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RESUMO

de S4, Livian Ribeiro Vasconcelos. Producao bioldgica de hidrogénio por bactérias
fermentativas utilizando diferentes carboidratos ou glicerina como substrato.
Dissertacdo (Mestrado) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011

A producdo de biohidrogénio a partir do processo de fermentacdo anaerdbia tem
despertado grande interesse devido ao grande potencial como combustivel
alternativo para o futuro. O monitoramento das etapas do processo fermentativo
fornece informagdes relevantes sobre o caminho metabdlico seguido pelos micro-
organismos. Uma metodologia analitica desenvolvida para determinacdo simultanea
de sacarose, glicose, frutose e acidos acético, propidnico, isobutirico e butirico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi aplicada com éxito nas amostras
do processo fermentativo. Os efeitos dos pré-tratamentos acido, alcalino e térmico
do in6culo sobre o desempenho das comunidades bacterianas responsaveis pela
producdo de H, foram avaliados através dos niveis de expressao das hidrogenases
de Clostridium associados aos rendimentos maximos de H, obtidos. O pré-
tratamento térmico apresentou o maior rendimento de H; (4,62 mol de Hy/mol de
sacarose) e 0 maior nivel de expressdo das hidrogenases, 64 vezes superior ao
obtido com o in6éculo in natura, em 72 h de fermentacdo. Elevados rendimentos de
H, também foram obtidos pelos inéculos com pré-tratamento alcalino (3,93 mol de
H./mol de sacarose) e acido (3,85 mol de H,/mol de sacarose) em diferentes tempos,
48 e 120 h, respectivamente. A razado dos éacidos acético e butirico (HAc/HBuU)
auxiliou na avaliagcdo do desempenho das comunidades bacterianas produtoras de
H,. Diferentes substratos foram testados para producéo de H, a 35°C e pH inicial 5,5,
apresentando elevados rendimentos de H,: sacarose (4,24 mol de H./mol de
sacarose), glicose (2,19 mol de Hy/mol de glicose), frutose (2,09 mol de Hx/mol de
frutose), xilose (1,88 mol de Hy/mol de xilose) e glicerina (0,80 mol de Hz/mol de

glicerina).

Palavras-chave: biohidrogénio, fermentacdo anaerdbia, carboidratos, acidos

organicos volateis, Clostridium, hidrogenases.



ABSTRACT

de S4a, Livian Ribeiro Vasconcelos. Biological hydrogen production by fermentative
bacteria by using different carbohydrates or glycerin as substrate. Dissertation
(Master Degree) — School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011

The production of biohydrogen through anaerobic fermentation has received
increasing attention and has great potential as an alternative process for clean fuel
production in the future. The monitoring of the stages of the fermentation process
provides relevant information about the metabolic pathway followed by
microorganisms. An analytical methodology developed for simultaneous
determination of sucrose, glucose, fructose and acetic, propionic, isobutyric and
butyric acids by high performance liquid chromatography (HPLC) was successfully
applied in the samples of the fermentation process. The effects of acid, alkaline and
heat pretreatments of the inoculum on the performance of bacterial communities
responsible for H, production were evaluated through the level of hydrogenase gene
expression of Clostridium associated with maximum yields of H, obtained. The heat
pretreatment provided the highest yield of H, (4.62 mol H,/mol sucrose) and the
highest level of hydrogenase gene expression, 64 times that of inoculum in natura
within 72 h of fermentation. High yields of H, were also obtained with alkaline
pretreatment (3.93 mol H,/mol sucrose) and acid pretreatment (3.85 mol H,/mol
sucrose) at different times, 48 and 120 h, respectively. The ratio of acetic and butyric
acids (HAc/HBu) was useful in the assessment of the performance of bacterial
communities that produce H,. Different substrates were tested for H, production at
35°C and an initial pH of 5.5, which resulted in high yields of H,: sucrose (4.24 mol
H,/mol sucrose), glucose (2.19 mol H,/mol glucose), fructose (2.09 mol H,/mol

fructose), xylose (1.88 mol H,/mol xylose) and glycerin (0.80 mol H,/mol glycerin).

Keywords: biohydrogen, anaerobic fermentation, carbohydrates, volatile fatty acids,
Clostridium, hydrogenases.
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1. INTRODUCAO

O aumento das necessidades energéticas mundiais, a diminuicdo das
reservas de combustiveis fosseis e os problemas ambientais relacionados ao uso
continuo destes combustiveis, definem o novo panorama para o0 século XXI e
determinam que novas politicas referentes a fontes de energia sejam adotadas
[HALLENBECK e GHOSH, 2009]. O alarmante crescimento pela procura de energia,
associado a incerteza quanto a disponibilidade e preco do petréleo, conduzem a
adocdo de praticas para o desenvolvimento e exploracdo de novos recursos
energeéticos.

Assegurar a geracao de energia, com as devidas precaucdes em relagéo ao
meio ambiente, tem sido um dos desafios atuais mais relevantes. O debate sobre o
aguecimento global vem crescendo de forma acentuada nas Uultimas décadas,
conduzindo assim, ao desenvolvimento de novas fontes alternativas de energia que
sejam menos poluentes que as atuais. E neste contexto que a producdo de
hidrogénio surge como uma alternativa de grande interesse. O hidrogénio pode ser
produzido a partir de combustiveis foésseis, agua e biomassa [SOUZA, 2009].

O desenvolvimento de tecnologias para producao biologica de hidrogénio a
partir de biomassa consiste em uma area bastante promissora. O hidrogénio
biolégico pode ser produzido através dos seguintes processos: biofotolise direta da
agua, biofotdlise indireta da &gua, foto-fermentacdo, fermentacdo anaerdbia e
através de sistemas hibridos [KIRTAY, 2011; DAS e VEZIROGLU, 2008]. Dentre
estes sistemas, a producdo de hidrogénio por fermentacdo anaerObia tem se
destacado, devido principalmente & maior producdo de H, quando comparada aos
outros processos biolégicos e a possibilidade de utilizacdo de diferentes materiais
residuais como substrato [MATHEWS e WANG, 2009; LEVIN, PITT e LOVE, 2004].

Durante a fermentacdo anaerdbia, substratos ricos em matéria organica sao
convertidos em compostos mais simples, tais como acidos organicos volateis (acidos
aceético, propidnico, butirico e isobutirico), alcoois, H, e CO,. A identificacdo dos
acidos organicos volateis e dos alcodis formados durante o processo de
fermentacdo anaerdbia revela informacdes importantes sobre o caminho metabdlico
seguido pelos micro-organismos. Além disso, a razao entre o acido acético (HAc) e o
acido butirico (HBu) pode ser relacionada a producéo de H, [DE SA et al., 2011].
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Estudos na literatura mostram que micro-organismos do género Clostridium
sdo 0s principais responséaveis pela producdo de H, no processo de fermentacdo
anaerobia [SKONIECZNY e YARGEU, 2009; TOLVANEN et al., 2008; HUNG et al.,

2008]. Estes micro-organismos dispdem de enzimas hidrogenases que catalisam a
reacdo reversivel de oxidagdo do hidrogénio (2H" +2e” « H,) [VIGNAIS, BILLOUD

e MEYER, 2001].

Recentemente o nivel de expressdo das hidrogenases tem sido utilizado
como indicador da producdo de H, em diferentes sistemas [CHANG et al., 2008;
WANG, OLSON e CHANG, 2008a; CHANG et al., 2006]. As [FeFe]-hidrogenases
normalmente ocorrem em micro-organismos produtores de H,, enquanto as [NiFe] e
[NiFeSe]-hidrogenases sao frequentemente encontradas em micro-organismos
consumidores de H, [DAS et al., 2006].

No processo de fermentacdo anaerdbia, 0S micro-organismos responsaveis
pelo possivel consumo do H, sdo representados pelas arqueias metanogénicas, as
bactérias homoacetogénicas e as bactérias redutoras de sulfato e nitrato [NTAIKOU,
ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010]. O pré-tratamento do inoculo tem sido
comumente empregado no processo de producdo de H,, visto que ele possui a
finalidade de inibir e/ou eliminar os micro-organismos consumidores de Hj, bem
como selecionar os micro-organismos produtores de H,. Varios tipos de pré-
tratamentos sdo utilizados, tais como os quimicos (&cido, alcalino, adicdo de
compostos quimicos) e os fisicos (térmico, congelamento/descongelamento,
aeracdo). Dentre eles, o pré-tratamento térmico do inoculo tem sido o mais
comumente utilizado para enriquecimento das bactérias produtoras de H, [DE SA et
al., 2011].

Uma grande variedade de materiais ricos em matéria organica pode ser
utilizada como substratos na producdo de H,. Carboidratos, como sacarose e
glicose, sao facilmente biodegradaveis pelas bactérias fermentativas. No entanto,
fontes puras de carboidratos representam matérias-primas caras para producdo de
H, em grande escala. Neste contexto se destaca a utilizacdo de materiais residuais
como potenciais substratos para producao de H,. A biotransformacao de residuos
em hidrogénio pode ser considerada bastante atraente do ponto de vista ambiental e
econdmico [NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010; DAS e
VEZIROGLU, 2008].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi & avaliacdo da producéo de hidrogénio

através do processo de fermentacdo anaerdbia em reatores de batelada.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

» Desenvolver metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para monitoramento de carboidratos, &cidos organicos e
alcodis durante o processo de fermentagcédo anaerobia;

= Avaliar a eficiéncia de diferentes tipos de pré-tratamentos do in6culo para
producao de Hy;

» Verificar a relacdo entre o nivel de expresséo das hidrogenases e a producgéo
de Hy;

» Estudar a producdo de H, utilizando sacarose, glicose, frutose, xilose e

glicerina como substrato.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Hidrogénio como fonte alternativa de energia

Atualmente, as intensas mudancas climéticas globais e o fornecimento
futuro de energia tém estimulado o desenvolvimento de pesquisas baseadas em
combustiveis alternativos. Dentro deste contexto, o hidrogénio (H,) tem despertado
grande interesse, visto que a sua combustdo direta produz uma quantidade
significativa de energia e libera apenas HO (H,+1/20, — H,O) [MATHEWS e

WANG, 2009; KOTAY e DAS, 2008]. Alem disso, o hidrogénio apresenta uma
elevada densidade energética (da ordem de 143 KJ.g?), sendo aproximadamente
trés vezes superior quando comparada aos combustiveis a base de hidrocarbonetos
pesados [BALAT e KIRTAY, 2010]. O H, pode ser utilizado diretamente como
combustivel em motores de combustdo ou em células a combustivel [DAS e
VEZIROGLU, 2008; KOTAY e DAS, 2008]. Além do mais, os processos de producao
de H, a partir de matérias-primas renovaveis ou nao-renovaveis permitem certa
flexibilidade em relacdo a tecnologia, tornando-o uma promissora alternativa
energética [PAGE e KRUMDIECK, 2009].

A maior utilizacdo do hidrogénio hoje € como reagente das industrias
quimicas e petroquimicas para a producao de fertilizantes (com uma quota de 50%)
seguida pelo tratamento do petrdleo bruto (aproximadamente 37%) [DAS e
VEZIROGLU, 2008; KOTAY e DAS, 2008]. Aléem destes processos, 0 H, é também
utilizado como reagente nos processos de hidrogenagcdo, como combustivel para
motores de foguete e como fluido de refrigeracdo em geradores elétricos [DAS e
VEZIROGLU, 2001].

Atualmente, os métodos de producao de hidrogénio podem ser divididos em
funcdo das trés principais materias-primas utilizadas: combustiveis fésseis, agua e
biomassa. Alguns dos processos mais significativos estdo citados na Tabela 3.1
[SOUZA, 2009].
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Tabela 3.1: Métodos de producéo de hidrogénio [SOUZA, 2009].

Matérias-primas Métodos

e Reforma a vapor do gas natural
Combustiveis L ] )
o Oxidacao parcial de hidrocarbonetos pesados
fésseis -
Gaseificacéo do carvéo

Eletrdlise da agua

Agua Processos foto-eletroquimicos

Processos termoquimicos

Processos biologicos (biofotélise da 4agua, foto-fermentacdo e
fermentacao anaerébia)

Biomassa Gaseificagdo da biomassa
Reforma a vapor do etanol

Reforma em fase liquida

Entre os métodos citados, estima-se que a reforma do gas natural contribui
com 40% do hidrogénio produzido, seguido pela oxidagcdo de hidrocarbonetos
pesados (30%), gaseificacdo do carvdo (18%) e eletrdlise da &gua (5%) [DAS e
VEZIROGLU, 2008]. Atualmente a producao biolégica do hidrogénio contribui com
apenas 1% no percentual de producéo de H; (Figura 3.1). No entanto, espera-se que
esta porcentagem cresgca exponencialmente com o desenvolvimento de novas

técnicas e processos [NEVES, 2009].

