitana DSM 

4359 

Glicose Batelada 331 mol. mol
-1

 glicose Ngo, Nguyen e 

Bui (2012) 

Thermotoga 

neopolitana DSM 

4359 

Glicose Batelada 3,531 mol. mol
-1

 glicose Vrije et al. (2010) 

Thermotoga 

neopolitana DSM 

4359 

Frutose Batelada 3,431 mol. mol
-1

 glicose Vrije et al. (2010) 

Thermotoga 

neopolitana DSM 

4359 

Glicose + 

Frutose 

Batelada 3,331 mol. mol
-1

 glicose Vrije et al. (2010) 

Thermotoga 

neopolitana 

Soro de 

queijo 

Batelada 5,8 mmolH2.g
-1

 lactose Frascari et al. 

(2013) 

Fonte: Adaptado de Sinha e Pandey (2011). 
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Entretanto, os micro-organismos presentes no inóculo consistem geralmente em 

produtores de H2 e consumidores de H2. Assim, é necessário eliminar a atividade das 

bactérias consumidoras de H2, a fim de aumentar a produção de H2 pelas bactérias 

produtoras de H2 (WONG, WU e JUAN, 2014).  

O tratamento térmico do inóculo é o método mais utilizado para preparação do 

inóculo por remover células vegetativas metanogênicas, enriquecendo, portanto, as 

culturas produtoras de hidrogênio. Ainda a fim garantir um alto rendimento de produção 

de H2, é fundamental também impedir o crescimento de bactérias metanogênicas 

consumidoras de hidrogênio. Alguns parâmetros são fundamentais para o controle do 

desenvolvimento dessas bactérias, como por exemplo, operar sistemas com curto tempo 

de retenção celular e baixo pH (LIN e CHANG, 1999; NOIKE e MIZUNO, 2000; MU; 

YU e WANG, 2007). 

O pré-tratamento de inóculo por cinco métodos foi realizada por Wang e Wan 

(2008b) em testes bateladas a fim de avaliar e comparar sua adequação no 

enriquecimento de bactérias produtoras de hidrogênio. Em todos os testes para produção 

de hidrogênio a partir de glicose, o inóculo tratado por choque térmico apresentou maior 

potencial para produção de hidrogênio, bem como maior eficiência de degradação de 

substrato. 

O-Thong; Prasertsan e Birkeland (2009) avaliaram cinco métodos de tratamento 

de inóculo para melhor desempenho em produção de hidrogênio em condição 

termofílica. Os resultados mostraram que os melhores métodos foram os tratamentos 

ácido e térmico para o enriquecimento de culturas termófilas para produção de 

hidrogênio, uma vez que toda a atividade metanogênica foi contida. Os tratamentos 

térmico e ácido resultaram ainda na predominância de espécies 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, ácidos acético e butírico.  
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CAPÍTULO 4 

 

Materiais e Métodos 

 

Neste capítulo estão apresentados a fonte de inóculo empregada para a produção 

biológica de H2, o método adotado de pré-tratamento, bem como a configuração do 

sistema utilizado para o desenvolvimento da parte experimental, juntamente com os 

procedimentos de partida e condições operacionais dos reatores termofílicos. Estção 

apresentados ainda a caracterização da águas residuárias ao longo do experimento, o 

detalhamento e a frequência das análises físico-químicas e os cálculos dos principais 

parâmetros para avaliar a produção biológica de hidrogênio. 

 

4.1. Inóculo 

 

A fonte de inóculo utilizada para a partida operacional do reator termofílico foi 

proveniente de lodo granular de reator anaeróbio de fluxo ascendente de manda de lodo 

(UASB) termofílico, localizado na Usina São Martinho, em Pradópolis, SP, Brasil, para 

o tratamento de vinhaça. Foram observados valores de pH 7,06 e 41,3 g.L
-1

 para a 

concentração de sólidos voláteis totais no inóculo. Foi realizado o pré-tratamento 

térmico da biomassa conforme a metodologia adaptada proposta por Kim, Han e Shin 

(2006), promovendo a eliminação de células vegetativas metanogênicas, inibindo a 

metanogênese, e favorecendo a permanência de células acidogênicas por meio da 

formação de endósporos. 

 

4.2. Águas residuárias 

 

Os reatores foram alimentados com águas residuárias, composta por soro de 

queijo como principal fonte de carbono. O soro de queijo em pó utilizado como 

substrato foi fornecido pela Indústria Cargill Agrícola S/A, que faz o processamento, 

distribuição de produtos e serviços aos parceiros nos setores agrícola, alimentícia, 

industrial, financeiro e de gerenciamento de risco. Nas tabelas 4.1 e 4.2, fornecidas pela 

Cargill Agrícola S/A, são apresentadas as especificações e informações nutricionais do 

soro de queijo. Nutrientes foram adicionados de acordo com Del Nery (1987), nas 

seguintes relações (mg.L
-1

) apresentadas da tabela 4.3. 
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Tabela 4.1 – Especificações do soro de queijo em pó 

Umidade(%) Máx 4,5 

pH (1:9)* Min. 6 

Cinzas (%) Máx. 10 

Bactérias mesófilas (UFC/g) Máx. 30.000 

Coliformes fecais (UFC/g) Máx. 10 

Salmonella sp (/25g) ausente 

Staphylococcus aureus (/g) Máx. 100 

(*) - Fator de diluição. 

 

Tabela 4.2- Informação nutricional (porção de 100 gramas) 

Valor energético 380 Kcal( 1590 kj) 

Carboidratos 73,9  g 

Proteínas 12,5 g 

Gorduras Totais 3,8 g 

Gorduras Saturadas 2,3 g 

Gorduras Trans 0,1 g 

Fibra Alimentar Menor 0,5 g 

Sódio 1205,05 mg 

 

O soro de queijo em pó foi diluído para as concentrações definidas de 5000 mg 

DQO.L
-1

 (R1) e de 3000 a 10000 mg DQO.L
-1

 (R2) e foi adicionado HCl, para se 

realizar o controle do pH do afluente na faixa de 5,5 a 6,0. 
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Tabela 4.3: Nutrientes adicionados às águas residuárias 

Composto Concentração (mg.L
-1

) 

Uréia 

Sulfato de Níquel 

Sulfato ferroso 

Cloreto férrico 

Cloreto de cálcio 

Cloreto de cobalto 

Óxido de Selênio 

Fosfato de potássio monibásico 

Fosfato de potássio dibásico 

Fosfato de sódio dibásico 

125,0 

1,0 

5,0 

0,5 

47,0 

0,08 

0,07 

85,0 

21,7 

33,4 

Fonte: Del Nery, 1987 

 

4.3. Operação dos reatores anaeróbios de leito fluidificado 

 

Neste estudo foram utilizados dois reatores semelhantes (R1 e R2) construídos em 

aço inox que apresentavam as seguintes dimensões: altura de 150 cm e diâmetro interno 

de 4,1 cm, com volume total de 1980 cm
3
, conforme ilustrado na figura 4.1 

(configuração idêntica para ambos reatores), preenchido com partículas de argila 

expandida (figura 4.2) com diâmetro entre 2,80 e 3,35mm, densidade real de 1,5g.cm
-3

, 

e porosidade de 23% como material suporte de imobilização e adesão de biomassa. 

Foram utilizadas aproximadamente 520g de argila expandida. As características físicas 

da argila expandida são apresentadas na tabela 4.4 e estão de acordo com Ortega et al. 

(2001). A temperatura do sistema foi mantida a 55 ±1°C. 
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Figura 4.1: Esquema ilustrativo da instalação do reator anaeróbio de leito fluidificado. 
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Figura 4.2: Fotografia das partículas de argila expandida selecionadas para utilização 

como suporte para aderência das populações microbianas. 

 

Tabela 4.4: Características físicas da argila expandida 

Fonte: Ortega et al. (2001) 

Características Valor 

Densidade real (g.cm
-3

) 1,50 

Densidade aparente (g.cm
-3

) 1,06 

Diâmetro médio do poro (µm) 0,19 

 

Antes de serem adicionadas aos reatores, as partículas de argila expandida foram 

lavadas com água e selecionadas. Posteriormente, foram lavadas novamente e secas em 

estufa a 40°C. 

As condições fluidodinâmicas do reator, tais como velocidade de mínima 

fluidificação e vazão de recirculação para a argila expandida, foram calculadas a partir 

de dados experimentais de velocidade superficial e perda de carga descritas por Amorim 

(2009). Características como dimensão, densidade e velocidade de mínima fluidificação 

são apresentadas na tabela 4.5. A vazão de recirculação nos biorreatores termofílicos foi 

mantida em 76,58 L.h
-1

 (expansão = 30%), e velocidade superficial 1,30 vez maior que 

a velocidade mínima de fluidização.  
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Tabela 4.5: Dimensão, densidade e velocidade mínima de fluidização para as partículas 

de argila expandida. 

Partícula Dimensão (mm) Densidade (g.cm
-3

) Vmf (cm.s
-1

) 

Argila expandida 2,8-3,35 1,50 1,24 

 

Os reatores foram preenchidos com as partículas de material suporte. 

