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RESUMO 

RABELO, C. A. B. S. Avaliação de consórcio microbiano obtido a partir de lodo de 

estação de tratamento de efluentes de indústria de papel e celulose visando à produção 

de H2 a partir de celulose. 2014. 108 F. Dissertação (Mestrado). Escola de Engenharia de 

São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2014. 

 

Ensaios em reator em batelada foram conduzidos para avaliar a produção biológica de 

hidrogênio a partir de diferentes concentrações de celulose (E1:2,0 g.L
-1

; E2: 5,0 g.L
-1

 e E3: 

10,0 g.L
-1

) em pH inicial de 6,8 a 37°C. O objetivo do trabalho foi analisar o lodo de estação 

de tratamento de efluentes de indústria de papel e celulose como inóculo para obtenção de um 

consórcio celulolítico e fermentativo. Os ensaios foram monitorados por 16 dias com análises 

de carboidratos, DQO, pH, ST, STV, biogás, ácidos orgânicos e álcoois, além de análises de 

caracterização filogenética do Domínio Bacteria. Nos três ensaios, a  produção de hidrogênio 

foi detectada a partir do quarto dia, provavelmente devido ao tempo necessário para hidrólise 

da celulose. Os dados de produção de hidrogênio foram ajustados ao modelo de Gompertz 

modificado, sendo calculado o potencial máximo de produção de H2 (P) de 1,23 mmol para 

E1, 3,14 mmol para E2 e 2,33 mmol para E3. Para os ensaios E1 e E2 observou-se 

rendimentos de H2 semelhantes; ou seja, de 0,62 mmol H2.g
-1

 de celulose. Para o ensaio E3 

observou-se 0,23 mmol H2.g
-1

 de celulose. Ácido butírico foi o principal ácido orgânico 

observado em 2,2, 1,8 e 2,2 g.L
-1

 para E1, E2 e E3, respectivamente. A fase de diminuição da 

produção de H2 foi acompanhada pela evolução de metano, ácido acético e sulfeto nos três 

ensaios. Na visualização microscópica de amostras dos ensaios foi possível averiguar a 

presença de variedade de formas e arranjos bacterianos corroborando para heterogeneidade do 

inóculo. Em relação à análise filogenética foram identificados, com mais de 95% de 

similaridade, gêneros de bactérias reconhecidamente produtoras de H2 e associadas a 

ambiente com substratos lignocelulósicos, tais como, Clostridium sp., Klebsiella sp. e 

Raoultella sp., além de consumidoras de H2 Clostridium sp., por homoacetogênese e 

Desulfovibrio sp. por sulfetogênese. A partir das análises dos resultados, foi possível afirmar 

que houve produção biológica de hidrogênio a partir de celulose como substrato e lodo de 

ETE industrial como inóculo. 

 

Palavras-chave: fermentação, homoacetogênese, Clostridium, ácido butírico, Desulfovibrio.  



 



 

ABSTRACT 

RABELO, C. A. B. S. Evaluation of microbial consortium obtained from sludge 

wastewater treatment of pulp and paper industry to the production of H2 from cellulose. 
2014. 108 F. Dissertation (Master) – Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de 

São Paulo, São Carlos, 2014. 

 

Batch assays in anaerobic reactors were conducted to evaluate the biological production of 

hydrogen from different concentrations of cellulose ( E1: 2.0 g.L
-1

; E2: 5.0 g.L
-1

 and E3: 10.0 

g.L
-1

) in initial pH of 6.8 at 37 ° C. The aim of this study was analize the sludge of a treatment 

plant of pulp and paper industry wastewater as inoculum in the anaerobic reactors. The assays 

were monitored for 16 days by analyses of total soluble carbohydrates, COD, pH, TS, TVS, 

biogas and organic acids and alcohols. Phylogenetic characterization was carried out for 

microrganisms of the Bacteria Domain by cloning and sequencing analysis. The hydrogen 

production was detected on the fourth day of the incubation for the three experimental 

conditions, probably due to the period required for cellulose hydrolysis. Hydrogen production 

data were adjusted to the modified Gompertz model, and the maximum hydrogen production 

potential (P) were 1.23 mmol for E1, 3.14 mmol for E2 and 2.33 mmol for E3. Similar 

hydrogen yields were observed for assays E1 and E2; ie 0.62 mmol H2.g
-1

 of cellulose. For E3 

the yield was 0.23 mmol H2.g
-1

 cellulose. Butyric acid was the major organic acid observed 

with 2.2, 1.8 and 2.2 g.L
-1

 to E1, E2 and E3, respectively. Hydrogen depletion in the biogas 

was accompanied by the evolution of methane, acetic acid and sulfide in the three tests. By 

means of microscopic visualization of microrganisms samples it was possible to determine the 

presence of a variety of bacterial shapes and confirming the heterogeneity of the inoculum. 

Regarding phylogenetic analysis, there were identified, with more than 95% similarity, genera 

of bacteria known as hydrogen producers or related with environments associated with 

lignocellulosic substrates such as Clostridium sp. Klebsiella sp. and Raoultella sp., consuming 

genere were also detedted, such Clostridium sp. by homoacetogênese and Desulfovibrio sp. 

by sulfidogenesis. 

 

Keywords: fermentation, homoacetogenesis, Clostridium, butyric acid, Desulfovibrio. 
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1. INTRODUÇÃO  

A demanda mundial por energia tem aumentado de forma exponencial, as reservas de 

combustíveis têm diminuído e a queima de combustíveis fósseis tem sérios efeitos negativos 

sobre o ambiente por causa da emissão de CO2. Em resposta a tais percepções, a busca de 

novas fontes de energia sustentável em substituição aos combustíveis fósseis tem sido foco de 

diversas pesquisas (KAPDAN e KARGI, 2006; LYND et al., 2008). Desse modo, tem-se 

como possibilidade o uso de hidrogênio como fonte de energia, o qual pode ser obtido a partir 

de processos físico-químicos e biológicos.   

Os processos físico-químicos como, por exemplo, a hidrólise de hidrocarbonetos e a 

dissociação térmica direta da molécula de água, são bem conhecidos, entretanto não 

apresentam custo-benefício satisfatório devido à alta demanda energética. Já os processos 

biológicos têm despertado crescente interesse, pois estes processos são geralmente operados à 

temperatura e pressão ambientes, ocasionando menor consumo de energia e balanços 

energéticos favoráveis (DAS, VEZIROGLU, 2008; DAS, 2009). 

 Os processos biológicos de produção de H2 incluem a biofotólise direta ou indireta da 

água, processos foto-fermentativos, processos fermentativos e processos híbridos (KAPDAN, 

KARGI, 2006; WANG, WAN, 2009; KIRTAY, 2011). Dentre estes, aqueles em que estão 

envolvidas bactérias fermentativas são atrativos, devido principalmente à maior produção de 

H2, quando comparada aos outros processos biológicos, além da possibilidade de utilização de 

diferentes resíduos orgânicos como substrato (MATHEWS, WANG, 2009).  

 Na fermentação, substratos ricos em matéria orgânica são convertidos em compostos 

mais simples, como ácidos orgânicos voláteis, álcool, H2 e CO2 (MATHEWS, WANG, 2009). 

O baixo custo e a disponibilidade de substratos são requisitos para ter um impacto 

significativo sobre os desafios de energia e sustentabilidade (LYND et al., 2008). Nesse 

sentido, resíduos de celulose representam uma alternativa sustentável, uma vez que têm baixo 

custo de obtenção, e são renováveis e abundantes. (DEMAIN, 2009).  

Para a utilização da celulose como substrato é indispensável o uso de um inóculo que 

promova a conversão fermentativa da celulose em H2, com a mínima (ou nenhuma) adição de 

celulases exógenas ao processo metabólico, uma vez que as enzimas, ainda, são importantes 

em termos do processamento destes resíduos e (LYND et al., 2008).  

O uso de resíduos celulósicos como substrato para produção de H2 tem sido foco de 

pesquisas no Laboratório de Processos Biológicos do Departamento de Hidráulica e 

Saneamento da Escola de Engenharia de São Carlos – Universidade de São Paulo (LPB – 
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EESC – USP). Rendimentos satisfatórios de H2 têm sido obtidos a partir de papel (BOTTA et 

al., 2012) e celulose em pó (RATTI et al., 2013). Botta et al. (2012) utilizaram papel (0,5 g.L
-

1
) como substrato e fluido de rúmen como inóculo em reatores anaeróbios em batelada e 

obtiveram rendimentos de H2 de 42 mmol.g
-1

 de papel. Ratti et al. (2013) utilizaram celulose 

como substrato (10 g.L
-1

) e lixiviado de aterro sanitário como inóculo. Nesse último caso, os 

autores obtiveram 12,6 mmol de H2.g
-1

 de celulose. Entretanto, nos trabalhos supracitados, foi 

relatada a necessidade do uso da enzima celulase para a hidrólise dos substratos celulósicos, 

uma vez que, provavelmente, as bactérias celulolíticas foram eliminadas quando os inóculos 

foram submetidos ao pré-tratamento térmico. 

 Deste modo, o objetivo deste trabalho foi obter a produção de H2 a partir de celulose 

como substrato, sem adição de enzima celulase. Para tanto, utilizou-se como inóculo o lodo da 

estação de tratamento de efluentes (ETE) de indústria de papel e celulose. O inóculo foi 

escolhido por se tratar de um lodo anaeróbio, proveniente de lagoa de tratamento, misto e 

passível de conter bactérias celulolíticas e fermentativas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 Avaliar o lodo biológico da estação de tratamento de efluentes (ETE) de indústria de 

papel e celulose como fonte de inóculo para obtenção de consórcio celulolítico e 

fermentativo visando à produção de H2. 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a produção de hidrogênio a partir de diferentes concentrações de celulose; 

 Avaliar a formação de açúcares solúveis nos reatores em batelada; 

 Avaliar a produção de ácidos orgânicos e álcoois nos reatores em batelada; 

 Caracterizar e comparar filogeneticamente o consórcio microbiano gerador e 

consumidor de hidrogênio. 



4 

 



5 

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Hidrogênio como fonte alternativa de energia 

Os combustíveis alternativos têm sido foco de diversas pesquisas devido, 

principalmente, ao aumento da demanda por energia limpa que minimiza a geração de 

impactos ambientais. Dentre os combustíveis alternativos, o hidrogênio é interessante, não só 

como fonte de energia, mas também como matéria-prima utilizada para a produção de 

produtos químicos, hidrogenação de gorduras e óleos na indústria alimentar, produção de 

dispositivos eletrônicos de processamento de aço e também para a dessulfurização e 

reformulação da gasolina nas refinarias (KAPDAN, KARGI, 2006).  

Os métodos de produção de hidrogênio podem ser divididos em função das principais 

matérias-primas utilizadas - combustíveis fósseis, água e biomassa. Com a utilização de 

combustíveis fósseis, é possível obter hidrogênio por meio da reforma a vapor do gás natural, 

oxidação parcial de hidrocarbonetos pesados e gaseificação do carvão. Já com a utilização de 

água como substrato, os processos de obtenção de hidrogênio são eletrólise da água, foto-

eletroquímicos e termoquímicos. A produção biológica de hidrogênio, a gaseificação da 

biomassa, a reforma a vapor do etanol e a reforma em fase líquida são os métodos possíveis 

para produção de hidrogênio quando se utiliza biomassa como substrato (KAPDAN, KARGI, 

2006; DAS, VEZIROGLU, 2008).  

 O percentual de produção de hidrogênio a partir de diferentes matérias primas é 

variável (Figura 3.1). A maioria do hidrogênio é produzida a partir de fontes não renováveis, 

como o petróleo, gás natural e carvão. Quase a metade de todo o hidrogênio produzido é 

obtido a partir de processos térmicos catalíticos e gaseificação utilizando gás natural como 

matéria-prima (40%), os óleos pesados e nafta compõem a segunda maior fonte (30%), 

seguido pelo carvão (18%), e apenas 4% é gerado da água a partir da eletrólise e 1% de 

biomassa. Em suma, verifica-se que os processos baseados em combustíveis fósseis são 

responsáveis por 95% da produção global de hidrogênio (DAS, 2009; BALAT, KIRTAY, 

2010).  
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A utilização de materiais residuais como substrato e a operação que ocorre, 

geralmente, em temperatura ambiente e pressão atmosférica, é uma possibilidade atrativa em 

termos de produção biológica de hidrogênio (DAS, 2009). Por meio dessa alternativa é 

possível obter produção descentralizada de energia, em pequena escala, em locais de 

disponibilidade de biomassa, evitando assim custos adicionais com o transporte (KOTAY, 

DAS, 2008).  

O biohidrogênio pode ser produzido por meio da biofotólise direta da água utilizando 

algas verdes, biofotólise indireta da água por cianobactérias, fotofermentação de compostos 

orgânicos por meio de bactérias fotossintéticas, fermentação de compostos orgânicos por 

bactérias fermentativas e sistemas híbridos utilizando bactérias fotossintéticas e fermentativas. 

Tanto bactérias anaeróbias facultativas, quanto anaeróbias obrigatórias podem ser 

responsáveis pela produção fermentativa de hidrogênio (DAS, 2009; DAS, VEZIROGLU, 

2008; MATHEWS, WANG, 2009; KIRTAY, 2011). 

Na fermentação de compostos orgânicos, ocorre a degradação da matéria orgânica em 

H2, CO2 e ácidos orgânicos de cadeia curta. Pela via do acetato (Equação 1) ou butirato 

(Equação 2), 2 moles de H2 são gerados concomitantemente com 1 mol do ácido (GADOW, et 

al., 2013).   

 

 

 

Figura 3.1:Percentual de produção de hidrogênio a partir de diferentes matérias-primas. Fonte 

dos dados: DAS, 2009; BALAT; KIRTAY, 2010. 
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Glicose + 2H2O  2acetato + 2CO2 + 4H2                (1) 

 

Glicose  butirato + 2CO2 + 2H2                    (2) 

 

Largo espectro de substratos pode ser utilizado nesta via fermentativa, incluindo 

substratos contidos em resíduos, o que facilita e favorece a sua reciclagem (DAS, 

VEZIROGLU, 2008; DAS, 2009; KIRTAY, 2011). Resíduos líquidos e materiais celulósicos 

insolúveis são também passíveis de serem utilizados como substratos para produção de 

hidrogênio (NANDI, SENGUPTA, 1998; KIRTAY, 2011). 

A Tabela 3.1 apresenta pesquisas recentes conduzidas com o propósito de produzir 

hidrogênio a partir de diferentes substratos orgânicos.  

Tabela 3.1:Substratos orgânicos para produção biológica de hidrogênio. 

Referência Inóculo Substrato Rendimento de H2 

Chen e Lin, 

2003 
Lodo de ETE Sacarose 

4,52 mol H2.mol
-1

 

sacarose 

Fernandes, 

2008 

Cultura mista a 

partir de 

fermentação natural 

Esgoto sanitário 6,0 mmol H2.g
-1

 DQO 

Vinhaça 24,9 mmol H2.g
-1

 DQO 

Glicerina 6,0 mmol H2.g
-1

 DQO 

Sacarose 12,8 mmol H2.g
-1

 DQO 

Liang et al., 

2010 
Lodo de AnSBR Glicose 1,36 mol H2.mol

-1
 glicose 

Maintinguer, 

2011 

Cultura mista de 

reator UASB 
Xilose 0,8 mol H2.mol

-1
 xilose 

Peixoto, 2011 
Cultura mista 

acidogênica 

Água residuária de 

parboilização de arroz 
1,1mmol H2.g

-1
 DQO 

Vinhaça 0,9 mmol H2.g
-1

 DQO 

Botta, 2012 
Cultura mista de 

rúmem 
Papel + celulase 42 mmol H2.g

-1
 papel 

Lazaro, 2012 
Cultura mista de 

UASB 

Vinhaça de cana-de-

açúcar 

10,5 mmol H2.g
-1

 

carboidrato 

 

Chen e Lin (2003) avaliaram o desempenho de Reator Contínuo de Tanque Agitado 

(CSTR), a 35°C, para produção de hidrogênio com sacarose como substrato (20 g DQO.L
-1

) e 

inóculo proveniente de tanque de aeração da estação de tratamento de esgoto de Taichung 

(Taiwan). Os autores concluíram que produção de gás de hidrogênio aumentou de 4,9 para 

26,9 L H2.L
-1

.d
-1

, com diminuição do TDH de 13,3 h para 3 h, mas, diminuiu para 20,8 L 

H2.L
-1

.d
-1

, com TDH de 2 h. Sob condição estacionária, em TDH de 13,3 h, a taxa de 

produção de hidrogênio foi de 4,52 mol H2.mol
-1

 sacarose. 

Diferentes águas residuárias foram testadas no trabalho de Fernandes (2008) utilizando 

reatores anaeróbios de Leito Fixo de Fluxo Ascendente e inóculo fermentativo. Os substratos 
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testados possibilitaram a geração de H2, sendo que a efetividade foi diretamente relacionada 

com a disponibilidade de matéria orgânica facilmente biodegradável e as condições 

nutricionais. Os rendimentos de H2 obtidos para os diferentes substratos foram os seguintes: 

24,8, 12,8, 6,0 e 6,0 mmol.g
-1

 de DQO para vinhaça, sacarose, esgoto sanitário, e glicerina, 

respectivamente 

Liang et al. (2010) investigaram o desenvolvimento de grânulos bacterianos 

produtores de hidrogênio em reator anaeróbio operado em batelada sequencial (AnSBR) com 

glicose (6,94 g/L) como fonte de carbono. Pré-tratamento térmico (80°C por 20 minutos) e 

subsequente tratamento ácido (pH 2,0 durante 24 horas) foram realizados no lodo suspenso do 

reator no início da operação. No 35º dia de operação do reator, o lodo foi submetido a outro 

tratamento térmico. Os autores isolaram e identificaram três espécies de Clostridium: C. 

celerecrescens, C. pasteurianum e C. acetobuylicum nos grânulos produtores de hidrogênio. 

O rendimento de hidrogênio obtido foi de 1,36 mol/mol glicose. 