5% MW1%

6%

m Gés natural
Oleos pesados
m Canéo
Outros

30%

Eletrolise
m Producéo bioldgica

Figura 3.1: Percentual de producao de H, a partir de algumas fontes energéticas [NEVES, 2009].
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O desenvolvimento de tecnologias para producéo biolégica de hidrogénio é
uma &rea bastante promissora. Os processos de obtencdo de hidrogénio por via
microbiana vém ganhando grande destaque devido a possibilidade de utilizacdo de
fontes renovaveis de energia, bem como o reaproveitamento de materiais residuais,
diminuindo assim a quantidade de subprodutos gerados nas industrias. Além disso,
estes processos sdo adequados para producéo descentralizada de energia em
instalacdes de pequena escala, em locais onde a biomassa ou os residuos estao
disponiveis, evitando assim custos adicionais com o transporte [KOTAY e DAS,
2008]. Os processos biolégicos sao geralmente operados a temperatura e pressao
ambientes, levando assim a um menor consumo de energia e a balancos
energéticos favoraveis [BALAT e KIRTAY, 2010; DAS e VEZIROGLU, 2001].

3.2. Producéo biolégicade H

O hidrogénio bioldgico, também conhecido como biohidrogénio, pode ser
produzido através dos seguintes processos: biofotélise direta da agua utilizando
algas verdes, biofotélise indireta da &agua através das cianobactérias, foto-
fermentacdo de compostos organicos por meio de bactérias fotossintéticas,
fermentacdo anaerdbia de compostos organicos através de bactérias fermentativas
e sistemas hibridos utilizando bactérias fotossintéticas e fermentativas [KIRTAY,
2011; DAS e VEZIROGLU, 2008].

A biofotdlise direta da dgua estd associada a acdo da energia luminosa
sobre um sistema bioldgico, resultando na decomposicdo da 4gua e producédo de
hidrogénio, geralmente realizada por algas verdes sob condicbes anaerObias. A
biofotdlise indireta envolve tipicamente cianobactérias que utilizam a energia
armazenada nos carboidratos oriundos da fotossintese para gerar hidrogénio a partir
da 4gua. A foto-fermentacéo é realizada por bactérias purpuras ndo sulfurosas que
utiizam a energia luminosa para transformar acidos organicos em H, e CO..
Finalmente, o processo de fermentacdo anaerdbia, envolve bactérias anaerdbias
gue convertem os carboidratos em hidrogénio. Todos os processos citados acima
podem ser combinados de forma a expandir as possibilidades tecnoldgicas de
producéo do biohidrogénio [LIU et al., 2010; ARGUN e KARGI, 2010; OZGUR et al.,
2010; ARGUN, KARGI e KAPDAN, 2009]. A Tabela 3.2 apresenta as principais

vantagens e desvantagens dos processos biologicos de producéo de H,, bem como

9
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0S micro-organismos mais estudados até o presente trabalho [KIRTAY, 2011;
BRENTNER, PECCIA e ZIMMERMAN, 2010; DAS e VEZIROGLU, 2001].

Dentre os sistemas apresentados na Tabela 3.2, a producdo de hidrogénio
por fermentacdo anaerdbia tem despertado grande interesse, devido principalmente
a uma maior producdo de H, quando comparado aos outros processos biolégicos
[MATHEWS e WANG, 2009; LEVIN, PITT e LOVE, 2004; HALLENBECK e
BENEMANN, 2002]. A producéo de H, por meio de bactérias fermentativas permite a
geracdo de hidrogénio de modo continuo e em ritmo sustentado, uma vez que nao
h& inibicdo pela auséncia de iluminacdo. Além disso, 0S micro-organismos
fermentativos sdo mais eficazes na produgao de H, em um curto intervalo de tempo,
quando comparados aos micro-organismos responsaveis pelos processos foto-
biologicos [DAS e VEZIROGLU, 2008]. Metabdlitos intermediarios de grande valor
agregado sdo gerados durante o metabolismo das bactérias fermentativas [DAS e
VEZIROGLU, 2001]. O processo fermentativo permite ainda a utilizacdo de
diferentes tipos de residuos como substrato, tais como, materiais lignoceluldsicos,
glicerina, residuos alimenticios e lacteos, entre outros [CHONG et al., 2009]. Nesta
perspectiva, a producdo de H, via fermentagdo anaerdbia apresenta-se como uma
alternativa economicamente interessante e ambientalmente correta [DAS e
VEZIROGLU, 2001].

10



Tabela 3.2: Vantagens e desvantagens dos processos biolégicos e principais micro-organismos estudados para producado de biohidrogénio.

Processos biolégicos

Vantagens

Desvantagens

Micro-organismos

Referéncias

Biofotdlise direta

Producgéo de H; a partir da 4gua;
N&o necessita de ATP.

Necessita de iluminacéo constante;
Inibicéo das hidrogenases pelo Oy;

Biorreatores modificados para

maximizar a utilizagdo da energia solar.

Chlamydomonas reinhardii

Platymonas subcordiformis

KIM etal.,, 2010
RAN et al., 2009

Biofotdlise indireta

Producgéo de H; a partir da 4gua;
Habilidade de fixagédo de Nz e
producao de H pelas nitrogenases;
Separacéo espacial do O, e H; nas
células diferenciadas (heterocistos);
Separacédo temporal (dia/noite) em

células nao-heterocisticas.

Necessita de iluminacéo constante;

Biorreatores modificados para

maximizar a utilizagdo da energia solar;

Necessidade de ATP pelas
nitrogenases;

Sintese e manutencao dos
heterocistos;

CO,, presente no gas.

Plectonema boryanum
Anabaena siamensis
Anabaena variabilis
Synechocystis sp.
Cyanothece sp.
Nostoc sp.

HUESEMANN et al., 2010;
KHETKORN et al., 2010
BERBEROGLU et al., 2008
NAVARRO et al., 2009
MIN e SHERMAN, 2010
YOSHINO et al., 2007

Foto-fermentagao

Utilizacao de diferentes residuos e
efluentes como substrato;
Utilizagdo de amplo espectro de luz

pelas bactérias fotossintéticas.

Necessita de iluminacéo;

Biorreatores modificados para

maximizar a utilizagédo da energia solar;

CO; presente no gas.

Rhodopseudomonas palustris
Rhodobacter sp.
Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter capsulatus

SUWANSAARD et al., 2010
KAWAGOSHI et al., 2010
ZHU et al., 2010

OBEID et al., 2010

Fermentacéo anaerébia

Ampla variedade de fontes de
carbono como substrato;

N&o necessita de iluminagéo;
Producgédo de metabdlitos
intermediarios de grande valor
agregado;

N&o ha limitagdes com relacédo ao
0a.

Tratamento do efluente apés
fermentacao;
CO, presente no gas.

Clostridium sp.
Clostridium butyricum
Clostridium beijerinckii

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

KAMALASKAR et al., 2010

TAl et al., 2010

SKONIECZNY e YARGEAU, 2009
BECKERS et al., 2010

MANDAL et al., 2006

JAYASINGHEARACHCHI et al., 2009

GHOSH e HALLENBECK, 2009
NIU et al., 2010
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3.3. Aspectos gerais da fermentacdo anaerdbia

A fermentacdo anaerObia consiste em um processo biolégico no qual um
consorcio de diferentes tipos de micro-organismos, na auséncia de oxigénio
molecular, promove a transformacdo de compostos organicos complexos
(carboidratos, proteinas e lipidios) em produtos mais simples, tais como &acidos
organicos volateis (acidos acético, propidnico, isobutirico e butirico), alcodis (etanol,
butanol), hidrogénio, diéxido de carbono e metano [CAMPOS, 1999].

O processo fermentativo € desenvolvido em quatro principais etapas:
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Uma representacao
esquematica das principais etapas do processo fermentativo anaerdbio esta

demonstrada na Figura 3.2.

MATERIA ORGANICA

l Bactérias hidroliticas HIDRéLISE

l Bactérias acidogénicas

ACIDOGENESE

Acidos organicos, alcodis, etc

‘ Bactérias acetogénicas

l l ACETOGENESE

so.Nos - (25

. ) Bactérias
AN homoacetogénicas
Bactérias nitratoe v’ - o A
sulfato redutoras | Metanogenicas Metanogénicas METANOGENESE
; hidrogenotroficas acetoclasticas

' i CH, + CO,

Figura 3.2: Representagdo esquematica das principais etapas do processo fermentativo anaerdbio
[Adaptado de GUO et al., 2010].

12
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A degradacdo da matéria organica em ambientes anaerdbios envolve a
cooperacdo de uma populacdo de diferentes micro-organismos responsaveis por
uma fermentacdo estavel e de auto-regulacdo [VALDEZ-VASQUEZ e POGGI-
VARALDO, 2009; STERLING et al., 2001].

Na primeira fase do processo fermentativo, as bactérias hidroliticas
produzem enzimas extracelulares que promovem a degradacdo dos materiais
particulados complexos em materiais dissolvidos mais simples, 0s quais sao
permeaveis as membranas celulares das bactérias fermentativas. Na fase
acidogénica, os produtos soluveis oriundos da etapa anterior sdo metabolizados no
interior das células das bactérias, sendo convertidos em compostos mais simples.
Os compostos produzidos incluem acidos organicos volateis, alcodis, CO,, H,, além
de novas células bacterianas. As bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela
oxidacédo dos produtos gerados na fase acidogénica em substrato apropriado (H, e
acido acético) para as argueias metanogénicas. Nesta etapa do processo, o H, pode
também ser convertido em acido acético pelas bactérias homoacetogénicas. Na
tltima etapa do processo, as arqueias metanogénicas convertem o H, e o acido
acético em metano e didéxido de carbono. Em funcdo de sua afinidade pelo
substrato, as arqueias metanogénicas podem ser divididas em metanogénicas
acetoclasticas (arqueias que utilizam o acido acético como substrato) e
metanogénicas hidrogenotroficas (arqueias que utilizam o hidrogénio como
substrato). Na presenca de sulfato e nitrato no meio fermentativo, as bactérias
nitrato-redutoras (BNR) e as bactérias sulfato-redutoras (BSR) sdo capazes de
utilizar o H, com formacéao de sulfeto e aménia [CHERNICARO, 2007; STERLING et
al., 2001; SPEECE, 1996].

3.3.1. Fatores que influenciam o processo fermentat  ivo

A producéo de hidrogénio por fermentacédo anaerébia depende de uma série
de condicbes e parametros operacionais e fisico-quimicos que influenciam o
processo, destacando-se o tipo de inéculo e substrato, temperatura, pH, modo
operacional do reator e pressao parcial de hidrogénio [NTAIKOU, ANTONOPOULOU
e LYBERATOS, 2010; WANG e WAN, 2009].

13
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3.3.1.1. Inéculo

A producéo de hidrogénio biolégico pode ser realizada através de culturas
microbianas mistas derivadas de ambientes naturais ou através de culturas puras

selecionadas a partir de bactérias produtoras de H,.

3.3.1.1.1. Culturas puras

Diferentes linhagens bacterianas tém sido utilizadas para produzir H, a partir
de diferentes substratos. As vantagens na utilizacdo de culturas puras estdo
relacionadas a seletividade do substrato, a facil manipulacdo do metabolismo
através da alteracdo das condi¢des de crescimento, aos elevados rendimentos de H,
e a reducdo de subprodutos. Por outro lado, culturas puras sdo sensiveis a
contaminacgdes, o que demanda, na maioria dos casos, 0 emprego de condi¢cdes
asseépticas, o que implica no aumento do custo global do processo [NTAIKOU,
ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010].

Diversos tipos de micro-organismos tém sido utilizados para produgéo de H,
via processo fermentativo. Dentre eles, se destacam as espécies pertencentes ao
género Clostridium, devido ao seu rapido metabolismo e sua capacidade de formar
esporos frente a  condicbes  adversas. Bacillus, Enterobacter e
Thermoanaerobacterium sp. também tém sido relatados como potenciais produtores
de H, [KRAEMER e BAGLEY, 2007].

3.3.1.1.2. Culturas mistas

A utilizacdo de culturas mistas para processos em grande escala é
considerada favoravel devido ao controle e a operagdo do processo ser facilitada
pela utilizacdo de meios ndo estéreis, reduzindo deste modo o custo global
[NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010]. A reducéo do custo pode ser
ainda enfatizada quando empregadas culturas mistas a partir de fontes naturais, tais
como solo [LOGAN et al., 2002], lodo de esgoto [CHEN, LIN e LIN, 2002], excreta de
animais [LAY et al., 2003] e compostos [MORIMOTO et al., 2004] ou através de
certos residuos [ANTONOPOULOU et al., 2008].
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A desvantagem na utilizagdo de culturas mistas em termos da viabilidade
econdmica do processo de producdo de H, estd relacionada a presenca, sempre
provavel, de micro-organismos consumidores de H,, tais como as arqueias
metanogénicas, as bactérias homoacetogénicas e as bactérias sulfato e nitrato
redutoras [NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010]. A estratégia para
minimizar este efeito consiste no pré-tratamento do indculo, que possui a finalidade
de inibir e/ou eliminar os micro-organismos consumidores de H;, bem como
selecionar os micro-organismos produtores de H.

Varios tipos de pré-tratamentos de inéculos tém sido utilizados, tais como o0s
quimicos (acido, alcalino, adicdo de compostos quimicos) e os fisicos (térmico,
congelamento/descongelamento, aeracdo). A Tabela 3.3 apresenta alguns pré-

tratamentos de indculos utilizados para maximizar a producao de hidrogénio.

Tabela 3.3: Diferentes tipos de pré-tratamentos de in6culos para maximizacéo da producédo de H,.

