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RESUMO 

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de açúcar e etanol, gerando grande 

quantidade de bagaço de cana de açúcar (BCA), que é uma biomassa de suma 

importância como fonte energética. Neste contexto, foi estudada a viabilidade da 

utilização do BCA moído como substrato e fonte de microorganismos (bactérias e 

fungos autóctones) para obtenção de produtos de interesse biotecnológico, como H2 e 

ácidos orgânicos. Na etapa de obtenção do consórcio autóctone, reatores (Duran®) de 

2 L foram usados com BCA (5 g.L-1) moído (ensaio 1) e in natura (ensaio 2) e 3 

g.DQO.L-1 de licor de pentoses. Nestes reatores foi feita a suplementação de extrato 

de levedura (2 g.L-1). Após a obtenção do consórcio autóctone, os experimentos foram 

realizados em reatores em batelada com BCA, extrato de levedura e licor de pentoses, 

sendo usado 1,3 g.L-1.SSV de inóculo. Na condição fermentativa, foram avaliados pH, 

concentração do licor de pentoses e BCA (moído) via Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR). Os ensaios foram feitos em triplicata totalizando 48 reatores. Nos 

ensaios do DCCR, foram avaliados o BCA (1,6 a 8,4 g.L-1), licor de pentoses (0,4 a 4,4 

g.L-1 em termos de DQO) e pH (5,2 a 6,8). Nos ensaios do DCCR, na condição C4 

com 3,0 g.L-1 de BCA, 3,6 g.DQO.L-1 de licor de pentoses e pH inicial de 6,5, obteve-se 

o maior P de 126,82 ± 10,46 mL H2. O maior valor de Rm de 17,25 ± 2,42 mL.h-1 foi 

obtido na condição C8, com 7,0 g.L-1 de BCA, 3,6 g.DQO.L-1 de licor de pentoses e pH 

inicial de 6,5.  O menor valor de λH2, de 8,64 ± 1,15 horas foi observado na condição 

C5, com 3,0 g.L-1 de BCA,1,2 g.L-1 de licor de pentoses e pH inicial de 6,5. O ácido 

butírico (HBu) foi o metabólito solúvel mais observado nos ensaios de DCCR. A maior 

proporção deste ácido foi observada no ensaio C5 (47,11%). Para o ensaio de 

validação com base na análise na Metodologia Superfície Resposta com 1,5 g.L-1 de 

BCA, pH inicial de 6,8 e 4,7 g.DQO.L-1 de licor, foi obtido P de 179,43 ± 5,50 mL, Rm 

de 13,87 ± 1,64 mL.h-1, λ de 4,89 ± 0,67 horas e R2 de 0,98. Os principais metabólitos 

solúveis observados na fermentação autóctone do BCA e licor de pentoses foram os 

ácidos butírico (C7 com 860 mg.L-1), acético (C12 com 578 mg.L-1) e lático (C13 com 

786 mg.L-1). Os ácidos fracos e os furanos, ambos advindos do licor de pentoses, não 

afetaram significativamente a produção de hidrogênio. A maior conversão de 

carboidratos (76%) foi observada no ensaio C7 para valor inicial de 2,59 ± 0,34 g.L-1. 

Palavras-chave: Ácido butírico; DCCR; Planejamento Experimental; Metodologia de 

Superfície Resposta. 
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ABSTRACT 

Brazil is one of the world's largest producers of sugar and ethanol, generating a great 

amount of sugarcane bagasse (SCB), which is a biomass of extreme importance as an 

energy source. In this context, the feasibility was studied of using ground SCB as substrate 

and source of microorganisms (autochthonous fungi and bacteria) to obtain products of 

biotechnological interest, such as H2 and organic acids. In the stage of obtaining the 

autochthonous consortium, reactors (Duran®) of 2 L were used with SCB (5 g.L-1), using 

ground SCB (assay 1) and in natura (assay 2), and 3 g.COD.L-1 of hydrolysate from SCB. 

In these reactors, yeast extract (2 g.L-1) was supplemented. After obtaining the 

autochthonous consortium, the experiments were carried out in batch reactors with SCB, 

yeast extract, and hydrolysate from SCB, using 1.3 g.L-1.VSS of inoculum. In the 

fermentation stage, pH, concentration of hydrolysate from SCB, and SCB (ground) were 

analyzed via Central Composite Rotatable Design (CCRD). The assays were performed in 

triplicate, totaling 48 reactors. In the CCRD assays, SCB (1,6 to 8,4 g.L-1), hydrolysate from 

SCB (0,4 to 4,4 g.L-1 in terms of COD), and pH (5,2 to 6,8) were analyzed. In the CCRD, 

the condition C4, with 3,0 g. L-1 of SCB, 3,6 g.COD.L-1 of hydrolysate from SCB and initial 

pH of 6,5, obtained a higher P of 126,82 ± 10,46 mL H2. The highest Rm value of 17,25 ± 

2,42 mL.h-1 was obtained in the condition C8, with 7,0 of SCB, 3,6 g.COD.L-1 of hydrolysate 

from SCB and initial pH of 6,5. The lowest value of λH2, of 8,64 ± 1,15 hours, was 

observed in the condition C5, with 3,0 g.L-1 of SCB, 1,2 g.L-1 of hydrolysate from SCB and 

initial pH of 6,5. Butyric acid (HBu) was the soluble metabolite most observed in the CCRD. 

The highest proportion of this acid was observed in assay C5 (47.11%). For the validation 

test with basis in the analysis in the Surface Response Methodology with 1.5 g.L -1 of SCB, 

initial pH of 6.8 and 4.7 g.COD.L -1 of hydrolysate, P of 179.43 ± 5.50 mL, Rm of 13.87± 

1.64 mL.h -1, λ of 4.89 ± 0.67 hours, and R2 of 0.98 were obtained. The main soluble 

metabolites observed in the autochthonous fermentation of SCB and hydrolysate were 

butyric acid (C7 with 860 mg.L-1), acetic acid (C12 with 578 mg.L-1) and lactic acid (C13 

with 786 mg.L-1). The weak acids and the furans, both originated from the hydrolysate from 

SCB, did not affect the production of hydrogen significantly. The highest carbohydrate 

conversion (76%) was observed in assay C7 for initial value of 2,59 ± 0,34 g.L-1. 

Keywords: Butyric acid; CCRD; Experimental Design; Response Surface Methodology.
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1 INTRODUÇÃO 

Os problemas enfrentados pela dependência excessiva de recursos baseados 

no petróleo estão se expandindo devido ao decremento das reservas de combustíveis 

fósseis em todo o mundo alinhado às preocupações ambientais, devido a liberação de 

gases potenciadores do efeito estuda como N2O, CO2, CH4, além de serem 

prejudiciais ao meio ambiente, podem causar problemas à saúde humana. 

Os principais países produtores de cana-de-açúcar são a Índia, Brasil e China , 

que juntos produzem quase 65% da cana-de-açúcar mundial, sendo o Brasil 

responsável por cerca de 40% da produção mundial total, tornando o um dos 

principais usuários das biorrefinarias da cana-de-açúcar, que processam quase toda a 

produção de biomassa da cana-de-açúcar do país para gerar bioenergia, 

biocombustíveis e outros derivados de alto valor agregado (MILÃO; ARAÚJO; DE 

MEDEIROS, 2021).  

No Brasil, considerando produção estimada de 665 milhões de toneladas de 

cana-de-açúcar na safra 2019/20 (CONAB, 2020), são geradas aproximadamente 168 

milhões de toneladas de bagaço e palha. 

Com o aumento pela procura de biocombustíveis como biodiesel e etanol, 

oriundos da utilização da biomassa vegetal, vem sendo propícios no país em virtude 

do clima favorável e a extensão territorial. Em relação ao etanol, em 2017 no Brasil, 

foram produzidos cerca de 7.060 milhões de galões, ficando apenas atrás dos EUA 

com 15.800 milhões (CHANDEL et al., 2019). Esta enorme disponibilidade do bagaço 

da cana-de-açúcar (BCA) no Brasil faz dela uma opção atraente para a produção 

sustentável de biocombustíveis e produtos químicos de commodity. Os 

biocombustíveis, especificamente o etanol lignocelulósico, é produzido através da 

fermentação dos hidrolisados do BCA, tem recebido crescente atenção devido à sua 

adequação técnica para substituir os combustíveis geológicos como gasolina e diesel 

(VAN EIJCK; BATIDZIRAI; FAAIJ, 2014). 

A partir da produção de açúcar e etanol tem-se a geração de bagaço, licor, 

vinhaça e melaço, sendo estes altamente potenciais para produção de hidrogênio e 

metano em condições anaeróbias (BUNDHOO, 2019). 

Após a extração da sacarose da cana de açúcar a fibra resultante (bagaço) é 

imediatamente usada como combustível em caldeiras ou armazenada para uso futuro. 

O melaço é processado nas destilarias para a produção de bioetanol, gerando a 

vinhaça como subproduto, e dependendo da forma como é descartada, pode acarretar 

em diversos impactos ao ambiente por conta das altas concentrações de potássio, 

sulfato e matéria orgânica (FUESS; GARCIA, 2014). Ademais, nem todo bagaço 
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produzido é utilizado (excedente de 8 a 12 %) e o restante pode gerar problemas 

ambientais e de armazenamento. 

Por outro lado, as biorrefinarias lignocelulósicas fornecerão ao mercado 

diferentes compostos industrialmente atraentes com interessantes perspectivas 

econômicas e ambientais, consistindo no fracionamento de biomassa para obter 

diferentes produtos de valor agregado, além da possibilidade de exploração como 

fonte de recursos renováveis. Nesse sentido, a biorrefinaria de biohidrogênio se 

desenvolveu como uma provável alternativa à refinaria de petróleo. 

Aproximadamente 30-40% das matérias-primas foram usadas para a produção 

de biohidrogênio e 60-70% dos residuais orgânicos são transformados em diferentes 

produtos de alto valor agregado como etanol, ácido butírico e 1,3-propanodiol (SARMA 

et al., 2015). Além desses, ácido cítrico, ácido lático, ácido succínico, e ácido 

levulínico, estão sendo obtidos por fermentação de materiais lignocelulósicos (LIU et 

al., 2014; CHANDEL; SILVEIRA, 2017; CHANDEL et al., 2018). 

Os processos de biorrefinaria baseados na fermentação microbiana de 

materiais lignocelulósicos precisam ser economicamente competitivos com os 

processos de refinaria de petróleo, por isso é importante maximizar o desempenho dos 

processos no que diz respeito à produtividade e ao produto desejado. Mais pesquisas 

são necessárias em nível laboratorial, a fim de produzir esses bioprodutos emergentes 

através da fermentação em larga escala e cumprir a função de refinaria de petróleo. 

O BCA compõe-se principalmente em celulose (25-29%), hemicelulose (36–

45%) e lignina (18–26%) (ROCHA et al., 2015). As técnicas de pré-tratamento podem 

ser físicas, químicas ou biológicas. Essas técnicas são necessárias para quebrar a 

parede celular rígida e complexa. Celulose e hemiceluloses, que são formas 

poliméricas de açúcares simples, compõem aproximadamente 70% de toda a 

biomassa e estão intimamente ligadas a lignina por meio de ligações covalentes que 

tornam a estrutura altamente robusta e resistente (KHAN; KHAN, 2015). Celulose e 

hemicelulose podem ser convertidas via fermentação-metanogênese. 

As fontes renováveis de bioenergia, tais como os insumos derivados de 

biomassa e os resíduos orgânicos, têm sido promissores para a produção de 

biohidrogênio. Alguns destes resíduos são subprodutos de processamento de 

alimentos e processos agrícolas (LAY, 2000). O hidrolisado do BCA contém altas 

quantidades de açúcar que podem ser convertidas em gás hidrogênio por bactérias 

fermentadoras (PATTRA et al., 2008). Diferentes grupos de bactérias, tais como 

Enterobacter, Clostridium e Bacillus, têm sido relatadas para produzir hidrogênio 

através da fermentação anaeróbia do licor de pentoses do BCA (WANG et al., 2007). 
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Populações microbianas autóctones podem prevalecer no BCA porque 

possuem enzimas capazes de degradar moléculas complexas como celulose e 

hemicelulose, estabelecendo interações microbianas para hidrólise e fermentação 

simultânea desse substrato. Dentre as bactérias autóctones, estão aquelas 

semelhantes à Clostridium, Bacteroides, Paenibacillus e Tepidimicrobium (RATTI et 

al., 2015; RABELO et al., 2018), e fungos autóctones do BCA, como Aspergillus 

(INFANZÓN-RODRÍGUEZ et al., 2019) e Polyporus (AHMED et al., 2018). 

Muitos estudos utilizaram o Delineamento do Composto Central Rotacional 

(DCCR) e a Metodologia de Superfície de Resposta (MSR), por meio de técnicas de 

Planejamento Experimental como estratégia de otimização em processos 

fermentativos para obtenção de biohidrogênio (CAMARGO et al., 2021; MAZARELI et 

al., 2021; MOURA et al., 2020; MONTOYA et al., 2020). A MSR executa a análise de 

regressão múltipla para determinar a relação entre as variáveis do processo, 

requerendo menos número de execuções experimentais para gerar as informações 

necessárias para um resultado estatisticamente aceitável (MU; WANG; YU, 2006; 

FERMOSO et al., 2010). 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar o potencial de utilização do 

BCA e licor de pentoses (hidrolisado do BCA) que são gerados em grandes 

quantidades pela indústria sucroalcoleira, como substrato e fonte de bactérias 

fermentativas para produção de bioenergia e compostos de alto valor agregado, 

empregando-se técnicas de Planejamento Experimental, como DCCR e MSR, 

variando pH, licor de pentoses e concentração de BCA com a finalidade de otimizar a 

produção de H2 e ácidos orgânicos. 
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2 OBJETIVOS 

O objetivo geral desse estudo é avaliar a produção otimizada de hidrogênio e 

ácidos orgânicos a partir do BCA e licor de pentoses em reatores anaeróbios em 

batelada.  

Neste caso, os objetivos específicos foram elaborados nas condições 

estabelecidas. 

 

a) Avaliar a obtenção de inóculo autóctone (fungos e bactérias) do BCA e licor de 

pentoses na produção de hidrogênio e ácidos orgânicos; 

b) Comparar a produção de H2 a partir de BCA in natura e moído; 

c) Avaliar os efeitos das variáveis independentes, individuais e interativos (pH, 

concentração de licor de pentoses e BCA) sobre a produção de biohidrogênio 

em reatores em batelada, por meio do planejamento experimental; 

d) Avaliar a produção de hidrogênio para diferentes concentrações de matéria 

orgânica, carboidratos solúveis, fenóis totais e ácidos orgânicos nos 

experimentos em batelada. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Bagaço da Cana-de-Açúcar  

O BCA é composto por material lignocelulósico e não contém monossacarídeos 

acessíveis aos microorganismos durante o processo de fermentação. Por esse motivo, 

é necessário pré-tratamento físico-químico ou biológico para facilitar o acesso das 

enzimas hidrolíticas. (KAVITHA et al., 2017; BRAGA et al., 2018). 

O pré-tratamento pode ser aplicado ao inóculo e substrato (BUNDHOO; 

MOHEE; HASSAN, 2015). Quando o pré-tratamento é aplicado ao inóculo tem-se 

como objetivo inibir os microorganismos consumidores de hidrogênio e enriquecer 

aqueles produtores de H2 (LI; FANG, 2007; PRAKASHAM et al., 2009; SAADY, 2013; 

WONG; WU; JUAN, 2014). Já o pré-tratamento de materiais lignocelulósicos tem 

como objetivo a quebra da estrutura cristalina da celulose, bem como a estrutura da 

lignina e hemicelulose, auxiliando na despolimerização de modo a aumentar a 

hidrólise e consequentemente a produção de hidrogênio por processos fermentativos 

através de microorganismos especializados nesses processos (SUN; CHENG, 2002; 

MOSIER et al., 2005; ZHENG; PAN; ZHANG, 2009; ELBESHBISHY et al., 2011). 

O BCA in natura nacional é constituído principalmente por 31,4-45,5% de 

celulose, 23,2-41,6% de hemicelulose, e 19,1-32,4% lignina (Tabela 3.1). Os 

componentes não-estruturais da biomassa, como cinzas (1,0-2,8%) e extrativos (4,6-

9,1%) são as outras substâncias que fazem parte da composição química do BCA.  

O bagaço e a sua fração hemicelulósica hidrolisada (licor de pentoses) podem 

ser utilizados também como matéria-prima para o cultivo de microorganismos para o 

processo de bioconversão e produção de produtos de valor biotecnológicos, como 

xilitol, produção de etanol, biometano, biohidrogênio e ácidos orgânicos. Devido a 

estas vantagens, o bagaço é considerado não apenas um subproduto da indústria 

açucareira, mas também um coproduto de alto valor agregado (PANDEY et al., 2000; 

S. KONDE et al., 2021). 

Tabela 3.1: Composição química do BCA nacional in natura 

Componentes (%) Referências 

Celulose 31,4~45,5  (BRIENZO; SIQUEIRA; 

MILAGRES, 2009; CANILHA et 

al., 2012; DA SILVA et al., 

2010; JACKSON DE MORAES 

ROCHA et al., 2011; RABELO 

et al., 2011) 

Hemicelulose 23,2~41,6 

Lignina 19,1~32,4 

Cinzas 1,0~2,8 

Extrativo de etanol 4,6~9,1 
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3.2 Microorganismos envolvidos na degradação da biomassa lignocelulósica 

Na natureza, a biomassa lignocelulósica é degradada principalmente por 

fungos e bactérias produzindo combinação complexa de enzimas hidrolíticas 

(celulases, hemicelulases e pectinases) que agem de forma cooperada para quebra da 

celulose e seus componentes associados da parede celular (MUNIR; LEVIN, 2016).  

As bactérias celulolíticas gram-positivas fazem parte do filo Firmicutes e 

pertencem à classe Clostridia e ao gênero Clostridium (PANTALÉON et al. 2014). 

Geralmente, em condições aeróbias, o material lignocelulósico é convertido em água e 

dióxido de carbono, no entanto, na degradação anaeróbia de celulose, também são 

produzidos etanol e hidrogênio. Clostridium thermocellum, recentemente denominado 

Hungateiclostridium thermocellum (NAKAZONO-NAGAOKA et al. 2019), é bactéria 

celulolítica anaeróbia e termofílica (BAYER et al. 2004; PAPANEK et al. 2015) e tem 

sido estudada também na obtenção de hidrogênio a partir de BCA (LEITÃO et al., 

2017; SOARES et al., 2019b). 

Ecem Öner et al. (2018) investigaram o efeito de Clostridium thermocellum na 

co-digestão anaeróbia de esterco de vaca e palha de trigo. C. thermocellum foi 

adicionado em 5%, 10%, 15% e 20% do volume de digestores anaeróbios que 

continham estrume de vaca e palha de trigo como substrato. Esses digestores foram 

operados por 50 dias e foram comparados com digestores em condição controle, sem 

bioaumentação. Os autores concluíram que a bioaumentação com C. thermocellum foi 

significativamente favorável à hidrólise e, como resultado, foi produzido metano a partir 

de arqueias metanogênicas do esterco de vaca e palha de trigo. Os efeitos positivos 

da bioaumentação foram observados quando a co-inoculação de C. thermocellum foi 

de 20% (v/v). Por meio da análise microbiana os autores verificaram abundância 44% 

maior para representantes de Ruminococcaceae, no reator bioaumentado em relação 

ao controle. 

Soares et al. (2018) avaliaram as concentrações de substrato e extrato de 

levedura de reator em batelada, a fim de otimizar a conversão do BCA em hidrogênio. 

Os autores identificaram que a maioria das bactérias abundantes no reator pertencia 

as classes Clostridia, Bacteroides e Bacilli (44,22, 29,89 e 5,27%, respectivamente). 

Ainda no estudo, os autores inferiram sobre a maior proporção de Clostridium, a qual 

foi relacionada com a bioconversão do BCA em ácidos orgânicos e hidrogênio. Seu 

papel na decomposição da biomassa lignocelulósica pode ser devido à maior atividade 

celulolítica de muitos membros desse gênero, bem como à sua capacidade de realizar 

inúmeras vias de fermentação. 
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Os fungos são mais eficientes na degradação de material lignocelulósico do 

que as bactérias, nas quais a degradação é mais lenta e limitada . Este fato pode ser 

explicado porque os fungos podem se prender aos tecidos vegetais lignificados e, por 

sua vez, favorecem a adesão de bactérias celulolíticas, que então obtêm acesso ao 

interior de materiais vegetais. Os fungos de ambiente anaeróbio formam co-culturas 

sintróficas com arquéias metanogênicas para degradação do material lignocelulósico 

(KUMAR et al., 2015c).  

O papel dos fungos na degradação das fibras vegetais tem sido estudado 

(BUGG et al., 2011; DONG et al., 2013; ROUCHES et al., 2016; DA SILVA; PEDEZZI; 

SOUTO, 2017; DE OLIVEIRA GORGULHO SILVA et al., 2018). Entre as espécies de 

fungos mais relatadas estão as aeróbias como ascomicetos (Trichoderma ressei e 

Aspergillus niger), basidiomicetos, que incluem fungos de podridão branca 

(Panaerochete chrysosporium) e fungos de podridão parda (Fomitopsis palustris) e 

algumas espécies anaeróbias como Orpinomyces sp. (SINDHU; BINOD; PANDEY, 

2016). Estes últimos pouco estudados, porém, exibindo alta atividade hidrolítica da 

biomassa lignocelulósica (COUGER et al. 2015; SOLOMON et al. 2016). 

Machado e Ferraz (2017) analisaram o tratamento biológico do BCA com três 

basidiomicetos (Laetiporus sulpHureus, Pleurotus ostreatus e Ceriporiopsis 

subvermispora), que produziram variados padrões de degradação dos componentes 

da biomassa. Esses padrões incluíram a degradação predominante de polissacarídeo, 

degradação simultânea de todos os componentes da biomassa e degradação seletiva 

de lignina com preservação de celulose. L. sulpHureus promoveu degradação maior 

de xileno (13%) e glucano (9,1%) com remoção desprezível de lignina (4,8%), após 60 

dias de tratamento. P. ostreatus degradou todos os componentes do BCA em 

proporções semelhantes. A remoção de glucano, xileno e lignina foi de 8,4%, 15,7% e 

11,1% após 60 dias de tratamento biológico, respectivamente. C. subvermispora 

promoveu a biodegradação de lignina e xileno. Nesse caso, a remoção de glucano foi 

mínima (15,7%), enquanto as de lignina e xilano atingiram 48% e 47% após 60 dias de 

tratamento, respectivamente. 