Posteriormente, houve o acionamento das bombas dosadoras (ECOSAN), alimentando 

os reatores com soro de queijo em pó diluído nas concentrações estipuladas (5000 mg 

em R1 e 3000 mg em R2) e lodo pré-tratado (10%), deixando os reatores permanecerem 

em recirculação, operado no modo batelada, com vazão de recirculação correspondente 

a 1,3 vezes a vazão mínima de fluidificação por 72 horas.  O pH inicial quando ocorreu 

a partida dos sistemas foi de 5,5. Nesta fase, foram monitoradas as concentrações de 

lactose dos reatores e, em seguida, foram acopladas as mangueiras de alimentação, 

passando assim a operar os sistemas continuamente com TDH de 8 e 6 horas para R1 e 

R2, respectivamente. As condições anaeróbias foram garantidas pelo uso de nitrogênio. 

Quando era alcançado o estado estacionário (variação inferior a 10% na produção 

de hidrogênio), era realizado a redução de TDH em R1 em 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 hora. Para 

R2 era realizado o aumento da DQO aplicada em 3000, 5000, 7000 e 10000 mg DQO.L
-

1
.  

O reator R1 foi operado por 226 dias (tabela 4.6), divididos em 6 fases, com 

concentração de 5000 mg DQO.L
-1

 e redução de TDH de 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 horas, 

aumentando consequentemente a taxa de carregamento orgânico (TCO) em 25, 35, 50, 

85, 190 e 380 KgDQO.m
-3

.d
-1

. O reator R2 foi operado por 146 dias (tabela 4.7), divididos 

em 4 fases (tabela 4.5), com o aumento da concentração de 3000, 5000, 7000 e 10000 

mg DQO.L
-1

 e TDH fixado em 6 horas, resultando no aumento da taxa de carregamento 

orgânico de 18, 35, 47 e 70 KgDQO.m
-3

.d
-1

. O pH foi controlado com HCl e mantido em 

4-4,5. 
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Tabela 4.6: Condições operacionais impostas ao RALF termofílico (R1) para a produção 

de H2 a partir de soro de queijo, a 5000 mg DQO.L
-1

, e taxas de carregamento orgânico 

(TCO) aplicadas. 

R1 

Fase TDH 

(h) 

Concentração 

(mg DQO. L
-1

) 

TCO 

(kg DQO.m
-3

.d
-1

) 

1 8 5000 25 

2 6 5000 35 

3 4 5000 50 

4 2 5000 85 

5 1 5000 190 

6 0,5 5000 380 

 

Tabela 4.7: Condições operacionais impostas ao RALF termofílico (R2) para a produção 

de H2 a partir de soro de queijo, com TDH de 6 horas, e taxas de carregamento orgânico 

(TCO) aplicadas. 

R2 

Fase TDH 

(h) 

Concentração 

(mg DQO. L
-1

) 

TCO 

(kg DQO.m
-3

.d
-1

) 

1 6 3000 18 

2 6 5000 35 

3 6 7000 47 

4 6 10000 70 

 

4.4. Métodos Analíticos 

 

A produção volumétrica de todo o biogás formado no reator foi medida por meio 

de medidor de gás (tipo TG-1, Ritter Inc.®, Alemanha). O medidor forneceu a vazão 

total de biogás, sendo este valor multiplicado pela concentração de H2 para se obter a 

produção volumétrica de H2.  

A determinação do gás hidrogênio foi feita por cromatografia gasosa (Shimadzu 

GC-2010), sendo o aparelho equipado com detector de condutividade térmica, 

utilizando a coluna Supelco Carboxen 1010 Plot (30 m de comprimento e diâmetro 
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interno de 0,53 mm). Para tanto, foram retiradas amostras triplicatas de 0,1 mL da fase 

gasosa do headspace do reator em operação (seringa gastigh com trava). O gás de 

arraste na cromatografia gasosa foi o argônio, sob velocidade de 21,9 cm.s
-1

. As 

temperaturas do forno, da coluna e do detector foram de 30, 200 e 230°C, 

respectivamente.  

Amostras afluentes e efluentes foram coletadas para análises físico-químicas e 

metabólicas ao longo de todo o período operacional do reator. As concentrações dos 

ácidos orgânicos (cítrico, málico, succínico, lático, fórmico, acético, propiônico, 

isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, e capróico) e álcoois (etanol e metanol) foram 

determinadas por cromatogradia líquida (HPLC Shimadzu) equipado com uma bomba 

(LC-10ADVP), auto amostrador (SIL-20A HT), forno de coluna (CTO-20A) a 43°C, 

detector de índice de refração (RID-10A), controlador de sistema (SCL-10AVP) e 

coluna HPX-87H Aminex (300 milímetros, 7,8 milímetros, BioRad) . A fase móvel 

consistiu de H2SO4 (0,01 N). Os limites de detecção (mg L
-1

) para cada ácido orgânico e 

para o etanol foram: ácido succínico: 6,37; ácido láctico: 3,43; ácido acético: 3,36; ácido 

propiônico: 12,77; ácido butírico: 6,91; ácido iso-butírico: 4,10 e etanol: 19,28. 

As análises de sólidos suspensos totais (SST), sólidos suspensos voláteis (SSV), 

pH e demanda química de oxigênio (DQO) foram realizadas de acordo com o APHA: 

Standard Methods for the Examinations of Water and Wastewater (2012). A 

determinação de carboidratos totais foi realizada em triplicata por método colorimétrico 

de acordo com Dubois et al. (1956). Ao longo do procedimento operacional dos reatores 

termofílicos, foram realizadas análises físico-químicas para o monitoramento dos 

mesmos. A tabela 4.8 apresenta a frequência de coleta e análise de amostras para todas 

as fases deste estudo. 

 

Tabela 4.8: Análises realizadas em amostras coletadas nas fases operacionais de R1 e 

R2. 

Análises Frequência 

pH, vazão, altura e temperatura do leito Diária 

Carboidratos totais e demanda química de oxigênio 3x semana 

Produção, rendimento e conteúdo de H2 no biogás 3x semana 

Ácidos orgânicos 3x semana 

Sólidos suspensos (totais, fixos e voláteis) 3x semana 
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4.5. Cálculo dos principais parâmetros 

 

Nesse item serão apresentados os principais cálculos realizados para a execução 

desse estudo, os quais abrangem a taxa de carregamento orgânico aplicada teórica (1), a 

produção volumétrica (2), o rendimento de hidrogênio (3), a taxa de carregamento 

orgânico aplicada real (4) e conversão de carboidrato (5). 

(1) Taxa de carregamento orgânico =  KgDQO.m
-3

.d
-1

 

               
(TCO aplicada teórica) 

(2) Produção volumétrica de H2 =  LH2.h
-1

.L
-1

 

           
(PVH) 

(3) Rendimento de hidrogênio =  molH2.mol
-1

 lactose  
            (HY) 

(4) Taxa de carregamento orgânico =  KgDQO.m
-3

.d
-1

 

           (TCO aplicada real) 

(5) Conversão de carboidrato =  
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CAPÍTULO 5 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo foram expressos os principais resultados dos parâmetros analisados 

durante a operação do reator. As principais informações foram ilustradas por meio de 

figuras e tabelas, a fim de facilitar a interpretação de dados. O trabalho foi realizado em 

dois reatores anaeróbios de leito fluidificado termofílico (R1 e R2), realizado em seis e 

quatro etapas, respectivamente, denominadas fases R1,1, R1,2, R1,3, R1,4, R1,5, R1,6, R2,1, 

R2,2, R2,3, R2,4. As fases de R1 foram de acordo com os tempos de detenção hidráulica de 

8, 6, 4, 3, 2, 1 e 0,5 horas, todas com concentração fixa de 5000 mgDQO.L
-1

. Já as fases 

de R2 foram de acordo com as concentrações de 3000, 5000, 7000 e 10000 mgDQO.L
-1

, 

todas com TDH fixo de 6 horas. Os resultados apresentados são os valores médios das 

análises realizadas em cada etapa. 

 

5.1. Conversão de carboidrato 

 

Para o reator R1, foi avaliado o efeito do TDH aplicado de 8, 6, 4, 2, 1 e 0,5 horas 

sobre a produção de hidrogênio. Na figura 5.1 é ilustrado o comportamento da 

concentração de afluente, efluente e eficiência de conversão de lactose durante todas as 

fases para estes reatores.  

A conversão de substrato para o TDH de 8 para 6 horas teve um aumento de 71 

para 80%. Entre os TDH de 6 a 1 hora, essa conversão manteve-se estável entre 79 e 

83%, sendo que para o TDH de 1 hora se obteve a maior eficiência de conversão (83%), 

entretanto, com a diminuição do TDH para 0,5 hora, a conversão de lactose apresentou 

uma queda, atingindo seu menor valor, chegando a 52%.  

A diminuição da conversão de lactose sob o TDH de 0,5h mostra que sob esse 

tempo de detenção hidráulica não houve condições para maiores valores de degradação. 

Um TDH muito baixo pode ocasionar limitações cinéticas no consumo de lactose. 
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Figura 5.1 – Comportamento da concentração média de carboidrato afluente e efluente, 

e eficiência de conversão de carboidratos em função do TDH. 

 

 

Para o reator R2, foi avaliado o efeito da concentração de 3000, 5000, 7000 e 

10000 mgDQO.L
-1

 sobre a produção de hidrogênio. A figura 5.2 ilustra o comportamento 

da concentração de afluente, efluente e conversão de lactose para estes reatores.  