. Pré-tratamentos do in6culo Pré-tratamento .
Inoculo Substrato » Referéncias
estudados otimo

Térmico, aeracéo, acido, alcalino,

Lodo de ) ) ) ,
. adicao de acido 2- Sacarose Alcalino ZHU e BELAND, 2006
esgoto
9 bromoetanolsulfénico e iodopropano
Lodo Alcalino, 4cido, adicéo de acido Efluente de O-THONG,
anaerébio 2-bromoetanolsulfénico, choque de 6leo de Choque de carga PRASERTAN e
digerido carga e térmico palma BIRKELAND, 2009
Congelamento/descongelamento,
Esterco ) ) ) ) o CHEONG e HANSEN,
) acido, térmico e adicao de Glicose Acido
bovino 2006
2-bromoetanosulfonato de sédio
Lodo Acido, alcalino, térmico, aeracgédo e ) )
o ) ) Glicose Térmico WANG e WAN, 2008
digerido adicao de cloroférmio

Como pode ser observado na Tabela 3.3, existem muitas diferencas em
relacdo ao pré-tratamento 6timo para enriqguecimento das bactérias produtoras de H,
a partir de culturas mistas. Esta discordancia esta relacionada aos diferentes
estudos realizados, em termos do tipo e origem do in6culo utilizado, condi¢cdes do
pré-tratamento e tipo de substrato [WANG e WAN, 2009].
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O pré-tratamento térmico do inéculo tem sido o mais comumente utilizado
para enriqguecimento das bactérias produtoras de H,. Sob elevadas temperaturas,
somente 0s micro-organismos acidogénicos formadores de esporo sobrevivem ao
choque térmico, enquanto 0s micro-organismos ndo formadores de esporo séo
eliminados ou inibidos. Diferentes temperaturas tém sido utilizadas durante o pré-
tratamento térmico, em uma faixa de 75 a 100°C. A variacédo do tempo durante o
pré-tratamento térmico também tem variado de 15 minutos a 2 horas [VALDEZ-
VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009; ZHU e BELAND, 2006].

As argueias metanogénicas, que constituem 0s principais micro-organismos
consumidores de H, na maioria dos ambientes anaerdbios, ndo possuem a
capacidade de esporular, portanto, elas ndo sobrevivem sob condi¢cdes térmicas
extremas [VIJAYARAGHAVAN e AHMAD, 2006; STERLING et al., 2001]. O pH
também constitui um fator que influencia na atividade das metanogénicas no meio
fermentativo, visto que a maioria destes micro-organismos crescem somente na
faixa de pH de 6 a 8 [GUO et al., 2010].

Oh e colaboradores (2003) observaram que o pré-tratamento térmico é
capaz de prevenir a metanogénese, no entanto, ndo inibe o consumo do H, pelas
bactérias homoacetogénicas. Os autores justificaram a presenca de
homoacetogénicas no meio fermentativo pré-tratado, em virtude de algumas destas
bactérias pertencerem ao género Clostridium, tais como, C. aceticum e C.
thermoautotrophicum. Kim et al. (2006) observaram a presenca de bactérias
homoacetogénicas Clostridium scatologenes, em inéculo pré-tratado termicamente
para producdo de H,. Outros estudos mostraram que a eliminacdo deste tipo de
bactéria, pode ser realizada através da remocao de CO, do headspace [PARK et al.,
2005].

As bactérias que utilizam o nitrato ou o sulfato como aceptor de elétrons séo
mais eficientes em baixas concentragbes de H, no meio (0,02 ppm). Além disso,
estas bactérias s6 competem com as homoacetogénicas e com as metanogénicas
na presenca de nitrato e sulfato em excesso [WEJIMA et al., 2002]. Valores de pH
menores que 6 inibem consideravelmente a atividade das bactérias sulfato-redutoras
[LIN e CHEN, 2006]. A Figura 3.3 apresenta um esquema das etapas do processo
de fermentacdo anaerdbia e os grupos de micro-organismos que devem ser inibidos

e/ou eliminados a fim de se obter maiores rendimentos de H,.
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MATERIA ORGANICA
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Figura 3.3: Representacdo esquematica das principais etapas do processo de fermentagéo
anaerobia e os grupos de micro-organismos que devem ser inibidos e/ou eliminados para se obter
maiores rendimentos de H, [Adaptado de GUO et al., 2010].

3.3.1.2. Substrato

Uma grande variedade de materiais ricos em carboidratos, lipidios e/ou
proteinas podem ser utilizados como substratos na producdo de H, por via biologica.
No entanto, conforme descrito por inimeros estudos, os carboidratos constituem a
fonte preferida de carbono organico no processo fermentativo [GUO et al., 2010;
WANG e WAN, 2009]. Este fato fica evidenciado em um estudo realizado por Lay e
colaboradores (2003), no qual foram utilizados substratos de diferentes composi¢des
guimicas com a mesma cultura mista de micro-organismos. Os autores observaram

que residuos ricos em carboidratos possuem um potencial de producdo de
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hidrogénio 20 vezes maior quando comparado aos residuos ricos em lipidios e
proteinas.

Disponibilidade, custo e biodegradabilidade constituem os principais critérios
para selecdo de substratos adequados para a producao de hidrogénio fermentativo
[HAWKES et al., 2002]. Carboidratos simples, como sacarose e glicose sao
facilmente biodegradaveis, por esse motivo, sdo utilizados como substratos modelo
para producdo do biohidrogénio. No entanto, fontes puras de carboidratos
representam matérias-primas caras para producao de H, em grande escala, sendo
vidveis apenas quando baseadas em fontes renovaveis e de baixo custo [NTAIKOU,
ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010; DAS e VEZIROGLU, 2008]. E neste
contexto que se destaca a utilizacdo de materiais residuais como potenciais
substratos para producdo de H,. A biotransformacdo de residuos em hidrogénio
pode ser considerada bastante atraente do ponto de vista ambiental (energia
renovavel) e econdmico (recuperacdo de recursos e gestdo de residuos com baixo
custo total) [NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010].

Indmeros materiais residuais tém sido utilizados como substrato para as
bactérias fermentativas na producdo de H,, tais como residuos alimenticios
industriais ou domésticos [SHIN, YOUN e KIM, 2004; YU et al., 2002]; residuos da
industria de papel [VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2005], residuos lacteos [DAVILA-
VAZQUEZ et al., 2008] e residuos de 6leo de palma [VIJAYARAGHAVAN e AHMAD,
2006].

Dois outros materiais residuais tipicamente brasileiros merecem destaque
com relagdo ao grande potencial de producdo de H,. Sdo eles, os residuos
lignoceluldsicos obtidos do processo de obtencao de etanol e a glicerina obtida do

processo de producéo do biodiesel.

3.3.1.2.1. Materiais lignoceluldsicos

A biomassa lignocelulésica consiste em um material complexo e
quimicamente rico, cuja estrutura € representada principalmente pela interacdo
fisico-quimica entre a celulose (polimero linear de glicose), a hemicelulose
(heteropolimero de acucar altamente ramificado) e a lignina (macromolécula
aromatica e de alta massa molecular) [FERREIRA-LEITAO et al., 2010a].
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No processo convencional de producgéo de agucar e etanol a partir da cana-
de-acucar (Etanol de Primeira Geracdo — Etanol 1G) sdo gerados residuos de
biomassa lignocelulésica, tais como o bagaco e a palha da cana-de-acucar. Em
2008, o Brasil produziu 415 milhdes de toneladas de residuos de cana-de-acucar,
sendo 194 milhdes de toneladas de bagaco e 220 milhdes de toneladas de palha.
Estima-se que 88% do bagaco tem sido utilizado para co-geracdo de energia no
setor sucro-alcooleiro. Da producédo anual de palha, cerca de 50% é deixada no
campo, para evitar a erosdo, para manutencdo das propriedades agronémicas do
solo e para preservacgéo da microbiota do solo [FERREIRA-LEITAO et al., 2010al].

A utilizacdo deste material lignocelulésico para producdo de etanol de
segunda geracéao (Etanol 2G) tem sido intensamente estudada. Se os 12% restantes
do bagaco e 50% restantes da palha fossem disponibilizados para fabricacdo do
etanol 2G, a quantidade de combustivel produzido, considerando o teor de celulose
da biomassa de 30%, seria significativo. De fato, como uma tonelada de cana-de-
acucar contém 340 kg de folhas (10% de umidade) e 300 Kg de bagaco (50% de
umidade), seria possivel produzir um superavit de 36,5 L de etanol além dos 80 L ja
produzidos a partir do caldo de cana (sacarose) [FERREIRA-LEITAO et al., 2010al].

O processo de producéo do bioetanol a partir da biomassa lignocelulésica
envolve as etapas de pré-tratamento do material lignoceluldsico, hidrélise da
celulose, fermentacdo de hexoses e destilacdo [SOCCOL et al, 2010].
Considerando a associacdo do processo de producdo 1G e 2G, a fracéo celulosica
(maior conteudo de hexoses) seria a op¢ao mais imediata e outras utilizagdes para a
fracdo hemiceluldésica (pentoses) seriam necessarias. Neste contexto, abre-se
espaco também para a producdo de biohidrogénio. A Figura 3.4 mostra uma
representacdo esquematica dos possiveis materiais residuais dos processos de

producéo de etanol 1G e etanol 2G para producgéo de biohidrogénio.
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CANA-DE-ACUCAR Fermentacéo Destilacédo

Vinhoto

ETANOL 1G
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com xilose
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Figura 3.4: Possiveis materiais residuais dos processos de producédo de etanol 1G e etanol 2G para

producédo de biohidrogénio.

Dependendo do tipo e das condigbes empregadas durante o pré-tratamento
do material lignoceluldsico, parte da fracdo hemiceluldsica pode ser solubilizada e
hidrolisada, liberando como principal componente a xilose [SILVA, 2009]. Ferreira-
Leitdo e colaboradores (2010b) obtiveram elevados rendimentos de xilose apés pré-
tratamento a vapor de bagaco de cana-de-acucar utilizando CO, como agente
impregnante.

A xilose produzida durante as etapas de processamento do material
lignoceluldsico, ndo é diretamente fermentavel pelos micro-organismos da espécie
Saccharomyces cerevisiae, levedura convencionalmente utilizada no processo
fermentativo para producdo de etanol. Deste modo, a grande proporcdo de xilose
obtida da fracdo hemicelulésica tem despertado grande interesse nas mais diversas
areas da bioconversdo. Entre os processos de bioconversdo, a producdo de H; a
partir de xilose tem se destacado como amplamente viavel devido a possibilidade de

degradacéo deste carboidrato pelas bactérias fermentativas produtoras de H..
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Eficientes rendimentos de H, tém sido obtidos com a utilizacdo da xilose
como substrato para as bactérias fermentativas. Lin e Cheng (2006) obtiveram
rendimentos de H; de 1,92 a 2,25 mol de Hy/mol de xilose utilizando cultura mista e
xilose como substrato na concentracéo de 20 g.L™.

3.3.1.2.2. Glicerina

A glicerina tem atraido grande atencao nos ultimos anos, devido ao fato de
ser um subproduto gerado no processo de producdo de biodiesel. A Figura 3.5
mostra uma representacdo esquematica do processo de producdo de biodiesel a
partir da transesterificacdo de Oleos vegetais ou gorduras animais com alcodis
(metanol ou etanol), utilizando catdlise basica, com conseqliente obtencdo da
glicerina [RIVALDI et al., 2009].

Oleo vegetal ou gordura animal
Etanol/Metanol Catalisador NaOH/KOH

Transesterificagao
—>
v
BIODIESEL

Figura 3.5: Producdo de biodiesel e obtencdo da glicerina como subproduto, a partir da
transesterificagdo de 6leos vegetais ou gorduras animais com alcoois (metanol ou etanol), utilizando
catalise basica [Adaptado RIVALDI et al., 2009].
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Em 2004, o Governo Federal instituiu o Programa Nacional de Producao e
Uso do Biodiesel, o qual previa a adicdo deste biocombustivel ao diesel féssil. Em
2008, o diesel comercializado em todo territério nacional passou a conter,
obrigatoriamente, 3% de biodiesel (B3). Em 2010 houve o aumento deste percentual
para 5% (B5). Se, por um lado, estas a¢des colocam o pais na vanguarda do uso de
combustiveis alternativos no planeta, elas também reforcam a necessidade de se
encontrar utilizacdes para o subproduto gerado no processo, como a glicerina. Para
cada 90 m® de biodiesel produzidos por transesterificacdo, sdo gerados,
aproximadamente, 10 m® de glicerina [MOTA et al., 2009].

Com o intuito de evitar futuros problemas derivados do acimulo de glicerina
e tornar a producdo de biodiesel mais competitiva, torna-se necessario a busca de
alternativas para o uso da glicerina gerada nesta producado. A utilizacao da glicerina
como substrato para geracdo de biohidrogénio tem despertado grande interesse,
visto que ela pode ser biodegradada por bactérias anaerdbias fermentativas.

Elevados rendimentos de H, tém sido obtidos em estudos que utilizam a
glicerina como substrato para as bactérias fermentativas. Akutsu e colaboradores
(2009) investigaram o efeito do pré-tratamento térmico do inéculo na producédo de H,
a partir de diferentes substratos (glicerina, amido, 6leo e peptona). Os autores
utilizaram uma cultura mista, na qual micro-organismos do género Clostridium eram
predominantes. Os maiores rendimentos de H, foram obtidos para o amido e
glicerina, 20,5-174,4 mL de Hy/ g DQO de amido e 11,5-38,1 mL de H,/g DQO de
glicerina, respectivamente.