Salomão et al. (2019) examinaram as condições operacionais (temperatura e 

teor de umidade) para a produção de celulases a partir de Penicillium sp., Rhizomucor 

sp. e Trichoderma koningii, utilizando BCA in natura e pré-tratado com solução ácido-

alcalina e peróxido de hidrogênio como substratos. O fungo mais adequado para a 

produção de celulases foi o Trichoderma koningii (8,2 UI/g-1 de substrato), seguido de 

Penicillum sp. (1,7 UI / g de substrato). Em relação ao substrato das culturas, verificou-

se que o BCA pode ser utilizado como fonte de carbono para os microorganismos 

estudados e indutores na produção de celulases. Os melhores resultados de produção 
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foram obtidos quando o BCA não foi pré-tratado. Dentre as variáveis operacionais 

estudadas, a temperatura teve maior efeito sobre a produção enzimática, resultando 

em melhores resultados ao utilizar temperaturas entre 28 e 30°C. 

Braga et al. (2018) estudaram a viabilidade da coprodução de H2 e CH4 a partir 

do BCA, utilizando processo de digestão anaeróbia em dois estágios. Os metabólitos 

(ácidos orgânicos e H2) gerados no final do Estágio I serviram como substratos no 

Estágio II, para a produção de CH4, com três diferentes inóculos (lagoa anaeróbia, 

consórcio fermentativo/celulolítico, e lodo de UASB). O pré-tratamento do BCA foi 

conduzido em sistema hidrotérmico combinando tratamento enzimático com o fungo 

Aspergillus niger. Neste estudo, o pré-tratamento com A. niger forneceu enzimas 

necessárias para a decomposição do BCA. Os autores também notaram que alguns 

gêneros da família Clostridiacea podem ter influenciado diretamente na degradação de 

açúcares, como celulose, hexoses e glicose, gerando ácidos orgânicos (acético e 

fórmico). 

 

3.3 Pré-tratamentos da biomassa lignocelulósica 

O pré-tratamento é essencial para alterar as características estruturais da 

biomassa e aumentar a acessibilidade dos carboidratos às enzimas hidrolíticas. Os 

principais efeitos promovidos pelos diferentes pré-tratamento incluem: (1) modificação 

do índice de cristalinidade da celulose e seu grau de polimerização, (2) interrupção 

das ligações lignina-carboidrato, (3) remoção de lignina e/ou hemiceluloses e (4) 

aumento da porosidade (MORENO et al. 2019). Na Figura 3.1 está ilustrado o efeito 

do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica. 

 

Figura 3.1: Efeito do pré-tratamento na biomassa lignocelulósica.  

Fonte: adaptado de Abraham et al. (2020).  

 

3.3.1 Pré-tratamento físico 

O pré-tratamento físico mais utilizado é a moagem, que diminui a cristalinidade 

e o grau de polimerização da lignocelulose, melhorando a suscetibilidade à hidrólise 

enzimática (ZENG et al., 2007; SRIVASTAVA et al., 2015). A moagem costuma ser o 
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primeiro passo do pré-tratamento. Moagem de dois rolos, moagem de bolas, moagem 

de martelo, moagem de disco e moagem coloidal são vários tipos de moagem 

utilizados nos processos de diminuição do tamanho da biomassa. No entanto, 

conforme De la Rubia et al. (2011), a redução excessiva no tamanho da biomassa 

lignocelulósica pode resultar na produção excessiva de ácidos graxos voláteis (AGVs), 

os quais podem favorecer a inibição da produção de metano. 

Outro tipo de tratamento físico muito utilizado é o hidrotérmico, sendo usada a 

água aquecida em altas temperaturas, com o objetivo de levar à dissolução parcial de 

hemicelulose e a redução estrutural da lignina. Em tal tratamento não são utilizados 

outros catalisadores ou produtos químicos além da água (JĘDRZEJCZYK et al. 2019). 

As seguintes vantagens são observadas no tratamento hidrotérmico da biomassa: (a) 

remoção do processo de desintoxicação do hidrolisado líquido devido à produção 

tolerável de compostos inibidores; (b) maior eficiência de obtenção de carboidratos, 

após hidrólise enzimática subsequente; (c) pode ser aplicável a ampla gama de 

matérias-primas lignocelulósicas, desde resíduos agrícolas até biomassa de algas; (d) 

pode ser aplicada industrialmente (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018). Entretanto, 

em temperaturas acima de 160 ºC pode levar a formação de compostos tóxicos como 

furfural, hidroximetilfurfural e compostos fenólicos solúveis (RAMOS, 2003). 

Wang et al. (2018) avaliaram o pré-tratamento hidrotérmico da palha de arroz 

para produção de biogás, em diferentes temperaturas (90 ºC, 150 ºC, 180 ºC e 210 ºC) 

com carga orgânica de 35 g.L-1 e 50 g.L-1 em reatores batelada. Os autores 

observaram que após o pré-tratamento hidrotérmico a digestão anaeróbia não foi 

melhorada significativamente, com aumento de apenas 3% da produção de biogás em 

relação ao controle sem tratamento. Em temperatura maior, os autores verificaram 

redução de 30% no rendimento de biogás, comparando-se com o tratamento a 180 ºC, 

sendo obtido valor máximo de metano de 175 e 146 mL. g.L-1 para 35 e 50 g.L-1, 

respectivamente de matéria orgânica. Furfural, xilose, ácido fórmico e oligômero foram 

observados na maior temperatura de tratamento em 98, 290, 776 e 996 mg.L-1, 

respectivamente. Nesse estudo, o pré-tratamento hidrotérmico, especialmente em 

temperaturas maior, não foi recomendado para a produção de metano. No entanto, 

temperatura menor foi sugerida, porque com o aumento dela no pré-tratamento 

aumentou a concentração de substâncias inibitórias ao crescimento microbiano. 

 

3.3.2 Pré-tratamento químico 

O pré-tratamento químico envolve a adição de produtos químicos para 

modificar a estrutura da lignocelulose, por exemplo, alterar a cristalinidade da celulose 

e modificar e/ou remover a lignina ou a hemicelulose. Em alguns casos, pré-
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tratamentos químicos são combinados com pré-tratamentos físicos, como explosão a 

vapor ou hidrotermólise. 

O pré-tratamento da biomassa lignocelulolística com ácidos é um dos métodos 

mais eficazes de solubilizar a hemicelulose, tornando a celulose mais acessível. As 

principais reações durante o tratamento ácido são a hidrólise da hemicelulose e a 

condensação e precipitação da lignina solubilizada (BAJPAI, 2016). 

As principais desvantagens do pré-tratamento com ácido são o ambiente 

corrosivo das reações e a possível formação de inibidores (hidroximetilfurfural - HMF, 

furfural e ácido acético) em relação a outras possibilidades de tratamento (JÖNSSON; 

MARTÍN, 2016). Damião Xavier et al. (2018) avaliaram o licor hidrolisado da fração de 

hemicelulose do substrato da fibra de sisal na produção simultânea de xilitol e etanol, 

e verificaram que as melhores condições de pré-tratamento foram a 120 ºC e 2,5% v/v 

de ácido sulfúrico. Os autores observaram que acima 2,0 g.L-1 de 5-HMF, 2,0 g.L-1 de 

furfural e 3,0 g.L-1 de ácido acético em condição fermentativa, houve completa inibição 

celular. 

A ozonização é um dos pré-tratamentos oxidativos também aplicado em 

biomassa lignocelulósica. Em função do uso do ozônio ocorre ataque à estrutura da 

lignina e hemicelulose, entretanto, não afeta a fração de celulose. Além disso, por 

meio desse pré-tratamento é possível quebrar a associação entre esses componentes 

e obtenção de fração sólida com melhor reatividade para processos subsequentes, 

como a hidrólise enzimática (TRAVAINI et al. 2016). Na ozonização do BCA é gerada 

fração líquida com elevada concentração de matéria orgânica, todavia, pouco se sabe 

sobre o seu uso como substrato para a produção de biogás após este pré-tratamento. 

Adarme et al. (2017) estudaram o pré-tratamento do BCA com ozônio e 

obtiveram elevada remoção de hemicelulose (48,28%), extensão da deslignificação 

(45,19%) e solubilização de celuloses (40,7 %). No entanto, observaram compostos 

inibitórios para digestão anaeróbia, tais como ácido oxálico, butanol, xilitol, furanona, 

benzaldeído, d-eritrotetrofuranose, d-eritro-pentofuranose e 2,5-furandiona.  

O pré-tratamento com ozônio do BCA pode ser energeticamente compensado 

ao considerar o uso da fração sólida rica em celulose (gerada na etapa de pré-

tratamento com biomassa). 

 

3.3.3 Pré-tratamento biológico 

O pré-tratamento físico e químico pode significar mais de 40% dos custos de 

processamento da biomassa, neste sentido, têm-se o pré-tratamento biológico como 

alternativa mais sustentável financeiramente (ROUCHES et al. 2016; SINDHU; 

BINOD; PANDEY, 2016). 
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O pré-tratamento com consórcio microbiano é realizado por microorganismos 

cujo substrato é a biomassa lignocelulósica. Por meio do pré-tratamento fúngico ocorre 

o ataque principalmente à estrutura da lignina (ZHANG et al. 2011). Nesse tipo de 

tratamento, os microorganismos atuam em sinergismo para a hidrólise do material 

lignocelulósico (RATTI et al. 2015).  

Bactérias heterofermentativas pode ser a escolha mais adequada para o pré-

tratamento biológico de substrato lignocelulolítico, em função da produção de 

intermediários na forma de ácidos orgânicos e álcoois para a metanogênese e, 

portanto, são benéficas para a digestão anaeróbia em comparação com as bactérias 

homofermentativas (NIZAMI; KORRES; MURPHY, 2009). Dentre as bactérias 

envolvidas na degradação anaeróbia do BCA são relatados os gêneros 

Coprothermobacter, Clostridium e Methanothermobacter (SOARES et al., 2019b).  

Os parâmetros que influenciam o pré-tratamento biológico são composição da 

biomassa, tamanho das partículas, umidade e características como temperatura e pH 

(BAJPAI, 2016). Além disso, alguns outros fatores são os seguintes: microorganismos 

envolvidos, concentração de inóculo, pH, taxa de aeração, tempo e temperatura de 

incubação. As vantagens deste pré-tratamento são (i) processo sem adição de 

agentes químicos; (ii) baixa demanda de energia; (iii) nenhuma descarga de 

compostos nocivos ao meio ambiente e nenhuma produção de resíduos ao longo do 

processo; e (iv) formação de inibidores de fermentação evitada durante o processo. 

Apesar de suas vantagens, a aplicação industrial é normalmente descartada, pois 

requer monitoramento contínuo do crescimento de microorganismos (LIGUORI; 

FARACO, 2016; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). 

Zhong et al. (2011) analisaram o tratamento biológico com agentes microbianos 

da palha de milho em temperatura ambiente (cerca de 20 °C) com objetivo de 

melhorar sua biodegradabilidade e produção de biogás. Consórcio microbiano 

(Saccharomyces cerevisiae, Coccidioides immitis, Hansenula anomala, Bacillus 

licheniformis, Pseudomonas, Bacillus subtilis, Pleurotus florida, Lactobacillus deiliehii) 

foi usado para o pré-tratamento biológico. O rendimento de metano foi aumentado em 

75,57% com esse consórcio microbiano em relação à condição controle, sem pré-

tratamento biológico. Os autores observaram remoção de 25,10% no conteúdo total de 

lignina, celulose e hemicelulose. 

Saritha, Arora e Nain (2012) investigaram o pré-tratamento biológico de palha 

de arroz com fungo branco (Trametes hirsuta) e compararam com o pré-tratamento 

por explosão a vapor à 121 °C. Sob tais condições, foi observado maior remoção de 

lignina (52.69%) em relação à condição controle. A maior eficiência de remoção 

observada após 24 horas para o pré-tratamento biológico (76,5%) foi também superior 
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à do pré-tratamento por explosão a vapor (74,1%), com produção máxima de 

carboidratos (52,91 g.L-1). 

Castoldi et al. (2014) estudaram o pré-tratamento biológico da serragem de 

eucalipto com fungos de podridão branca, (Ganoderma lucidum, pHanerochaete 

chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Trametes sp.) com 

objetivo principal de obter as condições mais adequadas para melhorar a hidrólise 

enzimática da celulose. Os autores observaram a partir da curva de hidrólise, que a 

eficiência do tratamento referente à degradação da celulose hidrolisável obedeceu à 

seguinte sequência: P. ostreatus (16,7% da celulose total) > P. pulmonarius (15,4%) > 

Trametes sp. (10,1%) > P. chrysosporium (2,8%) e sem tratamento (2,8%). Os autores 

ainda concluíram que as condições de pré-tratamento com P. chrysosporium não 

foram favoráveis para degradação da celulose hidrolisável da serragem de eucalipto. 

Yan et al. (2017) estudaram o tratamento biológico combinado com o pré-

tratamento com ácido sulfúrico diluído. Os fungos (Cupriavidus basilensis) usados 

podiam trabalhar nas gotículas de lignina formadas no pré-tratamento com ácido 

sulfúrico, recuperando rachaduras e buracos na superfície da palha de arroz, deixando 

estrutura aberta e porosa para facilitar o acesso das enzimas à celulose interna. A 

digestibilidade enzimática da palha de arroz foi de 70% a 244% no processo 

combinado da palha de arroz diluída pré-tratado e não tratada, respectivamente. 

Montoya et al. (2020) analisaram o perfil taxonômico e funcional do consórcio 

de bactérias e fungos associados às vias de produção máxima de H2 e degradação do 

material lignocelulósico dos resíduos de café em reatores batelada. Para atingir esse 

objetivo foi obtido consórcio autóctone a partir da água residuária, polpa e casca de 

café. Os autores verificaram aumento de fenol de 383 para 517 mg.L-1, como resultado 

da degradação da lignina. Os principais microorganismos hidrolíticos identificados 

foram Clostridium, Lactobacillus e Enterococcus com participação na degradação de 

celulose, hemicelulose e lignina. Em relação aos fungos, foram identificados Fusarium, 

Hanseniaspora e Zygosaccharomyces, relacionados com a produção de enzimas para 

a degradação de celulose, hemicelulose e pectina, contribuindo para a hidrólise de 

polpa e casca. 

Na Tabela 3.2 estão incluídos os efeitos de diversos microorganismos em 

diferentes tipos de biomassa lignocelulósica. 
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Tabela 3.2: Efeitos de diversos microorganismos em diferentes tipos de biomassa em 
reatores em batelada. 

Microrganismo Biomassa Efeitos Referência 

Consórcio microbiano Palha de milho  

Remoção de 25% 

de lignina, 

celulose e 

hemicelulose  

Zhong et al. 

(2011)  

Fungo Trametes hirsuta  Palha de arroz 
Remoção de 52% 

de lignina 

Saritha, Arora 

e Nain (2012) 

Consórcio de fungos Eucalipto 

Hidrólise 

aumentada em 

20 vezes 

Castoldi et al. 

(2014)  

Consórcio de fungos Palha 

Hidrólise 

aumentada em 

sete vezes 

Taha et al. 

(2015) 

Bactérias e fungos autóctones  
Resíduos do 

café 

Degradação da 

lignina 

Montoya et al. 

(2020)  

Paraclostridium sp. Bagaço de Cana 

Hidrólise e 

fermentação da 

celulose 

Rabelo et al. 

(2020)  

 

3.4 Compostos inibitórios 

Além dos aspectos positivos do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

como liberação de açúcares, coexistem durante o pré-tratamento, a formação de 

subprodutos tóxicos as comunidades microbianas como compostos fenólicos, 

derivados de furanos e ácidos fracos que podem ser inibidores para a produção de 

hidrogênio via fermentação (CHEN et al., 2013; BEHERA et al., 2014; KUMAR et al., 

2015b). Os compostos inibidores são divididos em três grupos principais com base na 

sua origem, a saber: ácidos fracos, derivados de furanos e compostos fenólicos 

(PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000). Na Figura 3.2 estão ilustrados os 

compostos obtidos via hidrólise do BCA. 
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Figura 3.2: Vias de formação de furanos e compostos aromáticos a partir do 

hidrolisado lignocelulósico do BCA. Fonte: adaptado de Ghasimi et al. (2016). 

 

3.4.1 Fenóis 

Os compostos fenólicos e aromáticos são geralmente produzidos em pré-

tratamentos que envolvem resíduos agrícolas, como a explosão a vapor (GHASIMI et 

al., 2016; QIN et al., 2016). A partir da degradação da lignina durante o pré-tratamento 

(MARTÍN; KLINKE; THOMSEN, 2007) ou hidrólise ácida (CAO et al., 2010; MONLAU 

et al., 2013b; LAI et al., 2014) são produzidos vanilina e siringaldeído (BELLIDO et al., 

2011; BARAKAT et al., 2012). Os compostos fenólicos afetam as membranas 

celulares, aumentam sua permeabilidade (HIERHOLTZER et al., 2013) e/ou danificam 

as membranas (KUMAR et al., 2015b). Como resultado disso, não existe barreira 

protetora para o citoplasma celular (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000), 

deixando-o vulnerável à destruição por influxo de compostos tóxicos extracelulares. 

Ademais, o dano à membrana celular também resulta em vazamento de componentes 

citoplasmáticos como proteínas, potássio ou fosfato (CAMPOS et al., 2009), 

resultando em redução da velocidade de crescimento bacteriano (KELLY et al., 2008), 

atividades celulares suprimidas (TAI et al., 2010) além de mudança nas vias de 

fermentação (SIQUEIRA; REGINATTO, 2015). Além do mais, os fenóis são mais 

tóxicos que os furanos com os mesmos grupos funcionais, a vanilina, por exemplo, 

causa interrupção parcial do gradiente de K+ nas células (PATTRICK et al., 2019). Os 
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compostos fenólicos em 1,0 g.L-1 inibiram em até 74% o crescimento das células de C. 

beijerinckii (CHO et al., 2009). Quéméneur et al. (2012) estudaram a produção de 

hidrogênio em reatores em batelada utilizando xilose como substrato na presença de 

fenol, em temperatura mesofílica e pH inicial de 5,5. Segundo os autores, houve 

diminuição da produção de hidrogênio de 64%, ou seja, de 1.367,7 mL H2 na ausência 

de fenol e 480,5 mL H2 com adição de 1 g.L-1 de fenol. 

 

3.4.2 Furanos 

Derivados de furanos incluem furaldeído (furfural) e 5-hidroximetilfurfural (HMF) 

(CHEN et al., 2013; BEHERA et al., 2014; KUMAR et al., 2015b). Furfural é formado a 

partir da degradação da xilose em alta temperatura e pressão e pode ser convertido 

em ácidos via fermentação (ou em função do pré-tratamento) ácido fórmico, ácidos 

fracos, como ácido acético, ácido benzóico, ácido vanílico e ácido fórmico, 

identificados em hidrolisados lignocelulósicos pré-tratados (ALMEIDA et al., 2009; 

JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013; RUIZ et al., 2020). Enquanto a 

formação de HMF é um produto da degradação de hexoses (glicose, galactose e 

manose) a partir da hemicelulose da biomassa, podendo ser convertido 

posteriormente em ácido fórmico e ácido levulínico (GHASIMI et al., 2016; KUMAR et 

al., 2020). Ambos os inibidores podem resultar do pré-tratamento ácido (FANGKUM; 

REUNGSANG, 2011; PANAGIOTOPOULOS et al., 2011; ZHANG et al., 2013), 

tratamento térmico (JUNG; KIM; SHIN, 2011), explosão a vapor (CANTARELLA et al., 

2004) e oxidação úmida (MARTÍN; KLINKE; THOMSEN, 2007). 

Derivados de furanos podem impedir as atividades de enzimas envolvidas em 

reações de fermentação (MODIG; LIDÉN; TAHERZADEH, 2002; LIN et al., 2015), 

suprimir o crescimento celular (BELLIDO et al., 2011; LAI et al., 2014; LIN et al., 2015), 

enquanto causa danos ao DNA e mutações em muitas bactérias, bem como 

mudanças nas vias de fermentação (ALMEIDA et al., 2009; LIN et al., 2015; 

SIQUEIRA; REGINATTO, 2015). 

Furfural é um inibidor chave do hidrolisado lignocelulósico, têm efeitos 

negativos nas enzimas glicolíticas e fermentativas, além de ser mutagênico e causar 

fracionamento do DNA (LIU et al., 2019). No entanto, em certas quantidades, esses 

compostos interferem pouco na atividade microbiana (AKOBI; HAFEZ; NAKHLA, 2016; 

DESSIE et al., 2019). Além disso, o NADH pode reduzir os derivados de furanos e ser 

oxidado a NAD+ (ASK et al., 2013). Isso pode ser prejudicial a fermentação pois o 

NADH é uma coenzima importante na produção de hidrogênio, uma vez que em 

concentração mais baixa pode resultar em produção menor de H2 (LIN et al., 2015). 

Segundo Veeravalli et al. (2013) a produção de H2 foi completamente inibida após 
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adição de 2 g.L-1 de furanos (HMF + furfural combinados). Verificou-se que o furfural e 

o HMF (3 g.L-1) são estimulantes e não inibitórios para cultura de Clostridium 

beijerinckii, embora a mistura dos dois tenha afetado negativamente a cultura (EZEJI; 

QURESHI; BLASCHEK, 2007b). Kumar, Cheon e Kim (2014) verificaram diminuição 

da produção de hidrogênio em aproximadamente 50%, quando 0,59 g.L-1 de HMF foi 

adicionada ao meio fermentativo. 

 

3.4.3 Ácidos Orgânicos 

Além da produção de hidrogênio a partir do processo fermentativo, outros 

subprodutos ou metabólitos solúveis também são gerados e incluem ácidos orgânicos, 

tais como ácido acético, ácido propiônico, ácido butírico, ácido fórmico e ácido láctico 

ou solventes como etanol, acetona ou butanol (WONG; WU; JUAN, 2014). A formação 

desses metabólitos é dependente da via metabólica percorrida pelos microorganismos 

e é geralmente classificada como acidogênese, para formação de ácidos orgânicos e 

solventogênese para produção de solventes (PRAKASHAM et al., 2009; WONG; WU; 

JUAN, 2014). Embora, em baixos níveis, esses produtos finais possam ser favoráveis 

para a produção de H2 (ZHENG; YU, 2005; CIRANNA et al., 2014), altas 

concentrações podem resultar na inibição do processo, resultando em reduzida 

geração de hidrogênio (CASTRO-VILLALOBOS; GARCÍA-MORALES; FERNÁNDEZ, 

2012; TANG et al., 2012). 

