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APRESENTAÇÃO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias” 
de publicação da Atena Editora apresenta em seu 3º volume 37 capítulos relacionados 
temáticas de área multidisciplinar associadas à Educação, Agronomia, Arquitetura, 
Matemática, Geografia, Ciências, Física, Química, Sistemas de Informação e 
Engenharias. 

No âmbito geral, diversas áreas de atuação no mercado necessitam ser 
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores 
econômicos e sociais por meio de inovações tecnológicas. Neste volume encontram-
se estudos com temáticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovação, 
aprendizagem significativa, caracterização fitoquímica de plantas medicinais, gestão 
de riscos, acessibilidade, análises sensoriais e termodinâmicas, redes neurais e 
computacionais, entre outras, visando agregar informações e conhecimentos para a 
sociedade. 

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores 
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consistência, 
visando potencializar o progresso da ciência, tecnologia e informação a fim de 
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenários 
mundiais. 

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino básico, graduação 
e pós-graduação, bem como outros pesquisadores de instituições de ensino, 
pesquisa e extensão ao desenvolvimento estudos de casos e inovações científicas, 
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconômico rumo 
à sustentabilidade e avanços tecnológicos.

Cleberton Correia Santos
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AVALIAÇÃO DO PRÉ-TRATAMENTO DO INOCULANTE 
E DA COMBINAÇÃO DE SUBSTRATOS SOBRE 
A PRODUÇÃO DE HIDROGÊNIO A PARTIR DE 

GLICEROL BRUTO, DEJETOS SUÍNOS E GLICOSE

CAPÍTULO 10

Fidel Alejandro Aguilar Aguilar
falexaguilar@gmail.com

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 
e Mucuri, Programa de Pós-graduação em 
Biocombustíveis, Campus JK, 39100-000, 

Diamantina, MG, Brasil.

Ronnie Von Dos Santos Veloso
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 

e Mucuri, Programa de Pós-graduação em 
Biocombustíveis, Campus JK, 39100-000, 

Diamantina, MG, Brasil.

Luis Fernando Santis Espinosa
Universidad autónoma del Carmen, Facultad de 
Ingeniería y Tecnología, Campus III, Av. Central 

S/N esq. Con Franc. Mundo Maya, 24115, Ciudad 
del Carmen, Campeche, México.

Lilian de Araújo Pantoja
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 

e Mucuri, Instituto de Ciência e Tecnologia, 
Campus JK, 39100-000, Diamantina, MG, Brasil.

Alexandre Soares dos Santos
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 

e Mucuri, Departamento de Ciências Básicas, 
Campus JK, 39100-000, Diamantina, MG, Brasil.

RESUMO: Este estudo avaliou as condições 
operacionais que maximizam a produção 
de hidrogênio com o uso do planejamento 
composto central rotacional com três fatores 
(a glicose, o glicerol bruto e os dejetos suínos), 
seis pontos axiais e quatro pontos centrais. 

O processo fermentativo foi realizado com 
três diferentes inoculantes, os quais foram 
submetidos aos pré-tratamentos: térmico, 
ácido e alcalino. Os resultados obtidos foram 
submetidos à análise de variância (ANOVA) a 
partir da metodologia de superfície de resposta 
O inóculo enriquecido com o pré-tratamento 
térmico e ácido apresentaram melhor 
desempenho, com produção de hidrogênio 
superior a 140 mL por cada grama de DQO 
adicionada aos biorreatores. Por outro lado, o 
pré-tratamento alcalino afetou a rota metabólica 
dos microrganismos, favorecendo a produção 
de ácidos orgânicos e reduzindo a taxa de 
produção de hidrogênio. Outros fatores, como a 
glicose, afetaram significativamente a produção 
de hidrogênio em todos os tratamentos. Assim 
também, o glicerol bruto e o dejeto suíno foram 
fatores significativamente relevantes para a 
eficiência da produção de hidrogênio. O pré-
tratamento térmico do inoculate apresentou 
melhor resposta em relação à inibição das 
bactérias consumidoras do gás, favorecendo a 
produção de hidrogênio no sistema analisado.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentação escura, 
hidrogênio, dejeto suíno, glicerol bruto