A conversão de substrato para a concentração de soro de queijo afluente de 3000, 

5000, 7000 e 10000 mgDQO.L
-1

 manteve-se estável entre DQO de 3000 e 5000 

mgDQO.L
-1

 com 84 e 85%, respectivamente. Entre as concentrações de 5000 e 7000 

mgDQO.L
-1

 houve uma pequena queda de 85 para 80%. Com o aumento da 

concentração para 10000 mgDQO.L
-1

, a conversão de lactose apresentou uma queda, 

chegando a 22%. Na tabela 5.1 são apresentados os valores médios obtidos de 

conversão de lactose para R1 e R2 durante a operação. 

Em ambos o reatores foram altas as conversões de carboidratos em algumas fases 

operacionais, atribuídas aos baixos valores verificados de concentração efluente. 

Entretanto, o R1 apresentou baixa eficiência de conversão de lactose para TDH baixos 

(0,5 h) e R2 baixa eficiência em altas concentrações (10000 mgDQO.L
-1

). Aparentemente, 

tanto o TDH quanto a concentração de substrato influenciam fortemente na conversão 

de substrato.  

 

 

 



51 
 

 

Figura 5.2 – Comportamento da concentração média de carboidrato afluente e efluente, 

e a conversão de carboidratos em função da concentração. 

 

 

Tabela 5.1: Valores médios obtidos de conversão de lactose para R1 e R2. 

Fases TDH 

(h) 

DQO 

(mg.L
-1

) 

Lactose afluente 

(mg.L
-1

) 

Lactose efluente 

(mg.L
-1

) 

Conversão de lactose 

(%) 

R1      

R1,1 

R1,2 

R1,3 

R1,4 

R1,5 

R1,6 

8 5000 4596±550,8 1325±265,4 71±4,61 

6 5000 4795±580,13 950±265,4 80±2,54 

4 5000 4621±481,4 944±60,9 79±2,11 

2 5000 5020±409,4 943±43,5 80±2,39 

1 5000 5169±125,9 882±89,9 83±1,38 

0,5 5000 4414±559,4 2119±219,5 52±4,12 

R2      

R2,1 

R2,2 

R2,3 

R2,4 

6 3000 2798±128,9 453±9,8 84±0,76 

6 5000 4910±210,5 749±42,9 85±1,42 

6 7000 6815±323,3 1344±114,0 80±0,47 

6 10000 9775±242,1 7617±242,1 22±1,34 

 

Resultados similares foram obtidos por Fang e Yu (2001) que, utilizando reator 

ascendente e lactose como fonte de substrato, investigaram os efeitos do TDH (2-24h) e 

concentração de lactose (2-30g DQO.L
-1

) sobre a produção de hidrogênio. Em pH 5,5, 

37°C e concentração afluente de 4g.L
-1

, a conversão de lactose foi de 83% em TDH de 
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2 horas. Já em TDH fixo de 12 horas, a conversão de lactose teve queda de 94% em 

concentração afluente de 2000mg.L
-1

 para 84% em 30000 mg.L
-1

. O mesmo 

comportamento foi obtido por Yu e Fang (2001) que, utilizando água residuária do 

processamento de queijo em reator UASB, obtiveram queda na conversão de 

carboidrato de 99,2 para 86,2% com o aumento da concentração de substrato de 2 para 

30 g.L
-1

. 

A verificação e a comprovada viabilidade da produção de hidrogênio, mesmo em 

situações de eficiências incompletas de conversão de carboidratos totais, também foram 

observadas por outros autores. Rosa et al. (2014), utilizando reator anaeróbio de leito 

fluidificado (RALF) mesofílico e soro de queijo como substrato, obteve rendimento de 

1,21 molH2.mol
-1

 lactose, com conversão de carboidrato entre 85 e 95% com a variação 

de TDH de 4 a 1 hora e concentração afluente de 5000 mgDQO.L
-1

.  

A temperatura também pode ser um fator de influência na conversão de 

carboidratos. Kargi, Eren e Ozmihci (2012b) compararam  a produção de hidrogênio, 

utilizando soro de queijo como substrato (10,77 g.L
-1

) em testes  realizados em 

bateladas, em condição mesofílica (35°C) e termofílica (55°C). Na condição mesofílica, 

o consumo de carboidrato diminuiu de forma constante em um período curto de tempo, 

enquanto que em condição termofílica, esse consumo levou um período maior de 

tempo. 

 

5.2. Remoção da demanda química de oxigênio 

 

Os valores da DQO do afluente, efluente e redução da DQO nos reatores R1 e R2 

são apresentados nas figuras 5.3 e 5.4, respectivamente.  

A concentração média afluente foi próxima de 5109 mgDQO.L
-1

 em todas as fases 

operacionais de R1. No TDH de 8 horas, a eficiência de redução de DQO foi de 32.5%, 

tendo uma queda no TDH de 6 horas. Entre os TDH de 6 e 2 horas, essa remoção 

mante-se estável próximas de 27,0%. Com a diminuição do TDH para 1 hora, houve 

aumento de 26,4 para 33,4%, entretanto, para o TDH de 0,5 hora, a remoção apresentou 

queda, chegando a 15,7%. As concentrações médias afluentes, efluentes e eficiência de 

remoção são apresentadas na tabela 5.2. Azbar et al. (2009a), utilizando soro de queijo 

como substrato em reator CSTR, obtiveram remoção média de DQO de 27,0%, 

resultados similares a este estudo. Yu e Fang (2001), utilizando reator ascendente a 

55°C e utilizando água residuária do processamento de queijo (DQO de 4000 mg.L
-1

), 



53 
 

 

obtiveram remoção de DQO de 6,5% em TDH de 4 horas e 15,2% em TDH de 24 

horas.  Intanoo et al. (2012) sugerem que maiores taxas de carregamento orgânico 

ocasionam em aumento de AVT, acarretando um decréscimo na eficiência de remoção 

da matéria orgânica. 

 

 

Figura 5.3- Valores de DQO afluente, efluente e eficiência de remoção em R1. 

 

 

Figura 5.4- Valores de DQO afluente, efluente e eficiência de remoção em R2. 

 

O consumo de substrato para a concentração de soro de queijo afluente de 3000 

mgDQO.L
-1

 foi de 33,4%. Para a concentração de 5000 mgDQO.L
-1

, houve um aumento 

para 41,2%, entretanto para 7000 e 10000 mgDQO.L
-1

 a remoção de DQO reduziram para 
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36,9 e 9,3%, respectivamente. As concentrações afluentes tiveram médias de 3025, 

5092, 7031 e 10534 mgDQO.L
-1

 e as concentrações efluentes tiveram médias de 2014, 

2993, 4439, 9554 mgDQO.L
-1

, respectivamente. As concentrações médias afluentes, 

efluentes e eficiência de remoção de DQO são apresentadas na tabela 5.2. 

 Utilizando soro de queijo em reator de leito fixo, Perna et al. (2013) avaliaram o 

efeito da concentração de substrato em TDH fixo de 24 horas sobre a produção de 

hidrogênio. Ao aplicar uma TCO de 22gDQO.L
-1

.d
-1

 obteve remoção de DQO de 

16,5%. Ao aplicar uma carga de 24g DQO.L
-1

.d
-1

, alcançou remoção máxima de 31,7%, 

resultados similares a este trabalho, entretanto, com o aumento de TCO de 24 para 37 g 

DQO.L
-1

.d
-1

, a eficiência de remoção caiu para 18%. Os autores justificaram a baixa 

remoção devido, principalmente, à produção dos ácidos acético, butírico e lático. 

A temperatura também pode ser um fator de influência sobre a remoção de 

DQO. Azbar et al. (2009b), utilizando soro de queijo como substrato em testes 

bateladas, avaliaram a remoção de DQO em condição mesofílica e termofílica. Em 

condição mesofílica, a eficiência de remoção de DQO variou de 43-90%, já em 

condição termofílica, a remoção foi obtida em uma faixa de 27-56%.  

 

Tabela 5.2: Concentrações médias afluentes, efluentes e eficiência de remoção de DQO 

em R1 e R2. 

Fases TDH 

(h) 

DQO 

(mg.L
-1

) 

DQO afluente 

(mg.L
-1

) 

DQO efluente 

(mg.L
-1

) 

Remoção de DQO 

(%) 

R1      

R1,1 

R1,2 

R1,3 

R1,4 

R1,5 

R1,6 

8 5000 5069,7±89,2 3424,5±502,1 32,5±7,3 

6 5000 5071,4±89,7 3699,0±338,1 27±1,4 

4 5000 5282,5±54,0 3856,3±313,3 27±0,8 

2 5000 5059,1±147,7 3725,2±22,6 26,4±3,7 

1 5000 5151,2±66,5 3433,5±90,6 33,4±0,3 

0,5 5000 5243,8±741,4 4419±127,6 15,7±1,5 

R2      

R2,1 

R2,2 

R2,3 

R2,4 

6 3000 3025,8±121,8 2014,2±59,7 33,4±2,2 

6 5000 5092,2±71,8 2993,9±90,1 41,2±0,3 

6 7000 7031,2±44,7 4439,2±90,2 36,9±0,4 

6 10000 10534,4±261,1 9554,2±66,6 9,3±2,4 
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5.3. Variação de pH 

 

Os valores de pH no afluente e efluente mantiveram-se similares durante todas as 

fases operacionais nos dois reatores, com valores médios de 5,7 e 4,3  nos afluentes e 

efluentes para R1, respectivamente e 5,3 e 4,3 nos afluentes e efluentes de R2 Ao longo 

das fases operacionais não foram verificadas modificações nos valores de pH, evitando 

assim alterações nas inter-relações microbianas, no metabolismo e na competição pelo 

substrato.  