Durante a acidogênese, os ácidos orgânicos são produzidos como subprodutos 

do processo fermentativo e resultam em diminuição do pH da célula (MILLAT et al., 

2011). Esses ácidos podem estar em formas dissociadas ou não; ambos os quais têm 

efeitos inibitórios na produção de hidrogênio (CHONG et al., 2009). Os ácidos 

dissociados aumentam a força iônica do meio impactando na produção de H2 devido à 

lise celular (CIRANNA et al., 2014) resultando na mudança da acidogênese para a 

solventogênese (CHONG et al., 2009). Já os ácidos fracos na forma não dissociada, 

penetram dentro das células para liberar o ânions e prótons, o que interrompe o pH 

intracelular (WANG; SUN; YUAN, 2018). O influxo de prótons no citoplasma da célula 

cria um desequilíbrio de pH e a diminuição resultante no pH intracelular pode afetar as 

atividades metabólicas ao mesmo tempo que causa a morte celular e 

consequentemente compromete a produção de hidrogênio (TANG et al., 2012; 

JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). Para manter um gradiente constante 

de pH na membrana, os prótons são forçados para fora do citoplasma da célula por 

meio de um sistema acionado por trifosfato de adenosina (ATP) e a energia (na forma 

de ATP celular) é consumida (CHONG et al., 2009). 
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Os hidrolisados lignocelulósicos também contém ácidos fracos, principalmente 

ácido acético, ácido fórmico e ácido levulínico (JÖNSSON; ALRIKSSON; 

NILVEBRANT, 2013). Os furanos (furfural e HMF) podem ser convertidos em ácidos 

fracos (ácido levulínico e ácido fórmico) em condições de pré-tratamento como acidez 

e temperatura (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000). Já o ácido acético é gerado 

após a hidrólise dos grupos acetil da hemicelulose durante os pré-tratamentos 

térmicos e termoquímicos (PANAGIOTOPOULOS et al., 2011). Ácidos fracos advindos 

do pré-tratamento do BCA podem ser inibidores de processos fermentativos 

(SANTUCCI et al., 2015; BAÊTA et al., 2016a). O ácido fórmico, por exemplo, pode 

ser mais tóxico que o acético e ácido levulínico porque permeia mais facilmente 

através da membrana celular (CHO; SHIN; KIM, 2012). Kumar, Cheon e Kim (2014) 

analisaram a produção de hidrogênio em reatores em batelada com pH inicial 7 e 

temperatura mesofílica, alimentados com glicose. Os autores observaram diminuição 

em 50% da produção de H2 para 1,55 g.L-1 de ácido levulínico e 12,50 g.L-1 de ácido 

fórmico. 

 

3.5 Fermentação  

Dentre as possibilidades de produção de H2 tem-se processos sustentáveis e 

ecológicos como, por exemplo, a fermentação a partir da biomassa renovável 

(RAHMAN et al., 2016). A utilização de resíduos lignocelulósicos, como os florestais-

industriais, agroindustriais, é particularmente interessante devido à abundância e 

disponibilidade desses tipos de materiais (MONLAU et al., 2013a; KUMAR et al., 

2020). 

Ampla variedade de microorganismos pode produzir hidrogênio por meio de 

suas vias metabólicas em condições anaeróbias. Os microorganismos que requerem 

condições anaeróbias estritas estão incluídos entre os anaeróbios obrigatórios, como o 

gênero Clostridium. A principal característica deste gênero é a possibilidade de realizar 

a fermentação a partir de diversas fontes de carbono. Além disso, sobrevive em 

condições adversas como altas temperaturas, pH e presença de substâncias tóxicas. 

Tais bactérias produzem H2 durante a fase exponencial e uma vez atingida a fase 

estacionária, o fluxo metabólico será deslocado para o acúmulo de ácidos orgânicos, 

visto que a quantidade de substrato ficará escassa, e dependendo do tipo de substrato 

utilizado para fermentação por Clostridium ocorre a formação de hidrogênio e ácidos 

orgânicos, tais como ácido acético e ácido butírico (HALLENBECK; ABO-HASHESH; 

GHOSH, 2012). 

Lin et al. (2007) averiguaram o desempenho da produção de hidrogênio de 

quatro espécies Clostridium sp., incluindo C. acetobutylicum, C. butyricum, C. 
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tyrobutyricum e C. beijerinckii. Por meio dos experimentos em batelada foi observado 

que todas as cepas testadas fermentaram glicose, reduziram do pH médio de 7,2 para 

valor entre 4,6 e 5,0, e produziram ácido butírico (0,37-0,67 mmol/mmol-glicose) e 

ácido acético (0,34-0,42 mmol/mmol-glicose) como metabólitos principais. Dentre as 

linhagens examinadas, foi verificado para C. beijerinckii e C. tyrobutyricum maior e 

menor produção de hidrogênio, respectivamente de 2,81 mmol/mmol-glicose e 1,47 

mmol/mmol-glicose. 

As culturas mistas sob condição controlada podem realizar a fermentação em 

fontes complexas de carbono orgânico e produzir hidrogênio. Estas culturas podem 

utilizar substratos orgânicos que fazem parte da composição de resíduos industriais, 

resíduos agrícolas, lodo de esgoto e resíduos domésticos.  

Antonopoulou et al. (2007) estudaram a produção comparativa de hidrogênio 

fermentativo a partir da mesma fonte de substrato (extrato de sorgo) utilizando cultura 

microbiana acidogênica mista e cultura pura de Ruminococcus albus. O maior 

rendimento de hidrogênio obtido do extrato de sorgo fermentado com culturas 

microbianas mistas em sistema contínuo foi de 0,86 mol H2/mol glicose com tempo de 

detenção hidráulica de 12 horas em reator tanque agitado contínuo. Por outro lado, o 

rendimento de hidrogênio obtido do extrato de sorgo com a cultura pura R. albus foi de 

2,1-2,6 mol H2/mol de glicose. Assim, nas condições com R. albus foi observado 

aumento de três vezes a produção de hidrogênio do extrato de sorgo em comparação 

ao obtido a partir da cultura mista acidogênica. Entretanto, o inconveniente de usar 

uma cultura microbiana pura para a produção de hidrogênio a partir da biomassa do 

sorgo em comparação com o uso da cultura acidogênica mista, é a necessidade de 

manter condições esterilizadas como consequentes requisitos de energia extra, como 

autoclavagem. 

Em outro estudo, Kotay e Das (2010) investigaram o uso de lodo de esgoto 

como substrato para a produção de hidrogênio em reatores em batelada utilizando 

consórcio microbiano composto de três bactérias: E. cloacae, Citrobacter freundii e 

Bacillus coagulans, que foram isoladas do lodo anaeróbio pré-tratado. Entre estas, B. 

coagulans foi a espécie dominante. As produções máximas de H2 da cultura pura e do 

consórcio microbiano foram de 37,16 e 41,23 mL H2, respectivamente. Esta produção 

de hidrogênio foi quase 13% maior em relação àquele com cultura pura. Assim, 

observa-se que é possível obter maiores produções, tanto com cultura pura, quanto 

com consórcios microbianos, dependendo dos substratos e da composição fisiológica 

e taxonômica dos consórcios utilizados. 

Teoricamente, a conversão de 1 mol de glicose produz 12 mol de hidrogênio 

gasoso (H2) (WOODWARD et al., 2000). Os anaeróbios facultativos produzem 2 mol 
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de hidrogênio a cada mol de glicose consumida para conversão a ácido acético, 

enquanto os anaeróbios obrigatórios podem produzir 4 mol de hidrogênio por mol de 

glicose na via acética e 2 mol na via butírica (YOSHIDA et al., 2006). Esse valor 

representa apenas 33% do valor máximo (12 mols H2) a partir de uma molécula de 

glicose (LEVIN; PITT; LOVE, 2004). 

Nasirian et al. (2011) avaliaram a produção de hidrogênio a partir da palha de 

trigo através do pré-tratamento ácido em reatores em batelada em temperatura de 35 

ºC e pH 5,4, utilizando cultura mista em reator acidogênico. Segundo os autores, a 

melhor produção de 168,4 mL H2 g.SV-1 foi obtida com pré-tratamento com ácido 

sulfúrico a 2% por 90 min. a 120 °C. Por outro lado, nas condições sem o pré-

tratamento a produção de H2 foi de apenas 6,4 mL H2 g.SV-1. 

Han et al. (2012) avaliaram a partir de experimentos em batelada, a produção 

biohidrogênio a partir da palha de soja após o pré-tratamento, e lodo anaeróbio como 

inóculo. Os experimentos foram conduzidos à 35 °C e pH inicial 7,0. Foram estudados 

os efeitos dos pré-tratamentos ácido (HCl), alcalino (NaOH), peróxido de hidrogênio, 

peróxido de ácido e peróxido alcalino na biomassa da palha de soja para produção de 

biohidrogênio. Conforme o estudo, HCl a 4% foi a melhor escolha para o pré-

tratamento da palha de soja para produção de biohidrogênio. Produção máxima de 

hidrogênio de 47,65 mL foi alcançada nesta condição, que foi aproximadamente 9 

vezes maior do que a palha de soja sem pré-tratamento (5,46 mL H2). Ainda, segundo 

o estudo, na melhor condição de produção de H2, os principais metabólitos solúveis 

formados no fim da fermentação foram ácido butírico (1.467 mg.L-1) e ácido acético 

(475 mg.L-1). 

Liu et al. (2013) estudaram a produção de biohidrogênio a partir do hidrolisado 

da palha de arroz pré-tratado com ácido sulfúrico, com lodo pré-tratado 

hidrotermicamente. A produção de biohidrogênio foi avaliada em diferentes condições 

iniciais de pH (de 5 a 9) e concentrações do hidrolisado 10, 15, 20, 25 e 30 (g de 

carboidratos/L) à 37 ºC em reatores em batelada. As maiores produções de H2 foram 

em pH inicial de 7 e 6, com 97,30 mL/100 mL e 92,80 mL/100 mL, respectivamente. A 

maior produção de H2 foi obtida em pH inicial 7. A partir disto, os autores avaliaram o 

efeito da concentração do hidrolisado neste pH e verificaram para 25 g carboidratos/L 

da hidrolisado maior produção de biohidrogênio de 84,07 mL. Os ácidos butírico e 

acético foram os principais metabólitos solúveis formados durante a fermentação nesta 

condição, correspondendo a 45,19 e 31,07%, respectivamente. 

Zhang, Ren e Wang (2014) avaliaram a produção de biohidrogênio em reatores 

em batelada (anaeróbio) a partir do hidrolisado da palha de milho obtido com pré-

tratamento ácido em temperatura ambiente de 37 ºC. Os inóculos utilizados nesse 
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estudo foram lodo anaeróbio de sedimento de rio e lodo granular de reator anaeróbio. 

Os inóculos foram submetidos a diferentes processos de pré-tratamento (calor, 

ultrassônico, ultravioleta, ácido e base) a fim de avaliar qual melhor tipo de pré-

tratamento para produção de biohidrogênio. Por meio do pré-tratamento com calor foi 

observado maior produção de H2, para ambos os inóculos utilizados, respectivamente 

de 436,0 mL.L-1e 296,1 mL.L-1). Os principais metabólitos solúveis da condição ótima 

foram ácido acético (2.257 mg.L-1) e etanol (613.9 mg.L-1). Ainda conforme os autores, 

os melhores desempenhos na produção de H2 foram acompanhados com o 

aparecimento de Clostridium spp. e Bacillus spp, que foram identificados como 

microorganismos produtores de H2 e eficientes ao usar vários substratos complexos. 

Nasr et al. (2014) investigaram a produção de biohidrogênio em reatores em 

batelada a partir do hidrolisado de sabugo de milho. Neste estudo, quatro pré-

tratamentos diferentes de sabugo de milho foram avaliados, DP (pré-tratamento de 

ácido diluído), DS (pré-tratamento de ácido diluído - corrente de compressão), HP 

(pré-tratamento de auto-hidrólise de alta pressão) e HS (pré-tratamento de auto-

hidrólise de alta pressão - corrente de compressão). Os experimentos foram feitos em 

reatores em batelada em pH inicial de 5,5 e temperatura de 37 ºC. Os autores 

concluíram que a maior produção de H2 (141 mL.g-1 DQO) foi obtido nas condições do 

pré-tratamento com ácido diluído - corrente de compressão (DS). Além disso, 

verificaram que a produção e rendimento de hidrogênio não foram prejudicados em 

função de 0,05 a 0,14 g.L-1 de HMF e entre 0,21-1,09 g.L-1 de furfural. 

Phummala et al. (2014) estudaram a produção de biohidrogênio em reatores 

em batelada a partir do hidrolisado de pauzinhos de madeira descartáveis, que são 

usados em restaurantes, refeitórios, supermercados e lojas de conveniência no Japão, 

tornando um resíduo lignocelulósico interessante para a produção de bioenergia. O 

pré-tratamento alcalino com NaOH a 2% e 100 ºC foi utilizado para remoção da 

lignina. Foram avaliados a influência da variação do pH (5,5-9) e temperatura (40-60 

ºC com incrementos de 5ºC) para produção do hidrogênio e investigado a viabilidade 

de usar o hidrolisado de pauzinhos de madeira descartáveis como matéria-prima para 

a produção de H2 fermentativo, com cultura enriquecida de fonte termal. Conforme o 

estudo, para condições de pH inicial de 7,0 a 50 ºC foi obtida a maior produção de H2. 

Além disso, foi observado que o hidrolisado foi um substrato para a produção de H2, 

cuja produção acumulada de H2 564 mL foi obtida na melhor condição. Ainda, 

segundo o estudo, ao final da fermentação, os ácidos acético e butírico foram os 

principais metabólitos solúveis produzidos, respectivamente de 6,63 mmol.L-1 e 5,71 

mmol.L-1. Assim, a fermentação ocorreu pela via acética-butírica. Ademais, nenhum 
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metano foi observado durante os experimentos, mesmo quando nenhum pré-

tratamento foi realizado antes do enriquecimento da água da nascente termal. 

Ghimire et al. (2015) investigaram a produção de biohidrogênio de seis 

diferentes tipos de resíduos de biomassa típicos da região da Campânia (Itália). Lodo 

anaeróbio pré-tratado com o inibidor metanogênico foi usado como inóculo. Os testes 

foram realizados em reatores em batelada à 36 ºC e pH inicial 7,4. Os valores 

máximos de hidrogênio em ordem decrescente foram os seguintes: resíduos de batata 

e abóbora (171,1 mL H2), esterco de búfala (135,6 mL H2), sangue seco (resíduos de 

matadouro, 87,6 mL H2), resíduos de funcho (58,1 mL H2), bagaço de azeitona (54,9 

mL H2) e águas residuais de moinho (46,0 mL H2). Ainda segundo os autores, no caso 

das águas residuais do moinho de azeite, o menor rendimento de H2 foi devido à 

presença de polifenóis, que podem ter um efeito inibitório sobre muitas bactérias 

fermentativas, que pode eventualmente afetar o metabolismo microbiano. Já para os 

resíduos de batata e abóbora, as maiores produções de hidrogênio foram relacionadas 

a composição desta biomassa, devido a celulose e hemicelulose que são fontes de 

carboidratos. O principal metabólito produzido foi o ácido acético (126,32 mg.L-1) que 

segundo os autores, foi favorecido devido ao pH inicial. Assim, a composição dos 

substratos influenciou diretamente na geração de biohidrogênio. 

Moodley e Kana (2015) estudaram a produção de H2 de folhas de cana-de-

açúcar via pré-tratamento híbrido envolvendo HCl e calor úmido, para produção de 

biohidrogênio em reatores em batelada com pH inicial de 6,5 e temperatura de 37 ºC, 

com lodo anaeróbio de uma estação de tratamento pré-tratado. A Metodologia de 

Superfície Resposta (MSR) foi usada para otimizar o pré-tratamento híbrido. Por meio 

do pré-tratamento híbrido otimizado (HCl 5.28%, temperatura de 94,40 °C e tempo de 

187 min.) foi observado as maiores concentrações de xilose (8,6 g.L-1) e glicose (1,78 

g.L-1). Segundo os autores, os microorganismos priorizaram a glicose do que a xilose. 

Durante a fase exponencial, a concentração de glicose diminuiu de 2,096 g.L-1 para 

0,9 g.L-1, enquanto a concentração de xilose permaneceu relativamente estável. O 

rendimento de hidrogênio nesse estudo foi de 248,05 mL H2 g-1 de açúcar fermentável. 

As folhas da cana-de-açúcar, geralmente queimadas durante a colheita, podem ser 

uma excelente fonte renovável de açúcares fermentáveis para a produção de 

biocombustíveis como o hidrogênio. 

Montoya et al. (2020) investigaram as condições de fermentação para 

otimização da produção de H2 a partir dos resíduos do café (polpa e casca) com 

microorganismos autóctones dos resíduos servindo de fonte de bactérias e fungos. Os 

experimentos foram realizados em reatores batelada, avaliando a influência de três 

principais fatores: pH (variando de 4,82-8,18), concentração dos substratos de casca, 
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polpa (variando de 6,95-17,05 g.L-1) e headspace (variando de 33,18-66,82%) e 

temperatura de 37 ºC. Os autores utilizaram planejamento experimental e MSR para 

otimização da melhor condição de produção de H2. Na condição otimizada de H2 

houve uma produção de 240 mL H2 com pH inicial 7,00, 7 g.L-1 de casca e polpa e 

30% de headspace. Os principais metabólitos solúveis observados foram ácido 

butírico (3.838 mg.L-1), ácido isobutírico (506 mg.L-1), metanol (226 mg.L-1) e butanol 

(156 mg.L-1). Ainda segundo o estudo, foi observado para os reatores com resíduo de 

café predomínio da rota do ácido butírico, consumo de carboidratos e degradação do 

fenol para produção de H2. 

Camargo et al. (2021) avaliaram a produção de biohidrogênio com resíduos 

sólidos de laranja a partir de um inóculo alóctone pré-tratado para inibição das 

arqueias metanogênicas, em reatores em batelada, em temperatura de 30 ºC. Sob tais 

condições foi avaliada a concentração de inóculo (2,0 a 5,7 g.STV.L-1), concentração 

do substrato (1,5 a 29,8 g.L-1) e pH inicial (3,5 a 8,98). Os autores observaram que a 

condição ótima para produção de H2 foi a seguinte: 4,0 g.STV.L-1 de inóculo, 29,8 g.L-1 

de resíduos sólidos e pH inicial de 8,98, resultando em 48,47 mmol.L-1 H2. A 

acetogênese foi a via metabólica predominante, com concentrações máximas de ácido 

butírico (3.731 mg.L-1) e ácido acético (3.516 mg.L-1) obtidas no ensaio de validação. O 

gênero Clostridium foi predominante na condição de maior produção de H2. 

Mazareli et al. (2021) avaliaram a produção de biohidrogênio a partir de 

resíduos da banana em reatores batelada. Para tanto, foi avaliado o pH (5,09 a 7,91) e 

temperatura (27,1 a 46,9 ºC), a fim de chegar na condição otimizada de produção de 

H2. Nesse estudo foi utilizado planejamento experimental e MSR para avaliar a 

influência entre pH e temperatura na produção de biohidrogênio. A fonte de bactérias 

autóctones utilizada como inóculo em todos os ensaios foi obtida a partir de resíduos 

de banana por fermentação natural em reator batelada. A condição ótima de produção 

de H2 foi em pH inicial 7,0 e temperatura de 37 °C, produzindo nessa condição, 70,19 

mL H2. Na condição otimizada, os principais ácidos orgânicos observados foram 

butírico (1,33 g.L-1) e acético (0,65 g.L-1). Nesse estudo, foi verificado influência do pH 

na produção de H2. Por exemplo, nas condições em que o pH inicial era de 5,09 e 5,5, 

observou-se as menores produções de H2, com valores entre 6,06 e 11,65 mL H2, 

respectivamente. Ainda segundo o estudo, em pH ácido foi favorecida a formação de 

ácido acético e ácido butírico na forma não dissociada, o que pode ter afetado as 

células, refletindo na baixa produção de biohidrogênio. 

Diante do exposto, os diversos resíduos lignocelulósicos de segunda geração 

são fontes de biomassa promissora para produção de biohidrogênio em condições 

anaeróbias, estão listados na Tabela 3.3. 
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Tabela 3.3 Produção de biohidrogênio em reatores em batelada com resíduos 
lignocelulósicos de segunda geração. 

Biomassa 
Pré-

tratamento 

Biogás 

(H2) 

Temperatu

ra (°C) 

Fonte de 

inóculo 

Principais 

metabólitos 

solúveis 

Referência 

Palha de trigo ácido 
168,4 mL  

g.SV-1 
35 

Lodo 

acidogênico 

de reator de 

mistura 

(CSTR) 

- 

Nasirian et al. 

(2011) 

Palha de soja ácido 47,75 mL 35 
Lodo 

anaeróbio 
acetato e butirato 

Han et al. (2012) 

Hidrolisado 

palha de arroz 
ácido 

97,30 

mL/100 

mL  

37 
Lodo 

anaeróbio 
butirato e acetato 

Liu et al. (2013) 

Hidrolisado 

sabugo de 

milho 

ácido 
141 mL 

g.DQO-1 
37 

Lodo 

anaeróbio 
- 

Nasr et al. 

(2014) 

Hidrolisado 

palha de milho 
ácido 

436 mL.L-

1 
37 Lodo de rio acetato e etanol 

Zhang, Ren e 

Wang (2014) 

Hidrolisado de 

pauzinhos de 

madeira 

descartáveis 

alcalino 
564 mL.L-

1  
50 

Lodo 

anaeróbio de 

fonte termal 

acetato e butirato 

Phummala et al. 

(2014)  

Resíduos de 

batata e 

abóbora 

- 171,1 mL  36 
Lodo 

anaeróbio 
acetato 

Ghimire et al. 

(2015)  

Palha de 

cana-de-

açúcar 

HCl e 

calor 

úmido 

248,05 

mL 
37 

Lodo 

anaeróbio 
- 

Moodley e Kana 

(2015)  

Resíduos de 

café 
- 240 mL 37 Inóculo 

autóctone 

butirato 

Montoya et al. 

(2020) 

Resíduos de 

citros 
- 

48,47 

mmol.L-1 
30 

Lodo 

anaeróbio 
acetato e butirato 

Camargo et al. 

(2021)  

Resíduos de 

banana 
- 70,19 mL 37 

Inóculo 

autóctone 
acetato e butirato 

Mazareli et al. 

(2021)  

Nota: (-) Não especificado. 
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3.6 Produção de ácido butírico através da fermentação  

Os processos de fermentação compreendem três fases distintas: hidrólise, 

acidogênese e acetogênese. Na primeira fase (hidrólise), materiais orgânicos 

complexos são convertidos em monômeros simples (DAHIYA et al., 2015). Na 

segunda e terceira fase (acidogênese e acetogênese, respectivamente), esses 

monômeros são em seguida transformados em ácidos orgânicos e álcool, H2 e CO2. 