Diferentemente das espécies do género Clostridium, outras espécies
microbianas, tais como Enterobacter aerogenes, podem produzir maiores
rendimentos de H, utilizando o glicerol como substrato em vez de carboidratos.
Nakashimada et al. (2002) utilizaram E. aerogenes para produzir H, a partir de
diferentes substratos: glicose, frutose, galactose, sorbitol, manitol, gluconato e
glicerol. Os autores observaram que o maior rendimento de H, foi obtido quando o
glicerol foi utilizado como substrato, e sugeriram que o elevado estado redox

intracelular (elevada razdo NADH/NAD) acelera a producéo do H..
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3.3.1.3. Temperatura

A temperatura € considerada como um dos principais fatores que interfere
na producédo do hidrogénio via fermentacdo anaerobia.

As reacOes de fermentagcdo podem ser conduzidas em temperaturas
mesofilicas (25-40°C), termofilicas (40-65°C), termofilicas extremas (65-80°C) e
hipertermofilicas (> 80°C) [LEVIN, PITT e LOVE, 2004]. A maioria dos estudos de
producdo de H, fermentativo tem utilizado a faixa de temperatura mesofilica. Li e
colaboradores (2007a) reportam que 73 dos 121 estudos de caso foram realizados
em temperaturas mesofilicas. A Tabela 3.4 apresenta alguns estudos que

investigaram o efeito da temperatura no processo de producéo do H, fermentativo.

Tabela 3.4: Efeito da temperatura na producao de H, fermentativo.

i Temperatura (OC) .
In6culo Substrato Referéncias

Faixa estudada Temperatura 6tima

Lodo de esgoto ) LIN, WU e
o Xilose 30-55 50
municipal HUNG, 2008a
MU et al.,
Lodo anaerdbio Glicose 33-41 41
2006a
WANG, MU e
Lodo anaerébio Sacarose 25-45 35
YU, 2005
Ethanoligenens ) XING et al.,
] Glicose 20-44 37
harbiense 2008
Thermoanaerobacterium O-THONG et
] Sacarose 40-80 60
thermosaccharolyticum al., 2008

A temperatura 6tima para cada processo vai depender do tipo e origem do
in6culo, da quantidade de compostos realmente biodegradaveis e das condicbes

operacionais do sistema [GUO et al., 2010].

3.3.1.4. pH

O pH constitui outro fator relevante que influencia fortemente no processo

de produgéo de H, fermentativo.
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Dois diferentes tipos de experimentos tém sido conduzidos para
determinacdo do pH 6timo para producdo de H,. O primeiro envolve o0 ajuste de
diferentes valores iniciais de pH, enquanto o outro envolve o controle e manutencéo
do mesmo pH durante todo o processo fermentativo. Rendimentos de H, utilizando o
ajuste do pH inicial bem como a manutencdo do pH controlado podem ser
analisados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Efeito do pH na producédo de H, fermentativo.

pH inicial pH controlado

Inéeul Substrat . . Referénci
noculo ubstrato Faixa oH Faixa oH eferéncias

estudada o6timo estudada 6timo

Lodo anaerdébio Amido 50-7,0 5,0 - - LIN, CHANG e
HUNG, 2008b

Clostridium butyricum Sacarose 50-65 55 - - CHEN et al.,
2005

Thermoanaerobacterium Sacarose 4.0-8,5 6,2 - - O-THONG et al.,

thermosaccharolyticum 2008

Lodo de esgoto Xilose 5,0-8,0 6,5 - - LIN et al., 2006

municipal

Cultura mista Sacarose - - 34-6,3 4,2 MU et al., 2006b

Lodo anaerdbio Sacarose - - 47-6,3 5,5 WANG, MU E

YU, 2005

Lodo anaerdbio Glicose - - 40-7,0 5,5 FANG e LIU,

2002

Estudos mostram que o pH 6timo em termos de producéo de H, se encontra
na faixa de 5 a 7, sendo que o pH em torno de 5,5 tem sido relacionado aos
melhores rendimentos de producdo de H, [KHANAL et al., 2004; GINKEL e SUNG,
2001]. O pH dentro da faixa supracitada favorece a atividade das enzimas
envolvidas no processo de producdo do H,, bem como permite a inibicdo dos micro-
organismos consumidores de H; presentes no meio fermentativo [VALDEZ-
VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009; LI e FANG, 2007].
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O pH afeta ndo somente o rendimento da producdo de H, em culturas
mistas, mas também modifica o espectro de subprodutos formados, bem como
promove alteracbes nas comunidades bacterianas presentes no meio fermentativo
[YE et al., 2007; TEMUDO, KLEEREBEZEM e LOOSDRECHT, 2007]. Temudo e
colaboradores (2008) estudaram o impacto do pH na atividade metabdlica e na
diversidade microbiana no processo fermentativo com glicose, xilose e glicerol a
30°C. Os autores observaram que em pH baixo (< 6), os principais metabdlitos
formados consistiam dos acidos butirico e aceético; enquanto em elevados pH, o
espectro de produtos formados mudava para acido acético e etanol. Além disso, os
autores observaram que em ambas as condi¢bes, pH baixo ou elevado, havia a
predominédncia de espécies do género Clostridium, enquanto que valores

intermediarios de pH, havia uma maior diversidade microbiana no meio fermentativo.

3.3.1.5. Modo operacional do reator

A maioria dos estudos relacionados a producédo de H, por via fermentativa
anaerdbia tem sido conduzida em batelada. Reatores em batelada possuem a
vantagem de serem simples, flexiveis e facilmente operados. No entanto, operactes
em grande escala requerem processos de producdo continuos por razdes praticas
de armazenamento de residuos e por considera¢des econdmicas [GUO et al., 2010;
WANG e WAN, 2009].

No processo continuo em escala laboratorial, o reator de tanque agitado
continuo (em inglés, continuously stirred tank reactor — CSTR) tem sido comumente
utilizado [AROOJ et al., 2008]. Outros tipos de reatores também tém sido utilizados,
tais como o reator anaerébio de fluxo ascendente com manta de lodo [CHANG e
LIN, 2004], biorreator de leito empacotado [LEITE et al., 2008]; reator de leito fixo [LI,
ZHANG e FANG, 2006], biorreator de leito fixo e ascendente [PEIXOTO, 2008];
reator batelada anaerébio em série [CHEONG, HANSEN e STEVENS, 2007] e reator
de leito fluidizado anaerdbio [ZHANG et al., 2007], entre outros.

Em alguns estudos de producdo de H, verificou-se que 0 processo em
batelada apresenta maiores rendimentos de H, quando comparado ao modo
continuo. Isto pode ser atribuido ao microambiente substancialmente diferente no
reator em batelada quando comparado aos reatores continuos [NTAIKOU,
ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010]. Lin e Cheng (2006) avaliaram a producéo
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de H, a partir de uma cultura mista utilizando xilose como substrato. Os autores
observaram maior rendimento de H,, 2 mol de Hx/mol de xilose, para os testes em
batelada do que em modo de operacéo continuo, 0,7 mol de H,/mol de xilose. Lin e
Lay (2004) produziram H, utilizando sacarose como substrato e obtiveram maiores
rendimentos de H, para os testes em batelada, 2,66 mol de H,/mol de sacarose, do
gue em um reator do tipo CSTR, 1,73 mol de H,/mol de sacarose.

3.3.1.6. Presséo parcial de hidrogénio

A pressao parcial do hidrogénio no reator € um dos fatores que afeta a
producado de H; por via fermentativa.

Na maioria dos sistemas de producédo biolégica de H,, as hexoses podem
ser metabolizadas a piruvato por via glicolitica, com a respectiva formacédo de 2 mol
de piruvato e 2 mol de NADH para cada mol de hexose transformada. O piruvato
formado, sob a acdo da enzima piruvato:ferredoxina oxidoredutase, sofre a reacao
de descarboxilacdo oxidativa cedendo elétrons para as enzimas hidrogenases
produzirem H,. Portanto, as hexoses metabolizadas por bactérias que contenham a
enzima piruvato:ferredoxina oxidoredutase, sdo capazes de produzir 2 mol de H, por

mol de hexose. Se a pressao parcial de hidrogénio for suficientemente baixa (Pn,<

60 Pa)', o NADH produzido por via glicolitica pode ser oxidado liberando elétrons
para as hidrogenases produzirem H, (Figura 3.6 a). Deste modo, é possivel obter um
adicional de 2 mol de H, por mol de hexose degradada. A producédo de H, por meio
da oxidacdo do NADH é termodinamicamente desfavoravel em pressdes parciais

elevadas (Py, > 60 Pa). Sob pressdes elevadas, o NADH é oxidado para formagéo

de compostos organicos, tais como o acido butirico (Figura 3.6 b), reduzindo deste
modo, a quantidade de H, produzido [HALLENBECK, 2009; ANGENENT et al.,
2004; HAWKES et al., 2002].

1 x . . . . . ! ) . .
A producdo de H, é termodinamicamente favoravel em: P, sedeF(Eﬂz ‘ES )/RTJ onde ES é o potencial redox do
doador de elétron, Egz é o potencial redox do H,, R é a constante dos gases idéias e T é a temperatura absoluta. Para

ferredoxina, a producéo de H2 pode ser continua quando a Pu, é menor que 00,3 atm (3 x 10* Pa), enquanto para o NADH, a
Pu, deve ser menor que 06 x 10* atm (60 Pa) [ANGENENT et al., 2004].
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Figura 3.6: O efeito da pressao parcial de hidrogénio na produgéo biolégica de H,. (a) Oxidacdo do
NADH para producédo de H, em Pu,< 60 Pa; (b) Oxidacdo do NADH para formacao de &cido butirico

em Py, > 60 Pa. Reacdes: (1) Metabolismo da glicose por via glicolitica; (2) Descarboxilagdo oxidativa

do piruvato por meio da enzima piruvato:ferredoxina oxiredutase; (3) Formacao de hidrogénio através
das hidrogenases; (4) Fermentacao butirica [ARGENENT et al., 2004].

A maior producdao tedrica de hidrogénio pode ser associada com a formacao
de acido acético como produto da fermentacdo, visto que neste caso, € possivel
obter até 4 mol de H, por mol de glicose consumida (reacdo 3.1). O mesmo néo
acontece quando o acido butirico é obtido como produto, ja que o rendimento tedrico
méaximo diminui para até 2 mol de H, por mol de glicose consumida (reacao 3.2). No
entanto, na pratica, elevados rendimentos de H, sdo obtidos quando se observa a
producdo da mistura dos acidos acético e butirico, como produtos da fermentacao
anaerobia [LEVIN, PITT e LOVE, 2004].

C6H1206 +2H 20 - 2CH SCOOH + 2C02 +4H 2 (31)

C6H1206 +2H 20 - CH 3CH 2CH ZCOOH + 2C02 + 2H 2 (32)
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Diferentes rendimentos de H; podem ser obtidos dependendo da rota
metabdlica adotada pelos micro-organismos no processo de fermentacdo anaerdébia.
A Tabela 3.6 descreve as possiveis rotas para producdo de H; a partir de alguns
carboidratos e da glicerina: (1) com a formacédo de acido acético e (2) com a
formacao de acido butirico [MAINTINGUER, 2009].

Tabela 3.6: Rendimento tedrico maximo para producdo de H, a partir de diferentes substratos
[MAINTINGUER, 2009].

Carboidratos Rota metabdlica

Sacarose

(2) C;,H,,041 +H,0 - 2CH,;CH,CH,COOH +4CO, +4H,

_ (1) CgH,,04 +2H,0 - 2CH;COOH +2CO, +4H,
Glicose e Frutose

(2) CgH1,06 +2H,0 - CH 4CH ,CH ,COOH +2CO, +2H,

_ (1) C5H 405 +3H,0 - CH3COOH +3CO, +6H,
Xilose

(2) CsH05 +2H,0 — 1/2CH ,CH,CH ,COOH +3CO, +5H,

Glicerina (1) C3HgO5 +2H,0 - CH,COO™ +HCO; +2H ¥ +3H,

A obtencdo dos acidos acético (HAc) e butirico (HBu) como produtos do
processo fermentativo fornecem informacdes relevantes sobre a rota metabdlica
seguida. Estudos prévios mostraram que a razdo entre o acido acético e o acido
butirico (HAc/HBuU) pode estar relacionada a obtencéo de H,, visto que, o aumento
desta razdo é acompanhada do aumento da producdo de H, [DE SA et al., 2011;
HAFEZ et al., 2010; BAGHCHEHSARAE et al., 2008; KHANAL et al., 2004].

A elevada pressao parcial de H, no meio fermentativo pode ainda favorecer
a solventogénese, fase na qual € observada a formacao de &cido lactico e alguns
solventes (etanol, butanol e acetona). Segundo Levin, Pitt e Love (2004), as vias
metabdlicas para sintese de H, sdo sensiveis a elevadas concentracbes de H, e
estdo sujeitas a inibicdo pelo produto. Deste modo, um aumento da pressao parcial
de H, diminui a sintese de H, e as vias metabdlicas séo direcionadas para producao
de metabdlitos mais reduzidos, tais como acido lactico, etanol, butanol e acetona.