As figuras 5.5 e 5.6 ilustram a variação do pH ao longo das etapas de R1 e R2, 

respectivamente. O pH apresentou-se dentro da faixa estabelecida devido ao controle 

através da adição de ácido clorídrico no afluente. 

 

 

Figura 5.5: Variação do pH em função do TDH para R1.  

 

Poggi-Varaldo (2009) afirmaram que o pH é um fator de grande impacto sobre a 

produção anaeróbia de hidrogênio, uma vez que afeta a atividade da hidrogenase e as 

vias metabólicas. Ferchichi et. al.(2005) avaliaram a produção de hidrogênio utilizando 

soro de queijo em reator operado em modo batelada, variando o pH entre 5 e 10. Essa 

variação influenciou a máxima taxa e um maior rendimento na produção de hidrogênio, 

sendo que em pH mais baixos foram encontrados melhores resultado. A melhor taxa de 

produção e o maior rendimento foi encontrado para pH 6. Outros trabalhos apresentam 

conclusões similares de que o aumento de pH do substrato resultam na diminuição da 

produção de hidrogênio (LEE; MIYAHARA e NOIKE, 2002; WU e LIN, 2004). 
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Figura 5.6: Variação do pH em função da concentração para R2. 

 

Os valores médios de pH durante todas as fases operacionais de R1 e R2 estão 

apresentados na tabela 5.3. 

 

Tabela 5.3: Valores médios de pH durante as fases operacionais de R1 e R2. 

Fases TDH (h) DQO (mg.L
-1

) pH afluente pH efluente 

R1     

R1,1 

R1,2 

R1,3 

R1,4 

R1,5 

R1,6 

8 5000 5,6±0,1 4,3±0,1 

6 5000 5,6±0,1 4,4±0,1 

4 5000 5,7±0,1 4,3±0,1 

2 5000 5,7±0,1 4,5±0,1 

1 5000 5,6±0,2 4,3±0,2 

0,5 5000 5,6±0,1 4,5±0,2 

R2     

R2,1 

R2,2 

R2,3 

R2,4 

6 3000 5,4±0,3 4,3±0,1 

6 5000 5,3±0,2 4,3±0,1 

6 7000 5,3±0,1 4,3±0,1 

6 10000 5,4±0,2 4,4±0,1 

 

Perna et al. (2013), utilizando reator anaeróbio de fluxo ascendente com soro de 

queijo como substrato, verificaram que valores de pH superiores a 5,0 tiveram efeito 
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positivo sobre a produção de hidrogênio, alcançando em seus experimentos, valores de 

até 1,0 LH2.L
-1

.d
-1

. A maior taxa de produção de hidrogênio foi obtida em pH 5,6 e 

nenhum metano foi verificado. 

 

5.4. Sólidos suspensos 

 

Nas figuras 5.7 e 5.8 são apresentadas as porcentagens de sólidos suspensos 

voláteis nos efluentes dos reatores ao longo das fases operacionais. Na tabela 5.4 são 

apresentadas as concentrações dos sólidos suspensos voláteis nos efluentes ao longo das 

fases operacionais em R1 e R2. Para R1, os SSV variaram de 239,2 a 356,7 mg.L
-1

, e 

para R2 variaram entre 236,6 e 632,2 mg.L
-1

. 

 

Tabela 5.4: Concentração (mg.L
-1

) de sólidos suspensos voláteis nos efluentes de R1 e 

R2 ao longo da diminuição do TDH e aumento da concentração de substrato. 

Reator TCO (mg.L
-1

) TDH (h) SSV (mg.L
-1

) 

R1 

R1,1 25 8 318,1 

R1,2 35 6 297,5 

R1,3 50 4 259,3 

R1,4 85 2 239,2 

R1,5 190 1 278,9 

R1,6 380 0,5 356,7 

R2 

R2,1 18 6 294,7 

R2,2 35 6 249,9 

R2,3 47 6 632,2 

R2,4 70 6 236,6 

 

A concentração de sólidos suspensos presentes no substrato, no contexto da 

produção fermentativa de hidrogênio é considerada um problema, uma vez que é 

necessário elevado tempo de contato a fim de hidrolisar os carboidratos particulados 

(NASR et al., 2011; ROBLEDO-NARVÁEZ et al., 2013). O aumento de sólidos totais 

geralmente leva ao acúmulo de metabólicos orgânicos e diminuição do pH, podendo 

afetar a atividade microbiana (VAN GINKEL; OH e LOGAN, 2005; ESCAMILLA-
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ALVARADO et al., 2012; ROBLEDO-NARVÁEZ et al., 2013). Com o aumento da 

TCO nos reatores, não foram detectados arraste de sólidos suspensos nos efluentes. A 

maior parte dos sólidos suspensos contidos no efluente foi representada por sólidos 

suspensos voláteis.  

 

Figura 5.7: Concentrações médias de sólidos suspensos fixos e voláteis (efluentes) e 

respectivas porcentagens verificadas ao longo das fases operacionais de R1. 
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Figura 5.8: Concentrações médias de sólidos suspensos fixos e voláteis (efluentes) e 

respectivas porcentagens verificadas ao longo das fases operacionais de R2. 

 

 

5.5. Produção de hidrogênio 

 

Neste item serão apresentados os dados de produção volumétrica de hidrogênio, 

rendimento de hidrogênio e o conteúdo de hidrogênio presente no biogás formado ao 

longo das fases operacionais de R1 e R2, em relação ao aumento da taxa de 

carregamento orgânico e diminuição do TDH.  

 

5.5.1. Rendimento de hidrogênio (HY) 
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De acordo com os dados apresentados na tabela 5.5 e figuras 5.9 e 5.10, os valores 

obtidos de HY em R1 estiveram entre 0,6 e 3,3 mol H2. mol lactose
-1

. Para R2, os 

valores mínimos e máximos de HY foram 0,7 e 2,6 mol H2. mol lactose
-1

. 

  

Tabela 5.5: Valores médios de rendimento de H2 (HY) para as diferentes taxas de 

carregamento orgânico e TDH aplicados ao longo das fases operacionais de R1 e R2. 

Fase operacional 

 

TDH (h) TCO (KgDQO.m
-

3
.d

-1
) 

Rendimento de 

hidrogênio (HY) 

molH2.mol
-1

 

lactose 

R1    

R1,1 8 25 2,1 

R1,2 6 35 3,1 

R1,3 4 50 3,3 

R1,4 2 85 2,7 

R1,5 1 190 2,4 

R1,6 0,5 380 0,6 

R2    

R2,1 6 18 2,6 

R2,2 6 35 2,5 

R2,3 6 47 1,4 

R2,4 6 70 0,7 

 

Para R1, o valor máximo de HY foi encontrado em  TDH de 4 horas e taxa de 

carregamento orgânico de 50 KgDQO.m
-3

.d
-1

. A partir da redução do TDH de 4 para 0,5 

hora há uma queda acentuada de HY para 0,6 molH2.mol
-1

 lactose. É possível observar, 

portanto que a diminuição do TDH, e consequentemente o aumento da taxa de 

carregamento orgânico não obteve efeito positivo para o rendimento de hidrogênio. 

Rosa et al. (2014), utilizando soro de queijo como substrato em reator anaeróbio 

de leito fluidificado (RALF) em condição mesófila, observaram queda no valor de 

rendimento de hidrogênio de 1,9 para 0,7 molH2.mol
-1

 lactose com a redução do TDH 

de 14 para 8 hora. Azbar et al. (2009a) observou o mesmo comportamento, também 

utilizando o mesmo resíduo. Ao diminuir o TDH de 3,5 para 1 dia, obteve queda de HY 

de 22 mmolH2.g
-1

DQO para 5 mmolH2.g
-1

DQO. 
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Figura 5.9: Taxa de carregamento orgânico (TCO) aplicada e rendimento de H2 em R1 

ao longo da diminuição do tempo de detenção hidráulico. 

 

 

Figura 5.10: Taxa de carregamento orgânico (TCO) aplicada e rendimento de H2 em R2 

ao longo do aumento da concentração de substrato. 

 

 

Para R2, o valor máximo de HY foi encontrado com concentração de soro de 

queijo de 3000mgDQO.L
-1

 e taxa de carregamento orgânico de 18 KgDQO.m
-3

.d
-1

. A partir 

do aumento da concentração de substrato, e aumento da taxa de carregamento orgânico 

há uma queda acentuada de HY para 0,7 molH2.mol
-1

 lactose. É possível concluir, 

portanto, que a aplicação de maiores taxas de carregamento orgânico reflete 

negativamente para o rendimento de hidrogênio devido à sobrecarga ao sistema. Rosa 

(2014) verificou o mesmo comportamento utilizando soro de queijo em RALF 



62 
 

 

mesofílico. Foi observado com o aumento da concentração de substrato de 3000 para 

10000 mgDQO.L
-1

 uma queda de HY de 2,3 para 0,2 molH2.mol
-1

 lactose, mostrando que 

o aumento da concentração de substrato inibiu a produção de hidrogênio. 