Dentre os ácidos orgânicos e álcool estão incluídos ácido acético, ácido butírico, ácido 

propiônico, ácido lático e etanol como metabólitos solúveis. Geralmente, a produção 

de hidrogênio é favorecida pela formação dos ácidos acético e butírico, enquanto o 

gás hidrogênio é consumido pelos microorganismos produtores de ácido propiônico 

(RAJESH BANU et al., 2021). 

A produção de ácido butírico via fermentação é uma alternativa atrativa 

empregando diferentes tipos de culturas, incluindo Clostridium barkeri, C. 

thermobutyricum, Butyribacterium sp., Fusobacterium nucleatum, Butyrivibrio 

fibrisolvens, Sarcina e Eubacterium limosum (WAINAINA et al., 2019). 

O-Thong et al. (2008) investigaram a relação C/N e a concentração de ferro na 

produção de biohidrogênio e ácidos orgânicos em reatores batelada em pH inicial 5,5 

e temperatura 37 ºC usando planejamento experimental e MSR. Neste estudo foram 

utilizadas águas residuárias de óleo de palma como substrato. Na condição otimizada 

de produção de H2, com relação C/N de 74 e concentração de FC2+ de 257 mg.L-1 foi 

obtido 762 mL H2, com maior e menor proporção de ácido butírico e ácido propiônico 

com 6,2 g.L-1 e 120 mg.L-1, respectivamente. 

Lazaro et al. (2014) analisaram três diferentes cepas produtoras de hidrogênio 

em condições mesofílicas utilizando glicose como substrato. Nas condições com a 

cepa CA foi observado maior produção de H2 (1,8 mol H2 mol−1 de glicose) e também 

maior concentração de ácido butírico (2 g.L−1). Por outro lado, o menor rendimento de 

hidrogênio, 0,2 mol H2 mol−1 de glicose, foi obtida nas condições com a cepa C1, 

todavia, com produção de ácido acético como seu principal subproduto (1,7 g.L−1). 

Provavelmente, a cepa C1 foi capaz de realizar a via da homoacetogênese, o que 

explica o baixo rendimento de hidrogênio e a produção de ácido acético relativamente 

alta. 

Baroi et al. (2015) reportaram que o ácido butírico, ácido acético e hidrogênio 

foram os principais produtos derivados do processo de fermentação anaeróbia por C. 

tyrobutyricum e a geração máxima de ácido butírico a partir de glicose e xilose foi de 

0,49 g.g-1 de açúcar. Xiao et al. (2018) relataram que a produção máxima de ácido 

butírico de 20,75 ± 0,65 g.L-1 foi obtida utilizando o hidrolisado de casca de milho com 
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fermentação acidogênica em biorreator de cama fibrosa imobilizado com C. 

tyrobutyricum.  

Fuess, Zaiat e Nascimento (2019) utilizaram reator anaeróbio de leito 

estruturado com lactato como substrato e inóculo de vinhaça e observaram rendimento 

de ácido butírico de 5 g.L-1, e hidrogênio de 2.074 mL H2.L-1.d-1 com pH na faixa de 5-

5,5. 

Durante a produção de hidrogênio, a quantidade de ácido butírico acumulado 

no meio de fermentação pode ser tão alta quanto 74,8% do total de produtos 

microbianos solúveis (ABREU et al., 2009). 

A Figura 3.3 ilustra o preço de mercado de vários produtos de valor agregado 

recuperados via biorrefinaria integrada de biohidrogênio. 

 

 
Figura 3.3 - Preço de mercado de vários produtos de valor agregado recuperados por 

meio de biorrefinaria integrada de biohidrogênio. 

Fonte: Adaptado de Rajesh Banu et al. (2021). 

 
3.7 Produção de biohidrogênio a partir do BCA 

São necessários altos teores de celulose e hemicelulose em vez de lignina. 

Esses carboidratos são facilmente convertidos em açúcares fermentáveis como 

glicose e xilose por hidrólise. A lignina é a parte não fermentável dos materiais 

lignocelulósicos, e o hidrogênio não é gerado a partir da lignina (CHENG et al., 2010; 

KLIMIUK et al., 2010; HO et al., 2012). O potencial energético dos substratos 

lignocelulósicos está correlacionado com a soma do conteúdo de celulose e lignina. 

Quanto maior o conteúdo de celulose e lignina, menor o potencial de biogás 
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(BUFFIERE et al., 2006). O uso de hidrolisados de resíduos lignocelulósicos para 

produção de bioenergia pode abrir caminho para integração sustentável, conforme 

defendido por alguns autores (DIAS et al., 2013; MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; 

KUMAR et al., 2020). 

A hidrólise de material lignocelulósico resultará em uma mistura de glicose e 

xilose após a separação da lignina. Embora, a glicose seja conhecida como a fonte de 

carbono mais preferida pelos organismos produtores de hidrogênio, foi relatado que a 

xilose é o açúcar preferido em relação a glicose para obter maiores rendimentos de 

hidrogênio por substrato (PRAKASHAM et al., 2009). Os hidrolisados com a menor 

relação glicose/xilose de 1:10 resultaram em maior utilização de xilose, maior 

produção de hidrogênio e nenhum acúmulo de ácido acético que poderia ser inibitório 

para a produção de hidrogênio, através da mudança metabólica de produção de 

hidrogênio para etanol (ZHANG et al., 2015). Patel et al. (2015) relataram que nas 

condições com xilose resultou em maior produção de hidrogênio e ácidos orgânicos 

dentre outras fontes de carbono como celulose, celobiose, amido e sacarose. 

O rendimento teórico da formação de hidrogênio a partir da xilose é de 3,33 

mol H2 por mol de xilose. O rendimento observado de produção de biohidrogênio 

variam de acordo com as culturas utilizadas. Alguns dos rendimentos observados com 

xilose foram 0,45 mol H2 por mol de xilose com cultura pura de Bacillus firmus (SINHA; 

PANDEY, 2014) e 0,56 mol H2 por mol de xilose pela cultura mista de 

Caldoanaerobacter subterraneus e Caloramator fervidus (YOKOYAMA et al., 2007). 

No Brasil, como um dos maiores produtores mundiais de etanol a partir da 

cana-de-açúcar, gera-se anualmente quantidade significativa de BCA, resíduo 

lignocelulósico de segunda geração para produção de bioenergia. No processo 

convencional para geração de açúcar e etanol a partir da cana, também chamado de 

Etanol 1G, são produzidos bagaço e palha de cana. A utilização desses materiais para 

produção de etanol de segunda geração ou 2G, tem sido estudada por Rabelo et al., 

(2011) e Santos et al. (2020). A produção de etanol, a partir da cana-de-açúcar, 

envolve processos como pré-tratamento, hidrólise, fermentação e destilação (DIAS et 

al., 2015). 

Representação dos possíveis resíduos da produção de etanol 1G e 2G para a 

produção de biohidrogênio via fermentação está ilustrada na Figura 3.4. 

 



43 
 

 

Figura 3.4: Resíduos da geração de etanol 1G e 2G para produção de biohidrogênio. 
 

O pré-tratamento hidrotérmico da biomassa resulta em duas frações principais: 

a fração sólida constituída principalmente de celulose (hexose: glicose) (KLINKE et al., 

2002) e a fração líquida, chamada de hidrolisado hemicelulósico ou licor de pentoses, 

consistindo principalmente de xilose (pentose: xilose e arabinose) (BERCIER; 

PLANTIER-ROYON; PORTELLA, 2007). Pentose não é fermentável pela levedura 

convencional utilizada no processo fermentativo para produção de bioetanol 

(Saccharomyces cerevisiae) (JIN; JEFFRIES, 2004). Dessa forma, o licor de pentoses 

gerado a partir do pré-tratamento do BCA, tem gerado bastante interesse para 

bioconversão em H2 por processos fermentativos, devido ao aproveitamento na 

bioconversão desse carboidrato por bactérias fermentativas para geração de 

biohidrogênio e compostos de alto valor agregado (PATTRA et al., 2008; CANILHA et 

al., 2011, 2012; REDDY et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017; SOARES et al., 2017; 

THUNGKLIN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018). 

O vinhoto gerado no decorrer do processo de etanol 1G e o vinhoto enriquecido 

com xilose produzido durante o processo de etanol 2G (quando não ocorre a 

separação das frações de hexoses e pentoses) consistem em possíveis substratos 

para as bactérias fermentativas na produção de biohidrogênio (FERNANDES et al., 

2010; PEIXOTO et al., 2012). 

O licor de pentoses é gerado a partir do pré-tratamento hidrotérmico do 

material lignocelulósico, e tem em sua composição, elevadas concentrações de 

pentoses e hexoses. Além destes, encontra-se no licor, compostos como 5-

hidroximetilfurfural (HMF), furfural e monômeros fenólicos provenientes da 
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decomposição da lignina (vanilina, siringaldeído), hemicelulose e celulose (Figura 3.2). 

Ribeiro et al. (2017) caracterizaram o licor de pentoses do BCA pré-tratado 

hidrotermicamente, com valores de pH (3,14), matéria orgânica (88,16 g.L-1), xilose 

(18,40 g.L-1), arabinose (0,66 g.L-1), ácido acético (10,98 g.L-1), HMF (7,92 g.L-1) e 

furfural (3,93 g.L-1). 

Pattra et al. (2008) estudaram os efeitos do pH inicial e da concentração inicial 

de carboidratos totais (licor de pentoses gerado a partir do pré-tratamento do BCA com 

H2SO4) na produção de biohidrogênio por Clostridium butyricum. Os experimentos 

foram conduzidos em reatores batelada e temperatura de 37 ºC. A variação de pH 

inicial nos experimentos foi na faixa de 5,0 a 8,0 com incrementos de 0,5. Nessas 

faixas de pH, todas as condições foram obtidas produção de H2, exceto na condição 

de pH inicial de 5,0. Segundo os autores, no pH inicial 5,0, pode ter ocorrido 

protonação de ácidos fracos não dissociados no meio, que podem atravessar a 

membrana celular diretamente para o citoplasma, causando perda das atividades 

enzimáticas glicolíticas e danos estruturais a membrana celular. A maior produção 

acumulada de biohidrogênio, ocorreu com pH inicial 5,5, com produção de 180 mL H2. 

A partir da melhor faixa do pH, os autores avaliaram a influência da concentração de 

carboidratos totais (em termos de DQO) do hidrolisado. A concentração de 

carboidratos foi ajustada em 1,5, 2,5, 5,0, 10.,0, 20,0 e 40,0 g DQO.L-1, pH inicial 

fixado em 5,5. Ainda segundo o estudo, a produção de hidrogênio foi menor com uma 

concentração de 40,0 g DQO.L-1 (1,41 mol H2.mol.açúcar-1) do que o obtido na melhor 

condição 20,0 g DQO.L-1 (1,73 mol H2.mol.açúcar-1), indicando possível inibição por 

substrato nessa concentração. 

Sangyoka; Reungsang e Lin (2016) estudaram os efeitos da concentração de 

substrato e inóculo na produção de H2 através do hidrolisado do BCA, obtido após pré-

tratamento com 0,5% (v/v) com ácido sulfúrico a 121 ºC, utilizando planejamento 

experimental e MSR para otimizar a melhor condição da produção de H2. O inóculo 

usado neste estudo foi de um reator de planta piloto de produção de hidrogênio. Todos 

os experimentos ocorreram em reatores em batelada com temperatura de 37 ºC e pH 

inicial 6,0. A concentração do substrato e inóculo tiverem influência significativa na 

produção de H2. Condição ótima foi observada com 22,77 g.L-1 de carboidratos totais, 

e 0,31 referente a razão entre inóculo e substrato, resultando em produção otimizada 

de H2 de 6.980 mL.  

Thungklin, Sittijunda e Reungsang (2018) estudaram a influência da variação 

de pH e da concentração de carboidratos na produção de biohidrogênio, a partir do 

licor de pentoses gerado do BCA tratado por explosão à vapor. Os experimentos foram 

conduzidos em reatores em batelada e temperatura de 37 ºC com inóculo fermentativo 
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de reator UASB, em pH inicial 6,00. Cinco condições de concentrações iniciais de 

carboidratos do licor de pentoses foram utilizadas: 5 g.L-1, 10 g.L-1, 20 g.L-1, 30 g.L-1 e 

40 g.L-1. Os autores verificaram para concentração de carboidratos totais (10 g.L-1) do 

licor de pentoses foi obtido o maior rendimento de 228 mL H2 g-1.açúcar. Ainda, 

verificaram diminuição da produção de H2 quando a concentração inicial de 

carboidratos totais foi superior a 10 g.L-1, onde um aumento na concentração inicial de 

substrato favoreceu a produção de hidrogênio até certo nível. Todavia, concentração 

excessiva de substrato resultou no acúmulo de ácidos orgânicos, levando ao pH ácido 

no sistema. Além disso, a diminuição do pH causada pelo acúmulo de ácidos 

orgânicos pode ter levado a uma mudança na via metabólica dos microorganismos ou 

na população microbiana. 

Rabelo et al. (2018) avaliaram os efeitos da concentração de BCA entre 0,80 e 

9,20 g.L-1 e do pH entre 4,60 e 7,40 sobre a produção de biohidrogênio e de ácidos 

orgânicos. Os experimentos ocorreram em reatores em batelada com temperatura de 

37 ºC, utilizando consórcio microbiano autóctone (Clostridium e Paenibacillus, 

bactérias autóctones do BCA) e alóctone (Clostridium, Bacillus e Enterobacter). Os 

autores utilizaram o planejamento experimental para a otimização dos experimentos e 

maximização da produção de H2 e ácidos orgânicos. As condições otimizadas obtidas 

foram de 7,00 g.L-1 do BCA e pH inicial de 7,20. Sob tais condições foi observada 

produção máxima de 64,32 mL H2. Os principais ácidos orgânicos observados no 

processo de fermentação foram ácidos butírico (1,88 g.L-1) e succínico (1,65 g.L-1). 

Ainda, neste estudo a produção de hidrogênio foi 98,57% superior ao observado nas 

condições com BCA de 5,00 g.L-1 e pH inicial de 4,60 com produção de 3,84 mL H2. 

Soares et al. (2018) investigaram os efeitos da concentração de extrato de 

levedura (0,58 g.L-1 a 3,00 g.L-1) e quantidade de substrato (3,58 g.L-1 a 6,00 g.L-1) na 

produção de H2 através da fibra do BCA gerada após o pré-tratamento hidrotérmico, 

usada como substrato. No estudo, foi feito um planejamento experimental com 

superfície de resposta para obter-se a otimização do processo, a fim de identificar a 

concentração ideal de nutrientes e substratos para melhorar a produção de 

biohidrogênio. O estudo foi conduzido em reatores em batelada em temperatura de 37 

ºC e pH inicial 6, com inóculo de resíduos de compostagem. A menor produção de 

hidrogênio (0,28 mmol.L-1) foi obtida para 0,58 g.L-1 de extrato de levedura e 5,00 g.L-1 

de substrato. Em contraste, a maior produção de hidrogênio (1,53 mmol.L-1) foi obtida 

para maior concentração de extrato de levedura (3,42 g.L-1) e 5,00 g.L-1 de substrato. 

Ainda, em todos os reatores o hidrogênio foi produzido pela via do ácido acético, 

sendo o principal ácido observado. 
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Soares et al. (2019b) avaliaram os efeitos de diferentes tipos de pré-

tratamentos do BCA e suas influências na produção de hidrogênio e ácidos orgânicos 

em reatores batelada em temperatura de 55 ºC. O pH inicial foi ajustado em 6,0 em 

todos os experimentos. Lodo termofílico foi utilizado nesse estudo como inóculo 

alóctone. As seguintes condições foram estudas: controle (glicose 2 g.L-1), R1i (BCA 

sem tratamento com 2 g.L-1), R2i (BCA após pré-tratamento hidrotérmico com 2 g.L-1), 

R3i (BCA pré-tratado hidrotérmicamente seguido de delignificação alcalina com 2 g.L-1) 

e R4i (BCA pré-tratado hidrotérmicamente seguido de delignificação alcalina com 1 

g.L-1 + BCA sem tratamento com 1 g.L-1). A maior produção de biohidrogênio foi de 

124,65 mL H2 observada no reator controle com glicose. Para os reatores nos quais 

foram usados BCA como fonte de carbono, as seguintes produções de hidrogênio 

foram observadas: 19,81, 24,75, 19,84 e 18,73 mL H2, para os reatores R1i, R2i, R3i e 

R4i, respectivamente. Segundo os autores, as menores produções de H2 dos reatores 

em relação a condição de controle foi devido a estrutura recalcitrante do BCA. Ainda 

conforme os autores, os reatores alimentados apenas com BCA, que o pré-tratamento 

hidrotérmico favoreceu a produção de hidrogênio, já que a condição R2i a produção de 

hidrogênio foi maior do que R1i, com BCA sem pré-tratamento. Por outro lado, ao 

considerar a condição R3i, ou seja, tratamento hidrotérmico mais deslignificação 

alcalina, não houve aumento da produção de hidrogênio, que foi semelhante à do 

reator R1i (BCA sem pré-tratamento). 

Conforme exposto na revisão bibliográfica acerca do assunto têm-se na 

produção de biohidrogênio uma fonte alternativa de energia limpa e sustentável. 

Atualmente, o consumo de combustíveis fósseis é considerado insustentável do ponto 

de vista econômico e ambiental devido às suas grandes contribuições para o aumento 

do nível de CO2 atmosférico e para o aquecimento global. Além disso, há um grande 

declínio nas reservas de petróleo e cerca de 80% da sua demanda total de energia em 

breve será exaurida em breve (RAJKUMAR; YAAKOB; TAKRIFF, 2014). 

Nesse sentido, é imprescindível haver outros tipos de fontes de energia 

renováveis, sustentáveis, que são ecológicas e econômicas viáveis, além de criar 

interesse na produção de biocombustíveis a partir de biomassa e resíduos orgânicos. 

A geração de energia limpa através da biomassa de segunda geração, ou seja, 

gerados a partir dos resíduos da biomassa, pode diminuir a dependência mundial por 

outras fontes não renováveis de energia, como carvão natural, abrindo caminhos para 

novas opções de emprego e renda em áreas urbanas e rurais. 

A biomassa lignocelulósica, incluindo bagaço de cana-de-açúcar, caule de 

milho, palha de arroz, palha de trigo, palha de algodão, cascas de café, resíduos de 

citros entre diversos outros, são substratos atraentes para a produção de 



47 
 

biohidrogênio devido a sua ampla disponibilidade (sendo a matéria-prima mais 

abundante na natureza), representando o maior percentual de resíduos em diversos 

processos agroindustriais, ademais, são recursos baratos e renováveis e têm grande 

potencial para dar uma contribuição importante para o futuro abastecimento de 

energia. 

Por meio dos diversos estudos apresentados nesta revisão bibliográfica pode-

se observar que o BCA e o hidrolisado (ou licor de pentoses) são adequados como 

meio fermentativo para a produção de biohidrogênio. Entretanto não se evidencia na 

literatura, pesquisas que investigaram a produção de hidrogênio a partir da utilização 

do BCA e o seu hidrolisado de forma simultânea, usando microorganismos endógenos 

desses tipos de resíduos lignocelulósicos. Essa abordagem agregará ainda mais valor 

ao BCA, convertendo resíduos agrícolas em forma segura e limpa de energia. 

Entretanto, mais pesquisas em escala laboratorial são necessárias para aprimorar a 

efetividade e otimização do BCA como matéria-prima para produção de bioenergia e 

compostos de alto valor agregado.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Nesse capítulo serão apresentados os procedimentos experimentais e técnicas 

que foram utilizadas para execução dos objetivos. A pesquisa foi realizada em 4 

etapas (Figura 4.1): (1) Preparação e caracterização do BCA e licor de pentoses, (2) 

Obtenção do consórcio de microorganismos autóctones, (3) Seleção das condições de 

otimização da produção de H2 e ácidos orgânicos e (4) aplicação da Metodologia de 

Superfície Resposta para produção de hidrogênio e ácido butírico.
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Figura 4.1: Fluxograma experimental da pesquisa.  
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4.1 Substratos 

A fração sólida do substrato, o BCA in natura foi cedido pela Usina São 

Martinho (Pradópolis - SP). O BCA foi armazenado em caixas e guardado protegendo-

os de umidade. O BCA moído foi obtido a partir do BCA in natura, onde o mesmo foi 

secado a peso constante conforme protocolo NREL (National Renewable Energy 

Laboratory) (HAMES et al. 2008), e posteriormente, triturado em moinho de facas tipo 

Willey, com mesh de 30 (≤ 0,595 mm). 

A fração líquida do substrato, o licor de pentoses ou hidrolisado hemicelulósico, 

foi disponibilizado pelo Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol 

(CTBE), o qual foi obtido por meio do pré-tratamento hidrotérmico do BCA à 190 ºC 

por 10 minutos e armazenado em freezer – 20 ºC. Na Figura 4.2 estão ilustrados os 

substratos usados nos experimentos. 

 

 

Figura 4.2 - Substratos utilizados na pesquisa. 

 

4.2 Obtenção do consórcio fermentativo autóctone 

Nessa etapa, reatores (Duran®) de 2 L foram preenchidos mantendo-se 50% de 

headspace (1 L) e 50% de volume reacional (1 L), utilizando o BCA moído (ensaio 1) e 

in natura (ensaio 2), na quantidade de 5 g.L-1 como única fonte endógena de bactérias 

e fungos (autóctone). Os ensaios foram feitos em triplicata. Após isto, foi adicionado 1 

L de água deionizada. A concentração de substrato advinda do licor de pentoses 

hidrotérmico foi cerca de 3 g.L-1 (em termos de matéria orgânica). Nestes reatores foi 

feita a suplementação de extrato de levedura (2 g.L-1) como fonte de vitaminas e 

minerais (CECCATO-ANTONINI et al., 2017) e ajuste do pH em 6,5. 

Os reatores foram preenchidos com solução de extrato de levedura e água 

deionizada. O BCA moído ou in natura juntamente com licor de pentoses foi 

adicionado aos reatores em batelada, e submetidos à atmosfera de nitrogênio (N2) 

durante 10 min. com objetivo de troca gasosa no volume do headspace e 
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posteriormente, fechados com tampa de butila e rosca plástica e incubados em 

condição mesofílica (37 ºC) sem agitação (Figura 4.3). 

 

 

Figura 4.3: Esquema de obtenção de consórcio fermentativo autóctone com 

BCA in natura (a) e BCA moído (b). 