Alguns estudos relacionam a ocorréncia da solventogénese com as fases de

crescimento dos micro-organismos e com as alteracées do pH no meio fermentativo
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[SKONIECZNY e YARGEAU, 2009; HAWKES et al., 2002]. A Figura 3.7 apresenta a
rota metabdlica do Clostridium acetobutylicum para degradacdo da glicose e
formacéo de diversos metabdlitos. A fermentacdo com este micro-organismo ocorre
em duas fases distintas: a primeira fase é caracterizada pelo rapido crescimento
microbiano, elevada producdo de H, e formacdo dos &cidos acético e butirico, e a
segunda fase é caracterizada pelo baixo crescimento microbiano, baixa producao de
H., e producao de solventes [MATHEWS e WANG, 2009].

Fdred+2H,

Aceto? il-CoA

b | -2+

Figura 3.7: Rota metabdlica do Clostridium acetobutylicum durante a produgcdo de H, por
fermentacdo anaerdbia [Adaptado de MATHEWS e WANG, 2009].

Diversos estudos tém sido conduzidos de modo a diminuir a presséo parcial
de H, na fase liquida, favorecendo deste modo, a sintese de H,. Ngo, Kim e Sim
(2011) aumentaram a producédo de H, de 1,23 para 2,73 mol de Hz/mol de glicerina
através de purgas de N, no meio fermentativo. Mizuno e colaboradores (2000)
reduziram a concentracdo do H, dissolvido no meio fermentativo através de purgas
com Ny, obtendo um aumento de 68% no rendimento de H,. Lay (2000) aumentou a

velocidade de agitacdo de um reator continuo através de um agitador magnético, de
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100 para 700 rpm e observou que a taxa diaria de producdo de H, utilizando amido
como substrato aumentou significativamente. Apesar dos inUmeros estudos sobre
este assunto, uma investigacdo mais detalhada sobre este tema se torna necessaria
de modo a viabilizar a producdo de H, em grande escala [VALDEZ-VAZQUEZ e
POGGI-VARALDO, 2009].

3.3.2. Enzimas hidrogenases no processo de producao de H; fermentativo

O processo de produgcdo biolégica de H, por via fermentativa é
fundamentalmente dependente de enzimas hidrogenases. Estas enzimas sé&o

responsaveis pela catalise da reacdo reversivel de oxidacdo do hidrogénio
(2H" +2e” « H,) [DAS et al., 2006; HALLENBECK e BENEMANN, 2002; VIGNAIS,
BILLOUD e MEYER, 2001; VOORDOUW, 1992].

As hidrogenases podem ser agrupadas, de maneira geral, em duas classes
distintas, baseadas no tipo de metal encontrado em seus respectivos centros
cataliticos: aquelas que contem somente ferro sdo chamadas de [FeFe]-
hidrogenases e aquelas que contém niquel e ferro sdo denominadas [NiFe]-
hidrogenases. Algumas enzimas também podem apresentar o selénio além do
niquel e do ferro no centro catalitico, sendo denominadas [NiFeSe]-hidrogenases
[MEYER, 2007; VIGNAIS e COLBEAU, 2004; HALLENBECK e BENEMANN, 2002].

As [FeFe]-hidrogenases sao geralmente encontradas em micro-organismos
produtores de Hy, tais como os do género Clostridium. As [NiFe]-hidrogenases e as
[NiFeSe]-hidrogenases sao frequentemente encontradas em micro-organismos
consumidores de Hy, tais como as arqueias metanogénicas e as bactérias redutoras
de sulfato [MEYER, 2007; DAS et al., 2006; VIGNAIS e COLBEAU, 2004; PETERS,
1999].

3.3.2.1. Ferramentas moleculares no estudo da expre  ssao do gene hidrogenase
de Clostridium

Técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para a caracterizacdo da
comunidade microbiana responsavel pela producdo de H,. Estas técnicas tém

funcionado como ferramentas Uteis no monitoramento dos processos bioldgicos,
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uma vez que a estabilidade e a eficiéncia destes processos sao fortemente
dependentes das interagfes entre as comunidades microbianas envolvidas.

A reacdo em cadeia da polimerase (em inglés, Polymerase Chain Reaction -
PCR) tem sido uma das técnicas de biologia molecular mais utilizada para
investigacdo qualitativa de comunidades microbianas. Esta técnica consiste, de uma
maneira geral, na amplificacdo exponencial de uma determinada quantidade de
DNA. O DNA molde sofre uma amplificacdo controlada por enzimas, obtendo-se
deste modo, milhdes de copias do fragmento do DNA de interesse [LEHNINGER,
2002].

Algumas variagdes da técnica de PCR tém sido amplamente utilizadas no
controle do processo de producéao do H,, tais como a RT-PCR em tempo real. Neste
caso, 0 RNA funciona como molde e ndo o DNA. A partir do RNA extraido da
amostra, a enzima transcriptase reversa sintetiza uma cadeia de DNA complementar
(cDNA), a qual é posteriormente utilizada na PCR em tempo real. Dados
quantitativos precisos séo obtidos na utilizacdo da PCR em tempo real.

Estudos recentes mostram que a técnica de RT-PCR em tempo real tem
funcionado como uma ferramenta util no estudo da expressao do gene hidrogenase
(hyd) em produtores de H,. A expressdao do hyd para espécies do género
Clostridium, tem sido apontada como um indicador da producédo de H, em diferentes
sistemas anaerobios [WANG et al., 2009; CHANG et al., 2008; WANG et al., 2008b;
CHANG et al., 2006].

Wang e colaboradores (2009) investigaram a relacdo entre o nivel de
expressdo do gene hidrogenase e a producao de H, fermentativo a partir da cepa de
Clostridium butyricum W5. A partir da quantificacdo da expressao do hyd, através da
técnica de RT-PCR em tempo real, os autores concluiram que o nivel de
hidrogenases nas células pode ser considerado como um avanc¢ado indicador para
producdo de H,. Os autores justificaram o uso da RT-PCR em tempo real para
analise do gene funcional, visto que a técnica permite obter dados quantitativos com
elevada precisdo em culturas bacterianas puras ou mistas.

Em estudos realizados por Chang et al. (2006), a existéncia de Clostridium
sp. no meio fermentativo foi confirmada a partir de analises de PCR-DGGE. Atraves
de analises de RT-PCR com sequenciamento foi possivel verificar que as
hidrogenases presentes no meio fermentativo apresentavam 82% de similaridade do

gene hidrogenase do Clostridium pasteurianum e 84% de similaridade do gene
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hidrogenase do Clostridium saccharobutylicum. Além disso, os autores quantificaram
0 nivel de expressdo do gene hidrogenase clostridial em diferentes tempos, e
observaram que a expressado do hyd no sistema era positivamente relacionada com
a producéao de H,.

Wang et al. (2008b) investigaram a correlacdo entre a expressao do gene
hidrogenase e a producao de H, durante experimentos em batelada com Clostridium
butyricum CGS5 usando sacarose como fonte de carbono. Os autores concluiram
que a taxa de producdo de H, pela cepa era linearmente proporcional ao nivel de

expressado da hidrogenases.

Diante do que foi apresentado, € evidente a importancia de estudos voltados
para a producado de biohidrogénio, visto a possibilidade de utilizacdo de um
biocombustivel baseado em fontes renovaveis de energia. No presente estudo,
diferentes fontes de carbono e métodos de pré-tratamentos do indculo foram
avaliados na producdo do biohidrogénio em experimentos de pequena escala.
Metodologia analitica para monitoramento do bioprocesso foi desenvolvida e
validada. Toda a parte experimental empregada neste trabalho é apresentada no

proximo capitulo.
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7. TRABALHOS FUTUROS

As sugestdes para trabalhos futuros sao:

- Desenvolver e validar uma metodologia analitica para determinacdo de H, e CO,
por Cromatografia Gasosa (CG) utilizando um Micro-CG;

- Otimizar as condicfes experimentais de modo a maximizar a producdo de H,
através do processo de fermentacdo anaerobia;

- Investigar o efeito da inibicdo da concentracdo do substrato para os diferentes
substratos avaliados, de modo, a viabilizar a maior produgéo de Hy;

- Avaliar a composicao do meio nutricional e a possibilidade de utilizacdo de maiores
teores de Fe no meio nutritivo para favorecimento da atividade das hidrogenases;

- Verificar a influéncia da pressao parcial do H, no sistema, através de purgas com
N, no meio fermentativo, favorecendo a sintese de maiores teores de Hy;

- Caracterizar a populacao microbiana responsavel pela producao de H, através de
técnicas como PCR-DGGE e sequenciamento;

- Estudar a possibilidade de reuso do indculo, visto que rendimentos similares de H;
foram obtidos para ambos os casos, indculo reciclado e nédo reciclado, utilizando a
sacarose como substrato;

- Avaliar a producdo de H, a partir de substratos reais, tais como, residuos
lignoceluldsicos da producao de etanol 2G, glicerina obtida de processo de producao
de biodiesel e residuos agro-industriais, de modo a viabilizar a utilizacdo destes
materiais residuais, minimizando o acumulo destes nos processos industriais;

- Avaliar a producéo de H, em biorreatores de bancada em regime continuo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante este trabalho permitiram as seguintes
conclusdes:

A simultanea determinacdo de carboidratos (sacarose, glicose e frutose) e
acidos organicos volateis (acidos acético, propibnico, isobutirico e butirico) por CLAE
foi aplicada com éxito em amostras do processo fermentativo para a producéo de H,.
Todos os parametros de validacdo do método estudados obedeceram a faixa dos
limites estabelecidos por protocolos oficiais. Deste modo, a metodologia proposta
neste trabalho, pode ser aplicada no monitoramento da produgcédo de H, via
fermentacao anaerobia.

Durante os estudos preliminares de producdo de H,, o pré-tratamento
térmico favoreceu a producdo deste gas, visto que uma maior expressao do gene
hidrogenase (cerca de 3 vezes) e uma maior razdo HAc/HBu (aproximadamente 7)
foi obtida para o indculo pré-tratado termicamente quando comparado ao inéculo in
natura. A combinacao destes dois parametros, HAc/HBu e o nivel de expressao das
hidrogenases, pode funcionar como uma ferramenta Ut na avaliacdo do
desempenho das comunidades bacterianas produtoras de H,.

O pré-tratamento térmico foi o mais promissor para producédo de H, durante
0s ensaios de avaliacdo de diferentes pré-tratamentos do inoculo, em virtude de seu
maior rendimento no tempo de 72 h, 4,62 mol de Hy/mol de sacarose, frente aos
outros pré-tratamentos testados (alcalino e acido). O elevado nivel de expresséao do
gene hidrogenase no inéculo pré-tratado termicamente, 64 vezes maior que o do
inodculo in natura corrobora a relacdo direta entre a expressdo do gene hidrogenase
e a producéo de H,.

Diferentes substratos podem ser utilizados na produgcéo de H,, tais como
sacarose, glicose, frutose, xilose e glicerina, obtendo-se rendimentos de H, a 35°C e
pH inicial 5,5 de 4,24 mol de Hy/mol de sacarose, 2,19 mol de H,/mol de glicose,
2,09 mol de H,/mol de frutose, 1,88 mol de Hy/mol de xilose e 0,80 mol de Hx/mol de

glicerina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia par  a analise de carboidratos
e acidos organicos volateis por CLAE, para monitora mento da producéo de H

por via fermentativa

Em geral, a andlise de carboidratos e acidos organicos volateis (AOV) em
meio fermentativo anaerobio tem sido basicamente realizada através de métodos
colorimétricos [WANG e WAN, 2008; XIAO e LIU, 2009] e cromatografia gasosa
[UM, WANG e YU, 2006c; FANG e LIU, 2002], respectivamente. Os métodos
colorimétricos fornecem apenas a quantidade total de carboidratos [DUBOIS et al.,
1956]. A maior desvantagem deste tipo de analise consiste na dificuldade de se
avaliar simultaneamente diferentes carboidratos [CHAVEZ-SERVIN, CASTELLOTE
e LOPEZ-SABATER, 2004]. Além de serem métodos ndo especificos, sdo também
demorados. A cromatografia gasosa (CG) tem sido tradicionalmente utilizada para
determinar os acidos organicos volateis em amostras envolvendo lodo anaerdbio. No
entanto, devido as caracteristicas peculiares destes acidos (por exemplo, alta
polaridade, volatilidade e solubilidade em &gua), pode ser que uma etapa de
derivatizacdo seja necessaria para obtencdo de derivados n&o-polares, os quais
podem ser facilmente analisados por CG, permitindo uma analise mais precisa
[ABALOS, BAYONA e PAWLISZYN, 2000].