Maintinguer et al. (2011) obtiveram hidrogênio a partir de diferentes concentrações de 

xilose (630,0; 1341,0; 1848,0 e 3588,0 mg/L) metabolizada por inóculo proveniente de lodo 

de reator UASB, usado no tratamento de dejetos de suinocultura. O lodo foi pré-tratado a 

quente (90°C por 15 minutos) e mantido em pH inicial de 5,5. Foram utilizados reatores 

anaeróbios em batelada a 37ºC. Os autores identificaram, por meio da clonagem e 

sequenciamento do inóculo enriquecido, bactérias semelhantes a Clostridium, Klebsiella e 

Burkholderia. Além disso, foi observado que as concentrações de xilose utilizadas não 

inibiram o crescimento microbiano e a produção de hidrogênio, sendo que o maior 

rendimento de produção foi observado para 3.588 mg xilose/L (0,8 mol H2/mol xilose). 

No trabalho de Peixoto (2011), o hidrogênio foi produzido em reatores em batelada 

com inóculo acidogênico e água residuária de parboilização de arroz (5,3 g.L
-1

 de DQO) e 

vinhaça (2,1 g.L
-1

 de DQO) como substratos. Os rendimentos de produção de H2 foram de 1,1 

e 0,9 mmol.g
-1

 de DQO para água residuária de parboilização de arroz e vinhaça, 

respectivamente. 

Lazaro (2012) estudou a produção de hidrogênio a partir de vinhaça da cana-de-

açúcar, utilizando reatores em batelada. O inóculo utilizado foi oriundo de lodo granulado de 

reator anaeróbio e de consórcio de bactérias mesofílicas produtoras de hidrogênio, ambos os 

consórcios submetidos ao pré-tratamento térmico (90°C por 10 minutos). A produção de 

hidrogênio foi avaliada a partir de diferentes concentrações de vinhaça a 37°C e 55°C. O 

potencial de produção do gás aumentou de 4,3 mmol para 28,4 mmol de H2 com o aumento da 

concentração da DQO de vinhaça de 2 para 12 g.L
-1

, em temperatura mesofílica (37°C). Em 
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temperatura termofílica (55°C), também foi observada produção de hidrogênio em todas as 

concentrações de vinhaça utilizadas, sendo que o potencial de produção de hidrogênio (5 e 6,7 

mmol de H2 para 2 e 12 g.L
-1

 de DQO de vinhaça, respectivamente) foi menor que o 

observado para os ensaios a 37°C. 

De acordo com Das (2009), os relatos das velocidades de produção H2, estabilidade e 

eficiência desses processos estão muito aquém para a comercialização. O maior gargalo dos 

processos de produção para a comercialização do biohidrogênio é a utilização de estirpes 

microbianas capazes de degradar diferentes substratos carbonáceos presentes nos resíduos, 

gerando grandes quantidades de H2. 

3.2. Resíduos de celulose como substrato 

A biomassa, como um produto da fotossíntese, é o recurso renovável mais versátil que 

pode ser utilizado para a produção sustentável de hidrogênio (NATH, DAS, 2003). A 

utilização destes materiais é uma opção econômica, ambientalmente correta e sustentável para 

produção de hidrogênio. Todavia, para a utilização desse resíduo, necessita-se, ainda, de 

muito entendimento e a busca de bactérias celulolíticas provenientes de diferentes inóculos, 

com a finalidade de obter a hidrólise da celulose em açúcares solúveis. Isso pode ser obtido a 

partir da adição de enzimas, por conseguinte, até certo ponto inviável economicamente 

(CHENG, CHANG, 2011).  

As fontes de energia de biomassa mais importantes são as seguintes: madeira e 

resíduos de madeira, resíduos agrícolas e seus subprodutos, resíduos sólidos urbanos, resíduos 

de processamento de alimentos, plantas aquáticas e algas (BALAT, KIRTAY, 2010).  

A produção de hidrogênio a partir dessa biomassa é economicamente competitiva 

cujas vantagens são as seguintes: (i) independência de importação de petróleo, (ii) produto 

líquido, o biogás, permanece dentro do país, (iii) nível estável de preços e (iv) o balanço de 

CO2 pode ser melhorada em cerca de 30% (DEMIRBAS, 2008). 

A estrutura química e os principais componentes orgânicos da biomassa celulósica são 

extremamente importantes no desenvolvimento de processos para a produção de combustíveis 

e de produtos químicos derivados. A composição química da biomassa varia muito mas, em 

geral, a celulose é o princial constituinte (BALAT, 2009). 

Por causa da dificuldade de hidrólise da celulose, o uso da biomassa como substrato 

para produção de H2 tem sido limitado (LYND et al., 2002) e em poucos estudos é elucidado 

o entendimento do processo (GADOW, 2013). 
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A celulose é um polímero linear constituído por unidades D-glicose unidas entre si por 

ligações glicosídicas β (14) (ZHANG, LYND, 2004). Esta estrutura (Figura 3.2) possibilita 

a formação de ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, acarretando na agregação das 

cadeias celulósicas em “fibras elementares” com alto grau de cristalinidade. Estes agregados 

conferem elevada resistência à tensão, tornando a celulose insolúvel em grande número de 

solventes e explica, pelo menos em parte, a sua resistência à degradação microbiana (ZHANG 

et al., 2006; DEMAIN, 2009; CANILHA, et al., 2012). 

 

Figura X: Estrutura química da celulose. Adaptado de FERREIRA et al., 2009 

 

Uma das características mais importantes da celulose como substrato para os 

microrganismos é a sua insolubilidade. Sendo assim, a degradação deste polímero ocorre fora 

da célula, em associação com o envelope celular ou extracelular. Uma vez que os produtos da 

degradação da celulose estejam disponíveis como fonte de carbono, eles podem ser utilizados 

por outros microrganismos que habitam o mesmo ambiente formando, desta forma, a base das 

interações microbianas do meio (LESCHINE, 1995). O mecanismo amplamente aceito para 

hidrólise enzimática da celulose envolve ações sinérgicas de endoglucanases, exoglucanases e 

β-glicosidases (ZHANG, LYND, 2004; WILSON, 2009).  

As etapas do processo de hidrólise ocorrem simultaneamente (Figura 3.3). 

Primeiramente, a hidrólise por endoglucanases e exoglucanases ocorre na superfície do 

substrato sólido liberando açúcares solúveis, com grau de polimerização superior a 6, para a 

fase líquida. Esta etapa de despolimerização é o passo limitante para todo o processo de 

hidrólise de celulose (JOGER et al., 2001; ZHANG et al., 2006). A hidrólise secundária, que 

ocorre principalmente na fase líquida, envolve a hidrólise de celobiose em glicose por β-

glicosidases (ZHANG et al., 2006). A ação das enzimas β-glicosidases, além de finalizar a 

despolimerização, também contribui para a taxa global do processo consumindo a celobiose, 

que é um inibidor de endo e exoglucanases (OLSEN et al., 2010). 

Figura 3.2: Estrutura química da celulose (modificado de FERREIRA et al., 2009). 
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Figura 3.3: Esquema da hidrólise enzimática da celulose (modificado de ZHANG et al., 2006). 

 

Microrganismos produtores de celulases são encontrados em diversos grupos 

taxonômicos, em sua maioria bactérias e fungos. Tais microrganismos desempenham papel 

importante na biosfera e fazem parte do ciclo do carbono por meio da reciclagem da celulose 

(BÉUIN, AUBERT, 1994). 

Muitas bactérias são capazes de promover a bioconversão dos substratos celulósicos 

em unidades de fácil assimilação para seu metabolismo. É provável que alguns dos polímeros 

diferentes que se encontram presentes nas paredes das células das plantas sejam degradados 

por diferentes microrganismos (WILSON, 2011). Lynd et al. (2002) relatam a capacidade 

celulolítica de três grupos fisiológicos principais do domínio Bacteria: (i) bactérias anaeróbias 

fermentativas e Gram-positivas (Clostridium, Ruminococcus e Caldicellulosiruptor) e Gram 

negativas (Butyrivibrio, Acetivibrio e Fibrobacter); (ii) bactérias Gram-positivas aeróbias 

(Cellulomonas e Thermobifida); e (iii) outras bactérias aeróbias (Cytophaga e 

Sporocytophaga). Além destas bactérias, destacam-se como produtoras de celulases: 

Cellulosimicrobium cellulans (LO et al., 2009);  Bacillus sp. (SUTO, TOMITA, 2001) e 

Pseudomonas sp. (CHENG, CHANG, 2011). Não há citações de microrganismos celulolíticos 

do domínio Archaea. 

Diferentemente da degradação aeróbia da celulose, uma comunidade fisiologicamente 

diversa é responsável pela degradação anaeróbia desse composto (Figura 3.4). Por meio do 
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processo fermentativo ocorre a formação de CO2, H2, ácidos orgânicos e álcoois. O H2 é 

utilizado pelos microrganismos homoacetogênicos e metanogênicos na produção de acetato e 

CH4, respectivamente. As bactérias acetogênicas fermentam ácidos orgânicos, como ácido 

propiônico e butírico, além de álcoois, e produzem ácido acético, CO2 e H2. Estas bactérias 

acetogênicas crescem muito lentamente e a fermentação de ácidos orgânicos é usualmente a 

etapa limitante na degradação anaeróbia da celulose (LESCHINE, 1995). 

 

 

Figura 3.4: Diagrama representando a degradação anaeróbia da celulose (modificado de 

LESCHINE, 1995). 

 

Para a produção de H2 a partir da hidrólise e fermentação da celulose, a utilização de 

inóculos mistos têm sido considerada por conter maior variedade de microrganismos e maior 

potencial de obter bactérias celulolíticas e fermentativas em sinergismo (CHU et al., 2011). 

Além disso, o uso de culturas mistas e naturais torna o processo mais simples, sob o ponto de 

vista da operação e controle, além de permitir a utilização de uma fonte mais ampla de 

substratos (LAY, 2001).   

3.3. Produção biológica de H2 a partir de resíduos de celulose 

Analisando os resultados das pesquisas pode-se observar que ainda não há um acordo 

sobre as condições ideais de pH, temperatura, requerimentos nutricionais para a produção 
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biológica de H2 a partir de celulose. Como inóculo, em algumas pesquisas de produção de H2 

foram considerados o uso de culturas mistas (LIN, HUNG, 2008; REN et al. 2010), co-

cultivos com culturas puras (GENG et al., 2010), adição de celulase exógena (RATTI et al., 

2013) e também a separação da hidrólise da celulose e fermentação dos açúcares solúveis 

(LAKSHMIDEVI, MUTHUKUMAR, 2010; CHENG, CHANG, 2011) (Tabela 3.2). 

Tabela 3.1: Comparação dos rendimentos de produção de H2 a partir de substratos celulósicos e 

diferentes fontes de inóculo 

Inóculo 
Substrato  

(g.L
-1

) 
T (ºC) pH 

Rendimento de 

H2 
Referência 

Lodo anaeróbio 
Celulose 

12,5 
37 7 

2,2 mmol.g
-1

 de 

celulose 
Lay, 2001 

Esterco de gado 
Celulose 

10 
55 7,8 

2,8 mmol.g
-1

 de 

celulose 

Lin, Hung, 

2008 

Co-cultivo de 

C.acetobutylicum e 

E.harbinense 

Celulose 

10 
37 5 

8,1 mmol.g
-1

 de 

celulose 

Wang et 

al., 2008 

Esterco de gado 
Celulose 

10 
37 6,8 

5,6 mmol.g
-1

 de 

celulose 

Ren et al., 

2010 

Co-cultivo de 

C.thermocellum e C. 

thermopalmariom 

Papel de filtro 

4,5 
55 5,8 

1,4 mol.mol
-1

 

de glicose 

Geng et al., 

2010 

Hidrólise por T. 

reesei e fermentação 

por E.aerogens 

Efluente 

industrial 

22 

35 7 
2,0 mol.mol

-1
 

de açúcares 

Lakshmide

vi, 

Muthukum

ar (2010) 

Hidrólise por 

Pseudomonas sp. e 

fermentação por 

Clostridium 

pasteurianum 

Bagaço de cana 

17 
37 6 

0,96 mol.mol
-1

 

de glicose 

Cheng, 

Chang 

(2011) 

Lixiviado + celulase 
Celulose 

10 
37 7 

12,6 mmol 

H2.g
-1

 de 

celulose  

Ratti et 

al.,2013 

 

Lay (2001) estudou a produção de H2 a partir de diferentes concentrações de celulose 

(12,5 a 50,0 g.L
-1

 de celulose) e inóculo misto de digestor anaeróbio. O reator em batelada foi 

operado a 37°C e pH inicial de 7,0. O inóculo foi submetido ao pré-tratamento térmico que 

suprimiu, eficientemente, as bactérias hidrogenotróficas. O melhor rendimento de produção 

de H2 (2,18 mmol.g
-1

 de celulose) foi obtido com 12,5 g.L
-1

 de celulose. 

Lin e Hung (2008) optaram pelo uso de um inóculo microbiano misto obtido de 

esterco de gado para produção de H2 a partir de celulose em reatores em batelada. O 

experimento foi conduzido a 55°C e valores de pH de 5,5 a 9,0 foram testados. O inóculo foi 

cultivado em meio de enriquecimento por quatro dias. Este procedimento foi mais eficiente 

para favorecimento das bactérias produtoras de H2 e inibição das arqueias metanogênicas do 
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que o pré-tratamento térmico. O pH que melhor favoreceu o cultivo das bactérias produtoras 

de H2 foi entre 7,6 a 8,0. O rendimento de H2 obtido sob estas condições e com 10 g.L
-1

 de 

celulose foi de 2,8 mmol H2.g
-1

 de celulose. A diversidade de bactérias do inóculo obtido nos 

reatores foi analisada por PCR/DGGE e algumas bandas do gel de DGGE foram recortadas, 

clonadas e sequenciadas. Foi constatada similaridade com os gêneros Klebsiella, 

Pseudomonas, Clostridium e Streptococcus.  

Wang et al. (2008) relataram rendimento de 8,1 mmol de H2.g
-1

 de celulose, para 

tanto, os autores utilizaram co-cultivo de Clostridium acetobutylicum X9 com Ethanoigenens 

harbinense B49 em reatores em batelada operados a 37ºC e pH 5,0. Quando utilizaram apenas 

C. acetobutylicum X9 para produção de H2 a partir de 10,0 g.L
-1

 de celulose, o rendimento foi 

de 3,6 mmol de H2.g
-1

 de celulose. 

Diferentes concentrações de celulose (5, 10, 15, 20 e 25 g.L
-1

) foram estudadas para 

produção de H2 com cultura mista enriquecida de esterco de gado como inóculo (Ren et al., 

2010). A produção de H2 foi avaliada em reatores em batelada, a 37ºC e pH 6,8. A produção 

cumulativa de H2 foi crescente de 828,0 mL com 5 g.L
-1

para 1.251,0 mL com 10 g.L
-1 

de 

celulose, sendo que concentrações maiores de celulose não resultaram em maior concentração 

de H2. O maior rendimento obtido por estes autores foi de 5,6 mmol H2.g
-1

 de celulose com 

10,0 g.L
-1

 de celulose. Por meio do uso de inóculo obtido a partir de esterco de gado 

verificou-se a conversão de celulose em H2. Além disso, quando foi realizado o 

enriquecimento da cultura ocorreu a eliminação de bactérias hidrogenotróficas sem a 

necessidade de pré-tratamentos. 

O uso de co-cultivo de Clostridium thermocellum, que é uma bactéria celulolítica e 

produtora de H2, com C. thermopalmariom, não celulolítica e produtora de H2, foi 

considerado por Geng et al. (2010) para produção de H2 em reatores em batelada, operados a 

55°C e pH 5,8.  Os autores relataram rendimento de 1,36 mol H2.mol
-1

 de equivalente de 

glicose a partir de 4,5 g.L
-1

 de papel de filtro.  

Lakshmidevi e Muthukumar (2010) optaram por separar o processo de produção de H2 

a partir de celulose em duas etapas: a hidrólise enzimática do efluente de indústria de papel e 

celulose e posterior produção de hidrogênio a partir do hidrolisado. Para a hidrólise 

enzimática foi utilizada celulase obtida de Trichoderma reesei, o qual foi cultivado em 

reatores em batelada, a 29ºC com glicose, xilose e arabinose como substratos (22 g.L
-1

). Para 

fermentação do hidrolisado (com 22 g.L
-1

 de açúcares), os autores utilizaram cultura pura de 

Enterobacter aerogens em reatores em batelada operados a 35ºC e pH 7,0 e obtiveram 

rendimento máximo de 2,03 mol H2/mol açúcar.   
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Cheng e Chang (2011) também optaram pela produção de hidrogênio a partir de 

materiais celulósicos com a hidrólise e fermentação acontecendo separadamente. Os autores 

utilizaram bagaço de cana-de-açúcar como substrato, o qual foi hidrolizado por Pseudomonas 

sp. A hidrólise foi conduzida a 45ºC e pH 6,0 e, após 162 horas, o hidrolisado consistia de 

13,2 g.L
-1

 de glicose e 3,8 g.L
-1

 de xilose. Posteriormente, o substrato hidrolizado foi 

submetido a fermentação em reatores de batelada a 37ºC e pH 6,0 com Clostridium 

pasteurianum. O rendimento obtido foi de 0,96 mol H2.mol
-1

 de glicose. 

Ratti et al. (2013) estudaram a produção de H2 a partir de diferentes concentrações de 

celulose (2,5, 5,0 e 10,0 g.L
-1

) em reatores em batelada e lixiviado como inóculo acrescido de 

celulase comercial, a 37°C e pH 7,0. Os autores obtiveram para 10 g.L
-1

 de celulose, 

rendimento de 12,6 mmol de H2.g
-1

 de celulose. Tal resultado foi atribuído à adição da enzima 

celulase que potencializou a utilização da celulose como substrato para produção de H2. 

Bactérias fermentativas similares a Clostridium sp foram identificadas por meio da clonagem 

e sequenciamento do gene RNAr 16S. 

Conforme apresentado nesta revisão, diversas pesquisas têm sido realizadas a partir de 

substratos celulósicos com resultados significativos de produção de H2. Para tanto, os 

pesquisadores têm considerado o uso de culturas puras como inóculo, co-cultivos e adição de 

celulase. Com base nestes estudos, neste trabalho objetivou-se a produção de H2, com 

celulose como substrato, porém sem enzimas exógenas para potencializar a hidrólise da 

celulose e sem pré-tratamentos do inóculo a fim de não eliminar bactérias celulolíticas.  

Para isso, buscou-se uma fonte de inóculo diferente daquelas já estudadas no grupo de 

pesquisa do LPB, ou seja, um inóculo oriundo da ETE de uma indústria de papel e celulose.  