A fermentação da lactose pode ser descrita como: 

 

C12H22O11 + 5 H2O → 8 H2 + 4CO2 + 4 CH3COOH                      (5) 

 

Baseado na reação, o rendimento teórico de hidrogênio por fermentação de lactose 

pode gerar 8 mols de hidrogênio por mol de lactose. Entretanto, o maior valor 

encontrado na literatura é 3,7 molH2.mol
-1

 lactose (CALLI et al., 2008). Na literatura 

são apresentados estudos que relatam a relação inversa entre TCO e rendimento de 

hidrogênio, onde o uso de maiores TCO inibiram o rendimento de hidrogênio. Azbar et 

al (2009a) obtiveram o mesmo comportamento que R2 neste estudo. Utilizando soro de 

queijo como substrato em reator CSTR, os autores verificaram uma relação inversa 

entre o aumento da TCO (21, 35 e 47 Kg.m
-3

.d
-1

 em TDH fixo de 24) e o rendimento de 

hidrogênio (HY). Os valores de HY (3, 9 e 6 mmol.g
-1

DQO) foram obtidos em TCOs de 

47, 35 e 21 Kg.m
-3

.d
-1

, respectivamente. Kargi; Eren e Ozmihci (2012a), investigando a 

produção de hidrogênio por fermentação escuro em condição termofílica (55°C) em 

diferentes concentrações de substrato (5,2, 9,4, 16,5, 20, 23,5 e 28,5g.L
-1

) obteve valor 

máximo de rendimento (1,03 molH2.mol
-1

 glicose) em concentração inicial de substrato 

de 9,4 g.L
-1

. Kraemer e Bagley (2007) afirmam que esse comportamento se deve ao fato 

da atividade acetogênica ser afetada por altas TCOs, diminuindo portanto o rendimento 

de hidrogênio. 

Na tabela 5.6 é apresentada a comparação entre os rendimentos apresentados neste 

trabalho e de outros autores utilizando soro de queijo como substrato. Devido às 

diferentes configurações e outros fatores essenciais para a produção de hidrogênio, 

alguns estudos apresentaram maiores e outros menores rendimentos de hidrogênio.  

Azbar et al (2009b), avaliando a influência da temperatura na produção 

fermentativa de hidrogênio reportaram rendimento máximo de hidrogênio de 2,4 

molH2.mol
-1

 lactose, em pH controlado de 5,5, em condição termofílica (55°C). 

Rendimento comparável ao obtido por Ferchichi et al. (2005), que ao avaliar o efeito do 

pH na produção biológica de hidrogênio, obtiveram valor máximo de rendimento de 2,7 

molH2.mol
-1

 lactose em pH 6. Também em testes bateladas, Kargi; Eren e Ozmihci 

(2012b), obtiveram rendimento máximo de 1,55 molH2.mol
-1

 lactose em condição 
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termofílica, ao avaliar o efeito da temperatura na produção biológica de hidrogênio. 

Enquanto que Davila-Vazquez et al. (2008), ao avaliar o efeito do pH e concentração 

inicial de substrato, obtiveram valor máximo de rendimento de 3,1 molH2.mol
-1

 lactose 

em pH 7,5 e concentração inicial de substrato de 25glactose.L
-1

. 

Collet et al. (2004), utilizando bioreator em temperatura termofílica e 

concentração de substrato de 10glactose.L
-1

 e variando o pH, obtiveram valor máximo de 

rendimento de 1,5 molH2.mol
-1

 lactose em pH 7. Rendimento similar foi obtido por 

Rosa; Santos e Silva (2014), em reator anaeróbio de leito fluidificado em condição 

mesofílica, que com concentração inicial de 5g.L
-1

 e TDH de 6 horas, obteve 

rendimento máximo de 1,7 molH2.mol
-1

 lactose. 

 

Tabela 5.6: Comparação de valores de rendimentos de hidrogênio obtidos utilizando 

soro de queijo como substrato. 

Tipo de reator Rendimento máxima de hidrogênio 

(HY) 

Referência 

Batelada 2,4 molH2.mol
-1

 lactose Azbar et al. (2009b) 

2,7 molH2.mol
-1

 lactose Ferchichi et al (2005) 

3,1 molH2.mol
-1

 lactose Davila-Vazquez et al. 

(2008) 

1,55 molH2.mol
-1

 lactose Kargi; Eren e Ozmihci 

(2012b) 

Contínuo 1,5 molH2.mol
-1

 lactose Collet et al. (2004) 

1,7 molH2.mol
-1

 lactose Rosa; Santos e Silva (2014) 

 

5.5.2. Produção volumétrica de hidrogênio (PVH) 

 

Os valores obtidos neste estudo de produção volumétrica de hidrogênio (PVH) 

estão apresentados nas figuras 5.11 e 5.12 e tabela 5.7. Para R1 os valores mínimos e 

máximos de produção volumétrica de hidrogênio (PVH) foram 156,2 e 2999,4 ml.h
-1

.L
-

1
. Já para R2, os valores mínimos e máximos de PVH foram 354,9 e 853,9 ml.h

-1
.L

-1
. 

A produção volumétrica de hidrogênio (PVH) manteve-se com tendência de 

elevação mediante o efeito da diminuição do TDH em R1. Este comportamento de 

aumento de PVH com a diminuição de TDH também foi reportado em outros estudos 

utilizando soro de queijo como substrato. 
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Figura 5.11: Produção volumétrica de H2 em R1 ao longo do aumento do TDH 

 

 

Rosa et al. (2014), utilizando RALF e soro de queijo como substrato, observaram 

um aumento no valor de PVH, de 230 para 740 mL.h
-1

.L
-1

 com a diminuição do TDH de 

4 para 1 hora. Davila-Vazquez et al. (2009), ao utilizar soro de queijo como substrato e  

também obtiveram efeito de tendência de elevação na produção volumétrica de 

hidrogênio ao longo do diminuição de TDH aplicado. Ao reduzir o TDH de 10 para 6 

hora, houve aumento de PVH de 496 mL.h
-1

.L
-1 

para 583 mL.h
-1

.L
-1

. O mesmo 

comportamento foi observado por Carrilo-Reyes et al. (2014) em reator UASB que, 

utilizando soro de queijo como substrato, obtiveram aumento de PVH de 3,45 para 4,30 

L.L
-1

.d
-1

 ao diminuir o TDH de 13 para 10 horas. 

Em R2 foi observado um aumento na PVH com o aumento da concentração de 

substrato, entretanto, a partir de 7000 mgDQO.L
-1

 de soro de queijo, o PVH teve uma 

pequena queda. O mesmo comportamento foi observado por Carrilo-Reyes et al. (2014) 

que, utilizando soro de queijo como substrato em reator UASB e variando a TCO de 20 

para 40 gDQO.L
-1

.d
-1

, obtiveram um aumento de 172% nos valores de PVH ao 

aumentar a TCO de 20 para 30 gDQO.L
-1

.d
-1

, chegando ao valor máximo de PVH de 

1,67 LH2.L
-1

.d
-1

.  
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Figura 5.12: Produção volumétrica de H2 em R2 ao longo do aumento da concentração 

de substrato. 

 

 

Tabela 5.7: Valores médios produção volumétrica de H2 (PVH) para as diferentes taxas 

de carregamento orgânico e TDH aplicados ao longo das fases operacionais de R1 e R2. 

Fase operacional TDH (h) TCO (KgDQO.m
-3

.d
-1

) Produção 

volumétrica de 

hidrogênio (PVH) 

ml.h
-1

.L
-1

 

R1    

R1,1 8 25 156,2 

R1,2 6 35 279,4 

R1,3 4 50 469,5 

R1,4 2 85 771,7 

R1,5 1 190 2183,4 

R1,6 0,5 380 2999,4 

R2    

R2,1 6 18 354,9 

R2,2 6 35 782,1 

R2,3 6 47 853,9 

R2,4 6 70 791,1 

 



66 
 

 

Rosa (2014), utilizando soro de queijo em RALF com TDH fixo de 6 horas, 

observou um aumento de PVH de 3,17 para 4,73 L.d
-1

.L
-1

 com o aumento da 

concentração de substrato de 3 para 5 gDQO.L
-1

, entretanto obteve uma queda para 0,7 

L.d
-1

.L
-1

 com concentração de 10 gDQO.L
-1

. Azbar et al (2009a), utilizando o mesmo 

substrato em reator CSTR a 55°C, obtiveram também um aumento de PVH com o 

aumento da TCO (21, 35 e 45 gDQO.L
-1

.d
-1

) de 0,2 para 2,9 LH2.L
-1

.d
-1

. Os valores de 

produção biológica de hidrogênio obtidas neste estudo podem também ser atribuídos às 

vantagens da temperatura termofílica. Segundo Akutsu et al. (2009a) a produção de H2 

pode ser aumentada devido o favorecimento de transferência líquido-gás do H2, 

aumentando valores de produtividade.  

 

5.5.3. Conteúdo de hidrogênio no biogás 

 

As porcentagens de hidrogênio obtidas no biogás dos reatores mantiveram-se 

constantes e elevadas, com valores médios entre 40 e 55% durante as fases 

operacionais, de acordo com exposto nas figuras 5.13 e 5.14. 

Os valores médios do conteúdo de H2 foram 48 e 55% para R1 e 40 e 50% para R2 

durante as fases operacionais. Isso indica que tanto o efeito da diminuição do TDH 

quanto o efeito do aumento da concentração de substrato não afeta significamente a 

composição do biogás no reator. Não houve produção de metano nas condições 

operacionais avaliadas. 

 

Figura 5.13: Conteúdo médio de H2 no biogás em função do TDH em R1. 
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Figura 5.14: Conteúdo médio de H2 em função da concentração de soro de queijo em 

R2. 