EVALUATION OF PRE-TREATMENT OF THE 

INOCULANT AND THE COMBINATION OF 

SUBSTRATES ON THE PRODUCTION OF 
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HYDROGEN FROM CRUDE GLYCEROL, SWINE MANURE AND GLUCOSE

ABSTRACT: This study evaluated the operational conditions that maximize the 
production of hydrogen with the use of rotational central composite planning with three 
factors (glucose, crude glycerol, and swine manure), six axial and four central points. 
The fermentative process was with three different inoculants, which were subjected to 
pre-treatment: Thermal, acid, and alkaline. The results obtained were analyzed with 
the ANOVA with the response surface methodology. The Inoculum enriched with the 
thermal and acid pretreatment were the best in the production of hydrogen, with higher 
production of 140 mL for each gram of COD added to the bioreactor. However, the 
alkaline pretreatment caused the metabolic route of the microorganisms to be diverted 
in the production of organic acids, and low rate of hydrogen production. Moreover, 
the factors influenced the production of hydrogen, such as glucose, which resulted 
significantly influential in all treatments. Also, crude glycerol and swine slurry were 
significantly influential in the production of hydrogen. Evidently producing hydrogen 
by dark fermentation is a viable alternative, since organic waste has an adequate 
final disposition and hydrogen as a biofuel. Thus, inoculate with thermal pre-treatment 
remains the best treatment to inhibit the gas consuming bacteria, in comparison with 
the chemical treatments that need external agents to adjust the pH.
KEYWORDS: Hydrogen, dark fermentation, crude glycerol, swine manure

1 | 	INTRODUÇÃO

O hidrogênio possui um considerável potencial para ocupar uma parcela 
importante na oferta de energia global, uma vez que o gás de hidrogênio pode ser 
obtido por fontes renováveis com a vantagem de possuir elevado teor energético, 
até 142 kJ g-1. Além disso, a combustão do hidrogênio gera apenas água como 
produto da reação contribuindo significativamente para os cortes nas emissões GEEs 
(Elbeshbishy et al., 2011; Nuchdang; Phalakornkule, 2012; Singh; Wahid, 2015) 

O hidrogênio pode ser obtido por diferentes formas, pela foto-fermentação, 
bio-fotólise direta, bio-fotólise indireta e pela fermentação escura. No entanto, 
o processo de fermentação escura é o processo mais rentável na atualidade. A 
fermentação escura tem sido utilizada com um consorcio bacteriano misto como 
inóculo, mais eficiente, em relação ao uso de culturas puras. Também, o uso do 
consorcio bacteriano misto tem a vantagem de possuir melhor controle do processo 
e melhor operação que não demanda técnicas onerosas, trabalhosas e possibilita 
o uso de diferentes fontes de matérias-primas (Kan, 2013). O lodo ativado, obtido 
em estações de tratamento de esgoto são fonte de inóculo, uma vez que possuem 
micro-organismos produtores e consumidores de hidrogênio, tais como as bactérias 
Clostridium e as bactérias metanogênicas (hidrogenotróficas e acetoclásticas). Para 
tanto, alguns autores reportam a necessidade da utilização de pré-tratamentos 
que sejam eficazes no enriquecimento do inóculo com bactérias produtoras de 
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hidrogênio, inibindo as bactérias metanogénicas. Dentre estes, a inibição das 
bactérias metanogénicas pode ser realizado por pré-tratamentos como o térmico, o 
ácido e o álcali (Dong et al., 2010; Hu; Chen, 2007; Saady, 2013).