A produção de H2 a partir de celulose como substrato, mesmo sem grandes valores de 

rendimentos de H2, já pode ser considerado resultado satisfatório para o grupo de pesquisa, o 

que significa a manutenção e atividade de bactérias celulolíticas em um inóculo também 

fermentativo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. Esquema operacional 

O trabalho foi dividido em duas etapas diferentes e subsequentes (Figura 4.1): (1) 

definição do meio de cultivo e (2) ensaios de produção de hidrogênio a partir de diferentes 

concentrações de celulose. Cada etapa foi procedida de reativação do inóculo objetivando 

enriquecimento das populações de bactérias do inóculo. 

 

Figura 4.1: Fluxograma experimental. 
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4.2. Substrato 

Celulose microcristalina em pó com partículas com 20µm (Sigma-Aldrich) foi usada 

como substrato nos reatores anaeróbios em batelada para avaliar a produção de hidrogênio. 

4.3. Inóculo 

O inóculo utilizado nos ensaios foi proveniente do lodo da Lagoa Aerada Facultativa 

da Estação de Tratamento de Efluentes (ETE) da Indústria Suzano Papel e Celulose S.A., 

localizada em Limeira, SP. Essa ETE é composta por sistemas de Lagoas Aeradas 

Facultativas onde ocorre sedimentação parcial de lodo no fundo da lagoa, processando uma 

fase anaeróbia (MINEGATTI, 2010).  

O lodo foi coletado no fundo da lagoa anaeróbia com amostrador de sedimentos, 

transferido para frascos plásticos de 5 L e acondicionados em caixa térmica com gelo 

reciclável, durante o transporte. Uma vez no laboratório, o lodo foi estocado sob refrigeração 

a 4ºC.  

 4.4. Reativação do inóculo 

Antes da montagem dos reatores de produção de hidrogênio, o inóculo era submetido a 

reativação em meio de cultivo rico em nutrientes (HO et al., 2012) (Tabela 4.1) com a 

finalidade de permitir o enriquecimento de todas as populações bacterianas do inóculo. Para 

tanto, o meio de cultivo foi preparado em água previamente fervida e submetida à atmosfera 

de N2/CO2 (70%/30%), durante 20 minutos. Após a água esfriar e atingir temperatura de 37ºC, 

os componentes do meio de cultivo eram adicionados e homogeneizados e o pH ajustado para 

6,8 com soluções de HCl 1M ou NaOH 1M.   

Tabela 4.1: Composição do meio de enriquecimento. 

Composição Concentração (g.L
-1

) 

Glicose 10 

Extrato de levedura 10 

Triptona 5 

Água ultra-purificada 1000 mL 

 

O meio de cultivo era, então, acondicionado em Frascos de Duran
®
 mantendo-se 40% 

de meio reacional e 60% de headspace. Adicionou-se 10% do volume do meio reacional de 

inóculo e, após a inoculação, os reatores eram submetidos à atmosfera gasosa de N2/CO2 

(70%/30%), durante 20 minutos, de forma a manter o ambiente anaeróbio. Após a troca 

gasosa, os reatores foram fechados com tampa de butila e rosca plástica e incubados a 37°C. 
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O crescimento celular foi monitorado indiretamente com análises diárias de H2 até a 

constatação da fase exponencial de crescimento. 

Constatado o início da fase exponencial, que aconteceu com seis dias, o ensaio de 

reativação foi finalizado e o inóculo foi centrifugado e utilizado nos ensaios seguintes, tanto 

de escolha do meio de cultivo quanto de produção de H2. 

 

4.5. Ensaios para escolha do meio de cultivo 

Três meios de cultura foram avaliados visando escolher aquele que melhor favorecesse 

o crescimento de bactérias celulolíticas e fermentativas. Os seguintes meios de cultura foram 

testados: LGM 94 (ATLAS, 2005), Del Nery (DEL NERY, 1987) e Ho (HO et al., 2012) 

(Tabela 4.2). 

Tabela 4.2:Composição dos meios de cultivo, LGM 94, Del Nery e Ho. 

Composição  LGM 94 (g.L
-1

) Del Nery (g.L
-1

) Ho (g.L
-1

) 

Ácido aminobenzóico - 0,00004 - 

Ácido nitrilotriacetico 0,015 - - 

Biotina - 0,00001 - 

CaCl2 -  0,04 

CaCl2.2H2O 0,061 0,00412 - 

COCl2.6H2O 0,001 0,00008 - 

CuSO4.5H2O 0,0001 - - 

Extrato de levedura 1,0 - 0,5 

FeCl3 - - 0,02 

FeCl3.6H2O - 0,0005 - 

FeSO4.7H2O 0,021 0,005 - 

H3BO3 0,0001 - - 

K2HPO4 0,296 0,0026 8,6 

KAl(SO4)2.12H2O 0,0001 - - 

KCl - - 0,02 

KH2PO4 0,18 0,01072 4,2 

MgSO4.7H2O 0,12 - 0,04 

MnSO4.H2O 0,005 - - 

Na2HPO4.H2O  0,00552 - 

Na2MoO4.2H2O 0,0001 - - 

NaCl 0,01 - - 

NaHCO3 2,1 - - 

NH4Cl 0,68 - 2,0 

NH4SO4 0,15 - - 

NiSO4.6H2O - 0,001 - 

SeO2 - 0,0003 - 

Triptona 1,0 - - 

ZnSO4.7H2O 0,001 - - 

Celulose 2,0 2,0 2,0 

Solução de vitaminas 1 - 1 mL - 

Solução de vitaminas 2 5 mL - - 

Solução de vitamina B12 - 1 mL - 
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Os três meios de cultivo foram preparados no momento da inoculação e não foram 

submetidos à esterilização. Para o preparo dos meios foi utilizada água previamente fervida, 

mantida à atmosfera de N2/CO2 (70%/30%) por 20 minutos e resfriada a 37°C.  

Os reatores anaeróbios foram montados em frascos de Duran
®
 de 1L e a celulose foi 

adicionada em cada frasco antes do meio de cultivo e do inóculo, garantindo assim a correta 

concentração em cada reator. 

O meio de cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005) foi modificado pela adição de extrato de 

levedura e triptona (conforme Chu et al., 2011) e exclusão de resazurina e cisteína HCl. Para o 

preparo de 1 L de meio adicionou-se ácido nitriloacético em 0,5 L de água e ajustou-se o pH 

para 6,5 com NaOH 1M, a fim de solubilizar o sulfato de ferro II (FeSO4.7H2O). Os demais 

componentes e o restante da água, com exceção da solução de vitaminas, foram adicionados e 

o pH ajustado para 6,8 com soluções de HCl 1M ou NaOH 1M. Assepticamente, adicionou-se 

5,0 mL da solução de vitaminas 2. Quinhentos mililitros do meio de cultivo foram 

transferidos para frascos de Duran
®

 de 1L que foram mantidos fechados até o momento da 

inoculação.  

A solução de vitaminas 2 do meio de cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005) foi preparada 

dissolvendo-se os componentes listados na Tabela 4.3 em água ultra-purificada. A solução 

resultante foi esterilizada por filtração em membrana Millipore com membrana de poro 0,22 

µm, previamente esterilizada em autoclave a 121°C, 1 atm por 20 minutos. Depois de 

esterilizada, a solução foi distribuída em frascos de antibióticos (30 mL), sob fluxo de N2 

(100%) e condições assépticas. Os frascos foram fechados com tampas de butila, lacrados e 

armazenados sob refrigeração a 4°C. 

Tabela 4.3: Composição da Solução de vitaminas 2. 

Composição Concentração (mg.L
-1

) 

Piridoxina-HCl 10,0 

DL - pantotenato de cálcio 5,0 

Ácido lipóico 5,0 

Ácido nicotínico 5,0 

Ácido p-aminobenzóico 5,0 

Riboflavina 5,0 

Tiamina-HCl 5,0 

Biotina 2,0 

Ácido fólico 2,0 

Vitamina B12 0,1 

Água ultra-purificada 1000 mL 

Fonte: Atlas (2005) 
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O meio de cultivo Del Nery (DEL NERY, 1987) foi preparado adicionando-se os 

componentes em água, com exceção das soluções de vitamina 1 e vitamina B12. O pH foi 

corrigido para 6,8 com soluções de HCl 1M e NaOH 1M e, então, adicionou-se 

assepticamente as soluções de vitaminas. Quinhentos mililitros do meio de cultivo foram 

transferidos para frascos de Duran
®

 de 1L que foram mantidos fechados até o momento da 

inoculação. 

A solução de vitaminas 1 foi preparada de acordo com Widdel e Pfennig (1984), 

dissolvendo-se 10 mg de solução de biotina e 40 mg de ácido p-aminobenzóico em água ultra-

purificada. A solução resultante foi esterilizada por filtração em membrana Millipore com 

membrana de poro 0,22 µm, previamente esterilizada em autoclave a 121°C, 1 atm por 20 

minutos. Depois de esterilizada, a solução foi distribuída em frascos de antibióticos (30 mL), 

sob fluxo de N2 (100%) e condições assépticas. Os frascos foram fechados com tampas de 

butila, lacrados e armazenados sob refrigeração a 4°C. 

Para a solução de vitamina B12 do meio de cultivo Del Nery (DEL NERY, 1987), 

dissolveu-se 8 mg desse reagente em 200 mL de água ultra-purificada. A solução foi 

esterilizada por filtração em membrana Millipore com membrana de poro 0,22 µm, 

previamente esterilizada em autoclave a 121°C, 1 atm por 20 minutos. Depois de esterilizada, 

a solução foi distribuída em frascos de antibióticos (30 mL), sob fluxo de N2 (100%) e 

condições assépticas. Os frascos foram fechados com tampas de butila, lacrados e 

armazenados sob refrigeração a 4°C. 

O meio de cultivo Ho (HO et al., 2012) foi preparado com a solubilização dos 

componentes em água previamente fervida, mantida à atmosfera de N2/CO2 (70%/30%) por 

20 minutos e resfriada a 37°C e o pH  foi ajustado para 6,8 com soluções de HCl 1M e NaOH 

1M. Quinhentos mililitros do meio de cultivo foram transferidos para frascos de Duran
®
 de 

1L que foram mantidos fechados até o momento da inoculação. 

Após o preparo de cada meio de cultivo procedeu-se à inoculação. Cinquenta mililitros 

do inóculo foram centrifugados durante oito minutos, a 4ºC e 8500 rpm (RATTI et al., 2013). 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi cuidadosamente ressuspendido com o 

próprio meio de cultivo e adicionado no reator.  

Após a inoculação, os reatores foram submetidos por 20 minutos em atmosfera gasosa 

de N2/CO2 (70%/30%) e foram fechados com tampa de butila e rosca plástica e incubados a 

37°C (Figura 4.2). Para cada meio de cultivo foram montados reatores em triplicatas, os quais 

foram monitorados diariamente com análise de produção de hidrogênio (cromatografia 

gasosa). 
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Figura 4.2: Reatores anaeróbios em batelada.  

 

 4.6) Ensaios para produção de H2 a partir de celulose  

Três ensaios foram realizados em triplicatas de reatores anaeróbios em batelada para 

produção de hidrogênio com diferentes concentrações de celulose, E1 com 2,0 g.L
-1

 de 

celulose, E2 com 5,0 g.L
-1

 de celulose e E3 com 10,0 g.L
-1

 de celulose e meio de cultivo LGM 

94 (ATLAS, 2005) modificado.  

Os ensaios foram realizados em frascos de Duran
®
 de 1L, sendo 500 mL de volume 

reacional e 500 mL de headspace (N2/CO2 – 70%/30%). Aos frascos de Duran
® 

foram 

adicionados em ordem: 1) respectiva concentração de celulose de cada ensaio, 2) 500 mL de 

meio de cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005), com pH inicial de 6,8, preparado conforme descrito 

no item 4.5 e 3) inóculo previamente enriquecido e centrifugado (conforme item 4.5).  

A proporção A/M foi mantida constante nos três ensaios de produção de H2 a partir de 

celulose, afim de que este parâmetro não influenciasse na comparação dos resultados das 

análises dos reatores. A concentração do inóculo adicionada foi calculada conforme análise de 

STV (Sólidos Totais Voláteis), obedecendo a proporção 1,4.  

Com base em estudos anteriores de produção biológica de H2 que adicionaram 10% do 

volume líquido do reator em inóculo (REN et al., 2010; BOTTA et al., 2012; RATTI et al., 

2013), no ensaio E1 (2,0 g.L
-1

 de celulose) esta proporção foi mantida. Ou seja, adicionou-se 

também 10% (v/v) de inóculo, que correspondeu a 50 mL, e de acordo com a análise de STV 

(Sólidos Totais Voláteis) obteve-se que este volume correspondia a 1,4 g.L
-1

. Desta forma, 

estabeleceu-se a relação A/M (2,0/1,4) de 1,4. Como os demais ensaios possuíam maior 
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concentração de celulose (alimento), a quantidade de inóculo (microrganismo) adicionada foi 

maior para manter a relação 1,4 (Tabela 4.4). 

Tabela 4.4: Concentração de celulose e de inóculo adotadas nos ensaios para produção de H2 

Ensaio Meio de cultivo Temperatura 
Celulose  

(g.L
-1

) 

Inóculo  

(g.L 
-1

)  

E1 
LGM 94 

modificado 
37ºC 

2,0 1,4 

E2 5,0 3,4 

E3 10,0 6,9 

 

Os reatores foram incubados a 37ºC e monitorados com análises de carboidratos, 

DQO, pH, ST, STV, sulfeto, cromatografia gasosa, cromatografia líquida, e análises 

microbiológicas. Para as análises realizadas no meio líquido, as amostras foram previamente 

filtradas em membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 mm. 

Além dos três ensaios de produção de H2, foi conduzido um ensaio controle submetido 

às mesmas condições operacionais dos ensaios de produção de H2 com celulose. Entretanto, 

no ensaio controle não foi adicionada celulose a fim de averiguar se a triptona e o extrato de 

levedura adicionados no meio de cultivo serviriam de substrato para a fermentação. Os 

resultados das análises de carboidratos do ensaio controle foram descontados dos resultados 

dos ensaios de produção de H2, uma vez que estes carboidratos não foram oriundos da 

degradação da celulose. 

4.7. Análise de carboidratos 

Análises em duplicatas de amostras dos reatores em batelada foram realizadas 

indiretamente por meio do método de fenol-ácido sulfúrico de Dubois et al. (1956), adaptado 

por Herbert et al., (1971), utilizando glicose como padrão. 

4.8. Análises físico-químicas 

As análises de demanda química de oxigênio (DQO), sólidos totais (ST), sólidos totais 

voláteis (STV), sulfeto (H2S) e a aferição do pH foram realizadas segundo Standard Methods 

for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). Todas essas análises foram 

realizadas em duplicatas.  

4.9. Análises Cromatográficas 

A composição do biogás no headspace foi determinada por cromatografia gasosa. O 

equipamento utilizado foi da marca Shimadzu, modelo GC-2010 com detector de 

condutividade térmica (TCD). O sistema utilizava gás argônio como carreador. As 
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temperaturas de operação do injetor, do detector e da coluna foram de 30°C, 200°C e 300°C, 

respectivamente. A amostra (0,5 mL) foi retirada dos reatores pressurizados com auxílio de 

uma seringa gastight com trava.  

A determinação de ácidos voláteis e álcoois foi realizada por cromatografia líquida de 

alta eficiência, utilizando-se cromatógrafo SHIMADZU
®

equipado com bomba LC-10ADVP, 

amostrador automático SIL-20A HT, forno CT-20ª, dois detectores ligados em série, sendo 

um detector ultra-violeta com arranjo de diodos do modelo SDP-M10 e outro detectos por 

índice de refração RID-10A, além do controlador SCL-10AVP. A coluna utilizada foi 

AMICEX
®
 HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, BioRad) e software Class-VP (SHIMADZU

®
) para 

analisar os resultados. Os ácidos foram detectados pelo SDP-M10 AVP e os álccois pelo RID-

10A. Foi utilizado ácido sulfúrico 0,005M como fase móvel e as condições operacionais da 

coluna foram fluxo de 0,5mL.min
-1

 e 43ºC. Para o preparo da amostra, anteriormente à 

injeção no cromatógrafo, 80 µL de ácido sulfúrico 2M foi adicionado à 2,0 mL da amostra a 

ser analisada e esta solução foi filtrada em membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 

mm. 

As análises foram realizadas em duplicata. 

 4.10. Análises microbiológicas 

 4.10.1. Exames Microscópicos 

Os exames microscópicos foram realizados por meio de luz comum em microscópio 

Olympus BX60-FLA, com amostra a fresco, com amostra submetida  a  coloração de Gram 

(DSM, 1991) e coloração de endósporos pela técnica de Wirtz-Conklin (modificada por 

SCHAEFFER, MACDONALD, 1933).  

 4.10.2. PCR/DGGE  

A avaliação da similaridade da comunidade microbiana do Domínio Bacteria e 

Archaea foi realizada pela técnica do PCR/DGGE com amostra proveniente de reator de 

reativação e dos reatores de produção de hidrogênio. 

Para tanto, foi realizada a extração do DNA conforme Griffiths et al. (2000). A partir 

do DNA extraído das amostras, foi realizada a amplificação através da reação de 

polimerização em cadeia (PCR) com primers específicos 968FGC-1401R (NUBEL et al., 

1996) para Bacteria e 1100 FGC-1400R (KUDO et al., 1997) para Archaea. As condições de 

amplificação utilizadas para a PCR estão descritas na Tabela 4.5. 
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Tabela 4.5: Condições utilizadas na PCR.  

Primer 

Pré- 

Desnatura

ção 

Nº de 

ciclos 

Desnatura

ção 

Anelamen 

to 

Exten

são 

Final da 

extensão 

Resfria

mento 

968FGC-

1401R 

94ºC/5 

mim 
35 

94ºC/45 

seg 

55ºC/45 

seg 

72ºC/6

0 seg 

72ºC/5 

min 
4ºC 

1100FGC

-1400R 

94ºC/5 

mim 
35 

94ºC/60 

seg 

55ºC/60 

seg 

72ºC/6

0 seg 

72ºC/7 

min 
4ºC 

 

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de gradiente 

desnaturante – DGGE. Esta técnica permite a separação dos fragmentos de DNA de mesmo 

tamanho, porém com sequência de nucleotídeos diferentes. A separação desses fragmentos 

ocorre de acordo com o grau de desnaturação da dupla hélice de DNA, sob ação de géis de 

poliacrilamida com gradiente crescente do agente desnaturante. Neste estudo, o gel foi 

preparado com gradiente desnaturante (formamida e uréia) nas concentrações de 45% e 65%. 