 

 

Outros autores obtiveram resultados semelhantes de H2 no biogás com variação de 

TDH e concentração de substrato (BARROS e SILVA, 2012; INTANOO et al., 2012; 

ZAHEDI et al.; 2013). Davilla-Vazquez et al. (2008), em testes bateladas e utilizando 

soro de queijo como fonte de substrato, obtiveram valores entre 49 e 58% de H2 no 

biogás Na Tabela 5.8 são apresentados os valores médios do conteúdo de H2 para os 

reatores R1 e R2.  

Este trabalho, no entanto, apresentou valores de H2 no biogás superiores a outros 

utilizando soro de queijo como substrato. Castello et al. (2009), em reator UASB, 

analisaram da viabilidade de produção de hidrogênio e verificaram que o hidrogênio foi 

produzido em pequenas quantidades. A manutenção de pH não foi suficiente para conter 

a atividade das metanogênicas, o que fez com que o metano fosse produzido 

concomitantemente com o hidrogênio. Assim, os autores apresentaram valores 

reduzidos de hidrogênio no biogás, sendo os máximos valor obtido na faixa de 20-30%. 

Rosa (2014), utilizando RALF e variando a TCO, obteve valores de conteúdo de 

hidrogênio no biogás estáveis (15-17%) com o aumento da TCO de 12 para 28 kg.m
-3

.d
-

1
, entretanto houve uma queda com o aumento da TCO para 40 kg.m

-3
.d

-1
. Para as TCOs 

de 28 e 40 kg.m
-3

.d
-1 

foi verificada ainda a presença de metano com 4 e 8%, 

respectivamente.  
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Tabela 5.8- Valores médios do conteúdo de H2 no biogás para R1 e R2 

Fase operacional TDH (h) TCO (KgDQO.m
-

3
.d

-1
) 

Conteúdo de H2 no 

biogás (%) 

R1    

R1,1 8 25 50,5 

R1,2 6 35 48,2 

R1,3 4 50 51,0 

R1,4 2 85 50,5 

R1,5 1 190 54,2 

R1,6 0,5 380 53,4 

R2    

R2,1 6 18 39,8 

R2,2 6 35 47,4 

R2,3 6 47 48,4 

R2,4 6 70 46.7 

 

5.6. Ácidos orgânicos verificados nos efluentes 

 

A quantificação dos produtos finais da fermentação, tais como ácidos orgânicos 

voláteis é de suma importância devido ao seu papel como reguladores de mudanças 

metabólicas dos produtores de hidrogênio a consumidores de hidrogênio (produção de 

acetona, etanol, propanol ou butanol), o que reduz o rendimento de hidrogênio. Além 

disso, alguns ácidos orgânicos podem ainda ter papel tóxico ou inibitório para as 

populações microbianas produtoras de H2 (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2008). 

Dentre os principais ácidos orgânicos encontrados nas análises do efluente do 

reator R1 foram observados os ácidos acético e butírico, com porcentagens entre 24,1-

48,5% e 23-44,4%%, respectivamente, conforme apresentado na figura 5.15. Foram 

ainda obtidos concentrações de ácidos fórmico, propiônico e láctico, entre 0,6-6,5%, 

0,4-5,7% e 0,2-22,7%, respectivamente. O etanol foi encontrado em todas as fases 

operacionais realizadas, com porcentagens entre 1,0 e 6,1%. Na tabela 5.9 são 

apresentadas as concentrações e porcentagens dos principais metabólicos observados 

em R1 durante todas as fases operacionais. 

 



69 
 

 

Figura 5.15: Ácidos orgânicos (%) presentes nos efluentes do reator anaeróbio de leito 

fluidificado (R1) ao longo da diminuição do tempo de detenção hidráulica (TDH)  

 

 

A distribuição dos metabólicos mostra uma maior produção de ácidos acético e 

butírico em R1, enquanto que o ácido propiônico foi encontrado em menor proporção. 

Os ácidos acético e butírico são os principais ácidos orgânicos intimamente 

relacionados com a alta produtividade do hidrogênio (KIM e KIM, 2012). A produção 

molar de hidrogênio pode alcançar valores máximos de 8,0 e de 4,0 mol H2.mol lactose
-

1
 (Equações (2) e (3)) por meio de fermentação de acetato e do butirato, respectivamente 

(DAVILA-VASQUEZ et al., 2011). 

 

C12H22O11 + 5 H2O → 4 CH3COOH + 4 CO2 + 8 H2                                                     (6) 

 

C12H22O11 + H2O → 2 CH3CH2CH2COOH + 4 CO2 + 4 H2                                          (7) 

 

Talabardon; Schwitzguébel e Péringer (2000) afirmam que diversas bactérias 

anaeróbias são capazes de produzir ácido acético como produtos da fermentação. 

Entretanto, é sabido que é difícil a produção de acetato a partir da lactose. Assim, é 

necessária a conversão da lactose a lactato, e em seguida à acetato por bactérias 

anaeróbias. As bactérias anaeróbias, entretanto, produzem além de acetato, outros 

metabólicos, o que podem acarretar em menores valores de rendimento de hidrogênio. 

As condições experimentais que produziram maiores valores de rendimentos de 
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hidrogênio (HY) resultaram também em maiores concentrações de ácidos acético e 

butírico, e menor concentração de ácido propiônico. 

Com a diminuição do TDH de 8 para 6 horas, houve um aumento das 

concentrações de ácidos acético (289,88 para 533,87 mg.L
-1

) e butírico (485,19 para 

775,56 mg.L
-1

), refletindo em um aumento de HY de 2,6 para 3,1 molH2.mol
-1

 lactose, 

embora a concentração de ácido propiônico também tenha sido elevada (de 14,26 para 

85,54 mg.L
-1

). Possivelmente houve o favorecimento de outras rotas metabólicas à 

produção de hidrogênio como acetato e butirato, prevalecendo sobre a rota do 

propiônico, obtendo resultados de rendimentos satisfatórios quando comparados com a 

literatura. Perna et al. (2013), em reator anaeróbio de leito fixo, observaram aumento de 

HY quando a produção de ácido butírico foi elevada, juntamente com a queda da 

produção de ácido lático, utilizando soro de queijo como substrato. Os autores também 

observaram baixas proporções de etanol durante todo o experimento. 

O maior rendimento de hidrogênio (HY) obtido em R1 foi 3,3 molH2.mol
-1

 lactose 

no TDH de 4 horas. Nesta fase operacional, embora as concentrações de ácidos acético 

(457,26 mg.L
-1

) e butírico (674,41 mg.L
-1

) seja menor que em TDH de 6 horas, as 

porcentagens obtidas desses ácidos foram 43,1 e 43,4%, respectivamente, enquanto que 

a porcentagem de ácido propiônico foi de apenas 0,4% (5,66 mg.L
-1

). O limite de TDH 

aplicado sem diminuição de HY forneceu elevado rendimento de hidrogênio e produção 

volumétrica de hidrogênio. Esses valores foram encontrados a partir da presença de 

23% de ácido butírico entre os ácidos verificados nos efluentes. A tabela 5.10 apresenta 

os valores de rendimentos de hidrogênio obtidos em relação às concentrações e 

porcentagem de ácidos orgânicos observados em R1. 

Para o TDH de 0,5 hora, foi verificada elevada porcentagem de ácido lático 

(22,7%). Nesta mesma etapa operacional ocorreu a diminuição do rendimento de 

hidrogênio de 2,4 para 0,6 molH2.mol
-1

 lactose. Nissila et al (2011), avaliando a 

condição termofílica de hidrogênio a partir de celulose em testes bateladas, mesmo com 

altas concentrações de ácidos acético e butírico, observaram baixos valores de 

rendimento de hidrogênio quando houve o aumento de ácido lático nos metabólitos 

observados. 

Entretanto, a maior produção volumétrica obtida neste reator, de 2,9 LH2.h
-1

.L
-1

, 

foi verificada juntamente com a presença de 22,7% de ácido lático. Santos (2014) 

também observou a presença de ácido lático (21,8%) e aumento da produção 

volumétrica de hidrogênio (1,20 LH2.h
-1

.L
-1

) em baixos valores de TDH ao verificar a 
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viabilidade da produção de hidrogênio em RALF termofílico a partir de vinhaça de 

cana-de-açúcar. 

 

Tabela 5.9: Valores médios de ácidos orgânicos verificados (mg.L
-1

 e porcentagem) 

para as diferentes TDH aplicados em R1. 

