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RESUMO 

A busca por fontes de energia renovável e a produção de alimentos com a mínima 
ameaça ao ecossistema têm sido temas bastante pesquisados em todo o mundo. 
Diversos processos têm sido desenvolvidos para a utilização de resíduos 
agroindustriais, transformando-os em compostos químicos e produtos com alto valor 
agregado. A utilização de resíduos agroindustriais em bioprocessos favorece a 
busca por processos sustentáveis. O aumento da produtividade agrícola no Brasil 
abre um novo mercado para o desenvolvimento de pesquisas que abordem este 
tema. O planejamento estatístico de misturas, aliado à otimização de experimentos, 
tem aplicação em diversos sistemas industriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
a possibilidade da utilização de misturas de efluentes agroindustriais para a 
produção de ácido propiônico. Foram utilizados quatro tipos de efluentes: efluente do 
processamento de milho, efluente do processamento de ração animal, efluente de 
processamento de carnes e de laticínio. Foram realizados ensaios para a obtenção 
da melhor composição das misturas, definindo-se a melhor proporção dos 
substratos. Dentro das condições empregadas, as composições contendo 75% do 
efluente do processamento de milho e 25% de outro substrato foram as mais 
adequadas ao processo. Nos ensaios onde as condições de fermentação foram 
variadas (fervura prévia do substrato, agitação e correção do pH para 6,5), os 
melhores resultados de produção de ácido propiônico, 229,57 mg.L-1, foram obtidos 
com substrato composto por 75% de efluente do processamento de milho mais 25% 
de efluente de fábrica de ração, com 72h de fermentação, correção de pH inicial 
para 6,5 e sem agitação,  seguido de substrato com 75% de efluente do 
processamento de milho mais 25% de efluente de processamento de carnes, nas 
mesmas condições, obtendo-se produção de 154,27 mg.L-1 de ácido propiônico. O 
substrato contendo 75% de efluente do processamento de milho mais 25% de 
efluente de laticínio, possibilitou produção de 220,96 mg.L-1 de ácido propiônico, 
após 72 horas de fermentação e com correção de pH a cada 24 horas. As outras 
condições testadas não foram significativas na biossíntese de ácido propiônico. A 
análise estatística dos dados confirmou que é possível a utilização de codigestão de 
efluentes agroindustriais para a produção de ácido propiônico. 
 
 

 

Palavras-Chave: Ácido propiônico, planejamento de misturas, biodigestão anaeróbia, 

resíduos agroindustriais. 
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ABSTRACT 

 

 

The search for renewable energy and food production with the minimum threat to the 

environment are themes that have been studied for all over the world. Several 

processes have been developed for the use of agroindustrial wastes, transforming 

them into chemical compounds and products with high added value. The use of 

agroindustrial wastes in bioprocesses helps the search for sustainable processes. 

The increasing in the agricultural productivity in Brazil, open a new market to the 

development of researches that study this issue. The statistical modeling of mixtures, 

allied with the design of experiments, has application in a several industrial systems. 

The aim of this work was to study the possibility of use agroindustrial wastewater 

mixtures to produce propionic acid. Four types of wastewater were studied: corn 

steep liquor, pet food wastewater, meat processing wastewater and dairy 

wastewater. Assays were performed to obtain the best composition of the mixtures 

and the best substrate ratio. Within the conditions employed, the mixture containing 

75% of corn steep liquor and 25% of another substrate, were most suitable for the 

process. Studying the tests in which the fermentations conditions varied (boiling the 

substrate, agitation and pH correction to 6,5) the best concentrations of propionic 

acid, 229,57 mg.L-1, were produced by mixing 75% of corn steep liquor and 25% of 

pet food wastewater, after 72h of fermentation, with initial correcting of pH to 6,5, 

followed by the mixture containing 75% of corn steep liquor and 25% of meat 

processing wastewater, that enabled the production of 154,27 mg.L-1 of propionic 

acid. The mixture with 75% of corn steep liquor and 25% of dairy wastewater with 

daily pH correction enabled the production of 220,96 mg.L-1 of propionic acid after 72 

hours of fermentation. The other essay conditions were not significant for propionic 

acid biosynthesis. The statistical analysis confirms that it is possible to use 

codigestion agroindustrial waste for propionic acid production. 

 

 

 

 

Key words: Propionic acid, mixture design, anaerobic digestion, agroindustrial waste. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os problemas que afligem a humanidade são vários, dentre eles está a 

busca por fontes de energia limpa e a produção de alimentos com a mínima ameaça 

aos ecossistemas. A partir deste contexto, tem havido uma crescente busca pela 

utilização de resíduos agroindustriais, como, por exemplo, bagaço de cana de 

açúcar, farelo de mandioca, polpa de tomate, entre outros. Diversos processos são 

desenvolvidos para seu aproveitamento, transformando-os em compostos químicos 

e produtos com alto valor agregado como álcool, enzimas, ácidos orgânicos e 

aminoácidos. A utilização em bioprocessos, além de minimizar a quantidade de 

resíduos que necessitam de tratamento, favorece a solução do problema de 

poluição. A utilização de substratos alternativos de baixo custo em processos 

fermentativos, como os resíduos agroindustriais, permite a redução dos custos de 

produção de ácido propiônico, minimizando problemas ambientais, pois auxilia na 

destinação desses resíduos. À medida que novas tecnologias são disponibilizadas, 

novos resíduos são gerados, e outros deixam de ser. Além do mais, alguns resíduos 

podem passar dessa condição, para a condição de matéria-prima. 

A utilização de processos biotecnológicos na substituição de processos 

petroquímicos tornou-se uma alternativa inovadora de projeto, e um dos grandes 

desafios é a descoberta de processos e rotas que possibilitem fazer uso de 

matérias-primas relativamente baratas em contraposição com o crescente custo do 

petróleo, para o desenvolvimento de processos viáveis. Através da conversão 

biológica de matéria orgânica é possível obter uma variedade de produtos finais, 

incluindo ácidos orgânicos e biogás, o qual pode ser usado na geração de energia 

para aquecimento e eletricidade.  

Relatos da utilização de bioprocessos aplicados a diferentes tipos de 

resíduos são facilmente encontrados na literatura, porém a abordagem de 

planejamento experimental fazendo uso de misturas ainda é pouco explorada.  

Quando não se sabe de antemão qual é a proporção ideal de cada 

componente, devemos realizar experimentos. Nesses experimentos são arbitradas 

várias combinações de proporções dos componentes e então observados os valores 

correspondentes da característica de qualidade, tais valores são denominados 

respostas do experimento. O uso desta ferramenta possibilita uma economia de 

tempo, reagentes, e ainda promove uma agregação de valor aos rejeitos, uma vez 
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que os produtos gerados possuem elevado interesse comercial, como é o caso do 

ácido propiônico. 

Os ácidos orgânicos são amplamente utilizados na indústria alimentícia, 

sendo assim, sua produção a partir de bioprocessos apresenta relevância, uma vez 

que o processo de digestão anaeróbia é menos oneroso quando comparado à 

síntese química atualmente utilizada. 

                Neste contexto, esta dissertação tem como objetivo a valorização e 

aproveitamento biotecnológico da mistura de resíduos gerados no processamento 

de milho, frigoríficos, laticínios e produção de ração animal para a produção de ácido 

propiônico. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

A prática de descartar efluentes, tratados ou não, em corpos d´água 

superficiais é a solução normalmente adotada no mundo inteiro para o descarte de 

resíduos líquidos. No Brasil, o lançamento das águas residuárias nos corpos d´água 

receptores devem atender à Resolução nº 357/2005 do CONAMA, a qual estabelece 

os padrões de qualidade de lançamento e do corpo d’água (CONAMA, 2005). 

Os efluentes das indústrias alimentícias apresentam grande diversidade em 

suas características físicas, químicas e microbiológicas de acordo com o produto e a 

tecnologia de fabricação utilizada, devendo cada indústria tratar seus efluentes e 

projetar seu próprio sistema de tratamento. Contudo, a maioria das operações 

unitárias empregadas em uma estação de tratamento de efluentes não varia, sendo 

o tratamento baseado em processos físicos, químicos e biológicos. Os processos 

biológicos de remoção da matéria orgânica envolvem a participação de 

microrganismos presentes no sistema que irão converter esse material em biomassa 

e/ou biogás. 

 

 

2.1. Agroindústria no Brasil 

 

O setor agrícola desempenha um papel fundamental na economia 

brasileira, tanto em escala regional como nacional (MORAES, 2009). Segundo o 

IBGE aproximadamente 23% da população (43 milhões de pessoas) trabalham com 

o agronegócio brasileiro (IBGE, 2012). 

Todo o setor, inclusive o agronegócio, é responsável por até um quarto do 

PIB do país. Atualmente, o Brasil tem um elevado superávit comercial na agricultura 

e tornou-se um dos maiores exportadores mundiais de soja, açúcar, café, laranja, 

frango e carne bovina (MARTINELLI et al. 2011).  

O processo de desenvolvimento agrícola trouxe consigo grandes custos à 

sociedade, como o desmatamento, a perda de biodiversidade, a degradação de 

corpos d’água e da qualidade do ar e aumento do uso de produtos químicos tóxicos, 

os quais são amplamente citados na literatura, mas não entram no cálculo do preço 

do crescimento econômico (NEPSTAD et al. 2009). 
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Há alguns anos a sociedade não reconhecia o setor agroindustrial como 

gerador de resíduos. Portanto, estudos com rotas tecnológicas que evitam o 

desperdício e valorize a utilização de resíduos devem ser intensificados para que  

desperdícios sejam evitados (SENHORAS, 2004; ISRAEL, 2005).  

O interesse na biotransformação de resíduos tem aumentado, tendo em 

vista que se trata de um material de baixo custo e altamente renovável. Deste modo, 

a utilização de resíduos pode ser um fator relevante para a produção de subprodutos 

e diminuição nos custos de produção, além de diminuir o impacto sobre o meio 

ambiente, devido à sua disposição inadequada. 

Como resultado dos esforços da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (Embrapa), o Brasil vem melhorado a produtividade agrícola, e como 

demanda, o mercado doméstico de produtos industrializados, com valor agregado, 

como carnes e laticínios, têm expandido frente ao crescimento econômico 

proveniente de programas de redução da pobreza (BARROS, 2008). Além disso, a 

ênfase do governo brasileiro no desenvolvimento de fontes de energia renováveis 

abre um novo mercado para pesquisas que visam o aproveitamento e valorização de 

resíduos agroindustriais (CERQUEIRA LEITE et al. 2009). 

 

 

2.2. Digestão Anaeróbia 
 

 

A digestão anaeróbia (DA) é a degradação biológica da matéria orgânica 

realizada pela ação de microrganismos em condições anaeróbias; trata-se de um 

processo natural, realizado por bactérias anaeróbias facultativas e estritas 

(MIRZOYAN et al. 2010). 

De maneira geral, a digestão anaeróbia pode ser realizada em qualquer 

uma das três faixas de temperatura: termofílica (45-65 °C), mesofílica (25-45 °C) e 

psicrofílica (10-25 °C) (MARCHAIM, 1992). A DA tem sido muito utilizada na 

estabilização e redução de águas residuárias, principalmente devido à simplicidade 

de operação, reduzida geração de lodo, produção de biogás e possibilidade de 

elevadas taxas de carregamento (APPELS et al. 2008). 

A Figura 1 apresenta o esquema da DA proposto por Mosey (1983). 

Segundo o autor, são quatro os principais grupos de microrganismos envolvidos na 

conversão de glicose a outros compostos, os quais consistem em: bactérias 
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acidogênicas, bactérias acetogênicas, arquéias metanogênicas acetoclásticas e 

arqueias metanogênicas hidrogenotróficas. 

 

 

 

Figura 1. Processo de digestão anaeróbia 

 Fonte: Mosey, 1983 (adaptado). 