O glicerol bruto (GB) é considerado o principal coproduto da cadeia de 
produção de biodiesel, chegando a produzir 10 kg de GB a partir de 100 kg de 
biodiesel (Athanasoulia; Melidis; Aivasidis, 2014; Nuchdang; Phalakornkule, 2012). 
Este coproduto contém 55% de glicerol, 17% de éster metílico, 14% de sabões 
alcalinos, 10% de metanol, 4% de água e outros componentes, por isso é chamado 
de glicerol bruto (Kolesárová et al., 2011; Thompson; He, 2006) todavia, o processo 
de purificação do glicerol é realizado por um processo complexo e de custo elevado, 
reduzindo sua competitividade econômica no cenário atual de elevada oferta deste 
coproduto, onde os mercados tradicionais apresentam dificuldades em absorvê-
lo (Kanchanasuta; Sillaparassamee, 2017). Porém, o glicerol bruto tem sido 
catalogado como substância de fácil degradação em processos biológicos, que 
pode ser qualificado como co-substrato ideal no processo de produção de hidrogênio 
(Athanasoulia; Melidis; Aivasidis, 2014).

A suinocultura ocupa uma posição importante no fornecimento de carne no 
mundo inteiro e a oferta deste produto tem crescido nos últimos anos. Segundo a 
Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA, 2014), o Brasil ocupa a quarta posição 
entre os maiores exportadores mundias de carne suína, com um total aproximado de 
505 mil toneladas por ano. A criação dos animais em sistemas intensivos e/ou sistemas 
extensivos geram uma enorme quantidade dejetos, elevando a preocupação com 
o aumento da poluição ambiental atribuída à suinocultura (Cancelier et al., 2015). 
Uma alternativa de aproveitamento tecnológico dos efluentes da suinocultura e do 
glicerol, seria utilizá-los na fermentação escura para produção de hidrogênio. Essa 
estratégia tecnológica poderia minimizar o efeito poluente da disposição final dos 
efluentes da suinocultura e ao mesmo tempo criar novas alternativas de uso para o 
glicerol bruto da cadeia de produção do biodiesel (Hernández and Rodríguez 2013).

A metodologia de superfície de resposta (MSR) permite analisar as variáveis 
operacionais que podem ou não ter efeito significativo na resposta principal. A 
otimização dos processos, de produção da co-digestão e da fermentação escura, é um 
passo importante para o desenvolvimento de processos econômico e tecnicamente 
viáveis (Carrillo-Reyes & Buitrón, 2016; Sinha & Pandey, 2011; Wang & Zhao, 
2009). Além de proporcionar uma melhor compreensão dos fatores limitantes que 
poderiam afetar o desempenho da produção de bio-metano e bio-hidrogênio durante 
a fermentação (Tenca et al., 2011; Yusof et al., 2014).

Assim, o presente estudo pretende avaliar a mistura da glicose, do glicerol 
bruto (GB), da produção de biodiesel, e os dejetos suínos (DS), da suínocultura, 
na produção de hidrogênio por fermentação escura. Esta tecnologia tem potencial 
para ser aplicada ao tratamento de efluentes gerados na suinocultura e ampliar as 
alternativas de uso dos coprodutos da cadeia de produção de biodiesel do Brasil, 
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gerando informações sobre as melhores condições operacionais dos sistemas de 
produção de hidrogênio por meio da MSR.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Os dejetos suínos foram obtidos frescos e provenientes do departamento de 
Zootecnia da UFVJM, Diamantina/MG e da suinocultura do estado de Morelos, 
México. Os efluentes foram mantidos a -4°C até sua utilização. Os inóculos utilizados, 
microflora mista anaeróbia, foram provenientes do lodo ativado das estações de 
tratamento de efluentes das duas localidades já mencionadas. Os reagentes e 
solventes utilizados neste trabalho apresentavam grau analítico, P.A. e os padrões 
analíticos usados para as análises cromatográficas possuíam grau de pureza mínima 
>99%. O glicerol bruto utilizado foi proveniente do processo de recuperação após 
a transesterificação de óleos residuais (óleos de fritura), de girassol, de soja entre 
outros com metóxido de sódio, doados pelos Laboratórios de Produção de Biodiesel, 
Biolubrificantes e Biograxas da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 
Mucuri-UFVJM, Diamantina/MG.