 

Foram testadas duas condições diferentes com BCA in natura e o BCA moído 

além da adição da mesma concentração de licor de pentoses e mesmo pH inicial, o 

objetivo desse experimento foi observar se o tamanho da partícula de bagaço iria 

exercer alguma influência na produção de hidrogênio. 

O inóculo autóctone foi obtido em frasco de Duran® de 5 L (BCA moído - maior 

produção de hidrogênio) com volume reacional de 2,5 L, para posteriormente ser 

utilizado em todos os ensaios em reatores em batelada. Para garantir a 
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homogeneidade dessa biomassa para todos os ensaios, o reator era retirado da 

câmara fria (± 4 ºC), e submetido à agitação, e logo após era retirado o volume 

necessário para inoculação dos reatores. 

 

4.4 Delineamento composto central rotacional (DCCR) 

A partir da revisão de literatura, foi possível estabelecer variáveis significativas 

no delineamento experimental completo, visando-se obter a otimização do processo. 

As três variáveis independentes nesse estudo foram: concentração de BCA (g.L-1 - em 

termos de Sólidos Totais), representada por X1, concentração de licor de pentoses 

(g.L-1 - em termos de DQO), representada por X2 e pH representado por X3. Segundo 

Rodrigues e Iemma (2014) para condições com 3 variáveis independentes, adota-se o 

DCCR. As condições fixadas nesse estudo em todos os experimentos do DCCR foram 

headspace (50%), concentração de inóculo (10%) e temperatura mesofílica (37 ºC). 

Foi empregado um Delineamento Composto Central Rotacional (planejamento 

fatorial 32) com objetivo de analisar os efeitos de três variáveis independentes sobre a 

produção acumulada de H2 (mL). Para avaliar os efeitos de diferentes condições na 

fermentação foram determinados para cada uma das três variáveis independentes, 5 

valores distintos. Estes valores podem ser representados por valores codificados -

1,68; -1,00; 0,00; +1,00; +1,68. Cada valor codificado corresponde um nível da faixa 

de valores analisadas no planejamento. Os valores codificados foram os seguintes: i) -

1,68; o menor valor da variável independente (ponto axial inferior); ii) -1,00; o segundo 

menor valor da variável independente, iii) 0,00; o valor intermediário da faixa de 

variação (ponto central); iv) +1,00; o segundo maior valor da variável independente e 

v) +1,68; o maior valor da variável independente (ponto axial superior). 

O planejamento via DCCR é baseado em uma equação polinomial de segunda 

ordem, como apresentado pela Equação 4.1: 

 

                           +  +  +k
2

0 1 i 1 i j ii iY = β  β x  β x x x  β x                       Equação 4.1 

 

Sendo, Y a variável resposta, β0 constante, βi o coeficiente do efeito linear, βii o 

coeficiente do efeito quadrático, βijk o coeficiente da interação dos efeitos, xi, xj e xk os 

níveis codificados das variáveis: Xi (fator: concentração de BCA), Xj (concentração do 

licor de pentoses), Xk (variação de pH).  

Para este estudo a variável resposta representa a produção acumulada de H2, 

em mL. As variáveis testadas foram codificadas de acordo com a Equação 4.2: 
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 
 
 i

1 0
1

X  - X

ΔX
x  =                                           Equação 4.2 

 

Sendo, 1x  o valor codificado da variável independente (concentração de BCA, 

concentração de licor de pentoses ou pH) e 
iX  é o valor real da variável 

independente, 
0X  é o valor real do ponto central e 

iΔX  é o intervalo entre os valores 

das variáveis independentes. 

Definido as variáveis e as faixas a serem estudadas foi realizado o DCCR, 

cujos níveis utilizados e condições experimentais deste planejamento estão delineados 

na Tabela 4.1. 

 
Tabela 4.1: Matriz do DCCR dos ensaios fermentativos 

Ensaios 
BCA 

(g.L-1) 

Licor de Pentoses 

(g.L-1) 
pH 

Valores 

Codificados 

1 3,0 1,2 5,5 (-1 | -1 | -1) 

2 7,0 1,2 5,5 (+1 | -1 | -1) 

3 3,0 3,6 5,5 (-1 | +1 | -1) 

4 7,0 3,6 5,5 (+1 | +1 | -1) 

5 3,0 1,2 6,5 (-1 | -1 | +1) 

6 7,0 1,2 6,5 (+1 | -1 | +1) 

7 3,0 3,6 6,5 (-1 | +1 | +1) 

8 7,0 3,6 6,5 (+1 | +1 | +1) 

9 1,6 2,4 6,0 (-1,68 | 0 | 0) 

10 8,4 2,4 6,0 (+1,68 | 0 | 0) 

11 5,0 0,4 6,0 (0 | -1,68 | 0) 

12 5,0 4,4 6,0 (0 | +1,68 | 0) 

13 5,0 2,4 5,2 (0 | 0 | -1,68) 

14 5,0 2,4 6,8 (0 | 0 | +1,68) 

15 (PC) 5,0 2,4 6,0 (0 | 0 | 0) 

16 (PC) 5,0 2,4 6,0 (0 | 0 | 0) 

Nota: PC – Ponto Central. 

 

Os experimentos do DCCR foram feitos de acordo com a Equação 4.3, 

conforme Rodrigues e Lemma (2014). Todos os 16 ensaios, foram realizados em 

triplicada, totalizando-se assim, 48 reatores. 

 

                                       + + = + + =3.(2 2. ) 1.(2 2.3) 2 16kr k cp                Equação 4.3 
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Sendo, r número de repetições genuínas, k número de variáveis independentes 

e cp o número de pontos centrais. 

 

4.4.1 Ensaios fermentativos 

4.4.1.1 Reativação do inóculo 

O processo de reativação partiu da melhor condição de produção de H2 da 

obtenção do inóculo autóctone. Cada um dos três reatores com 1 L da condição de 

maior produção de hidrogênio (BCA moído) foi coletado em cada deste, 50 mL de 

sobrenadante e transferidos para tubos falcon, onde após centrifugação a 7.000 rpm/5 

min., esses microorganismos foram transferidos para um Duran de 5 L (2,5 L 

headspace) com extrato de levedura (2 g.L-1), licor de pentoses (3 g DQO.L-1) e BCA 

(5 g.L-1), onde ocorreu a reativação a 37 ºC por 24 horas e posteriormente, foi 

armazenado a uma temperatura de ± 4 ºC para utilização nos ensaios fermentativos, 

conforme mostrado na Figura 4.4. 

 

 

Figura 4.4: Reativação de inóculo para os ensaios fermentativos. 

 

4.4.1.2 Reatores em batelada 

Os ensaios em batelada foram conduzidos em reatores de 1.000 mL com 50% 

de headspace, sob atmosfera de N2 (100%), com 10% (v/v), de inóculo (concentração 

de 1,3 g.L-1.SSV) e 2 g.L-1 de extrato de levedura, como fonte de nitrogênio e 

vitaminas (CECCATO-ANTONINI et al., 2017). Os reatores foram fechados com tampa 

de butila e rosca plástica. O pH inicial nos experimentos foi ajustado com HCl ou 
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NaOH. Os reatores foram incubados a 37 °C em condições estáticas. Os reatores em 

batelada foram operados até estabilização da fermentação, por meio monitoramento 

da produção de H2 por cromatografia gasosa. Durante o processo de fermentação 

foram coletas amostras para análise de matéria orgânica, fenóis, carboidratos totais, 

ácidos orgânicos e furanos. 

 

4.4.1.3 Validação experimental 

O ensaio de validação é recomendável para verificar a precisão experimental e 

valores preditivos da resposta do modelo, sendo utilizado o software Statistica®, 

versão 10.0 (StatSoft Inc. 2010, USA). A validação decorreu-se da análise gráfica dos 

resultados da produção acumulada de biogás com base na faixa ótima da superfície 

resposta utilizando MSR, conforme Rabelo et al. (2018) e Gomes et al. (2021). Foram 

montados reatores em triplicata para monitoramento da validação experimental. As 

condições fermentativas estáticas, temperatura mesofílica de 37 ºC e 2 g.L-1 de extrato 

de levedura, foram mantidas. 

 

4.4.2 Avaliação dos métodos estatísticos 

Os resultados do DCCR foram submetidos a testes ANOVA, realizado para 

obter-se o valor de FCALCULADO ou FOBSERVADO e compará-lo ao FTABELADO. O modelo é 

considerado estatisticamente significativo quando além do coeficiente de determinação 

(R2) é ≥ 90%, o valor de FOBSERVADO é maior ou igual que o valor de FTABELADO 

(RODRIGUES; IEMMA, 2014). 

Os desenhos da superfície de resposta e de contorno foram realizados 

utilizando o programa Statistica®, versão 10.0 (StatSoft Inc. 2010, USA), conforme 

Faber e Ferreira-Leitão (2016). As análises estatísticas (ANOVA) foram realizadas 

utilizando o programa Protimiza (RODRIGUES; IEMMA, 2014). A RSM foi aplicada 

com o conjunto de dados do DCCR para a obtenção das faixas ótimas de produção 

acumulada de H2 e ácidos orgânicos, mostrando graficamente os efeitos das 

combinações das variáveis independentes analisadas sobre a produção de 

biohidrogênio. Foram considerados significativas as variáveis com p – valores 

menores que 10% (p < 0,1), conforme Gomes et al. (2021) e Mazareli et al. (2021). 

 
4.5. Análises físico-químicas e cromatográficas 

Sólidos totais e sólidos voláteis do inóculo foram determinados de acordo com 

os procedimentos do método gravimétrico descrito no Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2017). 
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A DQO foi realizada de acordo com Standard Methods for the Examination of 

Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2017). A análise de carboidratos totais 

foi determinada pelo método do ácido fenol-sulfúrico (DUBOIS et al. 1956). O 

conteúdo fenólico total foi determinado pelo método da 4-Aminoantipirina explicado por 

Buchanan e Nicell, (1997). 

Os ácidos orgânicos solúveis e furanos foram determinados por cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC, Shimadzu®) conforme Ratti et al. (2013), equipado 

com bomba LC-10ADvp, injetor automático SIL e 20A HT, forno CT-20A, detector 

ultravioleta com arranjo de diodos do modelo SCL-M10AVP, e detector com índice de 

rarefação RID-10A, adicionalmente coluna Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm; Bio-

Rad). O efluente foi uma solução de H2SO4 0,005M, a um fluxo de 0,5 mL.min-1, 

temperatura do forno de 43ºC e injeção de 100 μL. O limite de detecção dos ácidos 

variam de 10-1.000 mg.L-1 (AHMAD et al., 2021) 

O gás hidrogênio foi determinado por cromatografia gasosa por meio da 

retirada de 500 µL de amostra gasosa do headspace utilizando-se seringa gastight 

com trava. O equipamento de medição é um Shimadzu® (GC-2010) equipado com 

Detector de Condutividade Térmica (DCT). A coluna usada é Carboxen 1010 PLOT, 

30 m x 0,53 mm. A temperatura do injetor, a temperatura do forno e a temperatura do 

detector foram 220 °C, 130 °C e 230 °C, respectivamente. O gás argônio foi usado 

como gás de arraste com uma taxa de fluxo de 5,66 mL.min-1 com volume de fluxo de 

12 mL.min-1 (JÚNIOR et al. 2014). 

Em todos os experimentos realizados nesse estudo, a concentração de H2 foi 

calculada considerando o volume injetado, a área cromatográfica (promovida pela 

calibração e em mmol) e o volume do headspace, conforme Braga et al. (2019). Após 

as medições de hidrogênio, foi capaz de eleger o melhor tipo de bagaço para os 

ensaios fermentativos com base na maior produção de H2 durante o período 

observado. 

 

4.6 Análise cinética 

Os dados experimentais de hidrogênio foram obtidos e as médias ajustadas 

usando a equação de Gompertz modificada Equação 4.4 (ZWIETERING et al. 1990) 

com o software OriginPro® versão 2020. 

 

                                       ( )
P

t
RmH P exp - exp 1

ε   
  
   

=  +


−                   Equação 4.4 
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Sendo, H - produção cumulativa de hidrogênio (mL), P – potencial máximo de 

produção de hidrogênio (mL), Rm – taxa máxima de produção de hidrogênio (mL.h−1), 

ℇ - constante de Euler (2.71828), λ - tempo de início de produção de hidrogênio ou 

fase lag (horas). 

 

4.7 Balanço de Massa  

Para realização do Balanço de Massa Solúvel (BMS) em termos de 

DQOFILTRADA, utilizou-se os dados de monitoramento dos reatores relativos aos 

compostos solúveis durante os ensaios fermentativos. A determinação do BMS foi 

realizada de acordo com a Equação 4.5 (MAZARELI, 2019). 

 

                  
CARBOIDRATOSMETABÓLITOS FENÓIS

SOLÚVEL

DQO  + DQO  + DQO
BMS = 

DQO

 
  
 

     Equação 

4.5 

 

Sendo, BMS= balanço de massa da fase solúvel (%), DQOMETABÓLITOS – DQO 

equivalente aos metabólitos solúveis (mg.L-1), DQOCARBOIDRATOS – DQO equivalente aos 

carboidratos totais (mg.L-1) e DQOFENÓIS – DQO equivalente aos fenóis (mg.L-1). 

Na Tabela 4.2 estão apresentados os fatores de equivalência que foram 

utilizados nos cálculos para a BMS, levando em consideração a oxidação completa 

dos compostos que foram determinados analiticamente como ácidos orgânicos, fenóis 

e carboidratos totais. 
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Tabela 4.2: Fatores de equivalência de metabólitos solúveis utilizados no cálculo do 

BMS. 

Metabólito Reação de Oxidação Fator de Equivalência 

Ácido lático 3 6 3 2 2 2C H O  + 3 O   3 CO  + 3 H O→  -1
LA1,07 gDQO g  H  

Ácido fórmico 2 2 2 2 2CH O  + 0,5 O   CO  + H O→  -1
FO0,35 gDQO g  H  

Ácido acético 2 4 2 2 2 2C H O  + 2 O   2 CO  + 2 H O→  -1
AC1,07 gDQO g  H  

Ácido propiônico 3 6 2 2 2 2C H O  + 3 O   4 CO  + 3 H O→  -1
PR1,51 gDQO g  H  

Ácido butírico 4 8 2 2 2 2C H O  + 5 O   4 CO  + 4 H O→  -1
BU1,82 gDQO g  H  

Ácido isobutítico 4 8 2 2 2 2C H O  + 5 O   4 CO  + 4 H O→  -1
ISB1,82 gDQO g  H  

Ácido valérico 5 10 2 2 2 2C H O  + 6,5 O   5 CO  + 5 H O→  -1
VA2,04 gDQO g  H  

Ácido isovalérico 5 10 2 2 2 2C H O  + 6,5 O   5 CO  + 5 H O→  -1
ISV2,04 gDQO g  H  

Fenóis 6 6 2 2 2C H O + 4 O   3 CO  + 3 H O→  -11,36 gDQO g  Fenol  

Carboidratos totaisa 6 12 6 2 2 2C H O  + 6 O   6 CO  + 6 H O→  -11,07 gDQO g  CT  

Nota: em termos de g-glicosea 

 

4.8 Caracterização do BCA 

O BCA utilizado nesse estudo foi caracterizado anteriormente por Ahmad et al., 

(2018) e Dionizio et al. (2020), sendo as porcentagens de celulose, hemicelulose e 

lignina de 31,4%, 41,6% e 24,8%, respectivamente. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização dos substratos 

Os substratos usados nesse estudo foram previamente caracterizados com 

finalidade de identificar a possibilidade potencial, além das limitações para os ensaios 

fermentativos. A caracterização do Licor de Pentoses utilizado nesse estudo como 

fonte de substratos e bactérias endógenas serão discutidos no próximo item. 

 

5.1.1Licor de Pentoses 

O licor de pentoses utilizado nesse estudo foi caracterizado, e os resultados 

estão incluídos na Tabela 5.1. 

 

Tabela 5.1: Composição média Licor de Pentoses 

Componente Valor 

DQO (mg.L-1) 155.000 

Carboidratos Totais (mg.L-1) 117.000 

Relação Carboidratos/DQO 0,74 

Ácido Acético (mg.L-1) 4.700 

Ácido Fórmico (mg.L-1) 1.100 

5-HMF (mg.L-1) 1.400 

Furfural (mg.L-1) 3.300 

Fenóis Totais (mg.L-1) 10.500 

Nota: Licor advindo do pré-tratamento hidrotérmico. 
 

Os valores alcançados nesse estudo para ácidos fórmico, acético e furanos, 

são maiores do que os obtidos por Robl et al. (2015) que aplicaram pré-tratamento 

hidrotérmico no BCA e obtiveram um licor de pentoses com 230 mg.L-1 de ácido 

fórmico, 1.470 mg.L-1 de ácido acético, 1.050 mg.L-1 de furfural e 180 mg.L-1 de 5-

HMF. A concentração de ácido acético obtida nessa pesquisa foi próxima aquela 

observada por Zetty-Arenas et al. (2019), de 4.170 mg.L-1 de ácido acético. Todavia, 

em relação ao ácido fórmico, 5-HMF e furfural os valores foram de 1.100 mg.L-1, 1.400 

mg.L-1 e 3.300 mg.L-1, respectivamente; enquanto Zetty-Arenas et al. (2019) obtiveram 

180 mg.L-1 de ácido fórmico, 120 mg.L-1 de 5-HMF e 270 mg.L-1 de furfural aplicando 

pré-tratamento ácido ao BCA. 

 

5.2 Obtenção do inóculo autóctone 

O BCA in natura e o BCA moído em 5 g.L-1 foram usados como fonte endógena 

de microorganismos celulolíticos dos resíduos de bagaço de cana, além de ser 
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considerado um substrato fermentativo. Os experimentos nessa etapa foram feitos em 

triplicata, com temperatura mesofílica (± 37 ºC), com adição de 2 g.L-1 de extrato de 

levedura e pH inicial ajustado em 6,5. Além do BCA foi utilizado nos experimentos de 

obtenção do inóculo, 3 g.DQO L-1 de licor de pentoses. 

A partir das curvas de Gompertz ilustradas na Figura 5.1 foi possível comparar 

o inóculo com BCA moído e o BCA in natura. A maior produção acumulada de 

hidrogênio ocorreu nos ensaios com BCA moído (53,87 mL H2) em relação ao BCA in 

natura (50,24 mL H2) (Figura 5.1). 

 

 
Figura 5.1: Produção acumulada de hidrogênio – BCA moído e BCA in natura. 

 

A partir das curvas de Gompertz, foi capaz de comparar qual inóculo teve os 

melhores resultados para serem usados na etapa posterior dos ensaios fermentativos 

(Tabela 5.2). O maior valor de P (53,87 mL H2) foi obtido com BCA moído. 

 

Tabela 5.2: Parâmetros de Gompertz dos ensaios de obtenção do inóculo autóctone 
para BCA in natura e BCA moído 

Parâmetro/Substrato BCA in natura BCA moído 

R2 (%) 96 95 

P (mL H2) 50,24 53,87 

Rm (mL H2.h−1) 2,55 2,64 

λ (h) 6,49 5,11 

Nota: R2 é coeficiente de determinação obtido com equação de Gompertz modificada. 
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Foi aplicado o teste Kruskal-Wallis (95% nível de confiança) com objetivo de 

avaliar a produção de H2 nos ensaios de obtenção do inóculo autóctone. A maior 

produção de hidrogênio a partir do BCA moído não foi significativa (p ≥ 0,05) quando 

comparada ao BCA in natura. Dessa forma, decidiu-se utilizar o BCA moído nos 

ensaios fermentativos, porque nessa condição, observou-se maior valor médio de P 

(53,87 mL H2) e o menor tempo de produção de hidrogênio (5,11 λ H2). 

O tamanho da partícula utilizada nos experimentos com BCA moído foi de ≥ 

0,595 mm. Nesse estudo, o início da produção de hidrogênio λ (h) diminuiu de 6,49 

para 5,11 horas com o BCA moído em relação ao BCA in natura. A redução de 

tamanho de partícula tem sido usada em vários estudos sobre fermentação. A 

moagem reduz o tamanho da biomassa lignocelulósica e aumenta a área de superfície 

acessível para a reação fermentativa e diminui a cristalinidade da celulose (REN et al., 

2016). Delgenès; Penaud e Moletta (2003) relataram que o processo de moagem de 

resíduos agrícolas aumentou os rendimentos de hidrogênio. Song et al. (2014) 

também verificaram que o tamanho das partículas de talo de milho influencia na 

produção de hidrogênio em reatores batelada. Tais autores observaram aumento de P 

de 66,3 mL para 67,8 mL, além da diminuição do início da produção de H2 (λ) de 8,2 h 

para 7,8 h, respectivamente. Da mesma forma, Tosuner, Taylan e Özmihçi (2019) 

observaram que a redução do tamanho da casca de arroz de <300 μm para <74 μm, 

favoreceu maior produção de hidrogênio de 19,71 mL para 29,26 mL H2. 

 

5.3 Produção de Hidrogênio 

5.3.1 Superfície Resposta e parâmetros cinéticos 

Objetivou-se a comparação dos parâmetros cinéticos de produção de H2 (P), 

velocidade de produção (Rm) e tempo de início de produção (λ), os quais foram 

determinados para os reatores em batelada do DCCR (Tabela 5.3) utilizando a 

equação de Gompertz modificada para ajuste dos dados de produção acumulada de 

biohidrogênio. 
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Tabela 5.3: Valores codificados e respostas para produção de hidrogênio 

Ensaio X1 X2 X3 
P  

(mL) 

Rm  

(mL.h-1) 

λH2  

(h) 

R2 

1 -1 -1 -1 19,64 ± 1,22 1,27 ± 0,21 33,36 ± 7,56 0,99 

2 +1 -1 -1 21,96 ± 3,31 2,84 ± 0,20 48,96 ± 3,24 0,98 

3 -1 +1 -1 29,94 ± 3,12 2,50 ± 0,49 50,88 ± 5,45 0,99 

4 +1 +1 -1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 -- 

5 -1 -1 +1 28,82 ± 2,97 3,28 ± 0,62 8,64 ± 1,15 0,98 

6 +1 -1 +1 35,66 ± 3,97 13,46 ± 4,96 12,03 ± 0,49 0,99 

7 -1 +1 +1 126,82 ± 10,46 11,04 ± 1,75 9,36 ± 2,13 0,97 

8 +1 +1 +1 69,84 ± 3,37 17,25 ± 2,42 12,96 ± 3,07 0,99 

9 -1,68 0 0 32,57 ± 3,05 1,43 ± 0,36 41,73 ± 6,04 0,97 

10 +1,68 0 0 21,4 ± 1,54 2,32 ± 0,25 15,84 ± 1,04 0,96 

11 0 -1,68 0 14,46 ± 1,46 0,70 ± 0,24 39,60 ± 0,85 0,98 

12 0 +1,68 0 52,30 ± 5,60 3,59 ± 0,71 50,64 ± 13,48 0,99 

13 0 0 -1,68 30,34 ± 5,37 0,99 ± 0,20 38,64 ± 9,90 0,96 

14 0 0 +1,68 71,34 ± 3,80 15,86 ± 4,55 11,28 ± 0,40 0,98 

15 (PC) 0 0 0 31,84 ± 2,31 0,95 ± 0,28 33,68 ± 5,31 0,99 

16 (PC) 0 0 0 30,62 ± 3,57 2,59 ± 0,60 33,12 ± 6,07 0,99 

Nota: X1 é BCA (g.L-1), X2 é Licor de Pentoses (g.DQO.L-1), X3 é pH. 