Deste modo, metodologias analiticas simples, rapidas e precisas sao
desejaveis para o monitoramento e controle do processo fermentativo anaerdbio.
Neste contexto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com modo de
deteccdo dual, detector UV-VIS (UV) e detector de indice de refracdo (IR), tem
recebido grande atencdo devido a capacidade de analisar carboidratos e &cidos
organicos volateis em amostras de matrizes complexas [GIANNOCCARO, WANG e
CHEN, 2008; STEIN et al.,, 1992]. Esta parte do trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar uma metodologia para analisar simultaneamente sacarose,
glicose, frutose e os acidos acético, propidnico, butirico e isobutirico em lodo
anaerobio usando CLAE, para monitoramento da producédo de biohidrogénio.
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5.1.1. Estudo preliminar das condigBes cromatografi cas

Testes preliminares foram realizados para selecionar as condicdes
cromatograficas iniciais para determinacao simultanea de sacarose, glicose, frutose,
acido acético (HAc), acido propidnico (HPr), acido isobutirico (HIb) e acido butirico
(HBu) em amostras do processo fermentativo para a produgdo de H,. Os
parametros avaliados foram: coluna cromatografica, utilizacdo de pré-coluna,
composicdo da fase movel, fluxo da fase movel e temperatura da coluna. A
condicao Otima encontrada foi: coluna Aminex HPX-87H com pré-coluna, fase movel
consistindo de H,SO,4 0,005 mol.L™, fluxo de 1.0 mL.min™ e temperatura de 55 °C. A
Figura 5.1 apresenta o cromatograma obtido sob as condicbes 6timas, de uma
mistura de padrbes adicionados a amostra de meio de cultura do processo
fermentativo. Sacarose, glicose e frutose foram determinadas através do detector de
indice de refracdo (IR), enquanto os acidos orgéanicos volateis foram determinados
através do detector UV-VIS a 210 nm.
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Figura 5.1: Cromatogramas da mistura de padrées adicionados a amostra de meio de cultura do
processo de producao de H,. A = Detector UV-VIS a 210nm e B = Detector IR. Picos: sacarose (1),
glicose (2), frutose (3), acido acético (4), acido propidnico (5), acido isobutirico (6) e acido butirico (7).
A concentracdo dos analitos adicionados foi de 100 mmol.L™. Condicdes cromatogréficas: coluna
Aminex HPX-87H com pré-coluna, fase moével H,SO, 0,005 mol.L™, fluxo de 1.0 mL.min™* e

temperatura de 55°C.
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A metodologia proposta permite a analise de outros compostos importantes
para o processo fermentativo, tais como os &cidos piravico, férmico, lactico, caprilico,
caproico e valérico; alguns alcodis (etanol e butanol) e outros carboidratos (raminose,
galactose, xilose, arabinose, manose e maltose). Além disso, esta metodologia
admite a analise de glicerina e seus derivados (por exemplo: acido glicérico e acido
tartrbnico). A Tabela 5.1 apresenta a versatilidade da metodologia proposta.
Utilizando a mesma condi¢cdo cromatografica € possivel analisar até 24 compostos.
Deste modo, a mudanca de substrato nos experimentos ndo se torna um grande
problema, visto que a metodologia proposta permite a determinacdo de grande

namero de compostos e seus derivados.

Tabela 5.1: Analitos determinados através da metodologia proposta.

Analitos Detector IR Detector UV (210 nm)

Sacarose, glicose, frutose, xilose,

Carboidratos  raminose, galactose, arabinose, manose

e maltose
Alcoois Etanol, butanol e glicerol

Acidos acético, propibnico Acid i .
cidos acético, propibnico,
isobutirico , butirico, glicérico, _ ) ) Prop ) _
AOQOV* _ ) _ o isobutirico, butirico , lactico, formico,
tartronico, lactico, férrmico, piravico, o . . .
o . . piravico, caprilico, caproéico e valérico
caprilico, capréico e valérico

*AQV = acidos organicos volateis

Vale ressaltar, que o método proposto por CLAE permite ainda a analise
dos carboidratos (sacarose, glicose e frutose) e acidos organicos volateis (acético,
propidnico, isobutirico e butirico) em outras matrizes de lodo anaerdbio. A Figura 5.2
apresenta o cromatograma obtido para a andlise de carboidratos e acidos organicos
volateis (AOV) em amostra de lodo anaerébio de abatedouro de aves fortificada com

0s analitos de interesse.
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Figura 5.2: Cromatogramas da mistura de padrGes adicionados a amostra de lodo de abatedouro de
aves. A = Detector UV-VIS a 210nm e B = Detector IR. Picos: sacarose (1), glicose (2), frutose (3),
acido aceético (4), acido propidnico (5), acido isobutirico (6) e acido butirico (7). A concentragéo dos
analitos adicionados foi de 100 mmol.L™. Condig6es cromatograficas: coluna Aminex HPX-87H com

pré-coluna, fase mével H,SO, 0,005 mol.L, fluxo de 1.0 mL.min™ e temperatura de 55°C.
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5.1.2. Procedimentos de validacéo

Apbs a determinacéo das condigbes cromatograficas, alguns parametros de
validacéo, tais como seletividade, linearidade, preciséao, limite de deteccdo (LOD),

limite de quantificacéo (LOQ), exatidao e robustez, foram avaliados.

5.1.2.1. Seletividade e linearidade

A seletividade do método € um fator muito importante a ser avaliado devido a
complexidade da matriz estudada. A seletividade de um método corresponde a
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca
de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa [RIBANI et al., 2004].

A dificuldade de obtencdo de uma matriz de lodo anaerdbio isenta de
carboidratos e AQOV, permite 0 uso do método de adicdo padrdo para avaliar o
parametro de seletividade. Deste modo, curvas analiticas obtidas pelo método de
adicdo padrdao e curvas analiticas obtidas pelo método de padronizacdo externa
foram comparadas [RIBANI et al., 2004]. A similaridade dos coeficientes angulares
das curvas analiticas (Tabela 5.2) indica que o método apresenta apropriada
seletividade para determinagdo simultdnea de carboidratos e acidos organicos,
presentes em amostras de lodo anaerébio para producéo de biohidrogénio.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo [RIBANI et al., 2004].

Para avaliacdo da linearidade do método, foi realizada a analise de variancia
dos modelos propostos (Tabela 5.2). O teste de falta de ajuste para as curvas
analiticas apresentaram em todos 0s casos 0 Fcacuiado MeNOr que o Feritico (2,84), 0
que indica, com 95% de confianca, que nao ocorre falta de ajuste para os modelos
propostos [MONTGOMERY, 2004]. Deste modo, o método analitico proposto
apresenta seletividade e linearidade aceitaveis na faixa de concentracdo estudada
(10-100 mmol.L™).
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Tabela 5.2: Resultados estatisticos obtidos no calculo do parametro seletividade.

Analitos Coeficiente angular Coeficiente linear r Fcalculado
Sacarose® 31502,6 + 1092,3 119516,7 £ 66263,5 0,9751 1,61
Sacarose” 28960,5 + 1849,5 178558,5 +112197,4  0,9224 1,36
Glicose® 14665,5 + 674,9 181307,1 £ 40941,0 0,9574 2,37
Glicose” 12812,5+941,0 184596,2 + 57082,9 0,9009 1,30
Frutose® 19490,8 + 561,4 58796,8 + 34056,6 0,9826 0,60
Frutose” 17827,8 +1124,3 83161,9 + 68201,4 0,9241 1,05
Acido acético® 32191,1 +935,9 20633,7 +56776,4 0,9823 2,15
Acido acético” 31518,5 +2142,0 329271,7 £129938,9  0,9343 1,64
Acido propi6nico® 37402,0 + 1106,5 41834,3 £67125,9 0,9816 2,30
Acido propi6nico® 34871,7 +2293,4 208623,1 +139123,9  0,9183 1,90
Acido isobutirico® 58843,0+1717,4 69246,2 + 104181,0 0,9822 1,87
Acido isobutirico” 56979,8 + 3452,3 14234,3 +209426,0 0,9293 1,67
Acido butirico® 45094,8 + 1318,9 10512,2 + 80011,4 0,9820 1,96
Acido butirico” 43234,9 + 2765,3 250443,8 +167748,7  0,9222 1,59

3curva analitica de padronizacéo externa (n=3); "curva analitica de adicdo padrédo (n=3)

5.1.2.2. Precisao

Representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des
definidas [RIBANI et al., 2004].

A precisdo pode ser determinada através da estimativa do desvio padréo
relativo (RSD), conforme demonstrado na equacdo 5.1, onde S corresponde ao

desvio padrédo e X corresponde a media dos valores [ANVISA, 2003].

RSD (%) = > x100 5.1)

X

A precisdo deste método foi avaliada em dois niveis: repetitividade e
precisdo intermediaria. A repetitividade representa a concordancia entre 0s
resultados de medi¢bes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as
mesmas condicdes de medicdo, chamadas condi¢cdes de repetitividade: mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condi¢cbes; mesmo local; repeticbes em um curto intervalo de tempo. Indica o efeito
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das variacdes dentro do laboratério devido a eventos como diferentes dias ou
diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinagéo destes fatores.
A precisao intermediaria € reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser
adotada. O objetivo da validacdo da precisédo intermediaria € verificar que no mesmo
laboratorio o método fornecera os mesmos resultados [RIBANI et al., 2004].
A repetitividade foi determinada através da avaliagcdo do RSD (%) calculado
a partir das areas dos picos obtidos para os padrbes e para as amostras fortificadas
nos seguintes niveis de concentragéo: 10, 50 e 100 mmol.L™.
A Tabela 5.3 mostra que os valores de RSD (%) obtidos sdo menores que 3%

para ambos, padrbes e amostras fortificadas.

Tabela 5.3: Valores de RSD (%) obtidos no estudo do parametro de repetitividade.

Concentracdo RSD (%) para padrdes®
(mmoI.L'l) Sacarose Glicose Frutose HAC HPr Hib HBu
10 2,30 2,65 2,99 2,08 186 1,17 0,83
50 1,69 1,50 2,70 1,83 178 161 1,10
100 2,49 2,60 0,97 054 0,77 1,14 0,97
Concentracdo RSD (%) para amostras fortificadas®

adicionada(mmoI.L'l) Sacarose Glicose Frutose HAc HPr Hib HBu

10 0,88 2,32 2,17 090 284 089 194
50 0,63 1,05 2,28 1,80 0,76 0,88 0,76
100 1,37 1,36 2,31 098 103 124 209

*n=3

A precisao intermediaria do método foi determinada de maneira idéntica ao
parametro de repetibilidade. Esta analise foi realizada 30 dias ap6s o estudo inicial.
Os padroes e as amostras fortificadas usadas no teste de precisdo intermediaria
foram previamente utilizados no teste de repetitividade. Estas solucbes foram
armazenadas em freezer apds o primeiro teste, para conservacao das propriedades
iniciais. A Tabela 5.4 mostra que os valores de RSD (%) obtidos sdo menores que

2,53% para ambos, padrées e amostras fortificadas.
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Tabela 5.4: Valores de RSD (%) obtidos no estudo do parametro de precisao intermediaria.

Concentracéo RSD (%) para padrdes®
(mmoI.L'l) Sacarose Glicose  Frutose HAC HPr Hib HBu
10 0,55 1,47 1,20 0,86 1,02 196 0,40
50 1,17 1,51 1,76 0,31 058 117 0,44
100 0,92 0,82 1,62 046 096 188 0,75
Concentracéo RSD (%) para amostras fortificadas®

adicionada (mmoI.L'l) Sacarose Glicose Frutose  HAc HPr Hib HBuU

10 1,30 0,54 0,26 199 143 053 0,72
50 1,93 1,53 2,36 1,02 212 155 1,87
100 0,97 2,45 2,19 253 020 0,85 0,59

*n=3

Os valores de RSD (%) obtidos para ambos os estudos de repetitividade e
precisdo intermediaria sdo considerados aceitaveis (menores que 5%) [ANVISA,
2003]. Este tipo de procedimento avalia simultaneamente a precisdo do método e a
dispersdo analitica dos compostos interferentes presentes na matriz do processo

fermentativo.

5.1.2.3. Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro € o valor obtido
por uma medicao perfeita e este valor € indeterminado por natureza. A exatidao &
sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca (ou seja,
aparece sempre associada a valores de precisao). Estes limites podem ser estreitos
em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis de tracos [RIBANI et
al., 2004].

Neste trabalho, a exatiddo foi determinada através da porcentagem de
recuperagdo de quantidades conhecidas de analitos adicionados as amostras. A

porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada usando a equacdo 5.2, onde A,
corresponde a area do analito, A, corresponde a area do padréao e A, é a area do

analito mais o padréo adicionado.
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Rob = Paes =M 100 52)

Os testes de recuperacdo foram realizados através da adicdo de
quantidades conhecidas de padrdes (10, 50 e 100 mmol.L™Y) nas amostras de lodo
anaerobio antes do processo de centrifugacdo. Somente apos a adi¢cdo dos padrdes,
procedeu-se a centrifugagdo das amostras. O sobrenadante obtido foi filtrado em
membrana 0,22 ym e analisado por CLAE.