2.1	Seleção de bactérias produtoras de hidrogênio

A fim de enriquecer seletivamente a microflora mista produtora de hidrogênio, 
o lodo ativado de esgoto foi dividido em três partes, e cada parte foi avaliada por 
três diferentes métodos de pré-tratamento, a saber: I) por calor úmido a 105ºC, sob 
1 atm durante 60 minutos, II) pela adição de soluções ácida, sendo esta elaborada 
com ácido sulfúrico a 3 mol L-1, pH 1,0 e III) pela adição de solução básica de 
hidróxido de sódio 3 mol L-1. Os pré-tratamentos II e III foram mantidos por 24 
horas e após este período de reação tiveram o pH corrigido para 7,0. De acordo 
com autores, estes processos inibem o crescimento de bactérias metanogênicas e 
facilita a multiplicação de bactérias esporulantes, bactérias produtoras de hidrogênio 
(Saady 2013; Song et al. 2012;).

2.2	Ensaios de produção de hidrogênio

O processo para a produção de hidrogênio foi conduzido utilizando o 
delineamento composto central conforme apresentado nas Tabela 1 e Tabela 2. 
Os ensaios foram conduzidos de forma descontínua em biorreatores de frascos de 
vidro semelhante aos utilizados para a produção de biogás. Os bioprocessos foram 
realizados utilizando como substratos as misturas Glicose/GB/DS acrescido de 2,0 
mL de solução de nutrientes modificada de acordo com os estudos de produção 
de biogás (Aquino et al., 2007; Chernicharo, 2007) (Tabela 3). Tais ensaios foram 
inoculados com lodo ativado previamente submetidos a diferentes pré-tratamentos 
(térmico, ácido e básico) conforme descritos anteriormente (Seleção de bactérias 
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produtoras de hidrogênio). O volume final no biorreator foi ajustado para 25 mL com 
água destilada e o pH então, determinado. Os frascos foram fechados para manter 
um ambiente anaeróbio e, então, incubados em banho termostatizado a 30±1,0°C 
até o final da fermentação que é evidenciada pelo término da produção de gás. O 
processo fermentativo foi monitorado quanto ao volume de hidrogênio produzido por 
período de 20 dias, a cada 24h.

Fatores Axial
(-α)

Mínimo
(-1)

Ponto central
(0)

Máximo
(+)

Axial
(+α)

Glicose (g L-1) 2,75 4 7 10 11,24
Glicerol Bruto (g L-1) 2,75 4 7 10 11,24
Dejeto Suíno (g L-1) 2,93 5 10 15 17,07

Tabela 1. Matriz do delineamento composto central utilizado na produção de hidrogênio 
empregando como substrato a glicose, o glicerol bruto (GB) e o dejeto suíno (DS), contendo os 

quatro pontos axiais e quatro pontos centrais.

Ensaios Glicose
(g L-1)

GB 
(g L-1)

DS 
(g L-1)

Substrato Total
(g L-1)

SV Inicial
(g L-1)

1 3,00 4,00 5,00 12,00 7,94±0,07

2 3,00 4,00 15,00 22,00 10,21±0,13

3 3,00 10,00 5,00 18,00 11,95±0,05

4 3,00 10,00 15,00 28,00 18,42±0,54

5 15,00 4,00 5,00 24,00 23,88±0,49

6 15,00 4,00 15,00 34,00 24,19±0,00

7 15,00 10,00 5,00 30,00 29,17±1,40

8 15,00 10,00 15,00 40,00 31,98±1,23
9 0,514 7,00 10,00 17,51 7,61±0,13

10 17,485 7,00 10,00 34,49 25,42±0,20

11 9,00 2,75 10,00 21,75 16,21±0,33

12 9,00 11,24 10,00 30,24 22,53±0,02

13 9,00 7,00 2,93 18,93 17,93±0,47

14 9,00 7,00 17,07 33,07 19,61±0,02

15 9,00 7,00 10,00 26,00 19,79±0,40

Tabela 2. Diferentes ensaios empregados para avaliar os efeitos da combinação da glicose, 
do glicerol bruto (GB) e do dejeto suíno (DS) na fermentação escura conforme delineamento 

composto central.