O sistema utilizado foi DGGE D CodeTM – Universal Mutation Detection System (Bio Rad, 

Inc., Hercules, California). As condições durante a eletroforese foram: temperatura constante 

de 60ºC, 75 V por 16 horas. O gel foi corado com solução TAE 1X (tampão Tris-Acetato-

EDTA) contendo 1 g.mL
-1

 de brometo de etídeo por 10 minutos. O aparelho utilizado para 

leitura do padrão de bandas do gel foi transiluminador UV (Stratagene – Eagle Eye TM III), 

sob exposição a luz UV (254 nm). O dendograma foi construído usando software 

Bionumerics versão 2.5, com coeficiente de similaridade de Correlação de Pearson. 

4.10.3. Clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S   

A clonagem e sequenciamento da população bacteriana foi realizada ao final do 

experimento com amostras do ensaio E2 (5,0 g.L
-1

 de celulose. O DNA foi extraído segundo 

protocolo de Griffiths et al. (2000). Os fragmentos do gene RNAr 16S foram obtidos pela 

amplificação por PCR, usando como molde o DNA genômico extraído diretamente da 

amostra. Os primers utilizados para a reação de PCR foram 27F e 1492R (BLACKALL, 

1994) e as condições de amplificação utilizadas para a PCR estão descritas na Tabela 4.6. 

Tabela 4.6: Condições utilizadas na PCR  

Primer 

Pré- 

Desnatura

ção 

Nº de 

ciclos 

Desnatura

ção 

Anelamen 

to 

Exten

são 

Final da 

extensão 

Resfria

mento 

27F 

1492R 

94ºC/5 

mim 
30 

94ºC/60 

seg 

50ºC/45 

seg 

72ºC/ 

105 

seg 

72ºC/7 

min 
4ºC 
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Na clonagem foi usado o vetor plasmidial pGEM e os produtos da PCR, a 

transformação foi em células competentes de E. coli. Primeiramente, procedeu-se a 

adenilação dos fragmentos, utilizando 3 µL do produto da PCR, 1 µL de tampão MgCl2, 1 µL 

de dATP, 1 µL de Taq polimerase e 4 µL de água ultra-purificada e esterilizada, depois de 

homogeneizados foram incubados a 70ºC por 30 minutos. 

Para ligação do DNA ao vetor pGEM foram utilizados 5 µL de Rapid Ligation Buffer 

2X, 1 µL de vetor pGEM, 2 µL do produto de PCR adenilado, 1 µL T4 DNA ligase e 1 µL de 

água ultra-purificada e esterilizada, depois de homogeneizados foram incubados a temperatura 

ambiente por uma hora. 

Para realização da transformação, 2 µL do produto da ligação foram misturados com 

as células competentes, que se encontravam em banho de gelo. As células (em tubos de 

ensaio) foram aquecidas em banho-maria a 42ºC durante 50 segundos, sem agitação. 

Posteriormente, o tubo foi agitado manualmente e mantido em banho de gelo por dois 

minutos, seguido da adição de 200 µL de meio Lauria-Bertani (LB). Após a adição do meio 

de cultivo, foram incubados por 45 minutos, sob agitação (150 rpm). 

Após este período, 50, 100, 120, 150 µL do produto de transformação foram semeados 

em placas de Petri, contendo meio de cultivo LB sólido acrescido de antibiótico, indutor e 

substrato de β-galactosidase (Tabela 4.7). As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. 

Tabela 4.7: Componentes adicionados ao meio de cultivo LB para o plaqueamento de E.coli 

transformadas 

Componentes Concentração (mg.L
-1

) 

Ampicilina 50 mg.mL
-1

  

IPTG 23 mg.mL
-1

 

X-Gal 40 mg.mL
-1

 

 

Após o período de incubação, as placas foram retiradas da estufa e colocadas na 

geladeira por uma hora para intensificação da cor azul das colônias que não foram 

transformadas. A partir das colônias transformadas, que sem a coloração azul, o DNA de 

interesse foi recuperado por meio da aplicação por PCR, usando o set de primers M13F e 

M13R (CHUN, 1995). As condições de amplificação utilizadas para a PCR estão descritas na 

Tabela 4.8.  

Tabela 4.8: Condições utilizadas na PCR  

Primer 

Pré- 

Desnatura

ção 

Nº de 

ciclos 

Desnatura

ção 

Anelamen 

to 

Exten

são 

Final da 

extensão 

Resfria

mento 

M13F 

M13R 

94ºC/1 

mim 
25 

94ºC/60 

seg 

55ºC/60 

seg 

72ºC/105 

seg 

72ºC/7 

min 
4ºC 
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Os produtos da PCR foram enviados para sequenciamento na empresa MACROGEN 

Inc. (http://www.macrogen.com/eng/business/seq_overview.html), Seoul, Korea.  

Com as sequências obtidas, os vetores retirados por meio dos softwares DNASTAR 

Lasergene SeqMan Pro e BioEdit versão 7.2.5. A busca por sequências similares foi realizada 

utilizando as ferramentas do Ribossomal Database Project (decipher find chimeras, 

alinhamento, complete linkage clustering, sequências representativas, RDP classifier, 

dereplicate - http://rdp.cme.msu.edu/), ferramenta básica de alinhamento (Basic Local 

Alignment Search Tool - BLAST) e pesquisas no National Center for Biotechnology 

Information sequence database (NCBI-database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

Desta forma, foi possível agrupar as sequências obtidas em unidades taxonômicas 

operacionais (UTO). 

A construção da árvore filogenética foi realizada pelo método de Neighbor-Joining 

(SAITOU, NEY, 1987), utilizando o programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 2013). 

Nessa etapa foi aplicado o método de Bootstrap com 1000 réplicas, para estimar a 

confiabilidade na topologia da árvore filogenética (FELSENSTEIN, 1985). O limite de 

confiança adotado foi de 99% para o nível taxonômico de Espécie e de 88% para o nível 

taxonômico de Gênero.  

 

 4.11. Ajuste dos dados experimentais 

Os dados de produção acumulada de hidrogênio foram ajustados por meio da equação 

de Gompertz, modificada por Zwietering et al. (1990). Este modelo de Gompertz modificado 

tem sido utilizado para descrever o progresso da produção cumulativa de H2 e CH4 em 

experimentos em batelada, baseado na relação entre crescimento e metabolismo bacteriano 

(LAY et al., 1997, 1999; LAY, 2001; GUO et al., 2010).  

A partir da equação de Gompertz modificada é possível estimar o Potencial de 

Produção de H2 (P), Velocidade máxima de Produção de H2 (Rm) e Tempo de Fase Lag (λ). 

Na equação de Gompertz modificada (Equação 3), H representa os valores de produção 

acumulada de H2 e t o tempo. Os gráficos com o ajuste estão apresentados no APÊNDICE I.  

                                                (3) 

 

http://www.macrogen.com/eng/business/seq_overview.html
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Sendo, 

P = potencial de produção de hidrogênio (mmol); 

Rm = taxa máxima de produção de hidrogênio (mmol.dia
-1

); 

λ = período da fase lag (dia) e  

e = 2,718281828 

 

O rendimento de H2 foi calculado a partir da relação entre o potencial máximo de 

produção (mmol) e a celulose adicionada (g). Para o cálculo do volume de H2 considerou-se 

as condições normais de temperatura e pressão (CNTP), sendo 1 mmol de gás equivalente a 

22,4 mL. 

 4.12. Balanço de massa em termos de DQO 

Para o balanço de massa foram utilizados os valores das análises de DQO inicial e 

DQO final solúveis e os valores teóricos calculados. Para o cálculo da DQO teórica levou-se 

em consideração a concentração de carboidratos solúveis (na forma de hexose), o extrato de 

levedura adicionado ao meio de cultivo e principais ácidos orgânicos analisados (málico, 

succínico, acético, propiônico e iso-propiônico, butírico e iso-butírico, valérico e capróico), de 

acordo com a equação (4): 

 

DQOteórica = DQOHMal + DQOHSuc + DQOHAc + DQOHProp + DQOHCBut +  

DQOHCap + DQOHVal + DQOcarboidratos + DQOext.levedura  + DQOtriptona             (4) 

 

Foram utilizadas as seguintes equações e seus respectivos coeficientes de conversão 

para o cálculo da DQOteórica (Equações 5 a 12):  

 

C4H6O5 + 3O2  4CO2 + 3H2O   (5) 

(DQO = 0,716g O2.g
-1

ácido málico) 

 

 

  

C4H6O4 + 3,5O2  4CO2 + 3H2O   (6) 

(DQO = 0,948g O2.g
-1

ácido succínico) 

 

  

C2H4O2 + 2O2  2CO2 + 2H2O   (7) 

(DQO = 1,066g O2.g
-1

ácido acético) 

 

  

C3H6O2 + 3,5O2  3CO2 + 3H2O   (8) 

(DQO = 1,513g O2.g
-1

ácido propiônico) 
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C4H8O2 + 5O2  4CO2 + 4H2O   (9) 

(DQO = 1,818g O2.g
-1

ácido butírico e isobutírico) 

 

  

C6H12O2 + 8O2  6CO2 + 6H2O   (10) 

(DQO = 2,204g O2.g
-1

ácido capróico) 

 

  

C5H10O2 + 6,5O2  5CO2 + 5H2O   (11) 

(DQO = 1,067g.O2.g
-1

 ácido valérico e isovalérico) 

 

  

C6H12O6 + 6O2  6CO2 + 6H2O   (12) 

(DQO = 1,067g.O2.g
-1

glicose) 

 

  

A DQO do extrato de levedura foi considerada igual a 1,0 g.L
-1

 de acordo com Botta et 

al. (2012). 

A DQO da triptona foi medida e averiguou-se 1,0 g.L
-1

. 
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5) RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 5.1. Reativação do inóculo 

Houve intenso crescimento celular e produção de biogás nos reatores de reativação, 

evidenciado pela turvação do meio e formação de bolhas no interior do reator, 

respectivamente. Os dados de produção de H2 foram ajustados ao modelo de Gompertz 

modificado (R
2
 igual a 0,986). Sob tais condições obteve-se os seguintes valores: potencial 

máximo de produção de hidrogênio (P) de 15,36 mmol de H2, velocidade máxima de 

produção (Rm) de 0,68 mmol H2.dia
-1

, e duração da fase Lag de 4,43 dias. 

Neste estudo, por meio da estratégia de reativação do inóculo fazendo-se o uso de 

glicose como substrato observou-se crescimento de bactérias fermentativas produtoras de 

hidrogênio, cujo rendimento obtido foi de 17,2 mL H2.g
-1

 de glicose. Wang e Wan (2008) 

estudaram o efeito da concentração de glicose como substrato na produção fermentativa de H2 

em reatores em batelada a 35ºC e pH 7,0. Os autores utilizaram como inóculo cultura mista 

obtida de digestor anaeróbio, a qual foi submetida a pré-tratamento térmico e obtiveram 

também rendimento de 17 mL H2.g
-1 

de glicose. Desse modo verificou-se que o meio de 

cultura foi eficaz para promover o crescimento do inóculo nas condições operacionais 

estudadas.  

Após o período de fase Lag e início da fase exponencial de crescimento bacteriano, ou 

seja, com seis dias, o ensaio foi finalizado e o inóculo reativado transferido para os ensaios de 

produção de H2 a partir de celulose.  

 5.2. Escolha do meio de cultivo 

Os meios de cultura descritos na literatura para o cultivo de bactérias celulolíticas 

contém, geralmente, em sua composição uma ou mais vitaminas, sais de potássio, sódio, 

cálcio e fosfato, solução traço de metais, amônia como fonte de nitrogênio e cisteína ou 

sulfeto como fonte de enxofre (GIAJ-LEVRA, 1991). Não obstante, esses compostos também 

fizeram parte da composição dos meios de cultivo, LGM 94 (ATLAS, 2005), Del Nery (DEL 

NERY, 1987) e Ho (HO et al., 2012) escolhidos para testar o crescimento de bactérias 

celulolíticas e fermentativas. 

Verificou-se que as condições nutricionais do meio de cultivo Del Nery não 

favoreceram a produção de H2. Provavelmente, sob tais condições não ocorreu o crescimento 

das bactérias celulolíticas e fermentativas.  
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Para os reatores confeccionados com os meios de cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005) e 

Ho (HO et al., 2012) verificou-se crescimento bacteriano, por meio da turvação da fase 

líquida e produção de H2 a partir do quarto dia de incubação. Verificaram-se diferenças 

marcantes na composição destes meios de cultivo em relação ao meio de cultura descrito por 

Del Nery (DEL NERY, 1987), entre elas: (a) concentração de cálcio (0,01 g)  dez vezes maior 

em Ho (HO et al., 2012) e 20 vezes maior (0,02 g de Ca) em LGM 94 (ATLAS, 2005), (b) 

concentração de ferro era sete (0,007 g) e quatro  vezes (0,004 g) maior em Ho (HO et al., 

2012) e LGM 94 (ATLAS, 2005), respectivamente, em comparação ao meio Del Nery (DEL 

NERY, 1987) (0,001 g de Fe), (c) a fonte de magnésio (MgSO4.7H2O) e nitrogênio (NH4Cl) 

fizeram parte da composição dos meios de cultivo Ho (HO et al., 2012) e LGM 94 (ATLAS, 

2005), (d) Os sais fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) e fosfato de potássio monobásico 

(KH2PO4) foram reportados em meios de cultivo usados na produção de H2 a partir de 

compostos celulolíticos (LAY, 2001; LIN, HUNG, 2008; LO et al., 2009; GENG et al., 2010; 

GUO et al., 2010; REN et al., 2010; CHU et al., 2011). No meio de cultivo Ho (HO et al., 

2012) era adicionado 8,6 g de K2HPO4 e 4,2 g de KH2PO4, 3.000 vezes e 100 vezes a mais, 

respectivamente, do que no meio Del Nery (DEL NERY, 1987). Enquanto, para o meio de 

cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005) era adicionado 0,296 g de K2HPO4 (390 vezes) e 0,18 g de 

KH2PO4 (17 vezes a mais), respectivamente, quando comparado ao Del Nery (DEL NERY, 

1987) (0,0026 g de K2HPO4 e 0,011 g de KH2PO4). 

Estes fatores nutricionais nos meios de cultivo Ho (HO et al., 2012) e LGM 94 

(ATLAS, 2005) favoreceram o enriquecimento das bactérias celulolíticas e fermentativas  

provenientes do inóculo . 

Os resultados de produção de hidrogênio, oriundos dos meios de cultivos Ho (HO et 

al., 2012) e LGM 49 (ATLAS, 2005), foram ajustados ao modelo de Gompertz modificado, 

com coeficiente de correlação (R
2
) igual a 0,999 e 0,996, respectivamente (Figura 5.1).  
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Figura 5.1: Gráfico da evolução de H2, ajustado ao modelo de Gompertz, nos meios de 

cultivo Ho (HO et al., 2012) (A) e LGM 94 (ATLAS, 2005) (B). 

 

Conforme mostrado na Tabela 5.1, obteve-se maior produção de H2 (P) para a 

condição nutricional do meio de cultivo LGM 94 (ATLAS, 2005) (1,65 mmol) e também 

maior velocidade de produção de hidrogênio (Rm) (1,89 mmol H2.dia
-1

), quando comparado 

ao meio de cultivo Ho (HO et al., 2012), de 1,20 mmol e 1,30 mmol H2.dia
-1

. O menor 

período de fase Lag (λ) (5,65 dias) também foi obtida para o meio de cultivo LGM 94 

(ATLAS, 2005). Esses resultados foram usados para eleger o meio de cultivo LGM 49 para os 

ensaios de produção de H2 a partir de celulose.  

Tabela 5.1: Valores ajustados ao modelo de Gompertz 

Meio de cultivo P (mmol) Rm (mmol H2.dia
-1

) λ (dia) 

Ho 

(HO et al., 2012) 
1,20 1,30 6,41 

LGM 94 

(ATLAS, 2005) 
1,65 1,89 5,65 

 

B 

A 
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Foi realizado ensaio controle com o meio de cultivo LGM 94. Nesse ensaio o sistema 

foi submetido às mesmas condições operacionais dos ensaios para produção de H2, porém, 

não houve a adição de celulose como fonte de carbono. A produção de H2 manteve-se abaixo 

do limite de detecção da curva analítica. Assim, sob tais condições, foi constatado que o 

extrato de levedura e triptona não serviram de substrato para produção de hidrogênio. Botta et 

al. (2012) também realizaram teste controle para averiguar a utilização do extrato de levedura 

e da triptona como substratos para produção de H2. Os ensaios foram realizados com reatores 

em batelada, utilizando inóculo proveniente de rúmem. Os autores também constataram que 

não houve produção significativa de H2. Assim, os resultados dos referidos autores 

corroboram com o ensaio controle do presente estudo.     

 5.3. Ensaios de produção de H2  

Os reatores anaeróbios em batelada de produção de hidrogênio foram monitorados 

durante de 16 dias (Figura 5.2). A produção de hidrogênio a partir de celulose como substrato 

iniciou-se após o quarto dia de operação para as três condições testadas. Foi observado rápido 

aumento da concentração de hidrogênio entre o quarto e o oitavo dia para os ensaios E1 e E3 

e entre quarto e o décimo dia para o ensaio E2. Utilizando celulose como substrato e inóculo 

misto, Lay (2001) também relatou a produção de hidrogênio após o quarto dia de ensaio. Este 

hiato entre o início do ensaio até o início da produção de hidrogênio pode ser resultante do 

tempo necessário para a conversão enzimática da celulose em açúcares solúveis e a conversão 

catabólica destes açúcares em hidrogênio, ácidos orgânicos e álcoois (FOND et al., 1983). 
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Figura 5.2: Ensaios de produção de hidrogênio a partir de celulose. 

 

Os dados de evolução da produção de hidrogênio foram ajustados ao modelo de 

Gompertz modificado, com coeficiente de correlação (R
2
) de 0,962, 0,973 e 0,972 para os 



35 

 

ensaios E1, E2 e E3, respectivamente. O potencial máximo de produção de H2 (P), velocidade 

máxima de produção (Rm) e período de duração de fase lag (λ) estão listados na Tabela 5.2. 