A Tabela 5.5 mostra que as porcentagens de recuperacdo obtidas estao
dentro da faixa de 70-114%. Este resultado demonstra que o método apresenta
aceitavel exatidao [RIBANI et al., 2004].
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Tabela 5.5: Porcentagem de recuperacdo para 0s carboidratos e acidos organicos volateis

estudados.
Concentracao de padréo adicionada (mmol.L™) Concentracdo encontrada (mmol.L™")? R %
Sacarose
10 11,55+0,28 115,50
50 44,45 + 2,02 88,91
100 92,88 +3,84 92,88
99,10°
Glicose
10 11,22 + 0,58 112,22
50 52,31+£2,13 104,62
100 122,41 £ 0,57 122,41
113,08°
Frutose
10 11,95+0,44 119,46
50 53,22 £ 0,98 106,43
100 108,17 £2,18 108,17
111,35°
Acido acético
10 6,74 £ 0,93 80,50
50 40,42 + 2,22 80,84
100 86,70 £ 1,69 86,70
82,68"
Acido propidnico
10 6,99 + 0,22 69,92
50 35,85 +2,09 71,70
100 45,27 + 2,09 71,38
71,00
Acido isobutirico
10 9,35+0,85 93,46
50 45,92 + 2,38 91,84
100 89,97 +3,16 89,97
91,76"
Acido butirico
10 10,50 +1,11 104,95
50 48,02 +1,51 96,04
100 97,66 + 3,16 97,66
99,55"

®média + desvio padrdo (n=3); "média da faixa de recuperacéo

59



Capitulo 5: Resultados e Discussao

5.1.2.4. Limite de deteccao (LOD) e limite de quant ificagdo (LOQ)

O limite de deteccédo (LOD) corresponde a menor concentracdo do analito
presente em uma amostra que pode ser detectada, porém nao necessariamente
quantificada. J& o limite de quantificacdo (LOQ) € expresso como a menor
concentracdo do analito em uma amostra que pode ser determinada com um nivel
aceitavel de preciséo e exatidao [ANVISA, 2003].

LOD e LOQ podem ser calculados através de trés diferentes formas:
método visual, método da relacdo sinal-ruido e através da avaliacdo de parametros
da curva analitica [RIBANI et al., 2004].

Neste estudo, o LOD e o LOQ foram determinados através dos parametros
das curvas analiticas, de acordo com as equagfes 5.3 e 5.4, respectivamente, onde
s corresponde ao desvio padrdo dos coeficientes lineares e S corresponde a média

dos coeficientes angulares das curvas multiplicado por 3 ou 10.

LOD = > x3 (5.3)
S
S

LOQ =2 x10 (5.4)

Para este teste, trés curvas analiticas foram construidas usando o método
de adicdo padrédo nos seguintes niveis de concentragéo: 1, 3, 5, 7 e 10 mmol.L™. O
procedimento para preparacdo das curvas € idéntico ao descrito no item 4.4.1 A
Tabela 5.6 apresenta os parametros das curvas analiticas, os resultados estatisticos
obtidos para o célculo da linearidade e os valores de LOD e LOQ obtidos.
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Analitos Coeficiente angular Coeficiente linear r Feaicuado LOD (mmoI.L'l) LOQ (mmoI.L'l)
Sacarose® 39594,9 + 1697,2 29474,2 £ 10295,7 0,9882 2,05
Sacarose”’ 41588,3 + 1566,9 14667,2 + 9505,2 0,9908 3,02 0,54 1,80
Sacarose’ 42538,6 + 1253,6 22349,4 + 7604,7 0,9944 1,73
Glicose® 25386,8 +1217,9 22432,2 +7388,4 0,9853 0,67
Glicose” 25400,3 + 1097,1 20457,8 + 6655,2 0,9881 0,48 0,13 0,43
Glicose® 25195,7 + 895,6 20600,1 + 5433,2 0,9918 0,85
Frutose® 24252,8 + 955,2 14045,6 + 5794,7 0,9900 0,01
Frutose” 25045,3 +851,4 7413,4 +5164,7 0,9923 0,01 0,48 1,59
Frutose® 24056,2 +817,9 14239,1 + 4961,5 0,9925 0,07
Acido acético® 36469,2 +2130,0 333072,8 +12921,4 0,9785 0,19
Acido acético® 38747,9 + 1670,2 326576,3 +10131,8 0,9881 0,21 0,28 0,94
Acido acético® 39712,5+1143,5 327058,0 + 6936,8 0,9947 0,01
Acido propi6nico® 41081,2 +1365,0 131957,2 £ 8280,2 0,9929 0,24
Acido propi6nico® 45325,8 +1318,0 116656,0 + 7995,6 0,9946 0,26 0,68 2,27
Acido propi6nico® 46485,5 + 899,5 113056,9 + 5456,5 0,9976 0,27
Acido isobutirico® 65165,7 + 1463,3 12251,1 + 8876,5 0,9967 0,28
Acido isobutirico® 71418,4 + 1616,9 -4206,9 +9808,7 0,9967 1,75 0,39 1,32
Acido isobutirico® 72513,2 £1282,1 -2995,2 +7777,4 0,9980 1,14
Acido butirico® 49057,5 +1755,0 166107,1 £+10646,1 0,9918 0,35
Acido butirico® 53971,3 + 1605,0 154992,9 + 9736,7 0,9943 0,47 0,36 1,19
Acido butirico® 53773,0 £ 1275,0 155738,1 +57773,0 0,9963 0,40

3curva analitica 1 (n=3), °curva analitica 2 (n=3), “curva analitica 3 (n=3)
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5.1.2.5. Robustez

O parametro robustez permite avaliar pequenas alteracdes nas condicdes
cromatograficas da metodologia proposta [ANVISA, 2003]. Neste trabalho, a
robustez foi avaliada utilizando um planejamento fatorial completo de dois niveis e
trés fatores (2°) com triplicata no ponto central: temperatura da coluna (54 e 56°C),
fluxo da fase mével (0,9 e 1,1 mL.min™) e concentracdo de H,SO, na fase moével
(4,8 € 5,2 mmol.L™).

Para o teste de robustez, as amostras foram fortificadas com padrdes de
carboidratos e &cidos organicos na concentracéo de 50 mmol.L™ cada.

A Tabela 5.7 apresenta os experimentos realizados para avaliacdo da
robustez e os resultados obtidos em relagdo a porcentagem de recuperagdo. Como
pode ser observado, as porcentagens de recuperacao se encontram dentro da faixa
de 70-121%. Deste modo, pequenas variacdes nos parametros cromatograficos tais
como, temperatura da coluna, fluxo da fase movel e concentracdo da fase movel ndo
apresentam significativas mudancas nos valores de recuperacdo, pois estes se
encontram dentro do intervalo de referéncia [RIBANI et al., 2004]. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Ferramentas de andlise estatistica (analise de variancia — ANOVA) foram
utiizadas para identificar os efeitos significativos (Tabela 5.8). Um fator
independente possui efeito significativo sobre uma resposta quando ele possui um p-
valor < 0,05. Os resultados indicaram que todos os fatores (temperatura da coluna,
fluxo da fase moével e concentracdo da fase movel) tiveram efeito ndo significativo
sobre as respostas de glicose e acido propiénico. Os fatores temperatura da coluna
(X1) e fluxo da fase movel (X;) sé@o significativos para a frutose e acido isobutirico,
respectivamente. A interacdo entre o fluxo e a concentracdo da fase moével (X2X3)
apresentou efeito significativo para a sacarose, acido acético e &acido butirico.
Embora alguns efeitos tenham sido significativos no intervalo de confianca de 95%
(p-valor < 0,05), o método pode ser considerado robusto, visto que a dispersdo das
respostas (porcentagem de recuperacdo — R%) foi relativamente baixa (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7: Resultados de robustez de amostras anaerébias fermentativas em relagéo a porcentagem de recuperagao.

Experimentos X1 X, X3 Sacarose Glicose Frutose HAc HPr Hib HBu
1 -1 -1 -1 106 116 119 100 85 79 92
2 +1 -1 -1 103 119 118 98 83 76 88
3 -1 +1 -1 95 116 115 91 77 68 81
4 +1 +1 -1 91 121 119 93 74 68 72
5 -1 -1 +1 91 119 109 92 79 76 82
6 +1 -1 +1 92 117 119 90 78 76 82
7 -1 +1 +1 102 110 116 98 87 79 81
8 +1 +1 +1 99 119 118 94 80 71 85
9 0 0 0 100 109 116 95 80 76 87
10 0 0 0 102 106 117 97 83 76 89
11 0 0 0 102 108 115 98 85 78 91

98 +5,34* 115+524® 116+3,0° 95+3,44® 81+4,08%° 75+3,25° 85+5,73%

Xi1- Temperatura da coluna (°C): (-) 54; (0) 55; (+) 56;
X2- Fluxo da fase movel (mL.min'l): () 0,9; (0) 1,0; (+) 1,1;

Xs- Concentracao da fase moével (mmoI.L'l): (-) 4,8; (0) 5,0; (+) 5,2;

®média + desvio padrdo (n=3)
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Tabela 5.8: Resultados da analise de variancia (ANOVA) para o planejamento fatorial completo 3°
Sacarose Glicose Frutose Acido acético Acido propiénico  Acido isobutirico Acido butirico
Fatores
Efeito  p-valor  Efeito  p-valor Efeito  p-valor Efeito  p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito  p-valor
X1 -2,17 0,09 3,50 0,10 3,85 <0,05 -1,63 0,24 -3,34 0,19 -2,48 0,09 -2,18 0,26
X -1,26 0,23 -1,45 0,34 0,51 0,61 -1,16 0,36 -1,71 0,42 -4,00 <0,05 -6,13 0,05
X3 -3,07 0,05 -1,76 0,27 -2,46 0,10 -1,78 0,22 0,97 0,62 1,99 0,13 -1,10 0,51
X1 X2 -1,04 0,30 3,22 0,11 -0,69 0,51 0,47 0,68 -1,65 0,43 -1,07 0,31 -0,23 0,88
X1X3 1,19 0,25 -0,16 0,90 2,35 0,11 -1,47 0,28 -0,91 0,64 -1,52 0,20 4,36 0,09
XoX3 10,26  <0,05 -2,17 0,20 2,12 0,13 6,31 < 0,05 7,02 0,05 3,23 0,06 7,42 < 0,05
X1XoX3 -0,85 0,37 2,37 0,18 -3,54 0,05 -1,72 0,23 -1,71 0,42 -2,82 0,07 2,06 0,28

Xi1- Temperatura da coluna (°C);
Xo- Fluxo da fase movel (mL.min’l);

Xs- Concentragdo da fase mével (mmoI.L'l).
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5.2. Avaliacdo de alguns parametros como ferramenta s (teis no estudo das
comunidades bacterianas produtorasde H

Os ensaios preliminares de producdo de H,, utilizando indculo in natura e
in6culo pré-tratado termicamente e sacarose como substrato, ndo permitiram a
determinacdo do teor de H, devido a quantidade insuficiente de biogas produzido.
Deste modo, a fim de se obter uma quantidade de gas suficiente para injecdo no
cromatografo, tornou-se necessario o arraste e consequente diluicho do gas
produzido com N,. Foi possivel observar a presenca de H, no biogas produzido por
ambos o0s inéculos utilizados. No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma
comparacao entre eles, devido as diferentes taxas de diluicdo com o N..

Apesar da falta de dados quantitativos de H,, este estudo preliminar
investigou a possibilidade, da razdo entre o acido acético e o &cido butirico
(HAc/HBuU) e do nivel de expressdo do gene hidrogenase, funcionarem como
ferramentas (teis na avaliacdo do desempenho das comunidades bacterianas na
producdo de H, fermentativo [DE SA et al., 2011]. Os resultados obtidos s&o
discutidos a sequir.

A producdo de H; via fermentacdo anaerdbia é usualmente acompanhada
pela formacdo de acidos organicos volateis (AOV) e solventes. A formacao destes
metabalitos intermediarios indica a rota metabdlica seguida pelos micro-organismos
envolvidos no bioprocesso, permitindo assim um maior entendimento das condi¢cdes
favoraveis para producéo de H, [KHANAL et al., 2004].

A Tabela 5.9 apresenta as concentracdes individuais dos AOV formados
apos 24 h de fermentacédo, utilizando o indculo in natura e o inéculo pré-tratado
termicamente. O conteddo e a distribuicdo dos AOV sugerem que a fermentacéo é
do tipo acética, visto a predominancia de acido acético em ambos 0s meios
contendo indculo in natura (5,31 mmol.L™") e inéculo pré-tratado (6,45 mmol.L™),
quando comparados aos outros metabdlitos formados. O meio fermentativo
contendo in6culo in natura também promoveu a formacgdo de acido butirico (1,34
mmol.L™") e &cido propiénico (0,57 mmol.L™). Etanol (1,36 mmol.L™), 4cido butirico
(0,99 mmol.L™") e &cido propidnico (1,28 mmol.L™) foram obtidos no meio contendo

in6culo pré-tratado termicamente.
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Tabela 5.9: Concentracdo dos metabdlitos formados apés 24 h de fermentacao utilizando inéculo in

natura e inoculo pré-tratado termicamente.

Metabolitos formados (mmol.L™)*

In6culo
Acido acético  Acido propiénico  Acido butirico Etanol
In natura 5,31 +£0,01 0,570 1,34 £ 0,03 0
Pré-tratado termicamente 6,45 +0,01 1,28 +0,01 0,99 + 0,03 1,36 £ 0,02

*Concentracdo (mmol.L™) + desvio padrdo, n=3

Os diferentes metabdlitos produzidos podem estar associados com o0s
diferentes grupos de micro-organismos selecionados durante o pré-tratamento
térmico. Este tipo de pré-tratamento do indculo elimina micro-organismos nao
formadores de esporo, enquanto micro-organismos formadores de esporo
sobrevivem ao choque térmico [VALDEZ-VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009].
Espécies do género Clostridium, tais como C. butyricum, C. acetobutylicum, C.
beijerinckii e C. thermolactium sdo exemplos de micro-organismos produtores de H;
formadores de esporo [NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010].
Dependendo do tipo de espécie presente no biorreator e das condi¢cdes de operagao
apos o pré-tratamento, diferentes metabolitos podem ser formados [HAWKES et al.,
2002]. Chen e colaboradores (2005) ao utilizarem uma cepa de Clostridium
butyricum isolada de lodo de esgoto para produgdo de H, observaram a
predominédncia de &cido butirico no meio fermentativo. Khanal et al. (2004)
relacionaram a elevada concentracdo de &cido propiénico no meio fermentativo a
presenca de micro-organismos produtores de propionato, tais como Clostridium
propionicum, C. arcticum e C. novyi.