 

A hidrólise da glicose pelas bactérias acidogênicas, de mais rápido 

crescimento, geram os ácidos acético, propiônico e butírico, de acordo com as 

reações: 

 

C6H12O6 (glicose) + 2H2O  2CH3COOH (acético) + 2CO2 + 4H2 (Equação 1) 

C6H12O6 (glicose)  CH3CH2CH2COOH (butírico)+ 2CO2 + 2H2 (Equação 2) 

C6H12O6 (glicose) + 2H2  CH3CH2COOH (propiônico) + 2H2O (Equação 3) 

 

 

O desvio do metabolismo da glicose em direção ao ácido butírico reduz 

tanto a produção de hidrogênio quanto o teor ácido no sistema. A formação de ácido 
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propiônico requer o consumo de hidrogênio e assim há o controle do potencial redox 

durante as sobrecargas (ZHANG e YANG, 2009). 

As arquéias metanogênicas acetoclásticas operam conjuntamente com as 

bactérias formadoras de ácidos no controle da concentração de ácido acético e do 

pH da fermentação. As velocidades de crescimento das arquéias são relativamente 

baixas (tempo de duplicação de 2 a 3 dias a 35ºC) comparadas às velocidades de 

crescimento das bactérias formadoras de ácido (tempo de duplicação de 2 a 3 horas 

a 35ºC).  

Alternativamente, a glicose pode ser convertida em piruvato, que é 

produzido a partir da conversão de lactato pela redução de NAD+. Essa via 

metabólica é denominada glicólise anaeróbia, pois pode ocorrer sem a participação 

de oxigênio. A glicólise anaeróbia permite a produção de ATP em células em que o 

oxigênio esteja em quantidade insuficiente (CHAMPE et al. 2009). Esse 

comportamento favorece a ação das bactérias propiônicas, uma vez que o processo 

se dá em anaerobiose, não ocorrendo pela ação das mitocôndrias (Figura 2). 

 

 

 

   

Figura 2. Via metabólica da glicólise anaeróbia 

    Fonte: Champe et al. (2009). 
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Apesar de ser imprescindível a conversão do lactato a piruvato para 

continuação da via metabólica, não há consumo de energia na forma de ATP, como 

acontece no processo de digestão anaeróbia partindo da glicose, uma vez que se 

faz necessária a sua fosforilação (LEHNINGER et al. 2002). 

      

2.2.1. Acidogênese 

 

Na fase de acidogênese, os produtos gerados pelas reações de hidrólise 

são absorvidos por bactérias acidogênicas fermentativas e excretados como ácidos 

graxos voláteis, tais como ácido acético, fórmico, propiônico, butírico e lático, além 

do etanol (BENGTSSON et al. 2008) e de compostos minerais como dióxido de 

carbono, gás hidrogênio, amônia, ácido sulfídrico, etc. Nesta etapa a maioria das 

bactérias são anaeróbias obrigatórias, sendo possível existir também espécies 

facultativas, onde metabolizam o material orgânico pela via oxidativa.  

Numerosas espécies de microrganismos são conhecidas por fermentarem 

compostos orgânicos dissolvidos, em condições anaeróbias, a ácidos orgânicos, 

principalmente a ácidos acético, propiônico, butírico e lático, além de outros produtos 

da fermentação, como álcoois (BENGTSSON et al. 2008). Esses microrganismos 

apresentam as mais elevadas taxas de crescimento do consórcio microbiano e, 

neste contexto, a etapa acidogênica só será a limitante do processo se o material 

orgânico for dificilmente hidrolisado. 

Como verificado no sub item 2.2., a equação 1 permitiu formar dois mols de 

ácido acético por mol de glicose. A equação 2 permite que o sistema absorva 

parcialmente a sobrecarga orgânica, derivando parte da produção de ácido acético a 

butírico, na proporção de 1 mol de ácido por mol de glicose, o que reduz a queda de 

pH do sistema. Além disso, a produção de hidrogênio reduz à metade, diminuindo a 

velocidade de acúmulo deste no meio. Na equação 3, a pressão parcial de 

hidrogênio é aliviada pela transferência de hidrogênio às bactérias produtoras de AP 

(FORESTI et al. 1999). 

As diversas características favoráveis da tecnologia anaeróbia - baixa 

produção de sólidos; baixo consumo de energia; baixos custos de implantação e 

operação; tolerância a elevadas cargas orgânicas; e possibilidade de operação com 

elevados tempos de retenção de sólidos e baixos tempos de detenção hidráulica, 



21 

 

 

conferem aos reatores anaeróbios um grande potencial de aplicabilidade no 

tratamento de águas residuárias concentradas e diluídas (CHERNICHARO, 2007). 

Sendo, portanto considerada como uma importante alternativa para o tratamento de 

vários tipos de resíduos que possuam elevadas concentrações de material orgânico, 

devido aos baixos custos operacionais e também por se tratar de uma alternativa 

para a substituição de combustíveis fósseis, minimizando a emissão de gases 

responsáveis pelo efeito estufa (TICM, 2007). 

Segundo Pereira et al. (2008), em um país de clima tropical como o Brasil, 

processos anaeróbios são considerados uma alternativa segura e econômica para o 

tratamento de efluentes, isso ocorre devido a pouca variação climática que mantém 

a temperatura sempre adequada para as bactérias.  

 

 

2.3. Produção de ácidos orgânicos em reatores anaeróbios 
 

 

As estratégias para assegurar uma efetiva produção de ácidos orgânicos 

consistem em garantir e aperfeiçoar as condições operacionais do sistema. Uma vez 

que a produção de hidrogênio, dióxido de carbono e ácidos orgânicos ocorre em 

uma fase intermediária da digestão anaeróbia, é necessário que o processo seja 

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

etapa posterior (AQUINO e CHERNICHARO, 2005). 

Na produção de ácidos orgânicos por processos anaeróbios, diversos 

estudos utilizaram culturas puras e culturas mistas de microrganismos anaeróbios 

atuantes na conversão de carboidratos. Ainda, aliado à tecnologia de tratamento de 

inóculo, diversos autores operaram seus sistemas em condições de pH ácido para 

inibir a atividade metanogênica durante os experimentos (ZHANG et al. 2006; YU e 

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

Além disso, a produção de hidrogênio e ácidos orgânicos é diretamente 

influenciada por parâmetros operacionais como o pH (VAN GINKEL et al. 2001; 

FANG e LIU, 2002; HORIUCHI et al. 2002), TDH (WU et al. 2003; VAN GINKEL e 

LOGAN, 2005; LIN et al. 2006), concentração de substrato (FANG e LIU, 2002; FAN 

et al. 2004; VAN GINKEL e LOGAN, 2005) e temperatura (GAVALA et al. 2005). 
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2.3.1. Ácido Propiônico (AP) 

 

Trata-se de uma substância pura, incolor, possui odor rançoso; é um 

produto líquido a temperatura ambiente e apresenta solubilidade em água e em 

alguns solventes orgânicos (SUPERQUIMICA, 2008). 

O ácido propiônico é um produto químico, largamente utilizado como 

matéria prima em diferentes setores industriais (KERJEAN et al. 2003), se apresenta 

como um agente fungiostático natural quando incorporado à ração ou qualquer outro 

produto alimentício (RODRIGUES et al. 2007). O AP e seus sais de cálcio, sódio e 

potássio são comumente usados como conservantes em alimentos e também como 

intermediário na síntese de fibras de celulose e de herbicidas (ZHU et al. 2010) e 

produtos farmacêuticos (ZANG e YANG, 2009). 

 Os ésteres de AP são utilizados em indústrias de perfumes, o propionato de 

celulose é usado como termoplástico na indústria plástica (GOSWAMI e 

SRIVASTAVA, 2000). 

O AP pode ser produzido por síntese química ou a partir de fermentação 

biológica. Atualmente, o AP é sintetizado principalmente a partir de petróleo 

(GOSWAMI e SRIVASTAVA, 2000). No entanto, o crescente aumento do preço do 

petróleo e a busca por produtos obtidos através de rotas biológicas têm motivado o 

interesse industrial pela produção de ácido propiônico a partir de matérias-primas 

renováveis. 

Estudos sobre a biossíntese de AP têm ganhado relevância, pois além de 

não utilizar petróleo, o processo é ecologicamente correto, no entanto, o alto custo 

da síntese biológica torna esse processo não muito atrativo. Esta é uma das 

questões mais importantes confrontando a biossíntese de AP, uma vez que a 

produção de ácido chega a cerca de 192.000 toneladas por ano (EKMAN e 

BÖRJESSON, 2011). 

Além disso, processos convencionais de fermentação de ácido propiónico 

são limitados pela baixa produtividade, rendimento e concentração final devido à 

forte inibição por produtos metabólicos (GOSWAMI e SRIVASTAVA, 2001). 

Os custos de produção biológica de AP podem ser significativamente 

reduzidos pelo uso de fontes alternativas de nutrientes, com baixo custo, bem como 

através da obtenção de altos rendimentos em produtos (GALLERT e WINTER, 

2002).  
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Uma possível alternativa de síntese seria a utilização de subprodutos 

industriais, para serem utilizados como substrato. Essa estratégia diminui os custos 

da produção e, consequentemente, reduz a poluição causada por esses rejeitos 

quando lançados no meio ambiente. A otimização e produção de AP usando 

materiais e processos mais baratos é um interessante tema de pesquisa, uma vez 

que este ácido é um produto com alto valor (MOCKAITIS et al. 2011). 

 

 

2.3.1.1. Produção de ácido propiônico a partir de síntese química 

 

O ácido propiônico é produzido atualmente pela oxidação da fase líquida do 

propano ou propionaldeído (PAIK e GLATZ, 1994; PLAYNE, 1985). Pode ser obtido 

pelas seguintes rotas químicas (CORAL, 2008).  

 

 Oxidação de propanol: 

 Na presença de cobalto ou manganês, esta reação ocorre rapidamente em 

temperaturas de 40 a 50 °C (OZADALI et al. 1996; PLAYNE, 1985), com a seguinte 

reação:  

Propanol + O2 → ácido propiônico  

 

 Oxidação de propanal  

A seguite reação representa esta rota:  

propanal + [O] (KMnO4 / H2SO4) → ácido propanóico  

 

 Hidrólise de ésteres  

A hidrólise dos ésteres pode ser representada da seguinte forma:  

propanoato de R + H2O → ácido propiônico + álcool  

 

 Síntese ou processo oxo  

O processo oxo faz uso do etileno e do gás de síntese, de acordo com as 

seguintes reações:  

alceno (etileno) + gás de síntese (CO/H2) → propionaldeído  

propionaldeído + oxigênio → ácido propiônico 
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Já a síntese biológica tem como objetivo possibilitar um processo 

economicamente competitivo quando comparada com a síntese química, inclusive 

fazendo uso de matérias primas renováveis e de preferência que sejam 

subprodutos, como é o caso dos resíduos agroindustriais. 

 

 

2.3.1.2. Produção de ácido propiônico em reatores anaeróbios 
 

 

Considerando-se que o processo de digestão anaeróbia pode ser dividido, 

de maneira resumida, em duas grande etapas, ou seja, acidogênese e 

metanogênese, a obtenção de ácidos orgânicos, mais especificamente de ácido 

propiônico, se torna possível com a interrupção do processo no final da primeira 

etapa, a acidogênese, e evitar que os compostos produzidos sejam consumidos 

durante a metanogênese (AQUINO e CHERNICHARO, 2005). 

 A etapa fermentativa da digestão anaeróbia de resíduos orgânicos (etapa 

acidogênica) é o processo que possibilita a produção de ácido propiônico. Nesta 

etapa, os microrganismos acidogênicos decompõem a matéria orgânica em CO2, H2 

e ácidos graxos voláteis de cadeia curta. 