TDH 

(h) 

 Ácidos orgânicos e álcoois observados em R1 

(mg.L
-1

)     (%)* 

HAc % HBu % HPr % HLa % EtOH % 

6,1 

2,6 

4,3 

2,6 

2,0 

1,0 

HFo % 

3,0 

0,6 

2,4 

1,4 

0,7 

6,5 

8 

6 

4 

2 

1 

0,5 

289,88 38,9 485,19 44,4 14,26 1,6 9,59 0,9 34,71 17,15 

533,87 44,0 775,56 43,6 85,54 5,7 6,57 0,4 24,0 5,12 

457,26 43,1 674,41 43,4 5,66 0,4 3,44 0,2 35,30 19,17 

369,49 30,5 408,4 23,0 8,52 0,6 7,51 0,4 23,79 12,71 

374,87 48,5 491,92 43,4 13,82 1,5 7,81 0,7 12,02 4,29 

109,07 24,1 223,56 33,6 nd nd 154,48 22,7 7,0 43,15 

(HAc: Ácido acético; HBu: Ácido Butírico; HPr: Ácido Propiônico; HLa: Ácido Lático; EtOH: Etanol; HFo: Ácido Fórmico) 

nd: Não detectado 

* As concentrações dos ácidos cítrico, málico, succínico, isobutírico, isovalérico, valérico e capróico não estão apresentadas na 

soma dos ácidos totais 

 

Em R2, os ácidos acético e butírico também foram os principais ácidos orgânicos 

observados, com porcentagens entre 47,5-49,3% e 36,6-42,1%, respectivamente, 

conforme apresentado na figura 5.16. Foram ainda obtidos concentrações de ácido 

propiônico e lático, entre 0,7-7,1% e 0,2-4,5%, respectivamente. O etanol foi 

encontrado em todas as fases operacionais realizadas, com porcentagens entre 0,8 e 

4,5%. Na tabela 5.11 são apresentadas as concentrações e porcentagens dos principais 

metabólicos observados em R2 durante todas as fases operacionais. 

A distribuição dos metabólicos mostra uma maior produção de ácidos acético e 

butírico em R2, enquanto que o ácido propiônico foi encontrado em menor proporção. 

Entretanto, o aumento da concentração de substrato aplicada inibiu a produção de 

hidrogênio, bem como promover um acúmulo de ácido acético. Este acúmulo de ácidos 

afetou o rendimento de hidrogênio, assim como reportado por outros autores 

(Searmsirimongkol et al., 2011; Singh et al., 2013). 
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Tabela 5.10: Valores de rendimentos de hidrogênio (HY) e produção volumétrica de 

hidrogênio (PVH) obtidos em relação às concentrações de ácidos orgânicos observados 

em R1. 

TDH 

(h) 

Ácidos orgânicos (mg.L
-1

) (%) HY PVH 

HAc % HBu % HPr % HLa %  

8 288,88 38,9 485,19 44,4 14,26 1,6 9,59 0,9 2,6 156,2 

6 533,87 44,0 775,56 43,6 85,54 5,7 6,57 0,4 3,1 279,4 

4 457,26 43,1 674,41 43,4 5,66 0,4 3,44 0,2 3,3 469,5 

2 369,49 30,5 408,4 23,0 8,52 0,6 7,51 0,4 2,7 771,7 

1 374,87 48,5 491,92 43,4 13,82 1,5 7,81 0,7 2,4 2183,4 

0,5 324,97 37,3 519,39 40,7 nd nd 154,48 22,7 0,6 2999,4 

(HAc: Ácido acético; HBu: Ácido Butírico; HPr: Ácido Propiônico; HLa: Ácido Lático) 

nd: Não detectado 

HY: Rendimento de hidrogênio (molH2.mol
-1

 lactose) 

PVH: Produção volumétrica de hidrogênio (mL.h
-1

.L
-1

) 

 

Figura 5.16: Ácidos orgânicos (%) presentes nos efluentes do reator anaeróbio de leito 

fluidificado termofílico (R2) ao longo do aumento da concentração de substrato. 

 

 

Van Ginkel e Logan (2005), ao adicionar 25 mM de ácidos acético e butírico em 

reator contínuo, utilizando glicose como substrato, verificaram a redução do rendimento 

de hidrogênio de 13% com ácido acético e 22% com ácido butírico, atribuindo esta 

diminuição de rendimento a este fato. Os autores observaram ainda que com valores 
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menores de concentração de substrato, a auto produção de ácidos voláteis era menor, 

favorecendo o rendimento de hidrogênio. 

 

Tabela 5.11: Valores médios de ácidos orgânicos verificados (mg.L
-1

 e porcentagem) 

para as diferentes concentrações aplicadas em R2. 

DQO  Ácidos orgânicos e álcoois observados em R2 

(mg.L
-1

)     (%)* 

HAc % HBu % HPr % HLa % EtOH % 

3000 281,28 48,4 311,52 36,6 32,57 4,5 1,39 0,2 15,58 3,5 

5000 406,67 49,3 468,83 38,8 63,43 6,2 10,85 0,9 8,97 1,4 

7000 451,04 47,5 528,14 37,9 83,11 7,1 3,38 0,2 32,88 4,5 

10000 632,21 48,7 800,74 42,1 10,59 0,7 87,811 4,5 7,93 0,8 

DQO: Demanda Química de Oxigênio (mg.L-1) 

(HAc: Ácido acético; HBu: Ácido Butírico; HPr: Ácido Propiônico; HLa: Ácido Lático; EtOH: Etanol) 

nd: Não detectado 

* As concentrações dos ácidos cítrico, málico, succínico, isobutírico, isovalérico, valérico, fórmico e capróico não estão 

apresentadas na soma dos ácidos totais 

 

O acúmulo de acetato com DQO de 10000 mgDQO.L
-1

, ativou o metabolismo das 

bactérias homoacetogênicas, consumidoras de H2, resultando em menores rendimentos 

de hidrogênio. De acordo com Siriwongrungson et al. (2007), o acetato formado na 

acetogênese pode ser um consumidor de hidrogênio, a partir da redução de H2 e CO2 

(Eq. 8). 

 

CO2 + 4 H2 → CH3COOH + 2 H2O             (8) 

 

Assim como neste trabalho, a homoacetogenese já foi observada em RALF. Rosa 

(2014), utilizando soro de queijo como substrato, observou um aumento de ácido 

acético e queda de produção de hidrogênio (de 3,2 para 0,2 molH2.mol
-1

 lactose), com 

um aumento de TCO de 12 para 40 kg.m
-3

.d
-1

. Barros e Silva (2012) também 

observaram um aumento de ácido acético e queda na produção de hidrogênio em baixo 

TDH e atribuiram esse comportamento de consumido de hidrogênio às bactérias 

homoacetogênicas 
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O maior rendimento de hidrogênio (HY) obtido em R2 foi 2,6 molH2.mol
-1

 lactose 

com concentração afluente de substrato de 3000 mgDQO.L
-1

. O limite de DQO afluente 

sem diminuição de HY e ação das homoacetogênicas é de 7000 mgDQO.L
-1

. A tabela 

5.12 apresenta os valores de rendimentos de hidrogênio obtidos em relação às 

concentrações e porcentagem de ácidos orgânicos observados em R2. 

 

Tabela 5.12: Valores de rendimentos de hidrogênio (HY) e produção volumétrica de 

hidrogênio (PVH) obtidos em relação às concentrações de ácidos orgânicos observados 

em R2. 

DQO 

(mg.L
-1

) 

Ácidos orgânicos (mg.L
-1

) (%) HY PVH 

HAc % HBu % HPr % 

4,5 

6,2 

7,1 

0,7 

 

3000 281,28 48,4 311,52 36,6 32,57 2,6 354,9 

5000 406,67 49,3 468,83 38,8 63,43 2,5 782,1 

7000 451,04 47,5 528,14 37,9 83,11 1,4 853,9 

10000 632,21 48,7 800,74 42,1 10,59 0,7 791,1 

(HAc: Ácido acético; HBu: Ácido Butírico; HPr: Ácido Propiônico; HLa: Ácido Lático) 

nd: Não detectado 

HY: Rendimento de hidrogênio (molH2.mol
-1

 lactose) 

PVH: Produção volumétrica de hidrogênio (mL.h
-1

.L
-1

) 

 

5.7. Balanço de DQO 

 

O balanço de DQO foi estimado em função do cálculo teórico da DQO com base 

nas relações estequiométricas para oxidação de lactose, ácido acético, ácido butírico, 

ácido propiônico, ácido lático, etanol, entre outros. Nas tabelas 5.13 e 5.14 são 

apresentados os valores de DQO teórica (DQOt) para lactose remanescente, metabólitos 

solúveis e sólidos suspensos voláteis (SSV), bem como a diferença entre a DQO teórica 

e DQO medida (DQOm) em R1 e R2, respectivamente. O balanço demostrou que houve 

uma diferença negativa em ambos reatores (93,22 à 949,73 mg.L
-1

 em R1 e 106,85 à 

312,47 mg.L
-1

 em R2), e bastante significativa, entre a soma da DQOt e DQOm. (Dif). 

Assim, é possível a existência de outros metabólitos, os quais não foram quantificados, 

e que poderiam ser levados em consideração. 
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Tabela 5.13: Balanço de carbono em função de DQOt e DQOm em R1. 