Tabela 5.2: P, Rm e λ para os ensaios E1, E2 e E3. 

Ensaio P (mmol) Rm (mmol H2.dia
-1

) λ (dia) 

E1 1,23 0,62 2,87 

E2 3,14 0,65 4,67 

E3 2,32 1,25 4,37 

 

Por meio da aplicação do modelo de Gompertz modificado verificou-se que os valores 

de potencial máximo de produção de hidrogênio teóricos obtidos para os ensaios E1, E2 e E3 

(1,23 mmol, 3,14 mmol e 2,32 mmol) foram consistentes com os valores máximos de 

produção obtidos nos ensaios práticos (1,28 mmol, 3,51 mmol e 2,55 mmol, para E1, E2 e E3, 

respectivamente).  

Apesar do aumento da concentração de celulose de 2,0 para 5,0 g.L
-1

, os valores de Rm 

foram similares para estes ensaios, ou seja, 0,62 e 0,65 mmol.dia
-1

, respectivamente. 

Observou-se valores crescentes para Rm quando aumentou-se a concentração de celulose para 

10 g.L
-1

 (1,25 mmol.dia
-1

), quando comparado com E2 (0,65 mmol.dia
-1

) e E1 (0,62 

mmol.dia
-1

). O aumento da velocidade ocorreu, provavelmente, pela maior disponibilidade de 

substrato em E3. RATTI et al. (2013) estudaram a produção de H2 a partir de diferentes 

concentrações de celulose (2,5, 5,0 e 10,0 g.L
-1

) em reatores em batelada e lixiviado de aterro 

sanitário como inóculo acrescido de celulase comercial, a 37°C e pH 7,0. Os autores também 

obtiveram maior valor de velocidade de produção de H2 (2,3 mmol.h
-1

) para 10 g.L
-1

 de 

celulose, quando comparado a 5,0 g.L
-1

 de celulose (0,9 mmol.h
-1

)  e 2,0 g.L
-1

 de celulose (0,8 

mmol.h
-1

).   

Em contrapartida, o potencial máximo de produção de H2 não seguiu a mesma 

tendência. Enquanto a velocidade foi crescente para os ensaios E1 (0,62 mmol H2.dia
-1

), E2 

(0,65 mmol H2.dia
-1

) e E3 (1,25 mmol H2.dia
-1

), verificou-se potencial menor para a condição 

que continha maior concentração de celulose; ou seja de 2,32 mmol de H2 para E3 (com 10,0 

g.L
-1

 de celulose). Verificou-se que para as condições do ensaio E1 e E2, em que houve 

aumento da concentração de celulose de 2,0 g/L para 5,0 g/L, respectivamente, que ocorreu 

maior disponibilidade de substrato e maior concentração de microrganismos, para a mesma 

relação alimento/microrganismo (1,4), por conseguinte maior potencial máximo de produção 

de hidrogênio 3,14 mmol para E2 (com 5,0 g.L
-1

 de celulose) e 1,23 mmol para E1 (com 2,0 

g.L
-1

 de celulose). No entanto, sob as condições do ensaio E3, o aumento da concentração de 

celulose (10,0 g.L
-1

) não foi favorável à produção de hidrogênio no reator.  
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A rápida evolução de hidrogênio, ocasionada pela maior velocidade de produção 

detectada no ensaio E3, pode ter levado ao aumento da pressão parcial de hidrogênio no 

headspace, que é conhecidamente prejudicial aos microrganismos do consórcio microbiano 

(VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005). Valdez-Vazquez et al. (2005) realizaram experimentos 

em batelada para produção de H2 utilizando papel como substrato e lodo de digestor 

anaeróbio como inóculo. Os autores consideraram duas condições, uma sem despressurização 

do headspace e a outra com a despressurização do headspace. De acordo com os autores, a 

despressurização do headspace dos reatores foi efetiva para dobrar a quantidade de H2 

produzido; ou seja, de 34 mmol de H2 para os reatores submetidos à despressurização e 17 

mmol de H2 para aqueles sem despressurização. No presente estudo não foi considerada a 

despressurização do headspace, o que pode ter contribuído para a inibição da fermentação 

biológica no ensaio E3. 

No ensaio E3, o aumento da pressão parcial de H2 ocorreu em menor intervalo de 

tempo (sete dias) em relação aos outros dois ensaios (onze e oito dias para E1 e E2, 

respectivamente). Pode-se observar que a partir do sétimo dia de monitoramento foi detectada 

pressão parcial em E3 acima de 1,60 atm (pressão máxima medida pelo barômetro). No 

ensaio E2, a pressão parcial foi de 1,60 atm a partir do oitavo dia de monitoramento e para o 

ensaio E1, a pressão parcial máxima foi de 1,52 atm no décimo dia de monitoramento (Figura 

5.3). 
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Figura 5.3: Pressão parcial de H2 nos ensaio E1, E2 e E3. 

 

Além do aumento da pressão parcial, a redução dos valores de pH pode também ter 

contribuído para a diminuição do potencial de produção de H2 no ensaio E3 (2,32 mmol). A 

produção de H2 ocorre simultaneamente à produção de ácidos orgânicos, levando ao acúmulo 
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desses produtos no meio líquido. A produção biológica de H2 é decorrente da ação das 

enzimas hidrogenase e nitrogenase (KOTAY, DAS, 2008) que são afetadas diretamente pelo 

pH do meio (LAY, 2001) e inibidas em pH  baixo (DABROCK, 1992). Morimoto et al. 

(2004) demonstraram que a produção de hidrogênio a partir de glicose iniciada em pH neutro 

foi reduzida com a diminuição do pH e cessou em pH 4. No presente estudo, não foi 

observada redução expressiva do pH (de 6,8 para 5,4 no ensaio E3, de 6,8 para 6,0 no ensaio 

E2 e de 6,8 para 6,1 no ensaio E1, após 16 dias de monitoramento) devido à característica 

tamponante do meio de cultivo, entretanto o acúmulo de ácidos orgânicos, que resultou na 

diminuição do pH, pode ter sido prejudicial às populações fermentativas do consórcio 

microbiano.  

O tempo de duração da fase lag nos três experimentos pôde ter sido em função da 

adaptação do inóculo à nova fonte de carbono (celulose), em substituição a glicose usada na 

fase de reativação. Em E1, a concentração de celulose foi menor (2,0 g.L
-1

) do que os demais 

ensaios. Desse modo, supõe-se que este fator tenha contribuído com o menor tempo de 

adaptação das bactérias deste ensaio, o que resultou em menor período de fase Lag (2,87 

dias). Nas condições de E2 e E3, com 5,0 e 10,0 g.L
-1

 de celulose, respectivamente, observou-

se período semelhante de fase Lag; ou seja de 4,67 e 4,37 dias, respectivamente. 

Os períodos de duração da fase Lag obtidos nos ensaios foram semelhantes àqueles 

apresentados por Lay (2001), de 3,74 a 4,26 dias. O autor avaliou a produção de H2 em 

reatores em batelada operados a 37ºC, pH 7,0 com celulose (12,5 g.L
-1

 a 50,0 g.L
-1

). O 

inóculo utilizado foi obtido a partir de lodo anaeróbio de digestor alimentado com resíduos 

sólidos.  

O período de fase Lag a partir de celulose hidrolisada com celulase exógena para a 

produção de H2 é bem menor, da ordem de poucas horas (LAKSHMIDEVI, 

MUTHUKUMAR, 2010; BOTTA, 2012; RATTI et al., 2013). Ratti et al. (2013) obtiveram 

valores de 4,6 a 5,1 horas de duração de fase Lag em reatores em batelada operados a 37°C e 

pH 7,0, com celulose (2,5 a 10,0 g.L
-1

) e lixiviado de aterro sanitário como fonte de inóculo. 

A adição de celulase no meio libera rapidamente carboidratos solúveis prontamente 

disponíveis para fermentação e o período de fase lag prevalece bem menor (BOTTA, 2012). 

Para o cálculo de rendimento de H2 (Tabela 5.3), houve necessidade de considerar 

CNTP, uma vez que, a partir do sétimo dia de monitoramento para o ensaio E3 e do oitavo dia 

para o ensaio E2, a pressão dos reatores estava superior ao limite máximo de detecção do 

barômetro (1,60 atm).  
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Tabela 5.3: Rendimento de produção de H2 para E1, E2 e E3. 

Ensaio 
Rendimento 

mmol H2.g
-1

 de celulose mL H2.g
-1

 de celulose 

E1 0,62 13,78 

E2 0,63 14,07 

E3 0,23 5,22 

 

Apesar do valor de potencial de produção de hidrogênio para o ensaio E1 ter sido 

menor (1,23 mmol) verificou-se que o rendimento nessa condição foi equivalente àquele do 

ensaio E2 (0,62 e 0,63 mmol H2.g
-1

 de celulose para E1 e E2, respectivamente). Para o ensaio 

E3 verificou-se o menor rendimento dentre os ensaios realizados; ou seja, 0,23 mmol H2.g
-1

 

de celulose. Este resultado de baixo rendimento pode ter sido reflexo da concentração de 

celulose adotada (10,0 g.L
-1

).  

Lay (2001) relatou que o rendimento de celulose diminuiu com o aumento da 

concentração de celulose e a intensidade da mistura do sobrenadante é um importante fator 

que influencia a transferência do substrato, principalmente celulose, para fermentação. Lay et 

al. (2000) relataram que o aumento da velocidade de agitação dos reatores em batelada de 100 

a 700 rpm favoreceu o aumento de 2,3 vezes na produção de H2. No presente estudo, os 

reatores foram mantidos em repouso e a transferência de substratos para as células suspensas 

pode ter ficado comprometida, principalmente nos reatores com maior concentração de 

celulose. 

Para a condição E3 (10,0 g.L
-1

 de celulose) verificou-se maior velocidade de produção 

de hidrogênio (1,25 mmol H2.dia
-1

) e baixo rendimento (0,23 mmol H2.g
-1

 de celulose). 

Provavelmente, sob tais condições, ocorreram efeitos adversos à produção de hidrogênio, tais 

como, acúmulo de celobiose, a qual pode inibir as celulases e comprometer toda a 

fermentação (LESCHINE, 1995), baixo pH ocasionado pelo acúmulo de ácidos (DABROCK, 

1992) ou aumento da pressão no headspace (VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005). 

Pode-se observar na Tabela 5.4 comparação dos valores de rendimento de produção de 

H2 (mmol.g
-1

 de celulose) do presente estudo com valores disponíveis na literatura, os quais 

consideraram celulose como substrato e diferentes fontes de inóculo. O rendimento de H2 

obtido no presente estudo foi inferior à média encontrada em estudos similares. Entretanto, 

vale ressaltar que o inóculo utilizado nos reatores foi oriundo de uma cultura mista 

(diferentemente de Wang et al., 2008), sem pré-tratamentos (diferentemente de Lay, 2001 e 

Logan et al., 2002) que favoreceu a permanência de bactérias celulolíticas nos reatores de 

produção de H2. 
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Tabela 5.4: Rendimentos de produção de H2 em reatores em batelada que utilizam celulose como 

substrato. 

Inóculo 
Celulose 

(g.L
-1

) 
pH 

Rendimento 

(mmol H2.g
-1 

de celulose 

adicionada) 

Referência 

Lodo de reator anaeróbio 

precedido de pré-

tratamento 

12,5 7,0 2,2 Lay, 2001 

Cultura mista precedida de 

pré-tratamento 
4,7 6,0 0,02 

Logan et al.,  

2002 

C. acetobutylicum e 

Ethanoigenens harbinense 
10,0 5,0 8,1 Wang et al.,  

2008 
C. acetobutylicum 10,0 7,0 3,6 

Cultura mista enriquecida 

obtida de esterco de gado 

5,0 
6,8 

7,4 
Ren et al., 2010 

10,0 5,6 

Cultura mista obtida de 

lodo de ETE industrial 

2,0  

6,8 

0,62 

Presente estudo 5,0  0,63 

10,0  0,23 

  

5.3.1) Ácidos orgânicos e álcoois 

A conversão fermentativa de celulose em H2 foi acompanhada pela formação de 

variedade de ácidos orgânicos (cítrico, málico, succínico lático, fórmico, acético, propiônico, 

iso-butírico, butírico, iso-valérico, valérico e capróico) e álcoois.  

Verificou-se baixa produção de etanol, ou seja, de 29,8, 12,4 e 17,1 mg.L
-1

 nos ensaios 

E1, E2 e E3, respectivamente, após 16 dias de operação. A via de produção de hidrogênio 

pelos microrganismos pode alterar de acidogênica para alcoólica durante o período de 

incubação, principalmente quando o pH é reduzido a 4,5 ou menos (LIN, HUNG, 2008). 

Neste estudo, a pequena variação de pH (de 6,8 a 6,1 no ensaio E1, de 6,8 a 6,0 no ensaio E2 

e de 6,8 a 5,4 no ensaio E3) observada durante o período operação foi insuficiente para 

contribuir com a mudança da rota metabólica de acidogênica para alcoólica (Tabela 5.5). O 

meio de cultura LGM 94 (ATLAS, 2005) utilizado continha 2,1 g/L de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3). Tal composto tem ação tamponante, atenuando as variações de pH no sistema 

(GADOW, et al. 2013). 

Tabela 5.5: Variação de pH inicial e final para os ensaios 1, 2 e 3. 

Ensaio pH inicial pH final 

E1  

6,8 

6,1 

E2  6,0 

E3  5,4 
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A variação temporal dos produtos intermediários gerados nos reatores encontra-se 

detalhada no APÊNDICE II. 

No ensaio E1, a concentração de ácido acético foi crescente durante todo experimento, 

obtendo-se 1.101,9 mg.L
-1

 após 16 dias de operação. A produção de ácido butírico foi 

crescente e significativa a partir do terceiro dia de ensaio, obtendo-se 2.161,5 mg/L após 16 

dias de operação. Em relação ao ácido propiônico observou 383,4 mg.L
-1

 no início do 

experimento, provavelmente, oriundo do inóculo. Após 16 dias de operação observou-se 

568,9 mg.L
-1

 desse ácido orgânico. Observou-se para o ácido capróico aumento considerável 

de 16,1 para 466,1 mg/L (Figura 5.4). Na condição nutricional do ensaio E1 observou-se 45% 

de ácido butírico, 22,9% de ácido acético e 11,8% de ácido propiônico.  

 

Figura 5.4:Variação temporal de ácidos orgânicos em E1. 

 

Ao final do ensaio E2, após 16 dias de operação verificou-se 37,4% de ácido butírico e 

28,9% de ácido acético, seguidos do ácido iso-valérico (14,4%). Verificou-se para o ácido 

capróico valores crescentes até o 14° dia de ensaio (de 25,2 a 841,1 mg.L
-1

). Entretanto, no 

último dia de operação verificou-se 351,0 mgL
-1

 (Figura 5.5). 
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Figura 5.5: Variação temporal de ácidos orgânicos em E2. 

 

No ensaio com maior concentração de celulose (10,0 g.L
-1

) observou-se maior 

concentração de ácido butírico (2.211,9 mg.L
-1

), seguido de ácidos acético (1.213,3 mg.L
-1

) e 

capróico (801,7 mg.L
-1

) (Figura 5.6). 

 

Figura 5.6: Variação temporal de ácidos orgânicos em E3. 

 

Assim, para as três condições estudadas, verificou-se predomínio dos ácidos butírico e 

acético em relação aos ácidos orgânicos resultantes da fermentação da celulose. A presença 

destes ácidos na fermentação de materiais lignocelulósicos tem sido amplamente reportada 

(CHU et al., 2011; GADOW et al., 2013; RATTI et al., 2013). 
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Os valores de ácido acético e butírico dos três ensaios foram semelhantes aqueles 

relatados por Lay (2001), que utilizou 12,5 g.L
-1

 de celulose  e inóculo misto pré-tratado 

proveniente de lodo de digestor anaeróbio. O autor relatou 2,0 g.L
-1

 de ácido butírico e 1,0 

g.L
-1

 de ácido acético. Especificamente, nesse trabalho verificou-se 2,1, 1,8 e 2,2 g.L
-1

 de 

ácido butírico e 1,1, 1,4 e 1,2 g.L
-1

  de ácido acético e para os ensaios E1, E2 e E3, 

respectivamente. 

Ácido acético e butírico são produtos solúveis desejáveis do ponto de vista da 

produção de hidrogênio. A partir da fermentação de hexoses em ácido acético (Equação 13) e 

ácido butírico (Equação 14) tem-se rendimentos teóricos de 4 moles e 2 moles H2. mol 

hexose
-1

, respectivamente.  

 

C6H12O6 + 2H2O  2CH3COOH + 4H2 + 2CO2            (13) 

 

C6H12O6  CH3CH2CH2COOH + 2H2 + 2CO2            (14) 

 

Baixos rendimentos de H2 estão associados com outros sub-produtos, tais como, ácido 

propiônico e ácido láctico (SKONIECZNY, YARGEAU, 2009; CHU et al., 2011). Etanol e 

butanol também são indesejáveis no processo, pois implicam em menor rendimento teórico de 

H2 (GOTTSCHALK, 1986). No presente estudo, as concentrações de etanol não foram 

expressivas. Verificou-se 0,030, 0,012 e 0,017 g.L
-1

 de etanol para os ensaios E1, E2 e E3, 

respectivamente.  

O maior percentual de ácido butírico em E1, E2 e E3 foi de 45,0%, 37,4% e 39,4% ao 

final da operação, respectivamente. A rota metabólica de formação de H2 a partir da formação 

de ácido butírico é típica de espécies do gênero Clostridium (CHEN et al., 2005). 

Especificamente, nesse trabalho verificou-se que 90% das bactérias identificadas por 

clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S foram semelhantes ao gênero Clostridium.  

De acordo com a análise de carboidratos solúveis, verificou-se a relação entre 

produção de H2 e produção e consumo de carboidratos (Figura 5.7). Para a amostra oriunda do 

ensaio controle (sem celulose), obteve-se 87,3 mg.L
-1

 de açúcares solúveis. Este valor foi 

subtraído dos resultados das amostras iniciais de cada ensaio de produção de H2. Desta forma, 

os resultados relatados de concentração de carboidratos solúveis nos ensaios de produção de 

H2 são referentes à degradação da celulose.  
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Figura 5.7: Variação temporal de carboidrato e H2 para os ensaios E1 (A); E2 (B) e E3 (C). 