Cálculos mostram que o AP produzido a partir de bioprocessos pode 

reduzir a menos de 60% o aquecimento global, quando comparado à obtenção de 

AP fóssil. Isto é principalmente devido à entrada de grande quantidade de energia 

renovável (EKMAN e BÖRJESSON, 2011). 

A produção do ácido propiônico, por via fermentativa, pode ser realizada a 

partir de vários substratos, tais como: glicose, sacarose, lactose e lactato, além do 

glicerol. A rota do processo dependerá da combinação de substrato e do 

microrganismo que será utilizado. A rota fermentativa para produção do ácido 

propiônico proveniente das diversas fontes de carbono pode ser representada pela 

Figura 3. 
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Figura 3 - Rotas de produção de ácido propiônico e produtos de fermentação  

Fonte: SUWANNAKHAM (2005) - modificado 

 

Vários fatores podem afetar a produção de ácidos orgânicos em reatores 

anaeróbios, tais como, o tipo de cultura: mista ou pura; o pH; temperatura; material 

suporte para o crescimento da biomassa; configuração do reator; concentração de 

substrato; e fonte de matéria orgânica: sacarose, celulose, efluente doméstico ou 

glicose (LEITE et al. 2008).   

A conversão da glicose em AP é assumida como sendo 15% menor do que 

a conversão a partir de glicerol, o que significa que um quilograma de AP requer 1,7 

kg de glicose em comparação com 1,4 kg de glicerol (BARBIRATO et al. 1997). 

Sendo assim, metabólitos mais reduzidos, como o glicerol, oferecem maior 

rendimento quando utilizados na via fermentativa (ZHANG e YANG, 2009). 

A maioria dos estudos relatados na literatura utilizam como inóculo a 

propionibacteria, e diversas fontes de carbono. A Tabela 1 apresenta algumas fontes 

da literatura com relação a produção de ácido propiônico para diversos substratos, 

microrganismos e condições de processo. 
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Tabela 1 - Descrição da produção do ácido propiônico da literatura 

 

Autores 

(ano) 

Substrato Processo 

Fermentativo 

Microorganismo Condições Produtividade 

do AP 

Goswani 
(2000)  
 

Lactose  
(47,7 g/L)  

Batelada  
 

P.acidipropionici 
(ATCC 4875)  
 

T=30°C;pH=6,5  
 

0,23 g/(L.h)  
 

Lactose  
(47,7 g/L)  

Batelada / 
Batelada 
alimentada 
 

P.acidipropionici 
(ATCC 4875)  
 

T=30°C;pH=6,5  
 

0,31 g/(L.h)  
 

Barbirato 
(1997)  
 

Glicerol  
(20 g/L)  

Batelada P. acidipropionici 
(ATCC 25562)  
 

T=30°C;pH=6,8  
 

0,36 g/(L.h)  
 

Ácido 
lático  
(20 g/L)  

Batelada P. acidipropionici 
(ATCC 25562)  
 

T=30°C;pH=6,8  0,35 g/(L.h)  

Glicose  
(20 g/L)  

Batelada  P. acidipropionici 
(ATCC 25562)  

T=30°C;pH=6,8  0,28 g/(L.h)  

Himmi et al. 
(2000)  
 

Glicose  
(20 g/L)  

Batelada  P.acidipropionici 
(ATCC 25562)  

T=30°C;pH=7,0  0,24 g/(L.h)  

Glicose  
(20 g/L)  

Batelada  P.freudenreichii 
ssp. Shermanii  
(ATCC 9614)  

T=30°C;pH=7,0  0,07 g/(L.h)  

Glicerol  
(20 g/L)  

Batelada  P.acidipropionici 
(ATCC 25562)  

T=30°C;pH=7,0  0,42 g/(L.h)  

Glicerol  
(20 g/L)  

Batelada  P.freudenreichii 
ssp. Shermanii  
(ATCC 9614)  

T=30°C;pH=7,0  0,18 g/(L.h)  

Sreethawong 

et al. (2010) 

Manipueira 
(20 gO2/L)  

Batelada Sem presença 
de inóculo 

T=37°C; 
pH=5,5 
 

0,42 g/(L.h) 

Leite et al. 

(2008) 

Glicose 
(4g/L) 

Horizontal de 
biomassa 
imobilizada 

microrganismos 
obtidos da 
fermentação 
natural de água 
residuária 
sintética 

T=30°C; 
pH=3,3-4,0 

0,072g/(L.h) 

 

 

2.4. Estratégias de controle operacional 

 Com a finalidade de viabilizar a produção de AP são aplicadas estratégias 

de controle operacional dos reatores, como as apresentadas a seguir. 
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2.4.1. Tratamento térmico preliminar 

A maioria dos estudos sobre produção de ácidos orgânicos em reatores 

anaeróbios realiza o pré tratamento do lodo para selecionar bactérias acidogênicas 

formadoras de endósporos para um bom desempenho do sistema. Este processo 

também visa a eliminação de arqueias metanogênicas consumidoras de ácidos 

orgânicos. 

Vários métodos para o preparo de um inóculo acidogênico têm sido citado, 

no entanto, o tratamento térmico é o mais utilizado (IYER et al. 2004; VAN GINKEL e 

LOGAN, 2005; LIN et al. 2006; KIM et al. 2006; SANO et al. 2006). 

Segundo a literatura, os parâmetros do tratamento térmico variam de 

acordo com a fonte do lodo, com temperaturas variando de 90 a 105ºC, e tempos de 

exposição de 10 minutos a 2 horas (WANG e WAN, 2008; SREETHAWONG et al. 

2010). 

 

  2.4.2. Influência do tempo de detenção hidráulica 
 
 Alguns autores apresentam como método de inibição da metanogênese a 

operação em baixos tempos de detenção hidráulica (TDH). Com este tipo de 

procedimento ocorre síntese de ácidos orgânicos pelas bactérias acidogênicas numa 

velocidade maior do seu consumo pelas arqueias metanogênicas. Desse modo o pH 

do meio baixa a valores inibitórios ao desenvolvimento das metanogênicas. 

 Chang et al. (2002) operaram seu reator com variação de TDH de 30 

minutos a 5 horas; alcançando concentrações de até 400 mg/L de ácido propiônico 

utilizando esgoto doméstico como substrato. Já Lin et al. (2009), investigando a 

produção de H2, fez uso de TDH entre 2 e 4 horas e obteve aproximadamente 600 

mg/L de ácido propiônico, utilizando substrato glicolítico. Leite et al. (2008), também 

utilizando substrato glicolítico com concentração de 2000mg/L, obtiveram 

concentrações de até 120 mg/L de ácido propiônico com TDH de 2 horas. 
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2.4.3. Importância do pH 
 
  

O pH também é um parâmetro operacional de grande importância na 

produção biológica de AP pois, conforme constataram Sreethawong  et al. (2010), a 

concentração de hidrogênio e ácidos orgânicos produzidos são diretamente afetadas 

pelo pH. Em trabalho desenvolvido por Fang e Liu (2002), que consistiu na operação 

de um reator em batelada degradando glicose anaerobicamente, não houve 

consumo de hidrogênio por arquéias metanogênicas em condições de operação em 

pH menores que 5,5. Os autores observaram que a manutenção do sistema em pH 

5,5 não permitiu a produção de metano no sistema.  

 Já Mockaitis et al. (2011) afirmam que a diversidade microbiana e valores 

de pH superiores a 5,5 estimulam a produção de AP.  

 

2.4.4. Efeito da Temperatura 
 

A digestão anaeróbia é geralmente realizada em temperaturas na 

mesofílica (30 - 40 °C) e termofílica (50 - 60 °C).  Segundo Kim et al. (2002) a 

digestão termofílica é muito mais rápida que a mesofílica porque as taxas de reação 

bioquímica aumentam com a temperatura. Entretanto, conforme observado por 

Zhang e Shen (2005), a produção de ácido propiônico na faixa mesofílica é a mais 

indicada para o processo, principalmente devido à condição próxima do ideal (35ºC) 

para o funcionamento dos catalisadores bioquímicos. 

Ghanimeh et al. (2012), relataram em suas pesquisas que a digestão 

anaeróbia operada em condições termofílicas é impedida por dificuldades 

operacionais e problemas de instabilidade, muitas vezes causada pela carência de 

grande quantidade de microrganismos aclimatados para a etapa de partida do 

digestor, sendo assim a co-digestão torna-se uma alternativa interessante para ser 

avaliada em condições mesofílicas, pois ocorre um aumento do consórcio 

microbiano, resultado da mistura de substratos. 

A agitação é algumas vezes utilizada durante processos de digestão 

anaeróbia, pois promove uma distribuição dos microrganismos e dos nutrientes de 

maneira mais uniforme, e ainda auxilia em processos de transferência de calor e 

massa (HOFFMANN et al. 2008; VAVILIN e ANGELIDAKI, 2005). 
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2.5. Vantagens da utilização de efluentes como matéria prima 

 

A disposição de efluentes biodegradáveis ao meio ambiente, como os 

resíduos da indústria alimentícia, caracteriza um sério problema ambiental e 

econômico no mundo todo (LIM et al. 2008).   

A obtenção de uma série de produtos a partir de subprodutos de indústrias 

de alimentos, torna o processo de tratamento mais econômico e sustentável. A 

acidogênese de resíduos da indústria de alimentos gera ácidos orgânicos voláteis. 

Acetato, butirato e propionato são os principais produtos da acidogênese e a sua 

concentração é afetada por vários parâmetros como a natureza do substrato e sua 

concentração, tempo de detenção hidráulica (TDH), demanda química de oxigênio 

(DQO), temperatura e pH (LIM et al. 2008). 

No aspecto econômico, as águas residuárias constituem matérias-primas 

que não envolvem custos na sua produção. A sustentabilidade do processo biológico 

aplicado às águas residuárias pode ainda ser otimizada por meio da combinação da 

fermentação com a produção de subprodutos de alto valor agregado, como ácidos 

orgânicos e biopolímeros (HAWKES et al. 2002). 

 

 

2.6.  Co-Digestão anaeróbia (CDA) 

 

Vários autores trabalham com a possibilidade de aperfeiçoar a digestão 

anaeróbia consorciando resíduos orgânicos a outros resíduos mais ricos em 

microrganismos e matéria orgânica, tais como lodo de esgoto sanitário, esterco 

bovino, de galinha, entre outros. Segundo Alvarez e Lidén (2008), a co-digestão 

anaeróbia é a decomposição de dois ou mais tipos de substratos orgânicos tratados 

simultaneamente.  

Trabalhos realizados sobre a CDA, utilizando uma mistura de dez 

componentes, incluindo resíduos de frutas, verduras e resíduos de matadouros, em 

diferentes proporções mostraram que em todos os casos, os resultados encontrados 

foram melhores que os substratos tratados individualmente. No entanto, o 

tratamento ou fermentação conjugado de diferentes resíduos deve ser 

criteriosamente avaliado quanto à viabilidade técnica (RUGHOONUNDUN et al. 

2012). 
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O desempenho do processo de CDA é muito dependente dos tipos e da 

composição do material orgânico a ser degradado, além disso, esta técnica permite 

o uso de instalações já existentes reduzindo assim os custos de implantação 

(GÓMEZ et al. 2006). Sosnowski et al. (2008) relatam que a variedade de substratos 

a ser estabilizada torna o processo de digestão anaeróbia mais estável, propiciando 

além do aproveitamento energético, a proteção do meio ambiente.  

A CDA apresenta como benefícios a diluição de combinações tóxicas dos 

resíduos, o equilíbrio de nutrientes, o consórcio de microrganismos e o aumento da 

carga de matéria orgânica biodegradável (SOSNOWSKI et al. 2003).  