 

Nos ensaios fermentativos do DCCR, foi observado que o tempo de início de 

produção de hidrogênio (λ) foi de 8,44 ± 1,15 (C05) a 50,88 ± 5,45 horas (C03), ao 

passo que a estabilização foi alcançada em até 96 horas. Em outros estudos em 

reatores batelada, o hidrogênio foi produzido em poucas horas após o inóculo ser 

adicionado no meio, e logo em seguida foram observadas a fase de estabilização à 

medida que para P o valor tendeu a valores constantes (JAYASINGHEARACHCHI et 

al., 2009; KHANNA et al., 2011). 

Em relação ao (λ), quando o pH passou de 5,2 para 6,5, houve diminuição 

média na fase de início de produção de hidrogênio em 33 horas. O tempo de início de 

produção de H2 (λ) para os ensaios com pH inicial de 5,5; 6,0 e 6,5 foram de 43,98 ± 

9,5 horas (ensaios 1 a 4); 34,95 ± 11,75 horas (ensaios 09, 10, 11, 12, 15 e 16) e 

10,66 ± 2,15 horas (ensaios 5 a 8), respectivamente. Dessa forma, λ em pH neutro foi 

menor se comparado ao pH ácido, provavelmente, em função das características 

fisiológicas das bactérias hidrolíticas e acidogênicas, as quais tem crescimento mais 

rápido, em relação as demais bactérias envolvidas nas rotas de fermentação 
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(MAZARELI; VARESCHE, 2017) sendo a fase hidrolítica primordial para a ocorrência 

das demais etapas da fermentação.  

Outra hipótese associada a essa diminuição da fase de início de produção de 

H2, pode estar relacionada com o inóculo autóctone, uma vez que foi obtido em pH 

inicial de 6,5. As bactérias e fungos endógenos do BCA e do hidrolisado 

hemicelulósico provavelmente estavam adaptadas às condições ambientais de pH 

próximo ao neutro. Lin et al. (2017) reportaram que a utilização do inóculo endógeno 

favoreceu a rápida adaptação ao substrato (cogumelo), contribuindo assim, para a 

rápida conversão em hidrogênio. Chairattanamanokorn et al. (2009) também 

verificaram menor λ (9 h) de produção de biohidrogênio a partir do hidrolisado do BCA 

em pH inicial de 6. Em contrapartida, maior λ ocorreu em pH inicial de 4, sendo 

necessário 43,3 h para início de produção de hidrogênio. Segundo os autores, isso 

pode ser atribuído a adaptação do consórcio microbiano em pH ácidos, semelhante ao 

observado na presenta pesquisa. 

Em pH inicial ≥ 6,5 (C05~C08 e C14) foi observado λ de 8,44 ± 1,15 a 12,96 ± 

3,07 h. Valores similares a essa pesquisa; ou seja 12 ± 4,8h foram observados por 

Akobi, Hafez e Nakhla, (2016) em reatores em batelada com hidrolisado de madeira 

de choupo em pH inicial de 5,5. Niel, Claassen e Stams (2003) ressaltam que o maior 

acúmulo de hidrogênio no início da produção, pode impedir o crescimento de 

microorganismos e consequentemente o consumo de alguns açúcares. Abreu et al. 

(2009) observaram valores de λ de 19,3 h em pH inicial de 5,5, 14,5 h em pH inicial de 

6,5 e 13,7 h em pH 7,5 utilizando arabinose (monossacarídeo) em reatores em 

batelada.  

Os valores de λ também podem variar de acordo com pH do meio. Por 

exemplo, Muri et al. (2016) utilizaram resíduos do processamento de café e obtiveram 

valores de λ de 32,4 ± 11,1 horas e 131,7 horas para ensaios em pH inicial 5,5 e 4,8, 

respectivamente. Ferchichi et al. (2005) também observaram redução de λH2 de 40 

horas, quando o pH inicial passou de 5 (λH2 = 43h) para 7 (λH2 = 3h) nos experimentos 

com soro de queijo em reatores batelada. Entretanto, houve redução em 28% da 

produção acumulada de hidrogênio, o que não foi verificado no preso ente estudo, 

quando o pH aumentou de 5,2 para 6,5, houve redução média de 33h no valor de λ. 

Soares et al. (2019a) obtiveram valor de λH2 com 2 g.L-1 do hidrolisado do BCA 

(pré-tratamento hidrotérmico) de 17 horas, em pH inicial de 6, se comparado com 

glicose, a diferença é de 8 horas. Segundo os autores, esse valor pode ser justificado 

devido ao pré-tratamento do BCA que libera compostos inibitórios como furanos 

(furfural e hidroximetilfurfural). Esses compostos são formados pela desintegração de 

pentoses e hexoses. Vale ressaltar que diferentemente dos autores supracitados, no 
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presente estudo, obteve-se para mesma faixa de pH inicial nas condições C9, C10, 

C11, C12, C15 e C16, λH2 de 35 horas, ou seja, o dobro de horas observado por estes 

autores. Também, é importante notar, que os experimentos conduzidos por Soares et 

al. (2019a) foram em temperatura termofílica (55 ºC). 
Planejamento composto central rotacional de 23, incluindo 6 pontos axiais e 2 

repetições no ponto central, totalizando desta forma 16 ensaios em triplicata (Figura 

5.2) foi realizado com objetivo de analisar a atuação das variáveis independentes, a 

saber: concentração de BCA (x1: 1,63-8,36 g.L-1), concentração de licor de pentoses 

(x2: 0,4-4,4 g.L-1) e pH (x3: 5,15-6,85). 

 

 
Figura 5.2: Produção temporal de hidrogênio dos ensaios de DCCR. 

 

Os valores maiores de P (mL H2) foram verificados nos ensaios em pH inicial ≥ 

6,5, de 126,82 ± 10,46 mL H2 (C7), 71,34 ± 3,80 mL H2 (C14), 69,84 ± 3,37 mL H2 

(C8), 35,66 ± 3,97 mL H2 (C6) e 28,82 ± 2,97 mL H2 (C5), sendo a maior produção de 

H2 obtida em pH inicial de 6,5 (C7). Ademais, valores maiores de Rm também foram 

associados a estes mesmos reatores, sendo de 11,04 ± 1,75, 15,86 ± 4,55, 17,25 ± 

2,42, 13,46 ± 4,96, e 3,28 ± 0,62 mL.h-1 H2, respectivamente. Eker e Sarp (2017) 

observaram valor aproximado de produção de hidrogênio acumulado ao desse estudo, 

utilizando hidrolisado de resíduos de papel como substrato para produção de 

hidrogênio em reatores batelada em temperatura mesofílica e pH inicial de 6,8. Os 

autores obtiveram produção acumulada de 128,99 mL H2. 
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Os resultados observados neste estudo de produção de hidrogênio, 

corroboram com aqueles de Fangkum e Reungsang (2011), que obtiveram valor maior 

de P (18,81 mL H2) para hidrolisado de BCA em pH inicial de 6,5. Para faixa similar de 

pH, Wei, Liu e Zhang (2010) a partir da água residuária do amido, investigaram a 

produção de biohidrogênio variando pH (5-7,5, acrescidos em intervalos de 0,5) e 

concentração de amido (1-7, acrescidos em intervalo de 1 g.L-1) em temperatura de 37 

ºC. Sob tais condições, a produção ótima de H2 (930 mL) foi obtida em pH inicial de 

6,5 e 5 g.L-1 de substrato. 

De forma similar, Montoya et al. (2020) observaram valores maiores de P 

(29,46 mmol H2.L-1 em pH inicial ≥ 7,0) em reatores em batelada operados com 

resíduos sólidos e líquido do processamento de café como substratos. Ademais, os 

autores notaram que o aumento do pH em intervalo de 4,0 a 7,0 resultou em efeito 

positivo em P e Rm, de 22,67 mmol H2.L-1 e 1,18 mmol H2.h-1, respectivamente. 

Camargo et al. (2021) do mesmo modo, observaram valor de P (48,47 mmol H2.L-1) 

em pH inicial ≥ 7,0 em reatores batelada com resíduos de citros. Rabelo et al. (2018) 

da mesma forma, obtiveram maior produção de hidrogênio (64,38 mL H2) utilizando 

BCA como substrato (8 g.L-1) em pH inicial de 7 em reatores batelada. Hu, Wang e Yu 

(2004) avaliaram o efeito do pH sobre a degradação da celulose e concluíram que a 

maior degradação da celulose (75%) foi verificada em valores de pH entre 6,8 e 7,3, 

entretanto a degradação da celulose diminuiu significativamente em valores de pH na 

faixa ácida. Rai, Pandey e Pandey (2019) otimizaram a produção de hidrogênio 

utilizando design box-behnken, com casca de banana em pó como substrato. Os 

autores observaram a condição ótima de hidrogênio (43 ± 1 mL H2) com 5% v/v de 

substrato em pH inicial de 7,0. A presente pesquisa corrobora com os estudos 

supracitados. 

Para os ensaios em pH inicial ≤ 5,5 (C1 a C4 e C13) os valores de P foram de 

19,64 ± 1,22, 21,96 ± 3,31, 29,94 ± 3,12, 0 e 30,34 ± 5,37 mL H2, respectivamente. O 

consórcio autóctone de licor de pentoses juntamente com o BCA mesmo em pH mais 

ácido nesse estudo, conseguiram produzir um P maior de hidrogênio, quando se 

comparado a Mazareli et al. (2021) que observaram produção acumulada de 

hidrogênio em condição mesofílica, de 12,32 mL H2, utilizando consórcio autóctone de 

resíduos de banana em pH inicial de 5,09. 

Neste presente estudo não foi observada produção de hidrogênio apenas em 

C4, em pH inicial 5,5. Possivelmente, para concentração maior de substratos (BCA e 

Licor de Pentoses) e pH inicial ácido podem ter contribuído para instabilidade 

microbiana. Similarmente, Pattra et al. (2008) utilizaram hidrolisado do BCA em 

reatores em batelada e observaram durante os ensaios fermentativos em pH inicial de 
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5,0 que não houve produção de hidrogênio. Os autores atribuíram à hipótese de que 

em pH inicial ácido, pode ocorrer liberação de ácidos fracos indissociados no meio, 

podendo atravessar a membrana celular, causando a perda das atividades das 

enzimas glicolíticas e consequente danos estruturais à membrana e DNA celular. Da 

mesma forma, Thungklin, Sittijunda e Reungsang (2018) usaram também hidrolisado 

do BCA em ensaios fermentativos para produção de hidrogênio e não obtiveram 

produção de hidrogênio em pH inicial de 4,5. 

A concentração de matéria orgânica pode influenciar no rendimento de 

hidrogênio. Por exemplo, concentração maior de substrato pode acarretar acúmulo de 

ácidos orgânicos e, por conseguinte, a diminuição do pH, ocasionando assim a 

inibição do sistema e prejudicando a produção de H2 (GÓMEZ et al., 2011). 

Em termos gerais, houve aumento médio de P e Rm de 25,47 mL H2 para 

66,51 mL H2 e 1,9 mL.h-1 para 12,17 mL.h-1, respectivamente, quando o pH inicial dos 

ensaios fermentativos passou de 5,5 para 6,5 (Figura 5.3). Ademais, houve diminuição 

em 33 horas quando o pH inicial passou de 5,5 para 6,5. 

Nos ensaios 7 e 8, onde os valores de P foram 126,82 ± 10,46 e 69,84 ± 3,37 

mL H2, respectivamente, a diferença entre os ensaios foi da variável independente X1 

(BCA) que foi do nível -1 (3,0 g.L-1 de BCA) em C7 para o nível +1 (7,0 g.L-1 de BCA) 

em C8, onde ocorreu diferença do valor de P em 44,92%. Nesse sentido, na maior 

concentração de BCA como fonte de substrato pode ter sido desfavorável à 

transferência de massa, levando a baixa eficiência do processo de conversão do 

substrato em biohidrogênio. Além do que, na maior concentração de BCA pode-se 

obter alta concentração de ácidos que inibe a atividade celulolítica, por conseguinte 

diminuindo a produção de hidrogênio (CHENG; ZHU, 2013). De outra forma, não 

existe valor ideal de concentração de substrato em ensaios fermentativos. Da mesma 

forma, Argun et al. (2008) reportaram que a concentração de substrato de pó de trigo 

(≥ 30 g.L-1) diminuiu a produção de hidrogênio de 751 mL para 652 mL, quando se 

comparado a 20 g.L-1 de substrato, em pH inicial de 7,0. 

Nos ensaios fermentativos de conversão da biomassa lignocelulósica é 

frequentemente limitada pela hidrólise por microorganismos celulolíticos (ANZOLA-

ROJAS et al., 2015). Ademais, as condições ideais para a hidrólise de hexoses e 

pentoses para geração de hidrogênio são diferentes. Por exemplo, hidrólise de 

açúcares pentoses foi relatada em pH neutro ou tendendo a básico (CALLI et al., 

2008; LO et al., 2009), enquanto os rendimentos de H2 a partir de açúcares hexoses 

são relatados em pH ácido entre 5,0 a 5,5 (HU; WANG; YU, 2004; KARADAG; 

PUHAKKA, 2010). Do contrário ao exposto anteriormente, Rabelo et al. (2018) 

observaram consumo preferencial de hexoses a pentoses, em condições de pH inicial 
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≥ 6,0 e consumo preferencial de pentoses a hexoses em ensaios em pH inicial ≤ 5,0, 

em reatores em batelada com inóculo autóctone e BCA como substrato. Além disso, 

valores iniciais de pH próximos a 4,5 favorecem a produção de etanol e lactato, 

consequentemente reduzindo a geração de H2 em ensaios fermentativos (LIN et al., 

2012). Valores iniciais de pH ácidos podem resultar na formação de solvente, uma vez 

que Clostridium acetobutylicum, Clostridium butylicum e Clostridium beijerinkii 

produzem etanol, butanol e acetona em faixas de pH ácidas, reduzindo a formação de 

H2 (EZEJI; QURESHI; BLASCHEK, 2007a). 

 

 

Figura 5.3: Efeito do pH inicial na produção de hidrogênio (P). 

 

Com objetivo de avaliar a influência das variáveis independentes sobre a 

produção máxima de hidrogênio, foram considerados significantes estatisticamente as 

variáveis com nível de significância de 10% (p ≤ 0,10) para P e Rm (Tabela 5.4). 
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Tabela 5.4: Valores de significância para o intervalo de confiança de 90% das 
variáveis dos ensaios do DCCR 

p-valor 

Interações P Rm Fatores 

X1 0,0290 0,0391 Significativo 

X1
2 0,7029 0,4625 Não Significativo 

X2 0,0008 0,0972 Significativo 

X2
2 0,8742 0,3916 Não Significativo 

X3 0,0001 0,0049 Significativo 

X3
2 0,0272 0,0061 Significativo 

X1.X2 0,0082 0,2242 Significativo 

X1.X3 0,8142 0,0267 Não Significativo 

X2.X3 0,0007 0,0684 Significativo 

Nota: X1 é BCA (g.L-1), X2 é Licor de Pentoses (g.DQO.L-1), X3 é pH. P é o potencial de concentração de 

H2, Rm é a velocidade específica máxima de obtenção de H2. 

 

O modelo de regressão adquirido para resposta P (Y1) com nível de 

significância de 10%, têm os termos estatisticamente significativos, constituindo-se de 

três termos lineares (X1, X2 e X3), um termo quadrático (X3
2) e duas interações entre 

eles (X1.X2 e X2.X3), referentes a concentração de BCA (X1) e licor de pentoses (X2) e 

licor de pentoses com pH (X3). Não foi considerado significativa, as interações entre 

(X1 e X3) pois o valor de p (p = 0,8142) ultrapassou o limite de significância a 10% (p ≤ 

0,1). Por meio da Equação 5.1 tem-se a descrição da produção de hidrogênio (P) em 

função das variáveis codificadas. No modelo, contém apenas os termos que são 

estatisticamente significativos. 

 

2
1 1 2 3 3 1 2 2 3Y  = 1254,07 + 8,47 X  - 143,54 X  - 396,36 X  + 30,19 X  - 5,00 X  X  + 29,96 X  X

 Equação 5.1 

 

Conforme a Tabela 5.5 é possível inferir que o modelo para P é 

estatisticamente significativo, pois além do coeficiente de determinação (R2) de 

93,20%, o valor de FOBSERVADO para regressão/resíduos é aproximadamente 8,24 vezes 

maior que o FTABELADO para os experimentos com intervalo de confiança de 90% para 6 

graus de liberdade de regressão e 9 graus de liberdade para resíduos. O FOBSERVADO 

da falta de ajuste/erro puro é 2,57 vezes maior que o FTABELADO para experimentos com 

8 graus de liberdade para falta de ajuste e 1 grau de liberdade para erro puro em um 
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mesmo intervalo de significância de 10%. Ademais, o p-valor da regressão e falta de 

ajuste foram considerados estatisticamente significativos, com valores de 0,00009 e 

0,06243, respectivamente. Dessa forma para P, a falta de ajuste não foi significativa, 

concluindo que o modelo é confiável para essa resposta (Y1). 

 

Tabela 5.5: ANOVA para os ensaios de DCCR, para P com nível de significância de 
10% 

P 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
FOBSERVADO FTABELADO p-valor 

Regressão 12504,2 6 2084,0 
20,6 2,5 0,00009 

Resíduos 912,3 9 101,4 

Falta de 

Ajuste 
911,6 8 113,9 

153,1 59,4 0,06243 

Erro Puro 0,7 1 0,7 

 

Visto que o resultado obtido após o modelo de regressão foi tido como 

estatisticamente significativo, é possível considerar a superfície resposta para Y1 em 

suas interações significativas de X1.X2 (Figura 5.4) e X2.X3 (Figura 5.5). Por meio da 

análise da superfície, verificou-se para resposta Y1 para as interações entre X1 e X2, a 

maior obtenção de P (mL) foi para concentração de licor de pentoses de 3 a 5 

g.DQOL-1 e BCA de 1 a 5 g.L-1.  

Já para o modelo de regressão obtido para resposta Rm (Y2) com nível de 

significância de 10%, têm-se os termos estatisticamente significativos, constituindo-se 

de três termos lineares (X1, X2 e X3), um termo quadrático (X3
2) e duas interações entre 

eles (X1.X3 e X2.X3), referentes a concentração de BCA (X1) e pH (X3) e licor de 

pentoses (X2) com pH (X3). Não foi considerado estatisticamente significativo, as 

interações entre (X1 e X2) pois o valor de p (p = 0,2242) ultrapassou o limite de 

significância a 10% (p ≤ 0,1). Por meio da Equação 5.2 tem-se a descrição da 

velocidade de produção (Rm) em função das variáveis codificadas. No modelo, 

contém apenas os termos que são estatisticamente significativos a um nível de 

confiança de 90%. 

 

2
2 1 2 3 3 1 3 2 3Y  = 457,23 - 12,71 X  - 15,57 X  - 145,23 X  + 11,42 X  - 2,16 X  X  + 2,21 X  X  

Equação 5.2 
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Sendo, Y1 = P, concentração máxima de H2; Y2 = P, velocidade de produção de H2; 

X1 = BCA, efeito linear; X2 = Licor de pentoses, efeito linear; X3 = pH, efeito linear; X3
2 

= pH, efeito quadrático; X1 X2 = Interação entre X1 e X2; X1 X3 = Interação entre X1 e 

X3; X2 X3 = Interação entre X2 e X3.  
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a) b)  

 

Figura 5.4: Superfície resposta (a) e superfície de contorno (b) obtido através das interações entre BCA (X1) e Licor (X2) para resposta Y1 com pH fixado em 6. 
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a)  b)  

Figura 5.5: Superfície resposta (a) e superfície de contorno (b) obtido através das interações entre licor de pentoses (X2) e pH (X3) para resposta Y1. 
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A partir da Figura 5.4 observa-se que a região ótima para produção de 

hidrogênio entre as interações X1 (BCA) e X2 (Licor de Pentoses) apresenta-se com 

BCA variando a partir 1 e 3 g.L-1 e valor de licor a partir de 4 e 5 g.DQO.L-1. Conforme 

a Figura 5.5, observa-se a região ótima para produção de hidrogênio entre as 

interações X2 (Licor de Pentoses) e X3 (pH) foi com licor de 4,5 a 5 g.DQO.L-1 e pH de 

6,7 e 7. 

Na Tabela 5.6 são mostrados os valores do teste ANOVA para a resposta Rm, 

sendo obtido FOBSERVADO para regressão/resíduos de aproximadamente 7,2 vezes 

maior que o FTABELADO para os experimentos com intervalo de significância de 10% 

para 6 graus de liberdade de regressão e 9 graus de liberdade para resíduos. Por 

outro lado, para o erro puro o FOBSERVADO é 16,97 vezes menor que o FTABELADO para 

experimentos com 8 graus de liberdade para falta de ajuste e 1 grau de liberdade para 

erro puro em intervalo de confiança de 90%. Dessa forma, a falta de ajuste foi 

significativa para o parâmetro Rm, portanto, os resultados experimentais não foram 

ajustados ao modelo. 

 

Tabela 5.6: ANOVA para os ensaios de DCCR, para Rm com nível de significância de 
10% 

Rm 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
FOBSERVADO FTABELADO p-valor 

Regressão 468,5 6 78,1 
18,0 2,5 0,00015 

Resíduos 39,1 9 4,3 

Falta de 

Ajuste 
37,7 8 4,7 

3,5 59,4 0,39211 

Erro Puro 1,3 1 1,3 

 

Conforme a Figura 5.5, para as interações X2 e X3, observa-se que a faixa de 

pH inicial ótimo foi de 6,5 a 7,0 com hidrolisado do BCA entre 3 e 5 g.DQO.L-1. O pH 

inicial nessa faixa pode estimular maior diversidade de microorganismos, levando a 

maior produção de hidrogênio, aumentando a sinergia entre grupos de 

microorganismos de capacidade metabólica, tanto hidrolíticos quanto fermentativos 

(SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014). 