Macronutrientes Concentração
(mg L-1) Micronutrientes Concentração

(mg L-1)
NH4Cl 1.112,0 FeCl3.6H2O 5,00

(NH4) H2PO4 132,5 ZnCl2 0,13
(NH4)2HPO4 44,50 MnCl2.4H2O 1,25
MgCl2.6H20 250,00 (NH4)6MO7O24.4H2O 1,60
CaCl2.2H2O 189,00 AlCl3.6H2O 0,13

NaHCO3 2.500,00 CoCl2.6H2O 5,00
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- - NiCl2.6H2O 13,00
- - H3BO3 3,00
- - CuCl2.2H2O 8,00
- - HCl 1,00

Tabela 3. Solução de nutrientes utilizada como suplemento nos ensaios de produção de biogás 
e biohidrogênio.

2.3	Quantificação do volume de biogás

O sistema de aferição de volume de gás para produção de biogás e biohidrogênio 
foi adaptado do trabalho de Aquino et al. (2007). O processo foi realizado em frascos 
de vidro invertido de 250 mL contendo solução de NaOH3 mol L-1, cuja função era 
a captura de CO2. O frasco continha, uma tampa adaptada com uma abertura para 
entrada do gás produzido no biorreator e outra abertura para a saída do líquido 
deslocado pela entrada do gás (Figura 1). As medições foram realizadas a cada 24 
horas pelo método de deslocamento de líquido. Para tanto, uma proveta foi utilizada 
para recolher o líquido deslocado pela entrada do gás (Figura 1) cujo volume, era 
então convertido para volume de biogás normalizado (NmL). Para quantificação 
foram consideradas as condições normais de pressão e temperatura (1 atm, 0oC) de 
acordo com a lei dos gases ideais.

Figura 1. Aparato utilizado para a determinação do volume de biogás produzido: (I) reator 
contendo abertura de saída para o biogás, (II) frasco com solução de NaOH3 mol L-1 usado para 
remoção de CO2 e (III) proveta para quantificação de volume de líquido deslocado pela entrada 

do biogás (Aguilar-Aguilar et al., 2017).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Caracterização do glicerol bruto (GB), dejeto suíno (DS) e do lodo ativado 

(inóculo)

Na Tabela 4 encontram-se os resultados da caracterização físico-química e 
elementar do GB, DS e do lodo ativado. O pH alcalino do GB remete ao processo 



 
Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 3 Capítulo 10 108

que lhe deu origem, subproduto da transesterificação de óleo vegetal por catálise 
homogênea com metóxido de sódio, que resulta em pH extremamente alcalino 
(10,30). O valor de pH é um importante indicador para avaliar a estabilidade dos 
sistemas de digestão anaeróbia, pois afeta os micro-organismos acidogênicos e 
metanogênicos (Dennehy et al., 2016; Glanpracha; Annachhatre, 2016). O valor de 
sólidos voláteis no GB foi cerca de 80% superior ao contido no DS. O percentual 
de carbono no GB foi cerca de 40% maior que o determinado para o DS. Por outro 
lado, não foi encontrada quantidade significativa de nitrogênio no GB (%N <0,05). O 
percentual de carbono encontrado no GB (88%) não é característico deste efluente 
que, segundo Thompson; He, (2006), pode variar entre 24 e 38%. Esse excedente 
de carbono pode indicar a presença de ácidos graxos livres e saponificados não 
convertidos pelo processo de transesterificação e a presença de ésteres metílicos 
não recuperados (Valerio et al., 2015). O degeto suíno apresentou 25% de proteínas 
que contribuiriam como fonte de nitrogênio. Segundo Marone et al. (2015) e Dennehy 
et al. (2011) a adição de componentes nutricionais complementares na co-digestão 
de resíduos é um procedimento amplamente aplicado para aumentar a produção 
de biogás, uma vez que a combinação de diferentes substratos podem fornecer 
nutrientes equilibrados, reduzir os custos relacionados ao controle do pH e ao 
balanço da razão C/N, necessários para otimizar o processo de produção de biogás.