 

 

2.7. Planejamento experimental de misturas 

  

 Mistura é aqui definida como sendo uma formulação composta por dois ou 

mais componentes, cuja composição é variável e independente( pelo menos em 

relação a um dos componentes). Em uma mistura a quantidade de cada 

componente é dada em proporção, resultando que a soma de todos eles deve ser 

sempre igual a unidade, portanto tais componentes (variáveis) não são 

independentes como em planejamentos fatoriais.  

O objetivo principal de um planejamento com misturas é descrever o 

comportamento de propriedades de sistemas multicomponentes, a partir de um 

número limitado de ensaios.  

Uma importante aplicação do planejamento de experimentos é na 

composição de misturas. O desenvolvimento de formulações é parte fundamental 

das atividades de diversas indústrias, entre elas as de alimentos. As empresas 

alimentícias têm substituído processos de otimização da qualidade do produto que 

se utiliza de tentativa e erro, onde se varia a proporção de uma matéria prima de 

cada vez na mistura, pelo planejamento experimental de misturas. A utilização dessa 

ferramenta estatística possibilita a economia de tempo e reagentes, e permite avaliar 

o estudo da interação entre as matérias primas (HEINSMAN e MONTGOMERY, 

1995). 

 Um experimento com mistura é aquele no qual dois ou mais ingredientes 

são misturados para formar um produto final. A resposta a ser medida constitui-se 
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numa propriedade intensiva da mistura, sendo função apenas das proporções dos 

componentes presentes (seja em massa, volume ou número de mols) e não da 

quantidade total da mistura (NUNES, 1998). 

Para o planejamento de tais experimentos, devem-se selecionar algumas 

composições possíveis da mistura, as quais serão ensaiadas a fim de se medir o 

valor da variável de resposta de interesse. 

 A abordagem do projeto experimental de misturas, aliada à otimização de 

suas características de qualidade, possui aplicação potencial em uma larga 

variedade de sistemas industriais, inclusive no aproveitamento de diferentes tipos de 

resíduos (CAMPOS et al. 2007). 

 

 
2.8. Características do substrato 

  
 

Inúmeros trabalhos publicados na área usam substratos sintéticos na 

alimentação de reatores fermentativos, os quais contêm sacarose como fonte de 

carbono orgânico e fazem uso de uma suplementação inorgânica, que traz como 

referência na maioria dos casos, as formulações realizadas por Bahl et al. (1982). 

Sreethawong et al. (2010), ao estudarem a fermentação de águas 

residuárias provenientes do processamento de mandioca, realizaram análises 

preliminares sobre os parâmetros de operação do reator anaeróbio, a proporção 

entre matéria carbonácea e nitrogenada e a composição de ácidos orgânicos. Os 

resultados obtidos mostraram que a produção de AP foi maior em ensaios com 

proporções de C:N em 100:4,4, cuja DQO era de 30 g/Ld, ensaios em que foram 

aplicadas proporções de C:N de 100:2,2 apresentaram menores níveis de produção 

de AP. 

A adição de nutrientes geralmente leva a uma melhora significativa dos 

processos fermentativos. Porém, alguns desses nutrientes não são economicamente 

viáveis, dentre eles destaca-se fontes de nitrogênio, por isso ocorre uma grande 

busca por matérias primas provenientes de fontes renováveis e até mesmo de 

resíduos agroindustriais (CAPELLARI, 2010). 
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2.9. Água residuária de indústria de processamento de milho 
(milhocina) 
 

 

Durante o processamento de grãos de milho há geração de água residuária 

denominada água de maceração, milhocina ou o termo em inglês corn steep liquor.  

Segundo a ABIMILHO (2012), o Brasil encontra-se em quarto lugar na 

produção mundial de milho nas safras 2011/2012; com um montante de 62 milhões 

de toneladas; o que significa que uma quantidade elevada de resíduos são gerados 

em seu processamento.  

Embora os resíduos agroindustriais sejam ricos em carboidratos, sua 

utilização é limitada devido à baixa concentração de proteína e a pobre 

digestibilidade, decorrente da presença de resíduos celulósicos (JOHN et al. 2007). 

Pesquisas atuais estão centradas na procura efetiva de fontes de nitrogênio 

e novas técnicas de fermentação. Atualmente, o principal uso da milhocina tem sido 

a alimentação animal, onde, após ser evaporada e concentrada a um xarope de 50% 

de sólidos, tem sido comercializada, principalmente, como suplemento alimentar 

para gados. A milhocina possui vitaminas, minerais e carboidratos eficazes como 

intermediários para a fermentação e, por isso, seu uso tem sido sugerido para a 

produção de ácidos orgânicos (FORMANEK, 1998; PAREKH et al. 1999, 

MADDIPATI et al. 2011). 

 Loss et al. (2009), ao caracterizarem amostras de milhocina, encontraram 

teores acima de 1000 mg.L-1 de nitrogênio total e DQO acima de 14000 mg O2.L
-1, 

portanto a milhocina, é uma fonte potencialmente útil de substituição de nitrogênio. 

Segundo Hoch (1997), mesmo depois de todos os processos de 

industrialização do milho, a milhocina ainda é economicamente atrativa, e os 

estudos já realizados mostram resultados satisfatórios com a sua utilização como 

meio de crescimento bacteriano, devido, justamente, ao elevado teor de nitrogênio 

presente. 
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2.10. Água residuária de indústria de ração animal 

 

No ano de 2009, no Brasil, cerca de 90% dos alimentos produzidos para 

animais de companhia eram destinados para cães. Com o aumento significativo da 

produção de pet food desde os anos de 1990, as empresas buscam desenvolver 

diferenciais qualitativos em seus produtos. Em 2008, os produtores de 

palatabilizantes para ração animal depararam-se com a subida de preços de 

matérias primas e foram obrigados a absorver esse aumento em seus produtos ou 

se readequar de alguma maneira (CELESTINO, 2009). Desse modo, a utilização de 

subprodutos da agroindústria como matéria prima para a fabricação de ração animal 

é primordial para a viabilizar a concorrência comercial entre as empresas.  

A produção de palatabilizantes para ração animal utiliza como matéria 

prima os subprodutos gerados no abate e processamento de suínos, frangos e 

perus. Sendo os subprodutos constituídos por penas, vísceras e descarte de 

carcaça animal.  

A empresa cedente do efluente em questão, atua na área de 

processamento de subprodutos de frigorífico de aves e suínos, produzindo farinhas, 

óleos e palatabilizantes. Disponibiliza no mercado cinco tipos de produtos, dentre 

estes gorduras e farinhas, além de possuir uma planta produtora de palatabilizantes 

destinados aos segmentos pet food, todos devidamente registrados nos órgãos 

competentes. 

A fabricação da farinha de penas e vísceras, denominada pela empresa de 

FPV, é feita em digestores à alta pressão e temperatura. Carcaças descartadas 

durante o controle de qualidade dos frigoríficos também podem entrar nesta 

formulação, desde que sua inclusão não altere de maneira significativa a 

composição estipulada para o produto em questão (BELLAVER et al. 2000). 

No processo de digestão ocorre a cocção dos ingredientes com 

concomitante remoção da água e separação da gordura. A fração sólida, depois de 

sair pelo digestor, é moída e peneirada (BELLAVER et al. 2000). 

Durante esse processo há a geração de efluentes provenientes da água de 

lavagem de equipamentos, com composição semelhante à do produto final, ou seja, 

basicamente proteica. 
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2.11. Água residuária do processamento de carnes 
 

   

Segundo Sena (2009), o Brasil é o segundo maior produtor de carne 

industrializada do mundo, e um dos maiores desafios do setor é a busca por novos 

mercados, visto que a qualidade dos rebanhos e a produtividade crescem 

consideravelmente a cada ano. 

 A agroindústria de carnes possui um elevado potencial poluidor de corpos 

d´água, pois os efluentes gerados apresentam alto teor de matéria orgânica devido à 

presença de sangue, urina, proteína solubilizada e restos de vísceras e carnes 

(CUETOS et al. 2008). Os efluentes de indústrias de processamento de carnes e de 

abatedouros frigoríficos são compostos exclusivamente por material orgânico que 

podem ser tratados por processos biológicos, uma vez que contêm elevadas 

concentrações de matéria orgânica facilmente biodegradável, alcalinidade e 

concentrações apropriadas de fósforo (BEUX et al. 2007, BIGGS et al. 2000). 

A indústria de carnes possui duas correntes de água, uma chamada de 

“linha vermelha”, que pode ser aproveitada, a qual carrega resíduos do abate, como 

vísceras, pêlos e óleos. A recuperação desses materiais geralmente envolve 

subprodutos que servem na maioria das vezes como ração animal, porém, com 

acidez controlada e baixa contaminação. E a água não aproveitável, chamada de 

“linha verde”, com excrementos, argila, areia e outros resíduos sem valor industrial, 

este resíduo tem basicamente uma destinação agronômica (TRITT E 

SCHUCHARDT, 1992). 

 O aproveitamento de subprodutos e a destinação dos resíduos tem se 

tornado um passo onerante para as empresas de pequeno e médio porte, gerando 

assim um desequilíbrio na concorrência com grandes empreendimentos.  

 A indústria de carnes vem usando de forma eficiente os seus subprodutos, 

transformado-os em produtos comestíveis ou não. Com o aumento da preocupação 

sobre saúde e meio ambiente, várias pesquisas têm sido realizadas de forma a 

permitir um processamento mais eficiente e a melhor utilização destes subprodutos 

(LIU e OCKERMAN, 2001). 

Resíduos de processamento de carnes são tipicamente ricos em gorduras 

e proteínas, logo representam um bom substrato a ser empregado em bioprocessos. 

No entanto, a conversão destes materiais em digestores anaeróbios é 
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frequentemente limitada pelo passo de hidrólise. Uma etapa de hidrólise eficiente é 

crucial para tornar os substratos complexos acessíveis para ação das bactérias 

anaeróbias (CAVALEIRO et al. 2013). 

A produção de AP a partir da DA de resíduos de processamento de carnes, 

é muitas vezes comprometida por compostos inibitórios, como a longa cadeia de 

ácidos graxos e amônia, produzidos durante a hidrólise de lipídios e proteínas 

(ALVES et al. 2009). A amônia é produzida pela degradação biológica do material 

nitrogenado, principalmente proteínas, a partir dos aminoácidos hidrolisados (BAYR, 

et al. 2012). 

 

 

2.12. Água residuária de laticínios 
 

Em uma indústria de laticínios a vazão dos efluentes líquidos varia ao longo 

do dia e depende diretamente das operações de processamento ou de limpeza que 

ocorrem na empresa. Existem também as variações sazonais devidas às 

modificações introduzidas no perfil qualitativo e/ou, quantitativo da produção, nos 

horários de produção, nas operações de manutenção, entre outras (SARAIVA et al. 

2009). 

A parcela representada por este tipo de agroindústria apresenta grande 

relevância, tornando-se necessário e obrigatório o tratamento prévio de seus 

efluentes líquidos. Os despejos consistem em quantidades variáveis de leite diluído 

e materiais sólidos flutuantes. Os efluentes agroindustriais de indústrias de laticínios 

sempre apresentam elevada taxa de DQO (NAIME e GARCIA, 2005). 

A avaliação do potencial poluidor de grandes e médios laticínios já foram 

bem caracterizados, de forma que diversas medidas mitigadoras já têm sido 

aplicadas. No entanto, pouco se sabe sobre o potencial de aproveitamento de suas 

águas residuárias na geração de subprodutos com valor agregado, como o ácido 

propiônico (SARAIVA; MENDONÇA e PEREIRA, 2009). 