 

No ensaio E1 (2,0 g.L
-1

 de celulose) verificou-se constante liberação e consumo de 

carboidratos solúveis, chegando ao valor máximo de 60,5 mg.L
-1 

de carboidratos no meio 

líquido após cinco dias de operação. Ao final do ensaio verificou-se 25,4 mg.L
-1

 de 

carboidratos, o que equivaleu a 63,0% de consumo. No ensaio E2 (5,0 g.L
-1

 de celulose), e no 

ensaio E3 (10,0 g.L
-1

 de celulose) observaram-se 111,9 mg.L
-1

 e 105,0 mg.L
-1

 de açúcares 

solúveis, respectivamente, após o 14º dia de ensaio. No final dos ensaios, a concentração 

residual foi de 35,1 mg.L
-1

 e 27,3 mg.L
-1

, tendo consumo de 68,5% e 77,0%, respectivamente. 
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A produção de hidrogênio manteve-se bem alinhada à liberação de açúcares solúveis, 

principalmente nos ensaios E2 e E3. Destaca-se que a produção de hidrogênio foi maior em 

períodos com maior concentração de açúcares no meio. 

Os resultados de consumo de carboidratos solúveis nos três ensaios (63% em E1, 68,5 

em E2 e 77% em E3) estão dentro da média de estudos que utilizam substratos celulósicos 

para produção de H2 apresentados na literatura. Lay (2001) relatou quase 100% de consumo 

de celulose para 12,5 a 50 mg.L
-1

. Botta (2012) utilizou papel como substrato para produção 

de H2 e obteve 56 a 65% de consumo dos carboidratos solúveis com 0,5 a 4,0 g.L
-1

 de papel. 

Ratti et al. (2013) obtiveram consumo de carboidratos solúveis de 41,4, 28,4 e 44,7% para as 

concentrações de celulose de 2,5, 5,0 e 10,0 g.L
-1

, respectivamente. Nos dois últimos casos foi 

adicionado celulase para hidrólise do material celulósico, o que não ocorreu nesse trabalho, 

uma vez que buscou-se obtenção de consórcio de bactérias celulolíticas e fermentativas. 

Desse modo, por meio dos resultados obtidos, é possível inferir sobre a obtenção desse 

consórcio de bactérias anaeróbias nas condições estudadas, uma vez que constatou-se 

produção e consumo de carboidratos, além de ácidos orgânicos e hidrogênio. 

Todavia, para os três ensaios, verificou-se diminuição da produção de hidrogênio 

acompanhado da evolução de metano, ácido acético e sulfeto (Figura 5.8). Portanto, além das 

bactérias celulolíticas, outras bactérias fizeram parte desse consórcio, tais como, arqueias 

metanogênicas, bactérias consumidoras de hidrogênio e bactérias redutoras de sulfato (BRS). 
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Figura 5.8: Variação temporal de produção de H2, CH4, H2S e ácido acético e para os 

ensaios E1 (A), E2 (B) e E3 (C).  

 

Observou-se para o ensaio E1, evolução do hidrogênio até o oitavo dia de 

monitoramento, atingindo 1,28 mmol. O declínio da produção de hidrogênio foi acompanhado 
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de concentrações crescentes de ácido acético observando-se até 1.101,9 mg.L
-1

 ao final do 

ensaio. A produção de metano iniciou no nono dia de monitoramento e, no final do ensaio, 

observou-se 0,54 mmol. Em relação ao sulfeto verificou-se no 16º dia de operação, produção 

de 23,1 mg.L
-1

.  

A evolução do hidrogênio no ensaio E2 foi até o décimo dia de monitoramento, 

atingindo 3,51 mmol. Na fase de declínio do gás houve início da produção de metano, de 0,68 

mmol no 14º dia de operação. A produção de ácido acético foi crescente desde o início do 

ensaio observando-se 1.047,47 mg.L
-1

 após 16 dias de operação. Em relação ao sulfeto 

observou-se 13,9 mg.L
-1

 após 16 dias de operação. 

No ensaio E3 verificou-se evolução de hidrogênio até o sétimo dia, ou seja, de 2,55 

mmol. A concentração de ácido acético também foi crescente durante este período, 

observando-se 1.293,24 mg.L
-1

 no sétimo dia e mantendo-se em 1.213,32 mg.L
-1

 no final do 

ensaio. Observou-se produção de metano no oitavo dia e 0,58 mmol após 14 dias de operação. 

Observou-se 24,2 mg.L
-1 

de sulfeto ao final do experimento.  

Nos três ensaios a diminuição da produção de hidrogênio foi acompanhada do 

aumento das concentrações de metano, ácido acético e sulfeto, fornecendo, desta forma, 

indícios de que a formação destes produtos ocorreu a partir de reações de metanogênese 

hidrogenotrófica, homoacetogênese e sulfetogênese, respectivamente. 

No presente estudo, os experimentos foram conduzidos objetivando a produção de H2, 

não podendo, desta forma, afirmar sobre as quantidades de H2 que foram destinados para rotas 

específicas de consumo do gás. Entretanto, de acordo com as estequiometrias das reações, 

calculou-se a quantidade teórica de H2 que poderia ser destinada para formação de cada 

produto: metano, ácido acético e sulfeto. Os valores calculados elucidam a diminuição de H2 

nos ensaios E1, E2 e E3. 

A metanogênese é a via mais comum de consumo de H2 em sistemas anaeróbios 

(KRAEMER, BAGLEY, 2008) e a mais estudada (SAADY, 2013). A produção de metano a 

partir de CO2 e H2 é realizada por microrganismos metanogênicos hidrogenotróficos (OLIVA, 

1997) de acordo com a Equação 15: 

 

4H2 + CO2  CH4 + 2H2O                     (15) 

 

Considerando que quatro moles de H2 são necessários para formação de um mol de 

CH4 e que a produção de CH4 nos ensaios E1, E2 e E3 foi de 0,54, 0,68 e 0,58 mmol, 
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respectivamente, a quantidade de H2 disponível para a formação do CH4 deveria ser de 2,16, 

2,72 e 2,32 mmol, respectivamente. 

A variação temporal da produção de CH4 encontra-se detalhada no APÊNDICE III. 

A utilização de um inóculo misto sem pré-tratamento pode ter sido responsável pela 

crescente produção de metano e consequente diminuição de hidrogênio. Tais evidências 

também foram relatadas por Lay (2001) e Gadow et al. (2013) que também utilizaram mistos 

em reatores anaeróbios. 

Chu et al. (2011) avaliaram a produção de hidrogênio a partir de substrato 

lignocelulósico com inóculo misto. Os autores procederam pré-tratamento térmico (100°C/15 

minutos) que foi eficaz na inibição de arqueias metanogênicas e, consequentemente, não 

obtiveram consumo de hidrogênio.  

No presente estudo, desconsiderou-se  a etapa de pré-tratamentos no inóculo por causa 

das características físico-químicas em que o inóculo estava submetido, as quais acreditava-se, 

serem capazes de inibir o desenvolvimento das arqueias metanogênicas. O inóculo foi oriundo 

do lodo da ETE industrial, onde foi submetido a variações ocasionais de pH e temperatura 

oriundas da rotina industrial. Entretanto, verificou-se que estas variações em que o inóculo 

esteve submetido não foram suficientes para inibir as arquéias metanogênicas.  

Além da metanogênese deve-se considerar também a homoacetogênese, a qual têm 

sido subestimada, embora possa ocorrer o tempo todo durante a fermentação (SAADY, 2013). 

A homoacetogênese é a formação do ácido acético por microrganismos 

homoacetogênicos via redução do CO2 com H2, conforme a Equação 16 (SAADY, 2013). 

Bactérias do gênero Clostridium estão relacionadas com esta via de consumo de hidrogênio 

(RYAN et al., 2008). 

 

4H2 +2CO2  CH3COOH + 2H2O                  (16) 

 

De acordo com a reação apresentada, quatro moles de H2 podem ser usados para a 

formação de um mol de ácido acético. Para o cálculo da quantidade de ácido acético que 

poderia ser formada a partir da homoacetogênese, considerou-se o período de declínio de H2, 

ou seja, a partir do oitavo dia para E1 e E3 e 12º dia para E2. Antes deste período, a evolução 

do hidrogênio pode ter sido dada pela fermentação via ácido acético, onde a produção de 

ácido acético foi acompanhada pela produção de H2. 

Assim sendo, 25,2 mmol de H2 podem ter sido destinados para a produção de ácido 

acético em E1, 6,8 mmol em E2 e 3,1 mmol em E3. Em E1, com 2,0 g.L
-1

 de celulose, 
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observou-se maior quantidade de H2 potencialmente destinada à produção de ácido acético. 

De acordo com Voolapalli e Stuckey, 1998 (apud SAADY, 2013) bactérias homoacetogênicas 

predominam em meios com pouca disponibilidade de nutrientes, comprometendo o 

rendimento de H2.  

Destaca-se também que a redução desassimilatória do sulfato é a mais importante 

fonte de H2S em sistemas anaeróbios, sendo realizada pelas BRS. Neste processo, o sulfeto 

não é totalmente utilizado na síntese celular e fica disponível no meio. O processo de redução 

do sulfato pode ocorrer com quatro diferentes substratos orgânicos: ácido butírico (Equação 

17), ácido propiônico (Equação 18), ácido acético (Equação 19) e hidrogênio (Equação 20) 

(KALYUZHNYI et al., 1998).  

 

C3H7COOH + 0,5H2SO4  2CH3COOH + 0,5H2S           (17) 

 

C2H5COOH + 0,75H2SO4  CH3COOH + CO2 + H2O + 0,75H2S    (18) 

 

CH3COOH + H2SO4  2CO2 + 2H2O + H2S             (19) 

 

4H2 + H2SO4  H2S + 4H2O                    (20) 

 

No monitoramento dos reatores do presente estudo verificou-se que a produção dos 

ácidos butírico, acético e propiônico aumentaram ao longo do tempo, não podendo, desta 

forma terem sido usados na redução desassimilativa de sulfato Todavia, o hidrogênio, com 

certeza foi usado na sulfetogênese. Assim, de acordo com a estequiometria da reação da 

redução do sulfato calculou-se a quantidade de hidrogênio necessária para formação do 

sulfeto presente no final dos ensaios (Tabela 5.6). 

Tabela 5.6: Quantidade de hidrogênio requerido  para a formação de sulfeto  

Ensaio H2S (mg.L
-1

) H2 requerido para formação do H2S (mmol) 

E1 (2g celulose/L) 23,1 2,7 

E2 (5g celulose/L) 13,9 1,6 

E3 (10g celulose/L) 24,2 2,8 

 

A variação temporal da produção de H2S encontra-se detalhada no APÊNDICE IV. 

A formação do sulfeto pode, também, induzir à precipitação de metais não alcalinos, 

reduzindo a sua disponibilidade para os microrganismos (ISA et al., 1986). Além do sulfeto 

presente em solução, foi observada a precipitação do sulfeto. Os reatores ficaram escuros com 
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pequenos precipitados pretos, característicos de precipitação de sulfetos metálicos (Figura 

5.9). 

 

Figura 5.9: Diferença de coloração do meio dos reatores anaeróbios apresentando 

precipitação do sulfeto (B e C) e sem precipitação de sulfeto (A). 

 

As BRS podem crescer em ampla gama de sub-produtos da fermentação como 

doadores de elétrons (SAADY, 2013). A inibição destes microrganismos têm sido alcançada 

com valores de pH menores que 6,0 (LIN, CHEN, 2006). No caso especifico desse trabalho o 

valor de pH no início do processo foi 6,8 e no final foram de 6,1, 6,0 e 5,4 para os ensaios E1, 

E2 e E3, respectivamente. Desse modo, ocorreu favorecimento de tais populações. 

Parte do H2 gerado nos reatores foi convertida em CH4, ácido acético e H2S (Tabela 

5.7). 

Tabela 5.7: Quantidade de H2 requerido para formação de CH4, ácido acético e H2S. 

H2 requerido (mmol) 

Ensaio CH4 CH3COOH H2S Total 

E1 2,2 25,2 2,7 30,1 

E2 2,7 6,8 1,6 11,1 

E3 2,3 3,1 2,8 8,2 

 

No cálculo teórico da quantidade de H2 que pode ter sido destinado à formação de 

CH4, ácido acético e H2S, pode-se observar que para o ensaio E1 30,1 mmol de H2 seria 

consumido para formação dos respectivos produtos. Em E2, seria 11,1 mmol e em E3 8,2 

mmol. Em todos os ensaios, os resultados de H2 requerido para homoacetogênese foram os 

mais significativos, ou seja, 83,7% no ensaio E1, 61,3% no ensaio E2 e 37,8% no ensaio E3. 

 5.3.2) Sólidos Totais e Voláteis 

De acordo com os resultados das análises de sólidos (Tabela 5.8), pôde-se observar 

que, inicialmente, houve aumento de sólidos totais, decorrente do aumento dos sólidos fixos, 

A C B 
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na medida em que se aumentou a concentração de celulose. Nas amostras finais, seguiu-se a 

mesma tendência, ou seja, para o ensaio E3, com maior concentração de celulose (10,0 g.L
-1

) 

obteve-se 14,6 g.L
-1

 de sólidos totais. Na condição E2 (5,0 g.L
-1

 de celulose) obteve-se 9,2 

g.L
-1 

e em E1 (2,0 g.L
-1 

de celulose) obteve-se 6,0 g.L
-1

 de sólidos totais. 

Tabela 5.8: Sólidos Tatias (ST), fixos (STV e Voláteis (STV) nos ensaios E1, E2 e E3. 

Ensaio 
ST (g.L

-1
) STF (g.L

-1
) STV (g.L

-1
) 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

E1 5,6 6,0 3,6 1,7 2,0 4,3 

E2 8,6 9,2 6,8 4,6 1,8 4,6 

E3 13,2 14,6 11,4 11,4 1,8 3,2 

 

Os valores obtidos de sólidos totais voláteis foram maiores no final do experimento 

(4,3, 4,6 e 3,2 g.L
-1

 em E1, E2 e E3, respectivamente), quando comparados aos valores 

iniciais (2,0 g.L
-1

 em E1 e 1,8 g.L
-1

 em E2 e E3) refletindo o crescimento bacteriano, uma vez 

que os valores de sólidos totais voláteis correspondem à biomassa presente nos reatores.  

Não foi possível obter uma relação constante de STV/ST com os dados obtidos das 

análises de sólidos dos ensaios, conforme esperado. A relação diminuiu de acordo com o 

aumento da concentração de celulose no meio, obtendo-se 35,7, 20,9 e 13,6% no início dos 

ensaios E1, E2 e E3, respectivamente. Ao final do experimento, obteve-se para STV/ST 71,5, 

50,0 e 21,9% em E1, E2 e E3, respectivamente. Infere-se que a análise de sólidos realizada 

tenha ficado comprometida devido principalmente à insolubilidade da celulose residual.  

Por meio da hidrólise enzimática da celulose ocorreu a formação de matéria 

carbonácea solúvel, tais como, ácidos orgânicos que por sua vez justifica a DQO solúvel 

crescente ao longo dos três ensaios (Figura 5.10).  

Observou-se para DQO inicial resultados similares nos três ensaios, o que era 

esperado, pois a quantidade de matéria solúvel inicial foi semelhante, variando-se apenas a 

matéria não solubilizada como a celulose e inóculo. Assim, observou-se 2,0; 2,3 e 2,4 g.L
-1

 de 

DQO solúvel para os ensaios E1, E2 e E3, respectivamente. Ao final dos ensaios observou-se 

4,7 g.L
-1

, 6,9 g.L
-1

 e 9,3 g.L
-1

 de DQO, respectivamente. 
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Figura 5.10: Variação temporal de DQO medida para os ensaios E1, E2 e E3. 

 

De acordo com os valores da DQO calculada, pode-se observar que os ácidos que mais 

se destacaram no somatório da DQO calculada inicial foi o ácido propiônico, correspondendo 

a 0,6 g.L
-1

 de DQO em E1 e E2 e 0,5 g.L
-1

 de DQO em E3, seguido do ácido butírico, com 0,5 

g.L
-1

 de DQO em E1 e E2 e 0,4 g.L
-1

 de DQO em E3. No cálculo da DQO final, os maiores 

valores obtidos foram com o ácido butírico, 4,1, 3,7 e 4,3 g.L
-1

 de DQO para os ensaios E1, 

E2 e E3, respectivamente (Tabela 5.9). 

Tabela 5.9: Balanço de DQO de E1, E2 e E3. 

Compostos 

DQO teórica calculada (g.L
-1

) 

E1 E2 E3 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

Extrato de levedura 1,0 - 1,0 - 1,0 - 

Triptona 1,0 - 1,0 - 1,0 - 

Ac. Málico 0,06 0,004 0,09 0,003 0,04 0,001 

Ac. Succínico 0,1 0,04 0,1 0,03 0,09 0,04 

Ac. Acético 0,06 1,2 0,06 1,1 0,05 1,3 

Ac. Propiônico 0,6 0,9 0,6 0,3 0,5 0,6 

Ac. Butírico 0,5 4,1 0,5 3,7 0,4 4,3 

Ac. Capróico 0,04 1,0 0,06 0,8 0,07 1,8 

Ac. Valérico 0 0,6 0 1,4 0,02 1,6 

Glicose 0,09 0,03 0,1 0,04 0,1 0,03 

Total 3,4 7,8 3,5 7,4 3,3 9,7 

 

Comparando-se a DQO inicial e teórica dos três ensaios (Tabela 5.10) pode-se 

observar que a relação DQO medida/DQO calculada variou de 0,6 a 0,9. A melhor relação 

calculada foi para as amostras finais dos ensaios E2 e E3 (0,9).  
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Tabela 5.10: Comparação da DQO medida com a DQO teórica para os ensaios E1, E2 e E3. 

DQO (g.L
-1

) 
E1 E2 E3 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

Medida 2,0 4,7 2,3 6,9 2,4 9,3 

Calculada 3,4 7,8 3,5 7,4 3,3 9,7 

DQOmedida/DQOcalculada 0,6 0,6 0,7 0,9 0,7 0,9 

 

Valores próximos a 1,0 indicam que os resultados obtidos com as análises de ácidos 

orgânicos e carboidratos solúveis foram responsáveis pela DQO medida de cada ensaio. Pode-

se observar que os valores da DQO calculada foram maiores do que a DQO medida, o que 

ocorreu mais acentuadamente nas amostras finais, para o ensaio E1, onde a DQO medida foi 

de 4,7 enquanto que a DQO calculada foi de 7,8 g.L
-1

. No ensaio E2, a DQO medida foi de 

6,9 enquanto que a DQO calculada foi de 7,4 g.L
-1

 e no ensaio E3 a DQO medida foi de 9,3 e 

a DQO calculada foi de 9,7 g.L
-1

. Esta diferença entre os valores da DQO medida e da DQO 

calculada pode ser decorrente de compostos insolúveis formados ao longo dos ensaios que 

não foram mensurados no presente estudo. 