Parâmetros
GB DS Inóculo

Média ± Desvio Padrão
pH 10,30±0,00 6,51±0,54 6,73±0,15

ST (g L-1) 870,34±0,00 199,86±0,00 80,95±0,11
SV (g L-1) 870,10±0,00 167,55±0,00 40,72±0,92
SV/ST (%) 99,97 83,90 50,30
DQO (g L-1) 1974,02±3,10 137,83±1,34 11,92±0,59

Carbono (%) 88,04 49,62 NR
Nitrogênio (%) <0,05 4,08 NR

Hidrogênio 
(%) 11,08 6,50 NR

Proteína (%) <0,05 25,55 NR

Tabela 4. Caraterização físico-química e elementar do glicerol bruto (GB), do dejeto suíno (DS) 
e do lodo ativado (inóculo) utilizados no processo fermentativo.

ST: Sólidos Totais; SV: Sólidos Voláteis;

DQO: Demanda Química de Oxigênio; NR: Não Realizado.

3.2	Caracterização dos substratos e o biogás produzido

Os ensaios de produção de hidrogênio foram avaliados com diferentes inóculos, 
usando três métodos de pré-tratamentos para inibir os microrganismos consumidores 
do gás. Foram empregados os pré-tratamentos: térmico (calor úmido a 105°C, 1 
atm, durante 60 minutos), ácido (pH 1 por 24h) e o alcalino (pH 10 por 24h). Da 
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mesma forma, foram avaliadas diferentes concentração da mistura de glicose/GB/DS 
(Tabela 2). O tempo de fermentação foi de aproximadamente de 20 dias, onde foram 
observados diferentes comportamentos de respostas dependentes da mistura dos 
substratos. Como ilustrado na Tabela 5 os resultados dos rendimentos de produção 
máxima de biogás variaram de acordo ao inóculo usado, mesmo quando foi utilizada 
a mesmas concentrações da mistura dos efluentes. Os melhores resultados de 
produção de hidrogênio foram obtidos pelo inóculo pré-tratado com ácido e pelo 
inóculo que sofreu pré-tratado térmico com rendimentos na faixa de 46 a 170 mL 
gDQO-1. Contrariamente, quando o inóculo que sofreu pré-tratamento básico foi 
empregado, foram observados baixos rendimentos de biogás, na faixa de 43 a 151 
mL gDQO-1. Os resultados indicam que o pré-tratamento álcali inibiu completamente 
a atividade, tanto das bactérias metanogênicas como das bactérias produtoras de 
hidrogênio; resultando em baixo rendimento da produção do hidrogênio.

Ensaios DQOInicial 
(g/L)

Biogás Térmico 
(mL g DQO-1)

Biogás Ácido 
(mL g DQO-1)

Biogás Álcali 
(mL g DQO-1)

1 6.688 72.700 84.651 97.100

2 10.661 108.109 79.529 132.341

3 9.169 170.561 54.319 151.368

4 14.286 46.716 66.471 85.297

5 18.202 93.761 56.184 54.360

6 17.388 74.854 45.829 43.156

7 22.776 59.479 34.842 50.732

8 21.846 81.439 33.688 63.513

9 7.752 53.540 79.239 64.248

10 16.509 95.131 37.811 64.158

11 11.852 93.850 62.473 86.846

12 14.260 131.323 36.090 98.259

13 11.995 107.679 82.766 49.549

14 13.909 125.804 11.697 87.848

15 15.377 77.302 43.833 59.380

Tabela 5. Ensaios de produção de hidrogênio usando três tipos de pré-tratamentos dos inoculantes: 
térmico, ácido e álcalino.