O efluente de laticínio é rico em lactose, o que o torna uma fonte rica em 

carbono (PAULI e FITZPATRICK, 2002; PODLECH et al. 1990). Para que esse 

açúcar possa ser convertido a ácidos orgânicos pelas bactérias acidogênicas, ele 

ainda dever ser hidrolisada à glicose e galactose. 
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Porém, deve-se salientar a importância dos parâmetros de operação do 

reator de modo a alcançar um bom rendimento de conversão de lactose em glicose 

pela ação da lactase. Para determinar a faixa de temperatura ótima da lactase, 

Carminatti (2001) realizou ensaios a várias temperaturas (30 ºC, 35 ºC, 40 ºC, 45 ºC 

e 50 ºC). O grau de hidrólise obteve seu máximo em aproximadamente 60 minutos, 

permanecendo constante durante o resto do ensaio. Na faixa de temperatura entre 

30 ºC e 40 ºC ocorreram as melhores conversões da lactose em glicose e galactose, 

obtendo-se valores próximos a 100% de hidrólise. 

Para verificar a influência do pH na atividade da lactase, Carminatti, (2001) 

utilizou quatro diferentes valores de pH (4, 5, 6 e 7). O grau de hidrólise foi 

praticamente igual quando a reação ocorreu em pH 6 e 7. A conversão máxima foi 

de 90%. O tempo necessário para alcançar a conversão máxima em pH 6 foi de 

aproximadamente 60 minutos, enquanto que para pH 7 foi de 90 minutos. No ensaio 

realizado em pH 4, o grau de hidrólise pôde ser praticamente desconsiderado, 

enquanto que para pH 5 o valor máximo obtido foi de 1% de hidrólise. 

Uma vez o substrato hidrolisado de forma eficiente, as reações posteriores, 

provenientes da acidogênese (figura 1, na pág.18), são facilitadas de modo a 

favorecer a produção de AP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral  

 

Avaliar as melhores condições e proporções de mistura entre os substratos 

(efluentes) para a produção de ácido propiônico em processo de fermentação 

anaeróbia. 

  

3.2. Objetivos específicos 

 

- Determinar os parâmetros de DQO, NTK, pH e AR de cada resíduo 

utiizado (Processamento de milho, fabricação de ração animal, processamento de 

carnes e laticínios); 

- Definir a melhor combinação e proporção da mistura de resíduos através 

de planejamento experimental;  

- Avaliar o efeito do tratamento térmico prévio, da agitação  da correção de 

pH no processo de digestão anaeróbia para produção de ácido propiônico; 

- Caracterizar e quantificar o ácido propiônico gerado após digestão 

anaeróbia. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAL 

 

4.1.1. Substratos 

 

 Quatro efluentes agroindustriais de diferentes fontes foram utilizadas para 

avaliação da produção de ácido propiônico por digestão anaeróbia. Os efluentes 

eram provenientes do processamento de milho (MIL), da fabricação de ração animal 

(RAÇ), de processamento de carnes (CAR) e laticínio (LAC). 

 Os efluentes foram coletados, transportados e mantidos em freezer a -18 

°C. O acondicionamento foi efetuado em frascos de polietileno de alta densidade 

(PEAD) com capacidade para 5 litros e em garrafas de polietileno tereftalato (PET) 

com capacidade de 2 litros. 

 Todos os efluentes foram cedidos por indústrias da região de Ponta 

Grossa. 

Embora neste estudo os substratos tenham sido preparados com misturas 

de dois efluentes, na Tabela 2 estão apresentados os valores de pH, DQO, NTK e 

AR de cada efluente de maneira isolada para facilitar posterior discussão dos 

resultados. 

 

Tabela 2 - Dados dos diferentes resíduos utilizados neste experimento 

Parâmetro MIL RAÇ CAR LAC 

pH 4,70 ± 0,58 5,20 ± 0,98 5,40 ± 0,74 9,40 ± 0,83 

DQO (mgO2.L
-1

) 4165,01 ± 12,86 1107,36 ± 17,37 1026,96 ± 15,02 2950,28 ± 18,71 

NTK (mg.L
-1

) 1316,12 ± 9,21 327,82 ± 8,93 270,56 ± 9,79 157,92 ± 7,08 

AR (mg.L
-1

) 79,86 ± 4,78 86,53 ± 5,94 92,33 ± 5,22 37,61 ± 6,95 

 
 
 Vale salientar que o valor de pH das amostras MIL e LAC, estão no limite 

dos padrões de lançamento estipulados pela Resolução CONAMA 357/2005, que 

prevê uma faixa entre 5 e 9. 
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4.1.2. Fermentadores 

 

 A produção de ácidos orgânicos foi realizada em frascos de vidro 

borosilicato Duran®, autoclaváveis com volume útil de 200mL (Figura 3). O processo 

de DA foi operado em batelada à temperatura de 30ºC e com Tempo de Detenção 

Hidráulica (TDH) inicial de 24 horas e final de 72 horas. 

  

 

 

  Figura 4– Frasco de vidro borosilicato Duran®, utilizado como fermentador 

 

 

4.2. MÉTODOS 

 

 

4.2.1. Planejamento experimental 

 

O planejamento experimental foi realizado em duas etapas. Primeiramente 

fez-se um planejamento de quatro misturas, denominado de ensaio A, que tinha por 

objetivo avaliar a combinação de substratos que proporcionaria maior produção de 

ácido propiônico.  

Após definição da melhor mistura, foi feito um segundo planejamento, 

denominando ensaio B, onde se avaliou, através de uma rede simplex, as 

concentrações ideais de substrato para a mistura escolhida no ensaio A. 

Segundo Barros Neto et al. (2001), essa técnica de cálculos estatísticos 

visa indicar como os fatores (variáveis envolvidas no processo) podem influenciar 

uma resposta. 
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4.2.1.1. Ensaio A - Composição da mistura de substratos  

 

No Ensaio A foi avaliada a mistura que possibilitou maior produção de ácido 

propiônico. Com o auxílio do Software STAT versão 7.0, obteve-se o planejamento 

experimental de misturas com quatro componentes, sendo o volume total utilizado 

do frasco fermentador (200 mL) equivalente a 1 na matriz de planejamento, pois as 

composições devem ser não-negativas e, se expressas como frações da mistura, 

sua soma deve ser igual a 1 (WANG et al., 2013). 

Os substratos (MIL, RAÇ, CAR e LAC) foram combinados em diferentes 

proporções de volume de acordo com o planejamento experimental estabelecido 

(Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Ensaio A - Matriz do planejamento experimental de misturas com quatro componentes (mL 
das amostras), efluente do processamento de milho (MIL), da fabricação de ração animal (RAÇ), de 
processamento de carnes (CAR) e laticínios (LAC).  

 
 Variáveis codificadas Variáveis reais (mL) 

Mistura MIL RAÇ CAR LAC MIL RAÇ CAR LAC 

1 1 0 0 0 200 0 0 0 

2 0 1 0 0 0 200 0 0 

3 0 0 1 0 0 0 200 0 

4 0 0 0 1 0 0 0 200 

5 0,5 0,5 0 0 100 100 0 0 

6 0,5 0 0,5 0 100 0 100 0 

7 0,5 0 0 0,5 100 0 0 100 

8 0 0,5 0,5 0 0 100 100 0 

9 0 0,5 0 0,5 0 100 0 100 

10 0 0 0,5 0,5 0 0 100 100 

11 0,625 0,125 0,125 0,125 125 25 25 25 

12 0,125 0,625 0,125 0,125 25 125 25 25 

13 0,125 0,125 0,625 0,125 25 25 125 25 

14 0,125 0,125 0,125 0,625 25 25 25 125 

15 0,250 0,250 0,250 0,250 50 50 50 50 
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4.2.1.2. Ensaio B - Proporções de substratos nas misturas 

 

Após avaliação dos resultados do Ensaio A, onde foi definida e fixada a 

melhor composição da mistura dos substratos, ou seja, a que apresentou a maior 

produção de ácido propiônico, realizou-se um novo planejamento de misturas, em 

rede simplex {2,2} aumentado, para a obtenção da melhor concentração de cada 

substrato escolhido a ser empregada. Para a investigação da proporção adequada 

da mistura entre os substratos, foram testadas três proporções de volume de MIL 

para as demais amostras (0,75:0,25), (0,25:0,75) e (0,5:0,5). 

Os valores de proporção das misturas de substratos são demonstrados na 
Tabela 4. 
 
 
Tabela 4 – (Ensaio B) Matriz do planejamento experimental de misturas em rede simplex {2,2} 
aumentado; processamento de milho (MIL), da fabricação de ração animal (RAÇ), de processamento 
de carnes (CAR) e de laticínios(LAC). 

 
 Variáveis codificadas Variáveis reais (mL) 

Mistura MIL RAÇ CAR LAC MIL RAÇ CAR LAC 

1 1 0 0 0 200 0 0 0 

2 0 1 0 0 0 200 0 0 

3 0 0 1 0 0 0 200 0 

4 0 0 0 1 0 0 0 200 

5 0,75 0,25 0 0 150 50 0 0 

6 0,25 0,75 0 0 50 150 0 0 

7 0,50 0,50 0 0 100 100 0 0 

8 0,75 0 0,25 0 150 0 50 0 

9 0,25 0 0,75 0 50 0 150 0 

10 0,50 0 0,50 0 100 0 100 0 

11 0,75 0 0 0,25 150 0 0 50 

12 0,25 0 0 0,75 50 0 0 150 

13 0,50 0 0 0,50 100 0 0 100 
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4.2.1.3. Ensaio C – Avaliação do pH, agitação e fervura prévia do 

substrato na produção de AP 

 

 

 Após definida a melhor combinação de substrato para a produção de AP, o 

próximo passo foi avaliar o pH do meio, agitação e fervura prévia do substrato na 

produção de AP.  

O processo de digestão anaeróbia para produção de ácido propiônico foi 

realizado em bateladas de 72 horas cada à temperatura de 30ºC (PRAKASHAM et 

al. 2009). As misturas utilizadas foram MIL + RAÇ; MIL + CAR e MIL + LAC, na 

proporção de substrato fixada em 75% de MIL e 25% das outras amostras (RAÇ, 

CAR e LAC). Os frascos foram fechados e submetidos a DA, a cada 24 horas uma 

amostra era retirada para que fossem realizadas análises de determinação de ácido 

propiônico.  

Segue abaixo a descrição de algumas condições selecionadas para serem 

aplicadas neste trabalho, sendo estas as mais citadas: 

- Fervura prévia do substrato por 15 minutos para inativação das 

arqueias metanogênicas e correção inicial do pH para 6,5: o procedimento de 

fervura foi realizado em chapa aquecedora, o tempo teve o início da contagem no 

momento de fervura da mistura de substratos. Após a fervura, a mistura foi resfriada 

à temperatura de 30 °C e então levada à estufa para manutenção desta temperatura 

por todo o período de digestão anaeróbia. A correção do pH foi realizada com 

solução diluída de hidróxido de sódio. 

 - Agitação a 100 rpm, correção inicial do pH para 6,5 e, depois, a cada 

24 horas: A mistura foi submetida à correção de pH com solução diluída de 

hidróxido de sódio e então mantida em banho térmico (30° C) com agitação de 

aproximadamente 100 rpm. A agitação era interrompida apenas nos momentos de 

retirada de amostras e nova correção de pH. 

 - Correção inicial do pH para 6,5 e, depois, a cada 24 horas: 

Inicialmente o pH da mistura foi corrigido com solução diluída de hidróxido de sódio, 

em seguida os frascos com as misturas de substratos foram levados à estufa a 30 
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°C, amostras foram retiradas a cada 24 horas, neste momento houve nova correção 

do pH. 

 - Correção do pH para 6,5 somente no início da dDA: Após correção 

inicial do pH com solução de hidróxido de sódio, as misturas foram mantidas em 

estufa a 30 °C por um período de 72 horas, amostras foram retiradas a cada 24 

horas. 

 

 

4.2.2. Análises realizadas 

 

 Para se caracterizar os substratos utilizados e monitorar o processo 

fermentativo, foram realizadas as análises físico-químicas listadas a seguir. 