Reator TCO Hac 

DQOt 

HBu 

DQOt 

HPr 

DQOt 

HLa 

DQOt 

EtOH 

DQOt 

HFo 

DQOt 

HSuc 

DQOt 

HVa 

DQOt 

SSV 

DQOt 

DQO 

lactoserem 

DQOt 

total SMP 

DQO 

medida 

(DQOm-

DQOt) 

Dif 

(%) 

 

 

R1 

25 309,01 882,09 21,58 10,22 48,28 5,96 17,12 0,0 426,25 1610,72 3331,23 3424,45 93,22 2,72 

35 

50 

85 

190 

380 

569,11 1409,97 129,42 7,00 33,39 1,78 24,26 13,38 398,65 1155,23 3755,56 3899,05 143,49 3,68 

487,45 1226,08 8,57 3,67 49,10 6,67 18,18 16,89 347,51 1147,11 3328,11 3856,25 528,13 13,70 

393,88 742,47 12,89 8,00 33,09 4,42 14,36 12,75 320,48 1220,38 2775,49 3725,22 949,73 25,49 

399,61 894,31 20,91 8,32 16,72 1,49 6,36 0,00 373,71 1072,25 2793,70 3433,52 639,82 18,63 

116,27 406,42 0,0 164,63 9,75 15,00 3,56 9,18 477,92 2576,82 3788,75 4419,02 630,27 14,26 

TCO: Taxa de carregamento orgânico (KgDQO.m-3.d-1); HAc: ácido acético; HBu: ácido butírico; HPr: ácido propiônico; HLa: ácido lático; EtOH: etanol; HFo: ácido fórmico; HSuc: ácido succínico; HVa: ácido 

valérico; SSV: sólidos suspensos voláteis; DQOt: demanda química de oxigênio teórica; DQO lactoserem: demanda química de oxigênio de lactose remanescente; DQOm: demanda química de oxigênio medida; Dif: 

Diferença.  Os ácidos cítrico, málico, isobutírico e isovalérico foram medidos, entretanto não foram detectados. 

 

Tabela 5.14: Balanço de carbono em função de DQOt e DQOm em R2. 

Reator TCO Hac 

DQOt 

HBu 

DQOt 

HPr 

DQOt 

HLa 

DQOt 

EtOH 

DQOt 

HFo 

DQOt 

HSuc 

DQOt 

HVa 

DQOt 

SSV 

DQOt 

DQO 

lactoserem 

DQOt 

total SMP 

DQO 

medida 

(DQOm-

DQOt) 

Dif 

(%) 

 

R2 

 299,85 566,34 49,28 1,48 21,67 3,19 20,00 0,00 394,85 550,72 1907,37 2014,22 106,85 5,30 

  433,51 852,33 95,97 11,55 12,47 0,00 11,15 9,81 333,51 911,29 2681,41 2993,87 312,47 10,44 

  480,81 960,16 125,74 3,61 45,74 0,00 13,28 12,52 847,18 1635,06 4136,61 4439,19 302,57 6,82 

  673,93 882,09 16,02 93,58 11,02 0,00 12,81 8,60 317,13 8300,00 10323,78 10554,35 230,57 2,18 

TCO: Taxa de carregamento orgânico (KgDQO.m-3.d-1); HAc: ácido acético; HBu: ácido butírico; HPr: ácido propiônico; HLa: ácido lático; EtOH: etanol; HFo: ácido fórmico; HSuc: ácido succínico; HVa: ácido 

valérico; SSV: sólidos suspensos voláteis; DQOt: demanda química de oxigênio teórica; DQO lactoserem: demanda química de oxigênio de lactose remanescente;  DQOm: demanda química de oxigênio medida; Dif: 

Diferença.  Os ácidos cítrico, málico, isobutírico e isovalérico foram medidos, entretanto não foram detectados.
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5.8. Discussões sobre as melhores condições operacionais para a produção de 

hidrogênio. 

 

Neste item estão apresentadas as comparação entre os melhores valores de 

rendimentos, produção volumétrica, conteúdo de hidrogênio no biogás, remoção de 

DQO e consumo de carboidratos entre os dois reatores operados R1 e R2. Para R1, o 

aumento da TCO ocorreu com a diminuição do TDH de 8 para 0,5 horas, com 

concentração de substrato fixa em 5000 mgDQO.L
-1

. Para R2, a TCO foi aumentada com 

o aumento da concentração de substrato de 3000 para 10000 mgDQO.L
-1

 e TDH fixo em 

6 horas. 

Para R1, o maior rendimento de hidrogênio obtido foi de 3,3 molH2.mol
-1

 lactose 

em TCO de 50 KgDQO.m
-3

.d
-1

 (TDH de 4 horas). Nessa fase operacional também foram 

obtidos melhores resultados para remoção de DQO (33,4±2,2%) e consumo de lactose 

(83±1,38%). Entretanto, maiores valores de TCO (menores valores de TDH) foram 

propícios para a produção volumétrica de H2 (PVH) e conteúdo de hidrogênio no biogás 

(%H2). Para PVH, a melhor condição operacional foi a maior TCO aplicado no reator 

(380 KgDQO.m
-3

.d
-1

), atingindo valor próximo de 3,0 L.h
-1

.L
-1

. Enquanto que para %H2, 

para TCO de 190 KgDQO.m
-3

.d
-1

 foi obtido 54,2%. 

Para R2, o maior valor de HY, de 2,6 molH2.mol
-1

 lactose, foi obtido na condição 

de menor TCO aplicada (18 KgDQO.m
-3

.d
-1

). Já para remoção de DQO, bem como para o 

consumo de carboidrato, a melhor fase operacional foi o de TCO aplicada de 35 

KgDQO.m
-3

.d
-1

. Para a TCO de 47 KgDQO.m
-3

.d
-1

 foram obtidos os maiores valores para 

PVH (853,9 mL.h
-1

.L
-1

) e %H2 (48,4). Na tabela 5.15 estão resumidos os melhores 

valores obtidos para os parâmetros citados acima.  

Ainda que tenham sido verificados resultados diferenciados de produção de H2, 

ambos reatores apresentaram comportamento similar. Assim, é possível afirmar que 

menores TCOs aplicadas são favoráveis à remoção de DQO, consumo de carboidrato e 

para rendimento de hidrogênio. Já com o aumento o da TCO aplicada, a PVH e %H2 

foram favorecidos.  
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Tabela 5.15: Resumo dos principais valores obtidos para HY, PVH, %H2, remoção de 

DQO e consumo de carboidrato em R1 e R2. 

Reator R1 R2 

TCO 50 18 

HY 3,3 2,6 

TCO 380 47 

PVH 2999,4 853,9 

TCO 190 47 

%H2 54,2 48,4 

TCO 50 35 

Remoção de DQO (%) 33,4 41,2 

TCO 50 35 

Consumo de carboidrato (%) 83 85 

TCO: taxa de carregamento orgânico (KgDQO.m-3.d-1) 

HY: rendimento de hidrogênio (molH2.mol-1) 

PVH: produção volumétrica de hidrogênio (mL.h-1.L-1) 

%H2: conteúdo de H2 no biogás 
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CAPÍTULO 6 

 

CONCLUSÃO 

 

O uso do soro de queijo como fonte de carbono na produção de hidrogênio vem 

sendo estudado em diferentes configurações de reatores e avaliando diferentes 

parâmetros como: taxa de carregamento orgânico, TDH, diferentes formulações de meio 

de crescimento de bactérias e estruturas de inóculos. Este trabalho demostrou a 

viabilidade de reatores anaeróbios de leito fluidificado e a capacidade termofílica para a 

produção de hidrogênio de modo contínuo utilizando o soro de queijo.  

O lodo granulado fermentativo-metanogênio proveniente de reator UASB 

termofílico utilizado para a produção de metano a partir de vinhaça de cana-de-açúcar 

representou ser uma fonte de inóculo adequada para a obtenção de consórcio termofílico 

produtor de hidrogênio. A eliminação de micro-organismos consumidores de H2 foi 

efetiva frente à aplicação do método de pré-tratamento térmico ao lodo granulado. 

O soro de queijo pôde ser utilizado de forma efetiva como fonte de carbono para a 

produção termofílica contínua de H2 sob as quatro concentrações afluentes testadas 

(3000, 5000, 7000 e 10000 mgDQO.L
-1

) ao longo da diminuição do tempo de detenção 

hidráulica, de 8 a 0,5 hora. A menor concentração de soro de queijo de 3000 mgDQO.L
-1

 

apresentou o melhores resultado considerando o parâmetro rendimento de hidrogênio. 

Já a maior concentração de 10000 mgDQO.L
-1

 apresentou o melhor resultado 

considerando o parâmetros produção volumétrica de hidrogênio. Em relação ao TDH, o 

maior rendimento foi obtido no TDH de 4 horas e a maior produção volumétrica em 0,5 

hora. 

Ainda que tenham sido verificados resultados diferenciados de produção de H2, 

todos os reatores termofílicos apresentaram comportamento similar. Por meio da 

investigação do efeito da carga orgânica aplicada na produção de H2 a partir do soro de 

queijo, foi verificada tendência de decréscimo de rendimento de H2 mediante à elevação 

da taxa de carregamento orgânico. Em contrapartida, o parâmetro de produção 

volumétrica de H2 mostrou-se favorável e com elevações significativas, conforme o 

aumento da carga orgânica aplicada. 

Os carboidratos encontrados no soro de queijo foram convertidos à hidrogênio, 

ácidos orgânicos e energia para o crescimento da biomassa ativa no reator. Entretanto, 
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em relação às eficiências de remoção de carboidratos totais durante a operação 

verificou-se que, embora constatada produção de hidrogênio em todas as fases 

operacionais, houve consumo incompleto do carboidrato. A temperatura também 

mostrou-se um fator de suma importância, uma vez que pode afetar o crescimento, a 

taxa de consumo máximo de substrato e a via metabólita dos micro-organismos. 

Observou-se que a via metabólica da produção de hidrogênio foi fortemente 

influenciada pelo aumento da concentração de substrato e/ou aumento da TCO. Na 

maior TCO aplicada R1, houve aumento de ácido lático e diminuição de HY, entretanto 

ocorreu o maior valor de PVH. Já em R2, o aumento da TCO aplicada resultou em 

acúmulo de ácido acético, no qual afetou o rendimento de hidrogênio. 
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