DQO: Demanda química de oxigênio

3.3	Cinética de produção de hidrogênio

Os melhores resultados de produção de bio-hidrogênio são ilustrados na Figura 
2, onde foi observado que os rendimentos do hidrogênio variaram na faixa de 60 a 
180 mL por grama de DQO adicionados no biorreator. Os dados obtidos permitiram 
inferir que a produção de hidrogênio por culturas mistas é afetada em função do 
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metabolismo fermentativo das bactérias ali presentes e ainda, de suas interações 
com os substratos. Nos ensaios com concentrações maiores que 11 gramas de 
DQO por substrato no reator, da mistura glicose/GB/DS, foi observado um menor 
rendimento de bio-hidrogênio, inferior à 120 mL por grama de DQO adicionado 
(Figura 2). Contrariamente, no ensaio 3 com inóculo térmico e ácido e concentração 
de substrato de 9.69 g DQO L-1, foi observada uma maior efi ciência na produção de 
hidrogênio durante o curso de fermentação de 20 dias. Foram observadas curvas de 
produção de hidrogênio (Figura 2) com fase de adaptação dos micro-organismos de 
1-3 dias e produção exponencial até o dia 20 aproximadamente. A fase estacionária 
foi lenta, com produção de biogás próxima a zero, para todos os ensaios. Nessa fase, 
os microrganismos foram sensíveis às mudanças no sistema, provavelmente ao pH 
baixo, menor que 6,5. Este resultado pode ser atribuído à elevada concentração 
de ácidos orgânicos (ácido acético e butírico, principalmente) produzido durante a 
fermentação, afetando o desenvolvimento celular e diminuindo o desempenho do 
bio-hidrogênio.

F igura 2. Cinética de produção de hidrogênio dos melhores ensaio da mistura da glicose, 
glicerol bruto e dejetos suínos com diferentes tipos pré-tratamentos dos inoculantes: térmico, 

ácido e básico.

3.4 Análise de variância

A  análise de variância ANOVA da metodologia de superfície de resposta 
mostrou que o modelo de ajuste na produção de hidrogênio foi altamente signifi cativo, 
confi rmando assim, que o modelo foi capaz de representar adequadamente os 
dados na região experimental. Apresentando um efeito signifi cativo na produção de 
hidrogênio, com nível de signifi cância de 5% (Figura 3). Os resultados mostraram 
que o pré-tratamento do inóculo que resultou em maior produção de gás foi o 
pré-tratamento térmico (Figura 3A). A concentração de glicose apresentou um 
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efeito positivo (p-valor <0,1) e as concentrações de glicerol e de dejeto suíno não 
apresentaram efeito signifi cativo (p-valor >0,1) sobre a produção de gás quando o 
inóculo foi pré-tratado termicamente (Figura 3A). Para o inoculo pré-tratado com 
ácido, o glicerol foi quem apresentou efeito positivo signifi cativo (p-valor <0,1) 
(Figura 3B). No inóculo que sofreu pré-tratamento álcali, o glicerol e o dejeto suíno 
apresentaram efeito negativo (p-valor <0,15) após 8 dias de fermentação e a glicose 
não apresentou efeito signifi cativo (p-valor>0,5) (Figura 3C).

F igura 3. Gráfi co de Pareto para os efeitos estimados da glicose, glicerol bruto e dejeto suíno 
após pré-tratamento do inóculo: A) Térmico, B) Ácido e C) alcalino.

4 |  CONCLUSÕES

E ste estudo possibilitou visualizar o efeito da mistura dos efl uentes e os 
diferentes inóculos utilizados, que tem relação direta com o desempenho da 
produção de biohidrogênio. Nas melhores condições foi possível produzir hidrogênio 
entre 100-170 mL g-1 DQO adicionada no reator. Observou-se que os métodos para 
a preparação de inóculo e a interação entre a glicose, o glicerol bruto e o dejeto 
suíno afetaram o potencial de produção de hidrogênio. Os melhores resultados de 
produção de hidrogênio foram com o inóculo com pre-tratamento térmico e o ácido. 
No entanto, o pré-tratamento térmico para o inóculo foi mais vantajoso devido à 
eliminação da necessidade de neutralização do pH após o pré-tratamento. Desta 
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forma, confirmou-se que o pré-tratamento térmico ainda continua sendo o método de 
pré-tratamento mais eficiente na produção de hidrogênio, também o uso combinado 
do GB/DS é melhor na produção de hidrogênio que o uso da glicose como substrato.
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