 - Potencial hidrogeniônico (pH): foi realizada empregando-se potenciômetro 

devidamente calibrado, segundo metodologia descrita em APHA (1998). 

 - Demanda Química de Oxigênio (DQO): foi mensurada através do método 

colorimétrico de refluxo fechado, como descrito por APHA (1998). 

 - Nitrogênio Total Kjeldahl (NTK): foi determinado através do método micro 

Kjeldahl, onde a amostra é digerida em meio ácido seguida de destilação e titulação 

da mesma, conforme descrito em APHA (1998). 

 - Teor de açúcares redutores (AR): utilizou-se o método de Somogyi-

Nelson, descrita por Southgate (1991), tendo como padrão a solução de glicose a 

0,01%. As leituras foram realizadas no espectrofotômetro com absorbância de 510 

nm. 

 - Ácido Propiônico: a determinação de ácido propiônico foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência, em cromatógrafo Waters e2695 Separations 

Module, Detector Waters 2998 – Photodiode Array Detector, utilizando o software 

Empower Pro. As alíquotas das amostras foram rapidamente centrifugadas, 3 

minutos, de modo a separar material particulado presente. Em seguida foram 

diluídas na própria fase móvel, ácido fosfórico 0,1%, e filtradas em membrana de 0,2 

µm diretamente nos vials. A coluna utilizada foi Shodex RSpak KC 811, em 

temperatura de 40ºC, as amostras foram mantidas a 20ºC durante o procedimento. 

O fluxo do eluente foi constante a 1 mL/min, com um loop de injeção de 10 µL. O 

comprimento de onda selecionado foi de 210 nm. O protocolo das análises 
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cromatográficas foi realizado segundo a metodologia e laudos do fabricante da 

coluna. 

 

4.2.3. Análise estatística dos resultados 

 

Todas as análises descritas foram realizadas em triplicata. Os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão da média.  

Análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey foram utilizados para se 

comparar médias das amostras ao nível de confiança de 95% (p <0,05) utilizando o 

software Microsoft Excel - Action 2.4, 2007 for Windows (Microsoft, USA). 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O planejamento experimental para misturas foi aplicado com o objetivo de 

verificar possíveis interações entre os resíduos utilizados em contraste com os 

resíduos puros. Abaixo estão apresentados os resultados obtidos a partir dessas 

interações. 

 

  

5.1. Ensaio A: Estudo e obtenção da composição da mistura de 

substratos 

 

 
 Na tabela 5 estão apresentados os resultados de produção de ácido 

propiônico obtidos durante Ensaio A. 

 

 
Tabela 5 - Resultados da produção de ácido propiônico em relação à composição da mistura de 

substratos do Ensaio A 

 VALORES CODIFICADOS TEMPO DE FERMENTAÇÃO 

 Mistura de substratos 
(proporção de volume) 

Ácido Propiônico (mg.L
-1

)  

Mistura MIL RAÇ CAR LAC 24h 48h 72h 

1 1 0 0 0 3,34 ± 5,79
 f
 50,00 ± 2,34 

c
 15,17 ± 6,22 

g
 

2 0 1 0 0 32,21 ± 3,77 
d
 34,42 ± 3,79 

d
 32,69 ± 2,85 

e
 

3 0 0 1 0 20,09 ± 2,38 
e
 22,18 ± 2,77 

e
 22,14 ± 2,54 

f
 

4 0 0 0 1 0,00 ± 0,00 
f
  1,74 ± 3,01 

ij
 6,16 ± 1,42

 j
 

5 0,5 0,5 0 0 72,39 ± 3,05
 a 

 185,13 ± 7,45 
a
  171,10 ± 5,77 

a
 

6 0,5 0 0,5 0 65,05 ± 4,65 
b
 72,35 ± 3,67 

b
 67,25 ± 2,51 

c
 

7 0,5 0 0 0,5 44,31 ± 5,14 
c
 77,65 ± 2,57 

b
 115,37 ± 5,78 

b
 

8 0 0,5 0,5 0 32,39 ± 2,29 
d
 32,42 ± 2,96 

d
 29,34 ± 2,65 

e
 

9 0 0,5 0 0,5 0,00 ± 0,00 
f
 7,39 ± 2,14 

gh
 12,46 ± 1,68 

gh
 

10 0 0 0,5 0,5 0,00 ± 0,00 
f
 4,98 ± 4,63 

hi
 8,89 ± 3,27 

hij
 

11 0,625 0,125 0,125 0,125 42,14 ± 3,74 
c
 45,63 ± 3,57 

c
 49,38 ± 5,73 

d
 

12 0,125 0,625 0,125 0,125 26,05 ± 4,93 
e
 32,21 ± 3,01 

d
 32,91 ± 2,69 

e
 

13 0,125 0,125 0,625 0,125 0,00 ± 0,00 
f
 0,00 ± 0,00

 j
 6,23 ± 2,16 

ij
 

14 0,125 0,125 0,125 0,625 0,00 ± 0,00 
f
 9,49 ± 8,30 

fg
 10,94 ± 5,97 

hi
 

15 0,250 0,250 0,250 0,250 23,47 ± 4,59 
e
 13,13 ± 12,03 

f
 0,00 ± 0,00 

k
 

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 

 



46 

 

 

 Comparando-se os valores de produção de AP obtidos em cada tempo de 

fermentação para cada mistura, observa-se que todos os resultados individuais se 

revelaram diferentes estatisticamente ao nível de confiança de 95%. No entanto, 

apesar da diferença estatística, foi possível observar que as misturas combinadas 

com 0,5 de MIL e 0,5 de qualquer outro substrato (misturas 5, 6, e 7),  apresentaram 

maior produção de AP, quando comparadas às misturas com proporções diferentes 

de todos os outros substratos (Figura 5). 

 

 Figura 5 - Produção de ácido propiônico, em diferentes tempos de fermentação, nas 

misturas do Ensaio A  

 

 Observa-se que, em 24 horas, a mistura que proporcionou maior 

desenvolvimento de AP, foi a mistura 5, bem como para 48 e 72 horas o que 

demonstra que a mistura das amostras MIL e RAÇ, proporcionou maior produção de 

AP. Outro fator importante é que a quantidade de MIL utilizada interfere na produção 

de AP.  Nos resultados de produção de ácido propiônico de todas as misturas 

observa-se que, quanto menores as quantidades de MIL, menor a produção de AP. 

Esse resultado pode ser explicado devido ao fato de a milhocina (MIL) ser o efluente 

de maior DQO, o que favorece uma maior produção de ácido propiônico (PAREKH 

et al. 1999; OZADALI et al. 1996; PAIK e GLATZ, 1994). 

De acordo com Parekh et al. (1999), a milhocina contém micro-nutrientes 

que são necessários para o crescimento de microrganismos, fato que também pode 

ter colaborado para maior produção de ácido propiônico. 

Leite et al. (2008), estudaram a produção de hidrogênio e ácidos orgânicos 

em sistemas anaeróbios e também observaram que para a ação dos 
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microrganismos propiônicos é indispensável uma concentração mínima de carbono, 

que pode ser fornecida pela DQO, a qual engloba concentrações de carbono 

provenientes de açúcares e nitrogênio orgânico que são nutrientes empregados  

pelas propionibactérias.  

Sreethawong et al. (2010) estudando efeitos operacionais de reatores 

anaeróbios em batelada, observou ser necessária a adequação do meio quanto a 

concentração de fonte de carbono e de nitrogênio, quando o objetivo é a produção 

de ácidos orgânicos, como observado nesse estudo. 

Através dos resultados experimentais obtidos, definiu-se que as misturas 

que proporcionaram maior produção de AP foram as que apresentaram 0,5 MIL e 

0,5 de qualquer outro substrato (RAÇ, CAR e LAC). 

 

 

5.2. Ensaio B: Estudo e obtenção das proporções de substratos nas 

misturas  

 
 Para melhor compreensão do efeito da mistura de efluentes na produção 

de AP, o segundo planejamento foi realizado em rede simplex {2,2} aumentado, para 

a obtenção da melhor concentração de cada substrato a ser empregada. Deste 

modo variou-se as concentrações de RAÇ, CAR e LAC mantendo-se fixa a 

concentração de milhocina (MIL). 

Verificou-se que a maior produção de AP foi obtida com a fermentação da 

mistura 5 (0,75% amostra MIL e 0,25%  amostra RAÇ), seguida pela mistura 8 

(0,75% amostra MIL e 0,25% amostra CAR) em todos os intervalos de tempos. A 

mistura 11 (0,75% amostra MIL e 0,25% amostra LAC) apesar de não apresentar 

grande formação de AP, em 24 e 48 horas, apresentou um valor menor apenas que 

o da amostra 5 em 72 horas (Tabela 6) (Figura 6). 
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Tabela 6 - Resultados da produção de Ácido Propiônico em relação às proporções dos substratos 
nas misturas do Ensaio B 

 VALORES CODIFICADOS TEMPO DE FERMENTAÇÃO 

 Mistura de substratos 
(proporção de volume) 

Ácido Propiônico (mg.L
-1

) 

Mistura MIL RAÇ CAR LAC 24h 48h 72h 

1 1 0 0 0 3,34 ± 5,79
 i
 50,00 ± 2,34 

e
 15,17 ± 6,22

 h
 

2 0 1 0 0 32,21 ± 3,77 
f
 34,42 ± 3,79 

g
 32,69 ± 2,85

 f
 

3 0 0 1 0 20,09 ± 2,38 
g
 22,18 ± 2,77 

h
 22,14 ± 2,54 

g
 

4 0 0 0 1 0,00 ± 0,00
 i
 1,74 ± 3,01 

k
 6,16 ± 1,42 

i
 

5 0,75 0,25 0 0 132,46 ± 4,12 
b
 196,61 ± 7,04 

A
 210,33 ± 8,72 

A
 

6 0,25 0,75 0 0 52,94 ± 3,27 
d
 40,65 ± 5,71 

f
 32,58 ± 5,10 

f
 

7 0,50 0,50 0 0 75,17 ± 2,91 
c
 83,68 ± 8,66 

c
 70,38 ± 6,45 

d
 

8 0,75 0 0,25 0 143,45 ± 3,70 
A
 148,22 ± 6,59 

b
 163,56 ± 7,44 

c
 

9 0,25 0 0,75 0 8,78 ± 4,53 
h
 70,05 ± 2,09 

d
 61,76 ± 4,42 

e
 

10 0,50 0 0,50 0 20,23 ± 3,06 
g
 18,45 ± 7,49 

i
 21,07 ± 3,79 

g
 

11 0,75 0 0 0,25 38,14 ± 6,77 
e
 48,03 ± 7,90 

e
 186,95 ± 6,63 

b
 

12 0,25 0 0 0,75 0,00 ± 0,00 
i
 0,00 ± 0,00

 k
 0,00 ± 0,00 

j
 

13 0,50 0 0 0,50 0,00 ± 0,00 
i
 10,50 ± 1,75

 j
 0,00 ± 0,00 

j
 

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 

 

 

 

 

Figura 6. Produção de ácido propiônico nas misturas do Ensaio B 

 

Os resultados de ácido propiônico obtidos estão de acordo com os 

apresentados por Elbeshbishy e Nakhla (2012), que realizaram DA de misturas de 

substratos sintéticos como fonte de carbono e fonte de nitrogênio e obtiveram 
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resultados satisfatórios em misturas com proporções de 20% fonte de nitrogênio e 

80% fonte de carbono, em uma relação de massa.  

A fonte de carbono pode ser garantida pela DQO do substrato utilizado 

para fermentação (Leite et al. 2008; Feng et al. 2011; Sreethawong et al. 2010). 

Neste caso, a MIL apresentava a maior DQO, bem como é uma excelente fonte de 

carboidratos e nitrogênio orgânico, o que contribuiu para ação dos microrganismos 

formadores de AP e, consequentemente, para a produção de AP (OZADALI et al. 