Os valores preditos e experimentais para as respostas P (Y1) e Rm (Y2) são 

mostrados na Tabela 5.7. 
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Tabela 5.7: Valores preditos e experimentais para as respostas P e Rm 

Ensaio 

Valor 

Experimental 

de P (mL) 

Valor 

Predito de 

P (mL) 

Valor 

Experimental 

de Rm 

(mL.h-1) 

Valor 

Predito de 

Rm (mL.h-1) 

R2 

C1 19,64 ± 1,22 20,33 1,27 ± 0,21 1,43 0,99 

C2 21,96 ± 3,31 30,21 2,84 ± 0,20 1,59 0,98 

C3 29,94 ± 3,15 35,35 2,50 ± 0,49 2,32 0,99 

C4 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 -- 

C5 28,82 ± 2,97 22,23 3,28 ± 0,62 3,10 0,98 

C6 35,66 ± 3,97 32,11 13,46 ± 4,96 11,92 0,99 

C7 126,82 ± 10,46 109,18 11,04 ± 1,75 10,57 0,97 

C8 69,84 ± 3,37 71,02 17,25 ± 2,42 15,37 0,99 

C9 32,57 ± 3,05 44,04 1,43 ± 0,36 1,00 0,97 

10 21,4 ± 1,54 20,26 2,32 ± 0,25 5,18 0,96 

C11 14,46 ± 1,46 9,48 0,70 ± 0,24 1,54 0,98 

C12 52,30 ± 5,60 54,83 3,59 ± 0,71 5,18 0,99 

C13 30,34 ± 5,37 21,66 0,99 ± 0,20 1,83 0,96 

C14 71,34 ± 3,80 88,76 15,86 ± 4,55 17,45 0,98 

C15 

(PC) 
31,84 ± 2,31 32,15 0,95 ± 0,28 1,56 0,99 

C16 

(PC) 
30,62 ± 3,57 32,15 2,59 ± 0,60 1,56 0,99 

 

Conforme a Tabela 5.7, os valores de todas as condições experimentais de P e 

Rm, aproximaram-se dos valores preditos de P e Rm, respectivamente. Vale ressaltar 

ainda que para todas as condições dos ensaios do DCCR os valores de R2 foram ≥ 

0,96. 

 

5.3.2 Avaliação dos metabólitos solúveis 

5.3.2.2 Ácidos orgânicos  

Ácidos orgânicos foram observados em todos os experimentos, sendo de 725 

mg.L-1 em C11 até 2.343 mg.L-1 em C12. Os principais ácidos orgânicos observados 

foram os seguintes: ácido butírico (10,64 em C13 até 53,16% em C11), acético (14,58 

em C4 até 30,81% em C16) lático (6,38 em C5 até 34,72% em C13) e propiônico (9,01 

em C6 até 49,54% em C4), conforme a Tabela 5.8. Possivelmente, a provável 
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diversidade de populações endógenas dos substratos utilizados nessa pesquisa, 

resultou em capacidade metabólica diversa (WEI; LIU; YANG, 2013). Dessa forma, 

observa-se que as principais vias metabólicas durante os ensaios com BCA e licor de 

pentoses, foram as vias butírica e acética, respectivamente.  

Os resultados dessa pesquisa corroboram com outros autores como Baêta et 

al. (2016b), Fangkum e Reungsang (2011), Soares et al. (2017) e Pattra et al. (2008), 

os quais trabalharam com hidrolisado do BCA, sendo verificado que as principais vias 

metabólicas utilizadas para produção biológica de H2 foram a butírica e acética. 

 

Tabela 5.8: Porcentagem de ácidos orgânicos ao final dos experimentos. 
 

* Conforme Wang et al. (1999), ocorre simultânea conversão entre os ácidos butírico e isobutírico pela 

migração de agrupamentos carboxílicos. Desse modo, foi considerado as formas isômeras desses ácidos 

como ácido butírico. 

** Ácido valérico, ácido isovalérico e ácido cítrico. 

 

O ácido butírico (HBu) foi o metabólito solúvel mais observado nos ensaios de 

DCCR, a partir da biomassa autóctone do BCA e do licor de pentoses. A maior 

proporção deste ácido ocorreu nos ensaios C5 (47,11%), C6 (48,36%), C7 (44,43%) e 

C14 (45,74%), em pH inicial 6,50 (exceto em C14 em pH inicial 6,0). A excessiva 

produção de HBu pode ter contribuído significativamente para maior P de H2 

Ácidos orgânicos voláteis (%) 

Ensaio HAc HFo HLa HPr HBu* Outros** 

C1 25,9  13,2 15,7 31,7 13,5 

C2 25,5  19,3 27,9 26,0 13,4 

C3 23,6 2,9 21,5 18,1 18,5 16,2 

C4 14,6 7,6 15,1 49,5  13,3 

C5 28,3  6,4 9,5 47,1 8,7 

C6 29,3  9,5 9,0 48,4 3,9 

C7 20,5 1,71 11,3 14,8 44,4 6,8 

C8 21,3 3,6 11,6 20,8 38,4 4,4 

C9 25,9 2,3 15,4 14,0 27,9 14,5 

C10 22,1 2,4 17,0 18,7 26,1 13,7 

C11 26,9  8,3 11,6 53,5  

C12 24,7 4,78 14,8 14,4 25,6 15,7 

C13 20,3 4,6 34,7 23, 8 10,6 13,7 

C14 17,5 1,9 13,2 12,3 45,7 9,3 

C15 (PC) 28,9 1,1 12, 7 11,5 36,3 9,4 

C16 (PC) 30,8 1,6 9,8 9,9 33,7 14,1 
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observadas nos ensaios citados anteriormente. Todavia, no ensaio C4 onde não 

ocorreu produção de hidrogênio, também não foi observado este ácido orgânico. 

Mazareli et al. (2020) também relataram incremento nas concentrações finais de HBu 

nos ensaios em pH inicial ≥ 6,50, utilizando resíduos da casca da banana para 

produção de hidrogênio. 

Ácido acético (HAc) foi o segundo ácido orgânico observado em maior 

proporção nos ensaios do DCCR. Destaque-se que esse ácido faz parte da 

composição do licor de pentoses, advindo da hemicelulose e celulose. A maior 

concentração deste ácido foi observada no ensaio C9 (478 mg.L-1) e ensaio C12 (577 

mg.L-1). Vale ressaltar que ambas as condições foram em pH inicial 6,0. Entretanto, a 

menor concentração deste ácido foi observada no ensaio C11, também em pH inicial 

6,0, porém com menor concentração de licor de pentoses (0,4 g.DQO.L-1) dos ensaios 

do DCCR. 

O ácido lático (HLa) foi o terceiro maior metabólito solúvel observado nos 

ensaios do planejamento experimental (Figura 5.6 e Figura 5.7). As maiores 

concentrações deste ácido ocorreram nos ensaios C12 e C16 de 488 e 408 mg.L-1, 

respectivamente. As menores concentrações deste ácido ocorreram nos ensaios C5 e 

C6, ambas em pH inicial 6,50, de 88 e 72 mg.L-1, respectivamente. Provavelmente, 

condições em pH básico são desfavoráveis a produção desse composto 

(ANTONOPOULOU; VAYENAS; LYBERATOS, 2016). Nos ensaios em pH inicial ≤ 5,5 

(C1, C2, C3, C4 e C13) foram observados 358, 369, 322, 348 e 312 mg.L-1, 

respectivamente, de ácido lático. Tal possibilidade pode estar relacionada à afinidade 

de bactérias láticas a condições ácidas, e consequentemente, à assimilação de 

hexoses e pentoses. Estas bactérias também foram relatadas por Baêta et al. (2016a) 

durante a fermentação do hidrolisado hemicelulósico em reatores em batelada, a 35 

°C. 

Em relação ao consumo do ácido lático em todos os ensaios, possivelmente 

pode ter ocorrido via síntese do bicarbonato e produção de ácido acético, e 

relacionado ao incremento de pH observado na maioria dos ensaios (Reação 5.1) 

(MONTOYA et al., 2020): 

 

→ +
3 2 3 3 2CH CHOHCOOH (lactato) + 2 H O  CH COO (acetato) + HCO  (bicarbonato) + H  + 2 H

                                                                                                                             Reação 5.1 

 

Não foi possível estabelecer uma relação de produção de hidrogênio e ácido 

lático, uma vez que tanto no ensaio com ausência de H2 (C4), quanto no ensaio com 

maior produção de H2 (C7) as concentrações de ácido lático foram similares. 
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Em relação ao ácido propiônico (HPr), observou-se (Figura 5.7) que sua maior 

produção ocorreu nos ensaios C4, C2 e C13, correspondendo a 793, 389 e 386 mg.L-

1, respectivamente. Ressalta-se ainda que nessas condições, o pH inicial foi ≤ 5,50, 

corroborando com Dareioti, Vavouraki e Kornaros (2014), em que o pH mais ácido é 

favorável para o estabelecimento da rota propiônica. Ademais, este ácido orgânico não 

é favorável para fermentação uma vez que consome hidrogênio (Reação 5.2), 

explicando a ausência de hidrogênio em C4. 

 

                                 →6 12 6 2 3 2 2C H O  + 2 H   CH CH COOH (HPr) + 2 H O       Reação 5.2 
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Figura 5.6: Ácidos orgânicos dos ensaios fermentativos – a) fase inicial e b) fase latência. 
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Figura 5.7: Ácidos orgânicos durante os ensaios fermentativos – c) exponencial e d) estabilização. 
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Foi realizado um teste delineamento fatorial para verificação da interferência 

das variáveis independentes na produção de ácidos orgânicos. Apenas as produções 

finais de ácido butírico (mg.L-1) foram afetadas pela concentração do substrato e pH.  

Com objetivo de avaliar a influência das variáveis independentes sobre a produção de 

HBu, foram considerados estatisticamente significativos as variáveis com nível de 

significância de 10% (p ≤ 0,10) (Tabela 5.9). 

 

Tabela 5.9: Valores de significância para o intervalo de confiança de 90% das 
variáveis dos ensaios do DCCR para produção de ácido butírico 

p-valor 

Interações HBu Fatores 

X1 0,0105 Significante 

X1
2 0,0318 Significante 

X2 0,0180 Significante 

X2
2 0,0541 Significante 

X3 0,0000 Significante 

X3
2 0,0017 Significante 

X1.X2 0,0025 Significante 

X1.X3 0,1338 Não Significante 

X2.X3 0,0009 Significante 

 

O modelo de regressão adquirido para resposta HBu com nível de significância 

de 10%, têm os termos estatisticamente significativos, constituindo-se de três termos 

lineares (X1, X2 e X3), três termos quadráticos (X1
2, X2

2 e X3
2) e duas interações entre 

eles (X1.X2 e X2.X3), referentes a concentração de BCA (X1) e licor de pentoses (X2) e 

licor de pentoses (X2) com pH (X3). Não foi considerado como significativa, as 

interações entre (X1 e X3) porque o valor de p (p = 0,1338) ultrapassou o limite de 

significância a 10% (p ≤ 0,1). Na Equação 5.3 está descrita a equação de regressão 

de ácido butírico (HBu) em função das variáveis codificadas. No modelo, contém 

apenas os termos que são estatisticamente significativos. 

 

2 2 2
1 1 2 2 3 3 1 2 2 3HBu = - 12495,2 + 183,6 X  - 11,9 X  - 751,9 X  - 28,3 X  + 4227,5 X - 365,1 X  - 37,8 X  X  + 185,7 X  X

 Equação 5.3 

 

Conforme a Tabela 5.10 é possível inferir que o modelo para P é 

estatisticamente significativo, pois além do coeficiente de determinação (R2) de 

96,10%, o valor de FOBSERVADO para regressão/resíduos é aproximadamente 2,32 vezes 
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maior que o FTABELADO para os experimentos com intervalo de confiança de 90% para 8 

graus de liberdade de regressão e 7 graus de liberdade para resíduos. O FOBSERVADO 

da falta de ajuste/erro puro é 1,86 vezes maior que o FTABELADO para experimentos com 

6 graus de liberdade para falta de ajuste e 1 grau de liberdade para erro puro em um 

mesmo intervalo de significância de 10%. Ademais, o p-valor da regressão e falta de 

ajuste foram considerados estatisticamente significativos, com valores de 0,00028 e 

0,07360, respectivamente. Dessa forma para HBu, a falta de ajuste não foi 

significativa, concluindo que os dados experimentais se ajustaram ao modelo para 

essa resposta. 

 

Tabela 5.10: ANOVA para os ensaios de DCCR, para HBu com nível de significância 
de 10% 

P 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
FOBSERVADO FTABELADO p-valor 

Regressão 597776,1 8 74722,0 
21,6 9,3 0,00028 

Resíduos 24243,7 7 3463,4 

Falta de 

Ajuste 
24206,2 6 4034,4 

107,8 58,2 0,07360 

Erro Puro 37,4 1 37,4 

 

Com base na Figura 5.8, observa-se que as condições de maior concentração 

de ácido butírico foram aquelas com concentração de licor de pentoses acima de 4,0 

g/L e pH acima de 6,6. Além disso, a maior produção de ácido butírico foi observada 

na mesma região de maior produção de hidrogênio pH ≥ 6,4 e licor de pentose entre 

3,5 e 5. 
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Figura 5.8: Superfície resposta e gráfico de contorno para produção de ácido butírico. 
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5.3.2.1 Carboidratos  

A produção de hidrogênio requer a degradação das frações de carboidratos 

dos resíduos por hidrólise enzimática para a produção de açúcar redutor 

(ALEXANDROPOULOU et al., 2018). Esta etapa é seguida pela fermentação 

heterotrófica de açúcares para produzir ácidos orgânicos (NATH; KUMAR; DAS, 

2006). Em seguida, os ácidos orgânicos são convertidos em hidrogênio pelo processo 

de fermentação (NAYAK; BHUSHAN, 2019). Carboidratos advindos do BCA e do seu 

hidrolisado (licor de pentoses) são fornecidos pela celulose e hemicelulose. Com a 

quebra da celulose, há liberação de açúcares hexoses (C6), entretanto, pela quebra 

da hemicelulose, há liberação de açúcares pentoses (C5). Os principais 

monossacarídeos de hexoses vindos da celulose do BCA são glicose e galactose. Já 

enquanto há uma quebra da estrutura da hemicelulose do BCA, os principais 

monossacarídeos liberados em forma de pentoses são xilose e arabinose. Esses 

açúcares monossacarídeos podem ser convertidos em hidrogênio e ácidos orgânicos 

através de microorganismos fermentativos. 

A produção biológica de hidrogênio usando carboidratos (pentoses e hexoses) 

como substrato é caracterizado como fermentação do tipo acético-butírico. Esses 

carboidratos entram na via glicolítica, formando ácido butírico (Reação 5.1 e Reação 

5.3) e acético (Reação 5.2 e Reação 5.4) principalmente, além de H2 e CO2 (DE SÁ et 

al., 2020). Este processo biológico pode ser resumido pelas seguintes reações: 

 

Pentoses: 

5 10 5 3 2 2 2 2C H O   0,83 CH CH CH COOH + 1,67 H  + 1,67 CO→                         Reação 5.1 

5 10 5 2 3 2 2C H O  + 1,67 H 0  1,67 CH COOH + 3,33 H  + 1,67 CO→                    Reação 5.2 

 

Hexoses: 

6 12 6 2 3 2 2 2 2C H O  + 2H O  CH CH CH COOH + 2 H  + 2 CO→                                Reação 5.3 

6 12 6 2 3 2 2C H O  + 2H O  2 CH COOH + 4 H  + 2 CO→                                          Reação 

5.4 

 

Para a remoção de carboidratos totais (CT) não houve valor significativo para 

intervalo de confiança de 90% conforme a ANOVA (Tabela 5.11). O modelo de 

regressão obtido para resposta CT com nível de significância de 10% (p ≤ 0,1), têm-se 

os termos estatisticamente significativos, constituindo-se de dois termos lineares (X1 e 

X2) e um termo quadrático (
2

1X ). Não foi considerado como estatisticamente 
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significativo, as interações entre (X1 e X2) porque o valor de p (p = 0,1967) ultrapassou 

o limite de significância a 10% (p ≤ 0,1). A conversão de Carboidratos Totais (CCT) em 

função das variáveis codificadas está descrita na Equação 5.4, para um modelo com 

apenas os termos estatisticamente significativos e nível de confiança de 90%. 

 

2
1 1 2 3Y = 59,94 - 4,19 X  + 3,96 X  - 4,58 X  + 7,73 X                                       Equação 5.4 

 

De acordo com a Tabela 5.11 obtida para a resposta de CCT, a regressão foi 

estatisticamente significativa (p ≤ 0,1). Entretanto a falta de ajuste observada foi 

considerada não significativa (p ≥ 0,1). Para regressão, o FOBSERVADO foi 

aproximadamente 4,8 vezes maior que o FTABELADO. Para o erro puro, o FOBSERVADO foi 

7,9 vezes menor que o FTABELADO. O percentual de variação (R2) foi de 81,53%, 

contendo alta variação observada dentro do erro experimental. 

 

Tabela 5.11: ANOVA para os ensaios de DCCR, para remoção de Carboidratos Totais 
com nível de probabilidade de 10% 

CT 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrado

s 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
FOBSERVADO 

FTABELA

DO 
p-valor 

Regressão 1536,0 4 384,0 
12,1 2,5 0,00051 

Resíduos 347,9 11 31,6 

Falta de 

Ajuste 
343,4 10 34,3 

7,6 60,1 0,27511 

Erro Puro 4,5 1 4,5 

 

Os valores de produção de hidrogênio e conversão de carboidratos totais estão 

delineados na Tabela 5.12. Para faixa de pH final entre 3,4 e 5,7, o menor valor de pH 

final (3,4) ocorreu no ensaio 4, em que não houve produção de hidrogênio. Também 

de acordo com a Tabela 5.12, em todas as condições dos ensaios do DCCR, o pH 

final em todos os ensaios foi menor que o pH inicial. Evidentemente, a diminuição dos 

valores de pH finais em relação aos valores iniciais nos ensaios em batelada, deu-se à 

pelo acúmulo de ácidos orgânicos durante a fermentação. Alterações nas vias 

metabólicas nos ensaios fermentativos podem ocasionar mudanças no metabolismo 

bacteriano, que por conseguinte, se altera conforme as condições experimentais. 
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Tabela 5.12: Valores codificados e respostas para produção de hidrogênio e remoção 
de carboidratos totais dos ensaios DCCR 

Ensaio 
BCA 

(g.L-1) 

Licor de 

Pentoses 

(g.L-1) 

pH 

inicial 
P (mL H2) 

CTI  

(g.L-1) 

CTF  

(g.L-1) 

CCT 

(%) 

pH 

final 

1 3,0 1,2 5,5 19,64 ± 1,22 0,98 ± 0,26 0,49 ± 0,24 60 5,5 

2 7,0 1,2 5,5 21,96 ± 3,31 0,89 ± 0,15 0,41 ± 0,12 54 4,6 

3 3,0 3,6 5,5 29,94 ± 3,15 2,61 ± 0,25 1,88 ± 0,44 44 4,8 

4 7,0 3,6 5,5 0,00 ± 0,00 2,88 ± 0,13 1,23 ± 0,49 38 3,4 

5 3,0 1,2 6,5 28,82 ± 2,97 0,77 ± 0,09 0,21 ± 0,11 73 5,7 

6 7,0 1,2 6,5 35,66 ± 3,97 0,92 ± 0,17 0,32 ± 0,15 67 5,8 

7 3,0 3,6 6,5 126,82 ± 10,46 2,59 ± 0,34 0,76 ± 0,17 76 5,3 

8 7,0 3,6 6,5 69,84 ± 3,37 2,90 ± 0,28 1,24 ± 0,21 57 5,1 

9 1,6 2,4 6,0 32,57 ± 3,05 1,98 ± 0,16 0,96 ± 0,10 51 5,2 

10 8,4 2,4 6,0 21,4 ± 1,54 2,04 ± 0,18 1,23 ± 0,15 39 5,3 

11 5,0 0,4 6,0 14,46 ± 1,46 0,21 ± 0,06 0,08 ± 0,05 63 5,4 

12 5,0 4,4 6,0 52,30 ± 5,60 3,53 ± 0,29 1,79 ± 0,22 49 5,2 

13 5,0 2,4 5,2 30,34 ± 5,37 2,02 ± 0,26 1,03 ± 0,52 49 4,2 

14 5,0 2,4 6,8 71,34 ± 3,80 2,06 ± 0,12 0,71 ± 0,19 66 5,9 

15 

(PC) 
5,0 2,4 6,0 31,84 ± 2,31 2,03 ± 0,18 0,87 ± 0,13 58 5,1 

16 

(PC) 
5,0 2,4 6,0 30,62 ± 3,57 2,05 ± 0,12 0,81 ± 0,29 61 5,4 

Nota: X1 é BCA (g.L-1), X2 é Licor de Pentoses (g.DQO.L-1), X3 é pH, CTI é carboidratos totais inicial, CTF 

é carboidratos totais final e CCT é Conversão de Carboidratos Totais. 

 

Diferentes concentrações finais de carboidratos em todos os ensaios do DCCR 

(C1-C16) foram observadas (Figura 5.9), sendo 1,89 g.L-1 a concentração inicial média 

de carboidratos totais (hexoses e pentoses). A maior conversão de carboidratos (76%) 

foi observada no ensaio C7 e maior produção acumulada de hidrogênio de 126 mL. 

Rodríguez-Valderrama et al. (2020), também observaram maior consumo de 

carboidratos totais (96%) advindos do hidrolisado de frutas juntamente com palha de 

milho, na condição com maior produção acumulada de H2 (212 mL) em reatores 

batelada em temperatura mesofílica. Nos demais ensaios, como por exemplo em C1, 

C5, C6, C7, C11, C14 e C16, houve conversão de carboidratos ≥ 60%. Para os 
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ensaios com pH inicial ≥ 6,5 (C5 a C8) a conversão média de carboidratos foi de 

67,8%, com valor médio de P de 66,49 mL H2. Ensaios em pH inicial 6,0 (ensaios 9, 

10, 11, 12, 15 e 16), a conversão média de carboidratos foi de 53,5 %, enquanto a 

produção média de hidrogênio foi de 30,53 mL. Para condições em pH inicial ≤ 5,5 

(ensaios 1, 2, 3, 4 e 13), a conversão média de carboidratos foi de 49%, valor 27% 

inferior àquele observado para os ensaios em pH inicial de 6,5. Enquanto, o valor 

médio de P foi de 20,37 mL H2, valor 69,4% menor se comparado aos ensaios em pH 

inicial de 6,5. Esse estudo corrobora com Hwang et al. (2011), onde segundo os 

autores, a diminuição de λ pode ser atribuída ao tipo de resíduo com maior 

concentração de carboidratos, consequentemente favorecendo rápida utilização e 

produção hidrogênio. 