 5.4. Análises microbiológicas 

 5.4.1. Exame de microscopia óptica 

A microscopia óptica foi realizada em amostras oriundas do reator de reativação e do 

ensaio E2 (5,0 g.L
-1

 de celulose) de produção de hidrogênio (Figura 5.11). 
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Figura 5.11: Microscopia óptica do inóculo: (A e B) coloração de Gram de amostra do 

reator de reativação, (C) Amostra in natura do ensaio E2, (D) coloração de endósporos do ensaio 

E2 e coloração de Gram do ensaio E2 (E e F). 

 

A coloração de Gram (DSM, 1991) foi realizada em amostras do reator de reativação e 

pôde-se observar (Figura 5.11, A e B) bacilos Gram-positivos simples (circulados de preto), 

duplos e em cadeias; cocos Gram-positivos (circulados de verde) em arranjos duplos e em 

cadeias e bacilos Gram-negativos (circulados de vermelho). O enriquecimento e reativação da 

amostra procedeu-se a fim de favorecer toda população presente, o que foi comprovado com a 

observação de diversidade de formas e arranjos bacterianos. 

Ao final do experimento foi realizada a observação microscópica em amostras do 

ensaio E2. Nesse ensaio observou-se maior potencial de produção e rendimento de hidrogênio 

A 

F 

D 

B 

C 

E 

(A) R. Reativação 

(D) E2 (C) E2 

(F) E2 (E) E2 

(B) R. Reativação 
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em relação aos demais ensaios. Por meio da observação da amostra do ensaio E2 in natura 

(Figura 5.11, C) foi possível observar bacilos simples e em arranjos e endósporos localizados 

perto do substrato celulósico (seta). A presença de endósporos (circulados de amarelo) foi 

comprovada pela coloração de endósporos (SCHAEFFER, MACDONALD, 1933), na qual 

foram visualizados verde-azulados, associados com o substrato celulósico (Figura 5.11, D). 

A coloração de Gram (DSM, 1991) foi também realizada nas amostras ao final do 

ensaio E2 (Figura 5.11, E e F) e a diferenciação em Gram-positivas e negativas foi 

comprometida pela idade da cultura, certamente já em fase estacionária e declínio. Entretanto, 

foi possível observar a diversidade de morfologias bacterianas no reator E2, sendo observados 

bacilos simples, duplos e em cadeias, cocos e espiroquetas (circulados de azul). 

 5.4.2. PCR/DGGE 

Análises de PCR/DGGE foram realizadas ao final de cada experimento com amostras 

provenientes do reator de reativação (sem celulose) e dos ensaios E1, E2 e E3 a fim de 

comparar a estrutura da comunidade microbiana em relação às concentrações crescentes de 

celulose no meio. A análise foi realizada para comparar, tanto as populações do Domínio 

Bacteria (Figura 5.12), quanto Archaea (Figura 5.13). 
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Figura 5.12: Dendograma baseado no coeficiente de similaridade de Pearson a partir dos 

padrões de bandas do DGGE do Domínio Bacteria. 

 

Para a análise do Domínio Bacteria, pôde-se observar maior similaridade entre os 

ensaios com maior concentração de celulose, ou seja, para as populações bacterianas de E2 e 

E3 (com 5,0 e 10,0 g.L
-1

 de celulose) observou-se coeficiente de similaridade de 95%. Entre 

os três ensaios, E1, E2 e E3, com diferentes concentrações de celulose, a similaridade foi de 

77%.  

A porcentagem de similaridade entre os ensaios E1, E2 e E3 e o reator de reativação 

foi de 23%. Esta divergência na similaridade da comunidade bacteriana encontrada entre o 

reator de reativação (sem celulose) e os demais ensaios (com celulose) corrobora a observação 

de que o substrato celulósico influenciou na estrutura das populações de bactérias.    
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Ainda, que os ensaios E1, E2 e E3 tenham sido conduzidos com inóculo oriundo do 

mesmo reator de reativação, a concentração da celulose pareceu ter favorecido certas 

populações de bactérias em detrimento de outras, ou seja, quanto maior a concentração de 

celulose, mais semelhantes foram as populações entre si.  

A análise de similaridade para o Domínio Archaea pareceu não ter tanta relação com a 

concentração de celulose, mas sim com a quantidade de inóculo em cada reator.  

Similaridade de 94% foi observada entre as populações dos ensaios E1 e E2 que 

possuíam 1,4 e 3,4 g.L
-1

 de inóculo, respectivamente (Figura 5.13). Enquanto, similaridade de 

50% foi observada para o ensaio E3 (com 6,9 g.L
-1

 de inóculo) com a amostra do reator de 

reativação.  
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Figura 5.13: Dendograma baseado no coeficiente de similaridade de Pearson a partir dos 

padrões de bandas do DGGE do Domínio Archaea. 

 

Em relação aos microrganismos do Domínio Archaea destacam-se aqueles capazes de 

produzir CH4 a partir de H2 e CO2, frequentemente presentes em inóculos naturais mistos e 

sem pré-tratamento (SAADY, 2013). Ao final dos três ensaios foi averiguada presença de 

metano (de 0,5 a 0,7 mmol de CH4) que, aliada à análise de DGGE, supõe-se ter sido devido a 

presença de tais arqueias metanogênicas. 

 5.4.3. Clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S 

A população microbiana do ensaio E2 (5,0 g.L
-1 

de celulose) foi caracterizada e 

identificada pela clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S. A clonagem da população 

resultou em 92 clones, os quais foram agrupados em seis UTOs (Unidades Taxonômicas 

Operacionais). Os clones analisados possuíam entre 943 e 1.371 pares de bases.  

As sequências preditas foram submetidas à busca de identidade e similaridade 

utilizando a base de dados do GenBank disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov (Tabela 5.11).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 5.11: Identidade das UTOs de acordo com GenBank. 

UTO 
Nº de 

clones 
Acesso 

Similaridade 

(%) 
Microrganismo Referência 

1 67 

AY353957 99 
Clostridium 

amygdalium 
Parshina et al., 2003 

FN813488 99 Clostridium sp. Suresh, 2010* 

EU862317 97 Clostridium sp. 
Jayasinghearachchi 

et al., 2010 

2 10 GU931389 94 Clostridium sp. Jeon et al., 2010 

3 6 HM801879 98 Clostridium sp. 
Ramachandran et 

al., 2011 

4 6 FJ823916 98 Desulfovibrio sp. Borole et al., 2009 

5 1 AB826036 93 
Bactéria não 

cultivada 

Wang e Zhang, 

2013* 

6 2 

HQ242731 99 
Raoultella 

ornithinolytica 
Yang, 2010* 

FJ587229 99 Raoultella sp. Marone, 2008* 

EU256398 99 Klebsiella sp. Li et al., 2007* 

 

A análise das sequencias das UTOs 1, 3, 4 e 6 foram comparadas com as sequências 

depositadas no GenBank e foram similares a Clostridium (OTU 1 e 3), Desulfovibrio (OTU 

4), Raoultella (OTU 6) e Klebsiella (OTU 6) (Figura 5.14). 

 

Figura 5.14: Abundância relativa dos gêneros bacterianos identificados. 
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A população identificada se restringiu aos Filos Firmicutes e Proteobacteria, 

pertencentes ao Domínio Bacteria. 

O filo Firmicutes inclui representantes fenotipicamente diversificados e está 

organizado em três classes Bacilli, Clostridia e Erysipelotrichia, com pelo menos 26 famílias 

e 223 gêneros (SCHLEIFER, 1984). A classe Clostridia é composta por três ordens, 

Clostridiales, Halanaerobiales e Thermoanaerobacterales, sendo Clostridiales a principal por 

incluir bactérias pertencentes ao gênero Clostridium com 190 espécies (RAINEY, 1984).  As 

bactérias do gênero Clostridium são bactérias aeróbias facultativas ou anaeróbias estritas. 

Alguns membros são termófilos e/ou halófilos, normalmente são quimiorganotróficos, 

algumas espécies são quimioautotróficas ou quimiolitotróficas. Podem metabolizar 

carboidratos, álcoois, aminoácidos, purinas esteroides ou outros compostos orgânicos 

(RAINEY, et al., 1984).  No metabolismo fermentativo, Clostridium sp. produz gás 

hidrogênio, álcoois e ácidos orgânicos, principalmente butírico (LIN, HUNG, 2008).   

Nesse trabalho foram identificadas bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria e 

incluídas em duas famílias Enterobacteriaceae (classes Deltaproteobacteria) e 

Desulfovibrionaceae (classe Gammaproteobacteria).  

São relatados 44 gêneros na família Enterobacteriaceae, entre eles Klebsiella sp. e 

Raoultella sp (BRENNER, FARMER, 1984). São bactérias Gram negativas, entretanto não 

apresentam motilidade. Na fermentação da glicose produzem principalmente ácido, 2,3-

butanodiol e gás, com mais destaque para CO2 do que H2. Possui a capacidade de utilizar D-

celobiose (produto da hidrólise incompleta da celulose) como fonte de carbono. Estas 

bactérias podem ser isoladas de espécimes clínicos, solos, águas ou plantas (GRIMONT, 

GRIMONT, 1984). 

A família Desulfovibrionaceae inclui bactérias Gram-negativas, não formadoras de 

endósporos e estritamente anaeróbias. O receptor final de elétrons destas bactérias é o sulfato, 

que é reduzido a sulfeto. A oxidação da matéria orgânica é incompleta, levando a formação de 

acetato (KUEVER, et al., 1984). O gênero Desulfovibrio, pertencente a esta família, tem sua 

morfologia alterada pela idade da cultura ou pelo meio de crescimento, mas, em geral, são 

bacilos retos, curvos ou espirilos com flagelos lofotríquios. Além das características gerais, 

algumas espécies de Desulfovibrio podem apresentar crescimento quimiolitotrófico, usando 

H2 como doador de elétrons e assimilando acetato, CO2 ou extrato de levedura como fonte de 

carbono (KUEVER, et al., 1984). 

A UTO 1, representada pela maioria dos clones (67), foi classificada com 99% de 

similaridade a Clostridium amigdalium (AY353957), cuja sequência foi depositada por 
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Parshina et al. (2003). Os autores isolaram a bactéria a partir de lodo de reator UASB usado 

no tratamento de fécula de batata. Esta espécie bacteriana possui forma de bacilos retos ou 

ovais, simples, duplos ou em cadeias. São bactérias anaeróbias, mas aerotolerantes. A 

celobiose está entre os substratos utilizados como fonte de carbono e os produtos produzidos 

durante a fermentação são, principalmente, etanol, acetato, H2 e CO2 (PARSHINA et al., 

2003). 

Clostridium amigdalyum foi isolada de uma mistura de água e óleo oriunda de dutos 

de petróleo por Jayasinghearachchi et al. (2010). Os autores utilizaram esta bactéria em 

reatores em batelada para produção de H2, utilizando xilana como fonte de carbono, pH 7,5 e 

37ºC, e obtiveram rendimento de 40 mmol de H2.g
-1

 de xilana. A xilana é o principal 

polissacarídeo componente das hemiceluloses e podem corresponder entre 20 a 35% do peso 

seco de fibras de eucalipto (WONG et al., 1998) que por sua vez é a matéria prima 

responsável por mais de 80% da produção brasileira de celulose (BRACELPA, 2013). Desta 

forma, é provável que este carboidrato faça parte da composição da matéria orgânica do 

efluente da ETE cujo lodo da lagoa facultativa foi usado como inóculo para este estudo. Desse 

modo, C. amigdalyum faziam parte do inóculo obtido a partir de lodo de ETE industrial. 

O gênero Clostridium também foi identificado em outros acessos da OTU 1 

(FN813488 e EU862317), OTU 2 (GU931389) e OTU 3 (HM801879).  

As espécies do gênero Clostridium são, em sua maioria, bacilos Gram-positivos e 

podem ser encontradas nos mais diversos habitats, como em fezes e estrume, lodo de esgoto, 

água doce e sedimentos marinhos, lagos salgados e em várias partes do corpo humano. A 

maioria das espécies apresentam ótimo crescimento em pH 6,5 a 7,0 e temperatura de 30 a 

37ºC (RAINEY, et al., 1984).  

No presente estudo, as condições impostas aos ensaios, pH 6,8 e 37ºC, podem ter 

favorecido o crescimento de espécies de Clostridium presentes no lodo de ETE industrial. As 

concentrações acentuadas de ácido butírico (1,2, 1,8 e 2,2 g.L
-1

 nos ensaios E1, E2 e E3, 

respectivamente), em relação aos demais ácidos analisados, obtidas ao final dos ensaios  

podem atestar o metabolismo de Clostidium nos reatores. Ho et al. (2012) também identificou 

bactérias do gênero Clostridium a partir de clonagem e sequenciamento de bandas do DGGE 

em ensaio de produção de H2 a partir de substratos celulósicos utilizando lodo de esgoto como 

inóculo.  

Dez clones foram agrupados na OTU 2 e identificados como Clostridium sp. com 94% 

de similaridade. A sequência (GU931389) foi depositada no Banco de Dados do NCBI por 

Jeon et al. (2010), os quais trabalharam com produção de ácido hexanóico a partir de D-
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galactitol. Para alcançar o objetivo, os autores isolaram bactérias a partir de um reator 

produtor de hidrogênio inoculado com lodo de uma estação de tratamento de esgoto 

doméstico. Tal qual o presente trabalho, Clostridium foi obtido a partir de uma cultura mista 

enriquecida para produção de H2.  

Três clones, agrupados na OTU 3,  apresentaram 98% de similaridade com 

Clostridium sp. (HM801879). Esta sequência foi depositada no Banco de Dados do NCBI por 

Ramachandran et al. (2011) que isolaram espécies de Clostridium a partir de uma solução 

estoque de celobiose. Os autores utilizaram a espécie bacteriana em reatores em batelada para 

produção de H2 a partir de celobiose (2,0 g.L
-1

) e obtiveram rendimento de H2 de 14,2 

mmol.L
-1

 de cultura. É provável que nos reatores do presente estudo, celobiose também 

estivesse presente contribuindo como fonte de carbono para produção de H2.  

Clostridium spp. são bactérias dominantes no processo fermentativo de produção de 

H2 (ZHANG et al., 2006; MAINTINGUER et al;, 2011, RATTI et al., 2013), Maintinguer et 

al. (2011) identificou Clostridium sp. em reatores em batelada alimentado com xilose e 

inóculo obtido de lodo de reator UASB usado no tratamento de resíduos de suinocultura. Os 

autores submeteram o inóculo ao pré-tratamento térmico, operaram os reatores a 37ºC e pH 

5,5, e obtiveram 0,8 mol de H2.mol
-1

 de xilose com 3,6 g.L
-1

 de xilose. Além de Clostridium 

sp., os autores identificaram também bactérias semelhantes a Klebsiella sp., tal qual o 

presente trabalho. 

Clostridium spp. também são relacionadas com o metabolismo homoacetogênico 

(SAADY, 2013), traduzindo a sua versatilidade na utilização de substratos. No presente 

estudo, foi averiguado o metabolismo homoacetogênico a partir do aumento de concentrações 

de ácido acético conjuntamente ao declínio de H2. Espécies de Clostridium identificadas na 

clonagem e sequenciamento podem estar relacionadas a este metabolismo.  

 Seis clones agrupados na OTU 4 foram identificados como Desulfovibrio sp. com 

98% de similaridade. Estas sequências foram similares à caracterizada por Borole et al. 

(2009). Os autores estudaram a remoção de açúcares inibidores de fermentação (furfural e 5-

hidroximetilfurfural) e produtos de degradação da lignina (ácido vanílico, 4-

hidroxibenzaldeido e 4-hidroxiacetofenona) em água de reuso de uma biorrefinaria de 

produção de etanol. Os açúcares, reconhecidamente como inibidores de bactérias 

fermentativas, em concentração de 5 a 20 mM não inibiram o crescimento de espécies de 

Desulfovivrio. 

Espécies de Desulfovibrio têm sido isoladas de lodo anóxico de ambientes aquáticos, 

intestinos de animais, esterco e fezes. Tais bactérias podem crescer rapidamente em diversos 
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meios sem oxigênio e com sulfato e fonte de carbono presentes. Lactato ou uma mistura de H2 

e CO2, na presença de acetato (como fonte de carbono adicional para a síntese de célula) 

representa um substrato de crescimento adequado (KUEVER, et al., 1984). São bactérias que 

apresentam versatilidade na utilização de fontes de carbono, sendo o acetato uma das 

principais fontes orgânicas (COLLERAN et al., 1995). 

No presente estudo, os substratos requeridos para espécies de Desulfovibrio, como o 

sulfato presente no meio de cultivo e o acetato formado, podem ter favorecido o crescimento e 

a manutenção destas bactérias nos reatores de produção de H2.  

Um clone (OTU 5) foi identificado com 93% de similaridade com bactéria não 

cultivada (AB826036), cuja sequência foi encontrada por Wang e Zhang (2013 - não 

publicado). Os autores estudaram a diversidade bacteriana de uma população de um poço de 

lama.  

Dois clones foram agrupados na OTU 6 e foram similares em 99% a Klebsiella sp. e 

Raoultella sp. 

Klebsiella sp. (EU256398) foi isolada por Li et al. (2003 – não publicado) de uma 

população de mangue no sul da China e Raoutella sp. (FJ87229) foi isolada por Marone et al. 

(2008 – não publicado) de população produtora de hidrogênio a partir de resíduos vegetais. 

Obteve-se 99% de similaridade para os clones da OTU 6 a Raoultella ornithinolytica 

(HQ242731), espécie bacteriana identificada por Yang (2010 – não publicado) a partir de 

solos ricos em fósforo. 

As bactérias do gênero Klebsiella apresentam-se, em sua maioria, como bacilos 

individuais, em pares ou em cadeias curtas, muitas vezes rodeadas por uma cápsula. 