1996). 

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 6 conclui-se que as 

misturas que apresentaram maiores quantidades de MIL, foram as que 

proporcionaram maiores concentrações de AP, como já observado no ensaio A.  

Em estudos realizados por Zabriskie et al. (1980), constatou-se que a 

milhocina, além de conter carbono e nitrogênio orgânico, possui cerca de 15 a 17% 

de acido lático, que é um promissor substrato para a fermentação de AP. Segundo 

Paik e Glatz (1994), as propionibactérias preferem o lactato à glicose ou outros 

açúcares disponíveis como substrato porque, na via metabólica da glicólise 

anaeróbia (Figura 2), o lactato está presente em uma etapa posterior à da glicose, 

ou seja, as bactérias propiônicas se utilizam de uma via mais curta para obtenção de 

energia. 

Como a MIL se mostrou um substrato promissor na produção de AP optou-

se pelas mistura 5, 8 e 11, que possibilitaram as maiores produções do ácido, para 

avaliação da interferência dos fatores fervura prévia, agitação e correção do pH para 

6,5 na produção de AP. 

 

 

 5.3. Ensaio C - Avaliação das variáveis pH, agitação e fervura prévia 

do substrato na produção de AP 

 
Depois de estabelecidas as melhores misturas para produção de AP, 

ensaios A e B, prosseguiu-se com o experimento avaliando-se a influência da 

fervura prévia do substrato, agitação e correção do pH para 6,5 no processo 

fermentativo.  

 Nos itens abaixo estão apresentados os resultados da produção de AP 

obtidos a partir das misturas de substratos, variando-se as os seguintes parâmetros: 
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fervura prévia da mistura, agitação da mistura durante o período de fermentação e 

correção do pH. 

 

 

5.3.1. Efeito da fervura prévia do substrato na produção de AP  

 

 Na tabela 7 estão dispostos os resultados da influência da fervura prévia 

nas misturas de substratos (MIL+RAÇ), (MIL+CAR) e (MIL+LAC), após serem 

submetidas à aquecimento em aproximadamente 100ºC por um período de 15 

minutos. 

 

Tabela 7. Resultados dos teores de ácido propiônico produzido durante a digestão anaeróbia das 
misturas tratadas com fervura prévia a ~100 ºC por 15 minutos 

MISTURAS 
(tempo de 

fermentação) 
pH 

AR 
 (mg.L

-1
) 

DQO  
(mgO2.L

-1
) 

NTK  
(mg.L

-1
) 

ÁC PROP  
(mg.L

-1
) 

MIL+RAÇ (0h) 6,40 ± 0,17 129 ± 7,28 5228 ± 9,67 1228 ± 15,71 nd 

MIL+RAÇ (24h) 6,20 ± 0,15 123 ± 10,81 5209 ± 12,05 1105 ± 25,69 29,60 ± 2,73 
Ba

 

MIL+RAÇ (48h) 6,27 ± 0,20 119 ± 6,20 5116 ± 19,73 1000 ± 21,23 45,07 ± 2,88 
Aa

 

MIL+RAÇ (72h) 6,43 ± 0,15 117 ± 5,77 5002 ± 27,53 1122 ± 19,06 38,23 ± 2,72 
Ac

 

 

MIL+CAR (0h) 6,30 ± 0,18 140 ± 10,61 5187 ± 25,07 1035 ± 18,80 nd 

MIL+CAR (24h) 6,10 ± 0,54 133 ± 12,06 5185 ± 22,85 1004 ± 15,05 25,26 ± 2,38 
Ca

 

MIL+CAR (48h) 6,30 ± 0,21 118 ± 12,50 5084 ± 19,54 991 ± 19,57 34,93 ± 1,85 
Bb

 

MIL+CAR (72h) 6,30 ± 0,18 107 ± 14,29 5165 ± 20,66 905 ± 21,04 83,12 ± 3,30 
Ab

 

 

MIL+LAC (0h) 6,70 ± 0,13 193 ± 11,42 5172 ± 21,89 1105 ± 15,31 nd 

MIL+LAC (24h) 5,60 ± 0,29 116 ± 10,83 5144 ± 25,73 894 ± 18,75 24,52 ± 2,40 
Ba

 

MIL+LAC (48h) 5,80 ± 0,18 144 ± 13,61 5003 ± 23,63 1000 ± 15,97 20,34 ± 1,98 
Bc

 

MIL+LAC (72h) 6,20 ± 0,25 110 ± 10,09 5005 ± 23,02 947 ± 19,73 129,41 ± 5,93 
Aa

 

(*) nd:não determinado. (**) Médias seguidas de uma mesma letra maiúscula não diferem entre si 
dentro do mesmo grupo de mistura e médias seguidas de uma mesma letra minúscula não diferem 
entre as misturas em um mesmo tempo, significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 

 

Quando comparamos os resultados encontrados para produção de AP, 

apresentados na Tabela 7, com os encontrados na Tabela 6 das mistura 5, 8 e 11 

(sem fervura), pode se afirmar que, apesar das variações de concentração de AR, 

DQO e NTK, durante o período de fermentação, a fervura não interferiu 
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positivamente na produção de AP, apresentando menor produção de AP. Este fato 

se deve, possivelmente à morte dos microrganismos produtores de AP durante a 

exposição à temperatura próxima de 100ºC. 

 Esses resultados estão de acordo com os obtidos por Prakasham et al. 

(2009), que realizaram experimentos com misturas de resíduos agroindustriais, os 

quais foram submetidos a tratamento térmico prévio a 100 ºC por um período de 30 

minutos e ao final do processo também obteve baixas concentrações de propionato. 

  

 

5.3.2. Efeito da agitação na produção de ácido propiônico  

 

 A velocidade de agitação deste experimento foi fixada em 100 rpm pois 

esta foi a velocidade mínima necessária para manter as misturas dispersas e 

suspensas de forma homogênea (Tian et al. 2013). 

 

Tabela 8 - Resultados dos teores de ácido propiônico produzido durante a digestão anaeróbia das 

misturas submetidas à agitação durante o período de fermentação e correção do pH a cada 24 horas 

MISTURAS 
(tempo de 

fermentação) 
pH AR (mg.L-1) 

DQO 
(mgO2.L

-1) 
NTK (mg.L-1) 

ÁC PROP 
(mg.L1) 

MIL+RAÇ (0h) 6,40 ± 0,17 129,43 ± 7,28 5228,98 ± 9,67 1228,27 ± 15,71 nd 

MIL+RAÇ (24h) 5,87 ± 0,05 129,11 ± 4,20 5172,36 ± 11,69 1193,17 ± 30,40 55,76 ± 2,79 
Ba

 

MIL+RAÇ (48h) 6,50 ± 0,10 98,11 ± 10,71 5038,54 ± 26,74 1210,72 ± 22,64 103,09 ± 4,22 
Ab

 

MIL+RAÇ (72h) 6,57 ± 0,12 92,67 ± 6,05 5040,29 ± 32,41 1193,17 ± 30,12 101,84 ± 2,53 
Ab

 

 

MIL+CAR (0h) 6,30 ± 0,18  140,11 ± 10,61 5187,47 ± 25,07 1035,25 ± 18,80 nd 

MIL+CAR (24h) 5,90 ± 1,20 133,22 ± 30,90 5146,63 ± 17,84 1017,71 ± 30,39 45,51 ± 1,79 
Bb

 

MIL+CAR (48h) 6,40 ± 1,50 130,11 ± 25,27 5048,09 ± 24,22 972,09 ± 28,62 80,98 ± 3,25 
Ac

 

MIL+CAR (72h) 6,47 ± 0,90 123,00 ± 33,09 5013,98 ± 22,14 968,14 ± 12,15 82,00 ± 2,40 
Ac

 

 

MIL+LAC (0h) 6,70 ± 0,13 193,33 ± 11,42 5172,36 ± 21,89 1105,44 ± 15,31 nd 

MIL+LAC (24h) 5,43 ± 1,00 144,44 ± 25,54 5120,36 ± 35,66 982,61 ± 20,78 38,88 ± 1,61 
Cc

 

MIL+LAC (48h) 6,20 ± 1.22 130,78 ± 17,43 5059,13 ± 32,14 965,07 ± 20,40 146,26 ± 1,65 
Ba

 

MIL+LAC (72h) 6,23 ± 1,05 93,11 ± 15,28 5038,54 ± 31,71 947,52 ± 22,64 170,71 ± 3,60 
Aa

 

(*) nd:não determinado. (**) Médias seguidas de uma mesma letra  maiúscula não diferem entre si 
dentro do mesmo grupo de mistura e médias seguidas de uma mesma letra minúscula não diferem 
entre as misturas em um mesmo tempo, significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Comparando-se os resultados obtidos neste ensaio com os apresentados 

na Tabela 6 (sem agitação) nota-se que o efeito da agitação foi negativo na 

produção do ácido propiônico. Pois se compararmos a mistura MIL + LAC com 72 

horas de fermentação, temos que, com agitação houve produção de 170,71 mg.L-1 

e, sem agitação, de 163 mg.L-1. Já com a mistura MIL + RAÇ houve produção de 

101,84 mg.L-1 de AP com agitação e 210 mg.L-1 de AP sem agitação. Com a mistura 

MIL + CAR obteve-se produção de 82 mg.L-1  e 163 mg.L-1 de AP, com agitação e 

sem agitação, respectivamente.  

Tian et al. (2013) em seus estudos realizaram experimentos visando a 

produção de AP testando várias intensidades de agitação e obtiveram pouco mais 

que 800mg.L-1 em 100 rpm, a 55°C.  

 A baixa produção de AP em meio sob agitação se deve, possivelmente ao 

fato de a agitação ter suprimido o crescimento e propagação dos microrganismos 

produtores de AP (VAVILIN e ANGELIDAKI, 2005). Ao estudar reações 

autocatalíticas, Zhabotinsky (1991) e Vavilin e Zaikin  (1971) observaram que a 

agitação deve ser mínima para estimular a formação dos centros de iniciação da 

reação. 

 De acordo com estudos anteriores realizados por Cavaleiro et al. (2013) e  

Alves et al. (2009), os resíduos de matadouros e processamento de carnes possuem 

em sua composição uma porcentagem elevada de gorduras e graxas, o que pode ter 

influenciado negativamente na produção de AP, durante a agitação. 

 

 

5.3.3. Efeito da correção do pH na produção de ácido propiônico 

 

 A correção e manutenção da alcalinidade do meio foi testada, porque este 

pode ser um fator determinante na atuação das bactérias propiônicas (LEITE et al. 

2008). 