Para o ensaio C4 (Figura 5.9), houve consumo de carboidratos, porém não 

ocorreu produção de hidrogênio. Provavelmente, em função da concentração de 

carboidratos (2,8 g.L-1) nesse ensaio, além do pH inicial ácido (pH inicial de 5,5), pode 

ter ocasionado em mudança do metabolismo microbiano, resultando em alteração da 

via de produção de hidrogênio para formação de outros subprodutos (ARGUN; DAO, 

2016). Ademais, em C4 houve maior produção de ácido propiônico desde a fase de 

latência até a fase de estabilização (Figura 5.6 e Figura 5.7). Eker e Sarp (2017) 

utilizaram o hidrolisado de resíduos de papel como substrato para produção de 

hidrogênio em reatores batelada em temperatura mesofílica e pH inicial de 6,8. Os 

carboidratos obtidos a partir do hidrolisado dos resíduos de papel foram usados em 

seis concentrações diferentes entre 3,84 e 45,5 g.L-1 para determinar os efeitos da 

concentração de açúcar na produção de H2. A maior produção acumulada de H2 

(128,99 mL) ocorreu com 18,9 g.L-1 de carboidratos. Sob tais condições ocorreu 

inibição da produção de hidrogênio por acúmulo excessivo de ácidos orgânicos. 

Em condições com pH inicial ≤ 5,5 (C1, C2, C3 e C13), ocorreu aumento na 

concentração de carboidratos (100 mg.L-1 em C1, 90 mg.L-1 em C2, 410 mg.L-1 em C3 

e 320 mg.L-1 em C13) (Figura 5.10). Este fato deve-se possivelmente as condições 

ambientais no meio, que poderiam ter favorecido o consórcio de bactérias 

consumidoras de material lignocelulósico, preferencialmente a quebra da celulose e a 

liberação de açúcares advindos da hemicelulose. Em contraste, nas demais condições 

(C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12, C14, C15 e C16) ocorreu a diminuição de 

carboidratos (pH inicial ≥ 6,0) em todas as condições, possivelmente houve somente o 

consumo dos açúcares advindos do licor de pentoses (prontamente disponível no 

meio) e não a liberação de açúcares advindos do BCA (hemicelulose), como ocorreu 

com pH inicial ≤ 5,5. De maneira semelhante, Rabelo et al. (2018) verificaram que a 

maior liberação de açúcares solúveis totais (403,4 mg.L-1) advindos do BCA em 
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reatores batelada, ocorreu em condição de pH inicial de 4,6; ou seja, o dobro da 

concentração de açúcares liberados em experimentos com pH inicial de 6,0 e 7,4. 

Ainda segundo os autores, tanto a celulose, como a hemicelulose do BCA foi 

hidrolisada pelo consórcio fermentativo e pelas bactérias autóctones do BCA. 
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C1 (3,0 g BCA/L, 1,2 g licor/L, pH 5,5) C2 (7,0 g BCA/L, 1,2 g licor/L, pH 5,5) 

C3 (3,0 g BCA/L, 3,6 g licor/L, pH 5,5) C4 (7,0 g BCA/L, 3,6 g licor/L, pH 5,5) 

C5 (3,0 g BCA/L, 1,2 g licor/L, pH 6,5) C6 (7,0 g BCA/L, 1,2 g licor/L, pH 6,5) 

C7 (3,0 g BCA/L, 3,6 g licor/L, pH 6,5) C8 (7,0 g BCA/L, 3,6 g licor/L, pH 6,5 

pH) 
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Figura 5.9: Carboidratos totais solúveis e hidrogênio acumulado ao longo do tempo nos ensaios 

fermentativos do DCCR.

C9 (1,6 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 6,0) C10 (8,6 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 6,0) 

C11 (5,0 g BCA/L, 0,4 g licor/L, pH 6,0) C12 (5,0 g BCA/L, 4,4 g licor/L, pH 6,0) 

C13 (5,0 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 5,1) C14 (5,0 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 6,8) 

C15 (5,0 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 6,0) C16 (5,0 g BCA/L, 2,4 g licor/L, pH 6,0) 
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5.3.2.3 Ácidos fracos 

Para todos os ensaios do DCCR, foram avaliados os furanos, fenóis, ácido 

acético (HAc) e ácido fórmico (HFo), com objetivo de investigar a possível relação 

desses compostos endógenos do licor de pentoses bruto com a possível influência na 

produção de hidrogênio. As concentrações iniciais e finais de furanos, fenóis, ácido 

HAc e HFo, além da produção acumulada de hidrogênio (mL) estão delineadas na 

Figura 5.10. 

Em relação ao 5-HMF verificou-se que sua concentração variou de inferior ao 

limite de detecção (C11) a 72 mg.L-1 (C12), observando assim, baixos valores deste 

composto. A concentração média final foi de 16 mg.L-1 (em todas as condições). 

Anburajan et al. (2018) observaram que uma concentração de até 600 mg.L-1 não 

afetou a produção de hidrogênio. A remoção média de 5-HMF nos ensaios do DCCR 

foi de 56%. Remoção completa de 5-HMF ocorreu nos ensaios C1, C2 e C5. A menor 

remoção ocorreu em C14, com 33% (de 42 para 28 mg.L-1). Cheng et al. (2015) 

observaram remoção média de 45% de 5-HMF em hidrolisado de aguapé para 

produção de hidrogênio em reatores batelada. 

Em relação ao furfural, as concentrações iniciais variaram de inferior ao limite 

de detecção (C11) até 152 mg.L-1 (C12). A concentração média inicial de furfural foi de 

70 mg.L-1. Já a concentração média final foi de 22 mg.L-1. O furfural é produto 

originado da degradação de pentoses, enquanto o 5-HMF é resultante da degradação 

de hexoses, por isso a concentração de furfural em hidrolisados hemicelulósicos é 

geralmente superior à de 5-HMF. A conversão média de furfural foi de 65% para os 

ensaios do DCCR. A hipótese de maior conversão do furfural (65%) em relação ao 5-

HMF (56%), pode ser devido ao seu menor peso molecular (LIN et al., 2015). A 

completa remoção de furfural ocorreu nos ensaios C6 e C14, enquanto em C4 ocorreu 

a menor remoção, com 20%, onde também não houve produção de H2 (118 mg.L-1 

para 94 mg.L-1). Baêta et al. (2016b) observaram remoção média de furfural de 86%, a 

partir do hidrolisado do BCA para produção de hidrogênio. 
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Figura 5.10: Furfural, fenóis e hidroximetilfurfural do licor de pentoses dos ensaios de DCCR. 
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Verificou-se para o ácido fórmico, concentração média inicial e final de 104 

mg.L-1 e 41 mg.L-1, respectivamente. As concentrações de ácido fórmico não afetaram 

negativamente a produção de hidrogênio, uma vez que em C12 foi observado 256 

mg.L-1 e P de 52 mL H2. Nos ensaios C1, C2, C5 e C6 foi observada remoção 

completa de ácido fórmico. Giraldeli, Fonseca e Reginatto, (2018) analisaram os 

efeitos das misturas de 5-HMF (0,6 g.L-1), ácido levulínico (2,1 g.L-1) e ácido fórmico 

(0,8 g.L-1) para produção de hidrogênio por Clostridium gjerinckii e Clostridium 

acetobutylicum, ultilizando glicose como substrato. Segundo os autores, sob tais 

condicções ocorreu inibição da produção de hidrogênio por C. beijerinckii em 83% e C. 

acetobutylicum em 89%. 

Para o ácido acético, observou-se concentrações médias inicias e finais de 166 

mg.L-1 e 350 mg.L-1, respectivamente. Não se verificou relação entre as concentrações 

iniciais de ácido acético e a produção de H2, uma vez que para maior (C12 = 384 

mg.L-1) e menor (C11 = 75 mg.L-1) concentração de ácido acético foi observada P de 

52,30 ± 5,60 e 14,46 ± 1,46 mL H2, respectivamente. Wang, Wan e Wang (2008) 

estudaram os efeitos de ácidos fracos em reatores batelada alimentados com glicose 

para produção de H2 em temperatura mesofílica e pH inicial de 7,0. Segundo os 

autores, houve diminuição da produção de 274,2 mL H2 para 118,0 mL H2 quando 

houve adição de 2.450 mg.L-1 de ácido acético. 

Acerca dos fenóis, observou-se valor médio inicial e final de 259 mg.L-1 e 265 

mg.L-1, respectivamente. Provavelmente, sob tais condições não foi verificado efeito 

negativo da produção de hidrogênio, uma vez que para o ensaio com maior 

concentração de fenóis totais C12 (349 mg.L-1) e ensaio com menor concentração C11 

(36 mg.L-1) foi observado P de 52,30 ± 5,60 e 14,46 ± 1,46 mL H2, respectivamente. 

Ademais, concentrações de fenóis totais ≥ 600 mg.L-1 foi relatada como inibitória para 

produção de hidrogênio (KUMAR et al., 2015b). Nos ensaios C5 (204 para 178 mg.L-1), 

C6 (176 para 155 mg.L-1), C7 (352 para 289 mg.L-1), C8 (349 para 275 mg.L-1), C12 

(349 para 314 mg.L-1) e C14 (287 para 227 mg.L-1), ocorreu diminuição na 

concentração final de fenóis totais, em média de 15%, possivelmente utilizado para 

geração de hidrogênio, uma vez que foi observada maiores valores de P nesses 

ensaios (MONTOYA et al., 2020). Observa-se ainda que, nos ensaios que ocorreram 

diminuição da concentração de fenóis, exceto em C12, o pH inicial foi de 6,5. 

Possivelmente nesses ensaios, ocorreu a degradação de fenol para produção de 

hidrogênio e cogeração de ácido acético (Equação 5.5) (VILLA MONTOYA et al., 

2020). 
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0

6 6 2 3 2C H O (fenol) + 5 H O  3 CH COOH (HAc) + 2H   ( G  = + 5,5 kJ)→    Equação 5.5 

 
Embora, a reação possa ser termodinamicamente desfavorável (ΔG° = + 5,5), a 

continuação do processo possivelmente foi devido ao sinergismo microbiano entre 

diferentes populações no consórcio autóctone, sendo favorável para degradação do 

substrato lignocelulósico, além da capacidade de hidrólise de compostos complexos. 

(BOBOESCU et al., 2014). Tai et al. (2010) investigaram a produção de hidrogênio 

utilizando glicose como substrato em reatores batelada, usando cultura pura de C. 

butyricum. Inibição total da atividade celular foi observada para concentração de fenol 

total ≥ 1.000 mg.L-1. Durante a fermentação de 20 horas, com 200 mg.L-1 e 400 mg.L-1 

de fenóis totais foram degradados, respectivamente, 67% e 34,8%. Ainda segundo os 

autores, verificou-se que C. butyricum produziu H2 a partir de compostos fenólicos. 

Nos ensaios C1 (169 para 253 mg.L-1), C2 (183 para 232 mg.L-1), C3 (315 para 

382 mg.L-1), C4 (343 para 425 mg.L-1), C9 (278 para 300 mg.L-1), C10 (256 293 279 

mg.L-1), C11 (36 para 40 mg.L-1), C13 (291 para 309 mg.L-1), C15 (276 para 253 mg.L-

1) e C16 (273 para 299 mg.L-1), foi observado aumento da concentração de fenóis 

totais ao fim dos experimentos, provavelmente relacionado a degradação da lignina do 

BCA e consumo preferencial de carboidratos do licor (CHAPLEUR et al., 2013; 

MONLAU et al., 2014). Segundo Ahmad et al. (2018), o acúmulo de fenóis também 

pode causar alterações no fluxo de elétrons e consequentemente, causar o acúmulo 

de HAc no meio. 

 

5.3.3 Validação experimental 

A validação do modelo foi realizada com o objetivo de aferir a resposta predita 

na forma de produção acumulada máxima de H2 para a condição ótima (MU; WANG; 

YU, 2006). Dessa forma para o ensaio de validação com base na análise na MSR com 

1,5 g.L-1 de BCA, pH inicial de 6,8 e 4,7 g.DQO.L-1 de licor, foi possível obter P de 

179,43 ± 5,50 mL, Rm de 13,87 ± 1,64 mL.h-1, λ de 4,89 ± 0,67 horas e R2 de 0,98. O 

grau de precisão da produção de hidr006Fgênio acumulado foi de 83% em relação ao 

modelo predito (Equação 5.1), com 215,14 mL H2. De forma similar, Rabelo et al. 

(2018) obtiveram grau de precisão do modelo de 85% utilizando BCA como substrato 

para produção de hidrogênio (Figura 5.11). 
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Figura 5.11: Produção de hidrogênio em condições otimizadas. 

 

De forma similar, Alvarez-Guzmán et al. (2016) obtiveram condições ótimas 

para produção de hidrogênio na fermentação de glicose a 26,30 °C e pH inicial de 

6,24. Os valores predito e experimental obtidos pelos autores foram 503 e 513 mL, 

respectivamente. Boboescu et al. (2014) operaram reatores em batelada em 

condições otimizadas a 26 °C, pH inicial de 6,65 e 10 g.L-1 de glicose, com água 

residuária industrial. Os valores predito e experimental para produção de hidrogênio 

foram 26 e 28 mL, respectivamente. Kumar et al. (2015a) investigaram a produção de 

hidrogênio utilizando resíduos de pião-roxo como substrato em reatores batelada. Os 

autores variaram substrato (32–368 g.L-1), temperaturas (38–72 ºC) e pH inicial (4,8–

8,2) de acordo com o projeto experimental. A concentração ideal de substrato, pH 

inicial e temperatura foram 211 g.L-1, 6,5 e 55,4 ºC, respectivamente, alcançando uma 

produção acumulada de hidrogênio de 307,4 ± 4,5 mL. O valor predito de acordo com 

o modelo foi de 296 mL H2. Similarmente, Mazareli et al. (2021) observaram produção 

otimizada de hidrogênio de 70,19 mL em pH inicial de 7,0 e temperatura de 37 ºC, 

utilizando resíduos de banana como substrato. Igualmente, Montoya et al. (2020) 

observaram nas condições ótimas de produção de hidrogênio, produção acumulada de 

240 mL H2 em pH inicial de 7,0, headspace 30% e 7 g.L-1 de polpa de café. Meier et al. 

(2020) obtiveram hidrogênio, sob condições otimizadas, com água residuária de 

suínos, 4% de glicerol e temperatura de 38,5 ºC em reatores batelada, obtendo valor 

experimental de 1.102,6 ± 21,3 mL H2 e valor predito do modelo de 1.093,5 mL H2. 



95 
 

Os valores de P (179,43 ± 5,50 mL) e λH2 (4,89 ± 0,67 horas) obtidos para a 

condição otimizada foram próximos àqueles observados por Pattra et al.(2008), com 

20 g.DQO.L-1 de hidrolisado do BCA, sendo P de 180 mL H2 e λH2 de 5h, em 

temperatura mesofílica. Diferentemente, desta pesquisa, tais autores realizaram 

experimentos em pH inicial 5,5, enquanto no presente estudo, a condição ótima foi em 

pH inicial 6,8. Supostamente, as características do inóculo influenciaram em diferentes 

condições da produção de hidrogênio. O valor de Rm obtido na condição otimizada 

neste estudo (13,87 ± 1,64 mL.h-1) foi próximo (Rm de 14,95 mL.h-1) ao observado por  

Kim, Han e Shin (2004) com 11,2 g..L-1 de carboidratos e por Wang e Wan (2008) c 

om Rm de 15,1 mL.h-1 e 25 g.L-1de substrato, em temperatura mesofílica. Este estudo 

também corrobora com Vi, Salakkam e Reungsang (2017) que estudaram a produção 

de H2 por meio de planejamento experimental juntamente com MSR utilizando batata-

doce como substrato em reatores batelada. Os autores analisaram a influência da 

variação de batata-doce (14-34 g.L-1), pH inicial (4,5-7,5) e FeSO4 (20-100 g.L-1). Os 

experimentos ocorreram em temperatura mesofílica. Conforme o estudo, o alto valor 

de P deu-se em pH inicial de 7,5, 0,1 g.L-1 de FeSO4 e 34 g.L-1 de batata-doce, 

obtendo 21,83 mL H2. Entretanto, nas condições com pH inicial de 4,5, 0,02 g.L-1 de 

FeSO4 e 34 14 g.L-1 de batata-doce, obteve-se o maior valor de P com 399 mL H2. 

Dessa forma, os autores encontraram que as baixas concentrações de substrato, 

FeSO4 e pH tem relação direta com a produção de hidrogênio por meio da análise da 

MSR e planejamento experimental. 

O tipo de substrato pode influenciar totalmente a dinâmica de populações 

produtoras de hidrogênio. Por exemplo, na presente pesquisa, o pH ideal foi na faixa 

de 6,8, com P (179,43 ± 5,50 mL) e Rm de 13,87 ± 1,64 mL.h-1. Todavia, Mu, Wang e 

Yu (2006) utilizaram o DCCR e MSR para otimizar as respostas P e Rm em reatores 

batelada e verificaram os efeitos do pH (4,5-6,0), temperatura (25-45 ºC) e 

concentração de sacarose (15-35 g.L-1). A condição ótima para P (252 mL H2) foi em 

pH inicial 5,5, temperatura de 34,8 ºC e 24,8 g.L-1 de sacarose. Já para Rm, a 

condição otimizada foi obtida em pH inicial 5,5, temperatura de 35,5 ºC e 25,4 g.L-1 de 

sacarose, com 1.511 mL H2.h-1. Ou seja, na pesquisa de Mu, Wang e Yu (2006) com 

pH mais ácido em relação ao presente estudo, os autores conseguiram maior 

produção de hidrogênio, reforçando que para cada tipo de substrato, pode haver 

diferente sinergia no consórcio microbiano. 

Em relação a Conversão de Carboidratos Totais (CCT) foi observado no ensaio 

de otimização 83%. Valor similar de conversão de carboidratos deste estudo foi 

observado por Lee et al. (2008), onde os autores analisaram a produção de hidrogênio 

utilizando o amido de mandioca como substrato em reatores bateladas. Nesse estudo 
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com 16 g.DQO.L-1 de substrato, pH inicial de 6,5 e temperatura de 37 ºC, os autores 

conseguiram observaram P de 1.441 mL com conversão de 84% de carboidratos 

totais. Não obstante ao valor do ensaio 7 (C7) com maior valor de P dentre os ensaios 

do DCCR (CCT de 76%), houve aumento percentual de 7% de CCT em relação a 

condição otimizada, além da maior remoção de carboidratos totais. Verificou-se 

também na condição otimizada em relação a C7, aumento percentual de 42% no valor 

de P. Segundo Cieciura-Włoch, Borowski e Domański (2020) houve redução de 90% 

de carboidratos totais em experimentos com polpa de beterraba hidrolisada em testes 

de batelada em temperatura mesofílica. Sob tais condições, os autores observaram 

também que a maior conversão de carboidratos correspondeu ao maior rendimento de 

hidrogênio. Na Figura 5.12 está ilustrado a conversão de carboidratos em ambos os 

ensaios. 

 

 
Figura 5.12: Conversão de Carboidratos Totais 

 

5.3.3.1 Balanço de Massa Solúvel 

O Balanço de Massa Solúvel (BMS) da condição otimizada foi feito por meio 

das análises de monitoramento e descrito conforme o item 4.6. 
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Figura 5.13: Balanço de Massa Solúvel (BMS) da condição otimizada para obtenção 

de hidrogênio a partir do BCA e licor de pentoses. 
 

Nota: FNI = fração não identificada, CT = carboidratos totais, HLa = ácido lático, HFo = ácido fórmico, HAc = ácido 
acético, HPr = ácido propiônico, HIs = ácido isobutírico, HBu = ácido butírico, HIsv = ácido isovalérico e HVa = ácido 
valérico. 
 

Conforme a Figura 5.13, foi verificado que os metabólitos que mais 

contribuíram para o BMS em termos de DQOFILTRADA foram os HIsb e HAc, produtos 

estes provenientes da transformação dos carboidratos em ácidos orgânicos e biogás 

nos ensaios fermentativos. O aumento da FNI (Fração Não Identificada) de 15% para 

36% ao final do ensaio se deveu a geração de outros produtos metabólicos gerados, 

tais como ácido cítrico e etanol (KANDASAMY; ARADHYA, 2014; GHASIMI et al., 

2016). 
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6 CONCLUSÕES 

• Inóculo autóctone foi obtido a partir dos substratos BCA moído e licor de 

pentoses. 

• Nos ensaios do DCCR, a condição C4 com 3,0 g.L-1 de BCA, 3,6 g.DQO.L-1 de 

licor de pentoses e pH inicial de 6,5, ocorreu maior P com 126,82 ± 10,46 mL 

H2. Na condição C8 com 7,0 de BCA, 3,6 g.DQO.L-1 de licor de pentoses e pH 

inicial de 6,5, obteve maior valor de Rm com 17,25 ± 2,42 mL.h-1. Na condição 

C5 com 3,0 g.L-1 de BCA ,1,2 de licor de pentoses e pH inicial de 6,5, obteve 

melhor valor de λH2, com 8,64 ± 1,15 horas. 

• As interações entre as variáveis independentes de concentração de BCA e licor 

de pentoses e pH e licor de pentoses, influenciaram a produção de hidrogênio. 

•  Foi obtido 179,43 mL de produção acumulada de hidrogênio nas condições 

otimizadas (1,5 g.L-1 de BCA, pH inicial de 6,8 e 4,7 g.DQO.L-1 de licor de 

pentoses) utilizando inóculo autóctone do BCA. 

• Os principais metabólitos solúveis observados na fermentação autóctone do 

BCA e licor de pentoses foram ácidos butírico, acético e lático. 

• Os ácidos fracos e os furanos, ambos advindos do licor de pentoses, não 

afetaram significativamente a produção de hidrogênio fermentativo.  
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7 RECOMENDAÇÕES 

• Aplicar a condição otimizada em reatores contínuos e em escala ampliada;  

• Avaliar a substituição da água deionizada por esgoto doméstico, em um 

processo de co-digestão. 

• Avaliar a produção de hidrogênio também com a fração sólida (rica em 

hexoses) do pré-tratamento do BCA. 

• Realizar um novo Delineamento do Composto Central Rotacional (DCCR) com 

concentrações de licor e BCA acima das condições otimizadas (1,5 g.L-1 de 

BCA, 4,7 g.DQO.L-1 de licor de pentoses) com objetivo de determinar maiores 

informações de produção de hidrogênio. 

• Realizar um novo DCCR em condições termofílicas para avaliar a produção de 

hidrogênio e ácidos orgânicos nessas condições. 
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