Klebsiella spp. têm sido isoladas de ambientes aquáticos que recebem efluentes industriais, 

produtos vegetais, legumes frescos, alimentos com alto teor de açúcares e ácidos, concentrado 

de suco de laranja, resíduos de cana-de-açúcar, árvores vivas, plantas e subprodutos de 

plantas. Tais bactérias são comumente associadas com madeira, pó de serra e com águas 

receptoras de efluentes industriais de papel e celulose e de têxtil. Também já foram descritas 

em ambientes florestais, em madeira em decomposição e casca de madeira (GRIMONT, 

GRIMONT, 1984).  Como se pode averiguar, espécies de Klebsiella têm sido isoladas, dentre 

outros em ambientes que apresentam compostos celulolíticos, a partir de águas receptoras de 

efluentes industriais de celulose e papel, o que corrobora com a presença desta bactéria nos 

reatores de produção de H2 do presente estudo que utilizou como inóculo lodo da ETE da 

indústria de papel e celulose.  
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O gênero Raoultella, membro da família Enterobactericeae, era anteriormente 

classificado como Klebsiella, entretanto dados da sequência de análises de RNAr 16S 

juntamente com dados bioquímicos e de hibridação DNA-DNA, confirmaram a 

heterogeinidade do gênero Klebsiella e suportaram a divisão de Klebsiella em dois gêneros: 

Klebsiella e Raoultella. Desta forma, o gênero Raoultella foi criado englobando três espécies: 

R. ornithinolytica, R. planticola e R. terrígena, organismos estes que apresentam semelhanças 

fisiológicas ao gênero Klebsiella, mas, por peculiaridade, são capazes de crescer a 10ºC e de 

utilizar L-sorbose como fonte de carbono (DRANCOURT et al., 2001). 

Tal qual Klebsiella spp., espécies de Raoultella podem ser encontradas no solo, na 

água ou em plantas, além de espécimes clínicos e fezes (DRANCOURT et al., 2001). 

Espécies de Raoultella já foram associadas com reatores de produção de H2 (MARONE et al., 

2008 – não publicado), e podem ter sido favorecidas, no presente estudo, pela presença de 

carboidratos liberados a partir da celulose pelas espécies bacterianas celulolíticas.  

Na degradação anaeróbia da celulose em ambientes naturais, há atuação de uma 

comunidade fisiologicamente diversa de microrganismos. A celulose é inicialmente 

despolimerizada por microrganismos celulolíticos em celobiose, celodextrinas e glicose. Estes 

açúcares são fermentados por microrganismos celulolíticos e também por outros 

fermentativos produzindo CO2, H2, ácidos orgânicos e álcoois. Os microrganismos 

consumidores de H2, metanogênicos e homoacetogênicos, atuam produzindo CH4 e ácido 

acético, respectivamente, além de CO2. Desta forma a conversão de celulose em CH4 e CO2 é 

um resultado da atuação sintrófica de microrganismos. Em ambientes com sulfato disponível, 

BRS competem com metanogênicas pelo H2 e o H2S pode ser um importante produto da 

degradação da celulose (LESCHINE, 1995).  

No presente estudo, parece ter acontecido tal qual em ambientes naturais de 

decomposição anaeróbia da celulose, onde a degradação da celulose por bactérias celulolíticas 

(possivelmente do gênero Clostridium) favoreceu o crescimento de bactérias fermentativas 

produtoras de H2 (provavelmente dos gêneros Clostridium e Klebsiella) e também 

consumidoras de H2 (possivelmente do gênero Desulfovibrio), além de outras que possam 

estar relacionadas à decomposição de produtos intermediários da degradação da celulose, 

como celobiose e xilanas (possivelmente do gênero Clostridium e da espécie C. amygdalium, 

respectivamente).  

Relações sintróficas de protocooperação são relatadas em ambientes anaeróbios de 

decomposição da celulose (MURRAY, 1986; MORI, 1990; CAVEDON, CANALE-

PAROLA, 1992). Cavedon e Canale-Parola (1992) analisaram a interação de uma bactéria 
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celulolítica mesófila (Clostridium sp.) e uma bactéria não-celulolítica (Klebsiella sp.), ambos 

isolados a partir de ambientes de água doce ricos em matéria vegetal em decomposição. As 

bactérias foram co-cultivadas em meio contendo celulose como fonte de carbono. Os açúcares 

solúveis liberados pela hidrólise da celulose por Clostridium sp. serviram como substratos 

fermentáveis para Klebsiella sp. Por sua vez, Klebsiella sp. produziu fatores de crescimento 

(biotina e ácido p-aminobenzóico), os quais foram requeridos por Clostridium sp. No presente 

estudo os gêneros Clostridium e Klebsiella foram identificados pelas análises de biologia 

molecular e podem estar atuando em mutualismo na degradação da celulose. 

Na análise da população, oriunda de lodo de ETE da indústria de papel e celulose, 

esperava-se encontrar bactérias com capacidade de degradação de materiais lignocelulósicos e 

também bactérias produtoras de hidrogênio. Os resultados corroboraram com as expectativas, 

onde os gêneros bacterianos identificados na análise do gene RNAr 16S das OTUs estão, de 

alguma forma, relacionados com a produção de hidrogênio (OTUs 1, 2, 3 e 6) e/ou com 

substratos lignocelulósicos ou seus derivados (OTUs 4, 5 e 6). Tal fato está relacionado, além 

da origem do inóculo, com a ausência de pré-tratamento do mesmo que permitiu a 

manutenção de bactérias não formadoras de endósporos e também de consumidoras de H2. 

A árvore filogenética (Figura 5.15) foi construída a partir das sequências 

representativas das seis UTOs e das sequências similares analisadas do GenBank.  
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Figura 5.15: Árvore filogenética construída a partir de distâncias evolutivas inferidas 

utilizando o método Neighbor-Joining (SAITOU, NEI, 1987). A porcentagem de réplicas da 

árvore está apresentada perto dos ramos e foi calculada com base nos valores de bootstrap com 

1000 réplicas (FELSENSTEIN, 1985). A análise evolutiva foi realizada utilizando o software 

MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). Out-group: Methanosarcina barkeri. 

 

 5.5) Análise comparativa dos ensaios de produção de H2  

Resumo foi elaborado com os principais parâmetros do monitoramento dos ensaios de 

produção de H2 (Tabela 5.12). 
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Tabela 5.12: Resumo dos parâmetros obtidos dos ensaios de produção de H2 a partir de celulose 

Parâmetro 
E1 E2 E3 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

pH 7,7 6,1 7,8 6,0 7,8 5,4 

ST (g.L
-1

) 5,6 6,0 8,6 9,2 13,2 14,6 

H2S (mg.L
-1

) 0 23,1 0 13,9 0 24,2 

DQO (g.L
-1

) 2,0 4,7 2,3 6,9 2,4 9,3 

Compostos orgânicos (g.L
-1

)       

Ácido Acético 0,056 1,1 0,054 1,4 0,049 1,2 

Ácido Butírico 0,056 2,2 0,039 1,8 0,019 2,2 

Ácido capróico 0,016 0,47 0,025 0,35 0,029 0,8 

Ácido Propiônico 0,38 0,57 0,37 0,21 0,31 0,40 

Etanol 0 0,030 0 0,012 0 0,017 

Consumo de carboidratos solúveis (%) 63,0 68,5 77,0 

P - Potencial de produção de H2 

(mmol) 
1,23 3,14 2,33 

Rm-Velocidade de produção (mmol 

H2.d
-1

) 
0,62 0,65 1,25 

λ - Fase Lag (dias) 2,87 4,67 4,37 

Rendimento (mmol H2.g
-1

 de celulose) 0,62 0,63 0,23 

Bactérias identificadas pela clonagem 

e sequenciamento do gene rRNA 16S 

Clostridium sp. 

C. amygdalium 

Desulfovibrio sp. 

Raoultella sp. 

R. ornithinolytica 

Klebsiella sp. 

 

A produção de H2 nos três ensaios começou após o quarto dia de incubação, 

provavelmente por causa do período de conversão da celulose em açucares solúveis, o que é 

condizente com a fase Lag de crescimento. O melhor potencial de produção de H2 (3,14 

mmol) e melhor rendimento (0,63 mmol.g
-1

 de celulose) foram obtidos no ensaio E2, com 5,0 

g.L
-1

 de celulose, entretanto, estão abaixo daqueles reportados na literatura. 

O ácido butírico foi o principal composto orgânico produzido, podendo-se inferir que 

foi a rota utilizada para produção de hidrogênio. Esta rota metabólica é característica de 

bactérias do gênero Clostridium, que foi identificado nas análises de biologia molecular. 

Para as rotas de consumo de hidrogênio, pôde-se constatar a ocorrência de 

metanogênese, homoacetogênese e sulfetogênse, comprometendo 30,11 mmol de H2 no 

ensaio E1, 11,1mmol de H2 no ensaio E2 e 8,2 mmol de H2 no ensaio E3. As rotas 

metabólicas de produção e consumo de H2 ocorridas nos ensaio foram condizentes com os 

resultados da biologia molecular. As bactérias identificadas por meio da clonagem e 

sequenciamento do gene RNAr 16S foram relacionadas com estudos de produção de H2 

(Clostridium sp., Klebsiella sp. e Raoultella sp.), consumo de H2 (Clostridium sp e 

Desulfovibrio sp.) e substratos lignocelulósicos (Clostridium sp., Klebsiella sp. e Raoultella 
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sp.). Com a identificação dos respectivos gêneros bacterianos, foi possível estabelecer um 

diagrama da degradação anaeróbia da celulose (Figura 5.16). 

 

 

 

Figura 5.16: Diagrama representando a degradação anaeróbia da celulose com os gêneros 

bacterianos identificados pelas análises de clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S. 

 

Apesar de não ter sido possível a identificação de nenhuma espécie celulolítica a partir 

das análises de biologia molecular, o gênero Clostridium foi identificado com 99% de 

similaridade. Espécies de Clostridium como C. acetobutylicum (MC COY et al., 1984), C. 

homopropionicum (DONER, SCHINK, 1991) e C. thermocellum (VILJOEN, et al., 1984) são 

reconhecidamente bactérias produtoras de celulases. No presente estudo, foi possível 

comprovar a formação e o consumo de carboidratos solúveis originados da celulose, atestando 

a presença de bactérias celulolíticas nos reatores de produção de H2, que podem, 

provavelmente, pertencer ao gênero Clostridium identificado nas análises de biologia 

molecular.  
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 6) CONCLUSÕES 

Foi possível verificar produção de H2 em reatores em batelada a partir de celulose 

como fonte de carbono e inóculo oriundo de lodo de ETE da indústria de papel e celulose.   

Nas condições do presente estudo, a concentração de celulose em que se obteve maior 

potencial de produção de hidrogênio foi 5,0 g.L
-1

.  

A rota metabólica para produção de H2 ocorreu via ácido butírico, que foi o principal 

composto orgânico obtido nos ensaios com diferentes concentrações de celulose. 

As bactérias dos gêneros Clostridium sp., Klebsiella sp. e Raoultella sp., 

provavelmente, foram responsáveis pela produção de H2 nos ensaios. 

Com a utilização do inóculo misto sem pré-tratamento constatou-se rotas metabólicas 

de consumo de hidrogênio, fato corroborado pela identificação das bactérias relacionadas a 

estes metabolismos (Clostridium sp. e Desulfovibrio sp.). 

É provável que espécies celulolíticas do gênero Clostridium tenham feito parte do 

consócio de bactérias do lodo de ETE industrial, já que não foi identificada nenhuma outra 

espécie celulolítica nas análises de biologia molecular. 
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7) RECOMENDAÇÕES 

Foi verificado nesse estudo a produção de H2 a partir de celulose com a utilização de 

lodo de ETE industrial como inóculo. Entretanto, com as experiências vivenciadas no 

presente trabalho, observou-se a necessidade de novos estudos a fim de potencializar a 

produção biológica de H2 utilizando celulose como substrato: 

 Avaliar diferentes pré-tratamentos no inóculo de lodo industrial com a ressalva 

de se manter as bactérias celulolíticas; 

 Analisar o aumento do volume do headspace do reator ou despressurização do 

mesmo; 

 Avaliar a agitação dos reatores em batelada para favorecer a transferência de 

substratos para as células suspensas; 

 Avaliar a concentração de celulose e os produtos intermediários de hidrólise; 

  Avaliar a possibilidade de considerar a produção de H2 a partir de celulose em 

dois reatores, um destinado a hidrólise da celulose e outro destinado a 

fermentação do hidrolisado. 
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9) APÊNDICE 

APÊNDICE I – Ajuste da produção acumulada de H2 na Equação de Gompertz modificada 

para os ensaios de produção de H2 a partir de celulose  

 

 

 
Figura 9.1: Produção acumulada de hidrogênio (H - mmol) em função do tempo (t - 

dias), ajustada ao modelo de Gompertz nos ensaios com 2,0g.L
-1

 (E1); 5,0g.L
-1

 (E2) e 10,0g.L
-1

 

(E3) de celulose. 

E1 

E2 

E3 
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APÊNDICE II – Variação temporal da concentração de subprodutos orgânicos nos ensaios E1, E2 e E3 

        Limite de quantificação: 5 mg.L
-1

 

 

Tabela 9.1) Concentração dos subprodutos orgânicos gerados nos ensaios E1 

Subprodutos (mg.L
-1

) no ensaio E1 

Dia Etanol Cítrico Málico Succínico Lático Fórmico Acético Propiônico 
Iso-

butírico 
Butírico 

Iso-

valérico 
Valérico Capróico 

0 < LQ 7,554 83,949 114,857 9,885 20,965 56,098 383,442 219,574 56,033 < LQ < LQ 16,119 

1 23,505 NQ 12,906 20,827 5,922 11,987 170,704 426,137 973,355 1453,129 283,064 19,637 665,158 

3 25,756 5,459 8,886 26,240 11,980 14,550 371,097 558,954 156,354 1930,157 257,387 0,000 726,376 

5 43,369 6,194 8,915 34,062 2,319 < LQ 713,695 612,530 133,794 2013,316 521,849 122,635 560,419 

8 31,166 4,029 7,357 35,231 < LQ 58,566 723,349 499,202 110,557 1570,037 425,196 103,914 579,135 

12 29,164 4,099 7,677 31,210 < LQ 25,334 878,117 447,362 96,024 1672,679 214,878 167,370 526,725 

14 17,684 < LQ < LQ 35,199 < LQ 24,655 942,853 493,737 89,078 2226,184 278,821 91,152 553,738 

16 29,819 5,534 5,983 39,334 7,448 33,962 1101,914 568,981 106,575 2161,510 306,422 < LQ 466,070 

LQ = limite de quantificação 

Tabela 9.2) Concentração dos subprodutos orgânicos gerados nos ensaios E2 

Subprodutos (mg.L
-1

) no ensaio E2 

Dia Etanol Cítrico Málico Succínico Lático Fórmico Acético Propiônico 
Iso-

butírico 
Butírico 

Iso-

valérico 
Valérico Capróico 

0 < LQ 5,878 131,060 103,513 50,620 < LQ 53,819 372,168 208,872 39,626 < LQ < LQ 25,163 

1 34,949 5,102 12,563 20,776 15,187 14,350 227,369 439,707 1224,242 1375,125 349,796 14,155 433,480 

3 30,680 4,896 6,691 15,445 < LQ 16,868 400,540 158,579 93,774 2032,262 260,240 136,756 507,460 

5 25,270 5,552 5,708 50,719 < LQ 75,344 559,695 186,643 92,698 1443,987 236,413 210,303 358,932 

8 31,839 < LQ 5,797 51,435 13,562 135,975 953,892 167,377 187,894 1751,877 551,145 10,376 550,071 

12 22,059 < LQ 9,485 37,907 < LQ 112,471 953,418 221,929 214,051 1476,124 584,609 9,471 790,757 

14 14,415 < LQ < LQ < LQ < LQ 93,566 956,347 211,900 212,348 1841,109 680,009 8,594 841,093 

16 12,403 < LQ < LQ 36,732 5,664 84,003 1407,473 214,474 241,017 1822,056 701,694 < LQ 350,975 

LQ = limite de quantificação 
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Tabela 9.3) Concentração dos subprodutos orgânicos gerados nos ensaios E3 

Subprodutos (mg.L
-1

) no ensaio E3 

Dia Etanol Cítrico Málico Succínico Lático Fórmico Acético Propiônico 
Iso-

butírico 
Butírico 

Iso-

valérico 
Valérico Capróico 

0 < LQ 5,898 56,486 95,457 14,847 15,781 48,749 306,716 221,154 19,311 4,294 8,536 28,977 

1 49,872 3,907 11,242 24,625 8,647 25,768 318,272 328,900 1438,317 1924,653 387,924 49,809 419,705 

3 36,484 5,210 7,615 10,396 6,051 7,989 499,397 310,985 98,937 1931,527 665,486 0,000 961,261 

5 26,743 < LQ 7,338 53,042 < LQ 20,690 819,509 307,081 102,036 1875,454 730,107 179,831 259,509 

8 43,327 4,791 4,053 74,465 7,624 53,779 1293,241 426,253 168,687 1554,421 685,054 115,771 857,279 

12 31,578 < LQ < LQ 49,304 7,451 51,666 1223,750 444,472 156,146 1403,373 636,935 195,017 848,782 

14 21,221 < LQ < LQ 45,432 < LQ 40,440 1340,290 439,155 149,013 2343,535 494,728 171,501 923,407 

16 17,105 < LQ < LQ 39,198 3,067 33,253 1213,320 404,331 130,150 2211,892 577,051 187,614 801,680 

LQ = limite de quantificação 
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APÊNDICE III – Variação temporal da concentração de CH4 nos ensaios E1, E2 e E3 

CH4 (mmol) 

 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 12 Dia 14 Dia 16 Dia 17 

E1 NQ 0,05 0,067 0,23 0,39 0,54 0,54 

E2 NQ NQ 0,00027 0,28 0,69 0,52 1,01 

E3 0,036 0,28 0,62 0,41 0,58 0,04 0,09 

NQ = não quantificável 



83 

 

APÊNDICE IV – Variação temporal da concentração de H2S nos ensaios E1, E2 e E3 

H2S (mg.L
-1

) 

 DiA 0 Dia 5 Dia 16 

E1 ND 2,5 23,1 

E2 ND 1,3 13,9 

E3 ND 3,6 24,2 

ND = não detectado 
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