 Na Tabela 9 estão apresentados os resultados obtidos da fermentação 

conduzida apenas com correção inicial do pH para 6,5.  
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Tabela 9. Resultados dos teores de ácido propiônico produzido durante a digestão anaeróbia das 

misturas submetidas à correção de pH no início da fermentação  

MISTURAS 
(tempo de 

fermentação) 
pH 

AR 
 (mg.L

-1
) 

DQO  
(mgO2.L

-1
) 

NTK 
 (mg.L

-1
) 

ÁC PROP 
(mg.L

-1
) 

MIL+RAÇ (0h) 6,50 ± 0,17 129,43 ± 7,28 5228 ± 9,67 1228 ± 15,71 nd 

MIL+RAÇ (24h) 6,27 ± 0,98 124,11 ± 13,21 5105 ± 20,26 1122 ± 15,19 53,59 ± 0,99 
Cb

 

MIL+RAÇ (48h) 6,30 ± 1,12 78,22 ± 9,73 5069 ± 21,32 1070 ± 20,40 190,65 ± 3,02 
Ba

 

MIL+RAÇ (72h) 6,30 ± 1,27 70,11 ± 9,27 5033 ± 14,35 1052 ± 22,64 229,57 ± 2,17 
Aa

 

 

MIL+CAR (0h) 6,50 ± 0,18 140,11 ± 10,61 5187 ± 25,07 1035 ± 18,80 nd 

MIL+CAR (24h) 6,17 ± 1,90 121,67 ± 13,46 5048 ± 25,04 959 ± 20,19 92,12 ± 0,87 
Ca

 

MIL+CAR (48h) 6,20 ± 1,04 74,11 ± 8,69 5090 ± 16,32 929 ± 20,40 144,41 ± 2,32 
Bb

 

MIL+CAR (72h) 6,20 ± 1,00 64,22 ± 12,67 5048 ± 16,17 917 ± 17,94 154,27 ± 1,75 
Ab

 

 

MIL+LAC (0h) 6,50 ± 0,13 193,33 ± 11,41 5172 ± 21,89 1105 ± 15,31 nd 

MIL+LAC (24h) 5,67 ± 0,52 153,33 ± 19,30 5105 ± 23,72 912 ± 20,39 23,76 ± 2,37 
Cc

 

MIL+LAC (48h) 6,13 ± 0,55 113,00 ± 17,43 5038 ± 18,91 894 ± 18,43 31,53 ± 1,78 
Bc

 

MIL+LAC (72h) 6,23 ± 1,06 105,89 ± 15,81 5012 ± 20,88 877 ± 20,40 43,10 ± 3,31 
Ac

 

(*) nd:não determinado. (**) Médias seguidas de uma mesma letra  maiúscula não diferem entre si 
dentro do mesmo grupo de mistura e médias seguidas de uma mesma letra minúscula não diferem 
entre as misturas em um mesmo tempo, significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

Os melhores resultados obtidos até este momento são provenientes da 

digestão anaeróbia das misturas (MIL+RAÇ) e (MIL+CAR) com uma produção de 

229,57 e 154,27 mg.L-1, respectivamente. 

No entanto, apesar dos teores de AP obtidos das misturas (MIL+RAÇ) e 

(MIL+CAR), a mistura (MIL+LAC) não sofreu influência positiva da correção inicial de 

alcalinidade. Possivelmente por MIL possuir ácido láctico, que quando combinada ao 

LAC que apresenta lactose em sua composição, apresentaria uma excelente 

produção de AP, no entanto de acordo com Carminatti (2001), a faixa de pH ideal 

para a ação da lactase é de 6 a 7, como o pH foi corrigido inicialmente isso dificultou 

a produção de AP, já q a lactase não estava em sua faixa ideal de pH durante toda a 

fermentação. 

Outro fator que pode ter contribuído com a diminuição da produção de AP, 

foi a elevada concentração de ácidos orgânicos formada, pois esse fato reduz  o  pH 

potencialmente a níveis que inibem e, eventualmente, matam os microrganismos 

metanogênicos (MSHANDETE et al. 2004).  
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Para se determinar a influencia do pH, realizou-se um ensaio com  

manutenção do pH  em 6,5 a cada 24 horas na produção de AP. Na Tabela 10 estão 

listados os resultados encontrados. 

 

Tabela 10- Resultados dos teores de ácido propiônico produzido durante a digestão anaeróbia das 

misturas submetidas à correção de pH a cada 24 horas 

MISTURAS 
(tempo de 

fermentação) 

AR 
(mg.L

-1
) 

DQO 
(mgO2.L

-1
) 

NTK 
(mg.L

-1
) 

ÁC PROP 
(mg.L

-1
) 

MIL+RAÇ (0h) 129,43 ± 7,28 5228 ± 9,67 1228 ± 15,71 nd 

MIL+RAÇ (24h) 128,33 ± 15,85 5100 ± 18,44 1228 ± 15,19 52,17 ± 2,69 
Ba

 

MIL+RAÇ (48h) 115,44 ± 12,66 4981 ± 18,86 1193 ± 12,64 53,28 ± 2,87 
Bb

 

MIL+RAÇ (72h) 100,22 ± 9,25 4405 ± 26,32 1158 ± 19,81 114,98 ± 3,08 
Ac

 

 

MIL+CAR (0h) 140,11 ± 10,61 5187 ± 25,07 1035 ± 18,80 nd 

MIL+CAR (24h) 136,33 ± 12,57 5038 ± 28,86 1035 ± 20,39 44,09 ± 1,34 
Cb

 

MIL+CAR (48h) 121,56 ± 8,75 5013 ± 15,44 1017 ± 18,23 53,00 ± 3,20 
Bb

 

MIL+CAR (72h) 114,00 ± 9,33 5007 ± 17,83 982 ± 20,39 135,75 ± 2,10 
Ab

 

 

MIL+LAC (0h) 193,33 ± 11,42 5172 ± 21,89 1105 ± 15,31 nd 

MIL+LAC (24h) 116,67 ± 19,34 5146 ± 19,27 1017 ± 20,39 41,92 ± 2,06 
Cb

 

MIL+LAC (48h) 115,33 ± 22,01 5079 ± 15,94 1000 ± 20,40 62,27 ± 4,00 
Ba

 

MIL+LAC (72h) 64,28 ± 18,07 5007 ± 23,58 929 ± 18,64 220,96 ± 1,78 
Aa

 

(*) nd:não determinado. (**) Médias seguidas de uma mesma letra maiúscula não diferem entre si 
dentro do mesmo grupo de mistura e médias seguidas de uma mesma letra minúscula não diferem 
entre as misturas em um mesmo tempo, significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 

  

 Observando os resultados encontrados para a produção de AP, nota-se 

que a correção do pH para 6,5 a cada 24 horas de fermentação, favoreceu a 

produção de AP a partir da digestão anaeróbia da mistura (MIL+LAC). Como já 

citado anteriormente, a MIL e LAC apresentam juntas lactato e lactose, que com a 

manutenção do pH a cada 24 horas, estavam em condições ideais para a 

fermentação (6,5) aumentando assim a produção de AP a partir desses substratos 

(CARMINATTI, 2001). 

Nas demais misturas não foi possível observar uma contribuição 

significativa da manutenção do pH, já que os resultados encontrados  na Tabela 10 

para produção de AP (mg.L-1),  são inferiores aos encontrados na Tabela 9, 

mostrando que para as amostras MIL+RAÇ e  MIL+CAR o ajuste do pH não 

contribuiu para o aumento da produção. 
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5.3.4. Resultados agrupados dos teores de ácido propiônico 

produzido durante a digestão anaeróbia das misturas submetidas a todas as 

variações de condições aplicadas 

 

 Na Tabela 11 abaixo estão listados os melhores resultados alcançados na 

produção de AP, frente às modificações aplicadas. 

 

Tabela 11 – Resultados agrupados dos maiores teores de ácido propiônico (mg.L
-1

) produzidos em 
cada condição testada 

Condições MIL+RAÇ MIL+CAR MIL+LAC 

Fervura 45,07 ± 2,88 
d
 83,12 ± 3,30 

c
 129,41 ± 5,93 

c
 

Agitação/pH (24h) 103,09 ± 4,22 
c
 80,98 ± 3,25 

c
 170,71 ± 3,60 

b
 

pH (24h) 114,98 ± 3,08 
b
 135,75 ± 2,10 

b
 220,96 ± 1,78 

a
 

pH início 229,57 ± 2,17 
a
 154,27 ± 1,75 

a
 43,10 ± 3,31 

d
 

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 

 

 

 Observa-se que cada mistura de substrato apresentou um comportamento 

diferente para as modificações testadas no processo de fermentação. Entre os 

diferentes processos, houve diferença estatística pelo teste de Tukey. 

 Para a mistura de substratos (MIL+RAÇ) e (MIL+CAR), os maiores teores 

de AP, 229,57 mg.L-1 e 154,27 mg.L-1, respectivamente, foram alcançados 

corringindo-se o pH da mistura somente do início do processo, ao decorrer de 72 

horas de fermentação. Já para a mistura (MIL+LAC), a correção de alcalinidade 

somente no início do processo não foi suficiente para garantir uma produção 

satisfatória de AP. A manutenção do pH em 6,5 a cada 24 horas, apresentou um 

teor de AP de 220,96 mg.L-1 , também após transcorrido 72 horas. Assim, a 

manutenção do pH contribuiu para a etapa de acidogênese e favoreceu a atividade 

das bactérias propiônicas, como já descrito por Li et al. (2012). 

 Na figura 7, é possível visualizar o comportamento das misturas estudadas 

frente às modificações aplicadas. 
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Figura 7 - Influência das condições testadas, na produção de ácido propiônico, nas misturas de 
substratos 

 

Analisando-se a Figura 7, observa-se que a correção de pH no início  foi 

um fator determinante na produção de AP, produto da fermentação das misturas de 

substratos, pois duas misturas apresentaram o mesmo comportamento durante o 

experimento, no entanto apenas a mistura (MIL+LAC) exigiu que o pH fosse 

controlado a cada 24 horas. Segundo Pierotti (2007), há situações em que ocorre 

um decréscimo no valor do pH sem sua posterior estabilização. 

Dentre os substratos utilizados, a mistura entre MIL + RAÇ foi a que 

apresentou maior produção de AP, durante todo o decorrer do estudo. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Nos ensaios onde as condições de fermentação foram variadas (fervura 

prévia do substrato, agitação e correção do pH para 6,5), os melhores resultados de 

produção de ácido propiônico, 229,57 mg.L-1, foram obtidos com substrato composto 

por 75% de efluente do processamento de milho mais 25% de efluente de fábrica de 

ração, com 72h de fermentação, correção de pH inicial para 6,5 e sem agitação,  

seguido de substrato com 75% de efluente do processamento de milho mais 25% de 

efluente de processamento de carnes, nas mesmas condições, obtendo-se produção 

de 154,27 mg.L-1 de ácido propiônico. O substrato contendo 75% de efluente do 

processamento de milho mais 25% de efluente de laticínio, possibilitou produção de 

220,96 mg.L-1 de ácido propiônico, após 72 horas de fermentação e com correção de 

pH a cada 24 horas. As outras condições testadas não foram significativas na 

biossíntese de ácido propiônico. A análise estatística dos dados confirmou que é 

possível a utilização de codigestão de efluentes agroindustriais para a produção de 

ácido propiônico. 

De uma forma geral pode-se concluir que, nas condições empregadas, a 

utilização de misturas de resíduos agroindustriais com características semelhantes 

aos empregados no presente estudo, podem ser consideradas boas fontes para a 

produção de ácido propiônico a partir da co-digestão. A utilização desses resíduos 

como fonte para a produção de ácidos orgânicos é viável, contribuindo com o 

processo de agregação de valor econômico a sub-produtos da agroindústria.  

Com os resultados obtidos dos planejamentos experimentais com a mistura 

dos resíduos foi possível determinar a melhor combinação e ainda mais, a proporção 

de cada um dos quatro resíduos. Entretanto, os resultados indicam que o processo 

produtivo ainda apresenta qualidade inadequada quando comparado a dados da 

literatura; sendo, portanto, necessário continuar com novos experimentos. Mais 

pesquisas são necessárias, a fim de estabelecer relações entre condições do 

processo durante a fermentação acidogênica e produção de ácido propiônico de 

diferentes matérias-primas potenciais. 

O grande desafio para tornar a biossíntese do ácido propiônico competitiva 

em potencial consiste em propor soluções que tratem da limitação da conversão 

provocada pela considerável inibição da reação pelo produto principal, resultando 

em uma baixa concentração final de ácido propiônico. O fato da concentração do 
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produto desejado ser baixa leva a custos mais altos na etapa de purificação. Desta 

forma, a necessidade de compreender o processo e determinar as condições ótimas 

de operação, que possam contribuir para um aumento da conversão, é 

imprescindível para o desenvolvimento de um processo eficiente e competitivo. 
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