A producado de etanol e a elevada formacao de acido propidnico no meio
contendo inéculo pré-tratado (Tabela 5.9), podem estar associadas ao aumento da
pressdo parcial de H, no biorreator [LI et al., 2007]. A producdo de etanol (reacao
5.1) e de acido propidnico (reacdo 5.2) a partir de acido acético e H, sao
termodinamicamente favoraveis [OH, GINKEL e LOGAN, 2003; HAWKES et al.,
2002]. As reacdes 5.3 e 5.4 apresentam a formacdo dos metabdlitos acetato e
butirato e de H,, respectivamente, a partir de um acucar C6 (obtido na etapa de
hidrolise da sacarose), [NTAIKOU, ANTONOPOULOU e LYBERATOS, 2010;
WESTERMANN et al., 2007]. A formacdo de H, no meio liquido, a partir do aclcar
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C6 (reacOes 4.3 e 4.4) favorece a ocorréncia das reacdes 5.1 e 5.2. Deste modo,
apesar da presséao parcial de H, néo ter sido determinada neste estudo, as reacoes
5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 e suas respectivas energias livres de Gibbs (AG®) justificam a
formacéo do etanol e dos acidos acético, butirico e propidnico, formados durante o

processo fermentativo.

CH,COOH +2H, - C,H,OH +H,0

AG® =-49,51 KJ /mol (5.1)
CH,COO™ +3H,+HCO, +H* - CH,CH,COO™ +3H,0

AG® =-76,2 KJ/mol (5.2)
CeH,,0; +4H,0 - 4H, +2CH,COO™ +2HCO; +4H "

AG° =-206,3 KJ /mol (5.3)
CH,,0; +2H,0 — 2H, + CH,CH,CH,COO™ +2HCO; +3H "

AG® =-2548 KJ/mol (5.4)

Além disso, a producdo de etanol observada neste estudo pode estar
relacionada ao tipo de micro-organismo presente no meio fermentativo apds o pré-
tratamento térmico, visto que algumas espécies de Clostridium podem produzir
simultaneamente elevados rendimentos de H; e etanol [AKUTSU et al., 2009].

A sacarose néo foi detectada em ambos 0s meios, in natura ou pré-tratado,
apos 24 h de fermentagdo. A producdo de biohidrogénio utilizando sacarose como
substrato pode ser estimada através da raz&o entre o acido acético e o acido butirico
(HAc/HBuU) obtida durante o processo fermentativo [DE SA et al., 2011]. Neste
estudo, o meio contendo in6culo pré-tratado termicamente apresentou uma maior
razdo HAc/HBuU (aproximadamente 7) quando comparado ao meio contendo in6culo
in natura (aproximadamente 4). Com base nas razdes HAc/HBu obtidas, pode-se
atribuir a maior producdo de H, ao meio fermentativo contendo in6culo pré-tratado

termicamente. Esta atribuicdo esta baseada em estudos da literatura que mostram
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que a razdo HAc/HBuU pode ser correlacionada com a producdo de H,, uma vez que
0 aumento desta razado é acompanhado pelo aumento da producéo de H, [HAFEZ et
al., 2010; WANG et al., 2009; BAGHCHEHSARAEE et al., 2008; KHANAL et al.,
2004].

Estudos prévios relatam que micro-organismos do género Clostridium séao
0s principais responsaveis pela producdo de H, durante a fermentacdo anaerdbia
[AKUTSU et al., 2009; SKONIECZNY e YARGEU, 2009; TOLVANEN et al., 2008;
HUNG et al.,, 2008]. O desempenho de Clostridium sp. na producdo de H, esti
relacionado a expressdo das hidrogenases [HAFEZ et al., 2010; WANG et al., 2009;
BAGHCHEHSARAEEET et al.,, 2008; CHANG et al., 2008; CHAN et al., 20086].
Dentro deste contexto, um estudo de biologia molecular preliminar foi realizado,
utiizando PCR com primers para deteccdo do gene 16S rRNA e do gene
hidrogenase, ambos de Clostridium sp. A Figura 5.3 apresenta os produtos de PCR
para o gene 16S rRNA com amplicons de 182 pares de base (A) e os produtos de
PCR para o gene hidrogenase com amplicons de 259 pares de base (B). Como pode
ser observado, a amplificacdo dos produtos para o gene 16S rRNA (Figura 5.3 A) e
para o gene hidrogenase (Figura 5.3 B), mostram qualitativamente a presenca de
micro-organismos do género Clostridium e a atividade das hidrogenases,

respectivamente, para todas as condi¢gdes estudadas.

M AL A2 AB A4 M AL A2 A3 A4
- —
- -
-
“—
182 pb 259 pb

W e

A - B---.

Figura 5.3: Produtos de PCR para as amplificagBes dos genes: (A) Clostridium sp. 16S rRNA e (B)
hidrogenase. M = marcador Low DNA Mass Ladder; A1 = in6culo in natura antes da fermentacao; A2
= in6culo pré-tratado termicamente antes da fermentacdo; A3 = in6culo in natura apés 24 h de

fermentacdo; A4 = indculo pré-tratado termicamente apds 24 h de fermentacéo.

68



Capitulo 5: Resultados e Discussao

Baseado nos resultados obtidos foi realizado um estudo subsequente
utilizando RT-PCR em tempo real, para se determinar o nivel de expressédo do gene
hidrogenase (hyd) nas condi¢des estudadas. Os dados quantitativos obtidos por RT-

PCR em tempo real sdo representados na Figura 5.4.

50+

40-

3047

20+

10+

Nivel de expressédo do gene hidrogenase

Al A2 A3 A4

Figura 5.4: Nivel de expressao do gene hidrogenase. Al = in6culo in natura antes da fermentacao;
A2 = in6culo pré-tratado termicamente antes da fermentagdo; A3 = indculo in natura apos 24 h de

fermentacdo; A4 = indculo pré-tratado termicamente apds 24 h de fermentacéo.

E possivel observar que, apds 24 h de fermentacdo, a expresséo do gene
hidrogenase no indculo pré-tratado termicamente é triplicada quando comparada ao
inoculo in natura. Este resultado, combinado com a razdo HAc/HBu obtida
(aproximadamente 7) para o inOculo pré-tratado termicamente, corrobora a relacao
direta entre a expressao do gene hidrogenase e a producdo de Hj, previamente
demonstradas em estudos recentes. Wang e colaboradores (2009) investigaram a
relacdo entre o nivel de expressdo do gene hidrogenase e a producdo de H
fermentativo a partir de uma nova cepa de Clostridium butyricum W5 e concluiram
gue o nivel de hidrogenases nas células pode ser considerado como um avancado
indicador para producéo de H,. Wang et al. (2008b) investigaram a correlagéo entre

a expressdo do gene hidrogenase e a producédo de H, durante experimentos em
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batelada com Clostridium butyricum CGS5, e concluiram que a taxa de producéo de

H, era linearmente proporcional ao nivel de expresséo do gene hidrogenase.

5.3. Avaliacéo de diferentes pré-tratamentos do ind6  culo para producdode H »

Neste estudo de producdo de H, por fermentacdo anaerdbia, foram
avaliados trés diferentes tipos de pré-tratamento do inOculo: térmico, alcalino e
acido. Além disso, utilizou-se o indculo in natura para efeito comparativo e avaliacdo
da eficiéncia dos diferentes pré-tratamentos testados no processo de producédo de
H,. Os pré-tratamentos propostos neste estudo possuem a finalidade de inibir e/ou
eliminar os micro-organismos consumidores de H,, bem como, selecionar os micro-
organismos produtores de H, no meio fermentativo.

A sacarose, utilizada como substrato pelas bactérias fermentativas, foi
consumida, ao longo de 120 h de fermentacdo, pelos micro-organismos presentes
nos inéculos estudados. A Figura 5.5 apresenta a cinética de consumo da sacarose
no meio fermentativo.

Concentracdo sacarose (mmol.L'?)

7
0 20 40 60 80 100 120
Tempo de fermentacéo (h)
—e—Indculo in natura —a— In6culo com pré-tratamento térmico

—a— In6culo com pré-tratamento alcalino —«— In6culo com pré-tratamento acido

Figura 5.5: Cinética de consumo da sacarose no meio fermentativo, ao longo de 120 h de

fermentacéao, a partir de diferentes inéculos.
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Como pode ser observado na Figura 5.5, o indculo in natura apresentou uma
maior cinética de consumo de sacarose quando comparado aos inéculos pré-
tratados. Este resultado pode estar associado ao fato do inéculo in natura nao
passar por nenhum tipo de pré-tratamento para selecdo de micro-organismos, 0 que
Ihe confere uma maior populacdo microbiana. A curva de consumo da sacarose do
in6culo com pré-tratamento acido apresenta um perfil cinético similar ao do indculo
in natura, inclusive no tempo necessario para total consumo da sacarose (48 h).
Possivelmente, ha um menor impacto deste tipo de pré-tratamento frente as
bactérias fermentativas, pois estas jA sdo habituadas a ambientes acidos no
processo natural de fermentacdo anaerdbia, devido a etapa da acidogénese. O
indculo pré-tratado termicamente apresenta uma menor velocidade de consumo da
sacarose quando comparado aos outros dois indculos pré-tratados; o que pode estar
relacionado ao maior impacto do choque térmico frente a altera¢cées no pH do meio
fermentativo. Estes resultados podem ser confirmados pela contagem de bactérias
anaerébias no meio fermentativo: indculo in natura (> 2,4 x 10*° NMP.mL™), in6culo
com pré-tratamento térmico (2,3 x 10* NMP.mL™), inéculo com pré-tratamento
alcalino (4,3 x 10" NMP.mL™) e in6culo com pré-tratamento &cido (> 2,4 x 10%
NMP.mL™).

A Figura 5.6 apresenta o rendimento méaximo de H, obtido ao longo de 120 h
de fermentacdo anaerdbia, utilizando inéculo in natura e indculos que sofreram
diferentes pré-tratamentos (térmico, alcalino e acido). No tempo de 24 h de
fermentacdo, ndo é possivel observar diferencas significativas com relacdo a
producdo de H, pelos in6culos in natura e pré-tratados. Todos eles apresentaram
perfis similares de aumento de producédo de H, de 24 a 48 h de fermentacdo. A partir
de 48 h, diferentes comportamentos sao observados. O inéculo in natura e o in6culo
com pré-tratamento alcalino apresentam seus maiores rendimentos em 48 h, 3,65 e
3,93 mol de H,/mol de sacarose, respectivamente. A partir de 48 h, observa-se o
decréscimo da producéo de H, para ambos os inéculos, sendo o decaimento mais
acentuado para o indculo in natura. O in6culo com pré-tratamento acido apresenta
uma queda de 20% na producao de H, em 72 h, e um aumento de aproximadamente
30% em 120 h. Este tipo de pré-tratamento talvez seja interessante para processos
continuos, abrindo possibilidades para estudos posteriores. O in6culo pré-tratado
termicamente apresenta 0os maiores rendimentos de producéo de H, ao longo de 95

h de fermentacdo, sendo o rendimento maximo (4,62 mol de Hy/mol de sacarose)
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obtido no tempo de 72 h. Neste tempo, o inbéculo pré-tratado termicamente
apresenta rendimento de H, 46% superior ao observado no indculo in natura.
Levando-se em consideracdo o rendimento tedrico maximo de até 8 mol de H,/mol
de sacarose com a respectiva formacdo de acido acético (tabela 3.6), € possivel
observar os seguintes rendimentos maximos para os inoculos testados: in natura
(46% em 48h), térmico (58% em 72h), alcalino (49% em 48h) e acido (48% em
120h). Deste modo, dentro das condi¢cbes estudadas, o pré-tratamento térmico do

indculo, apresentou-se como 0 mais promissor na producéo de H,.

Rendimento maximo de Hz (mols de
Hz/mol de sacarose)

o T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo de fermentacéo (h)

—e— Indculo In natura —a— In6culo com pré-tratamento térmico
—a— Indculo com pré-tratamento alcalino —<— Inéculo com pré-tratamento 4cido

Figura 5.6: Rendimentos méaximos de H, obtidos ao longo de 120 h de fermentacdo utilizando

indculos in natura e com pré-tratamento (térmico, alcalino e acido).

Diferentes métodos de pré-tratamento do in6culo tém sido investigados de
modo a maximizar a producdo de H,. Ren e colaboradores (2008) testaram os pré-
tratamentos térmico, 4cido, alcalino e de aeracdo para enriquecimento das bactérias
produtoras de H, a partir de cultura mista utilizando glicose como substrato. Os
autores observaram que os pré-tratamentos térmico, acido e de aeracao inibiram a
atividade metanogénica, fato este ndo observado para o pré-tratamento alcalino. O
rendimento maximo de H, (1,96 mol de H,/mol de glicose) foi obtido para o pré-
tratamento de aeracdo. Wang e Wan (2008) verificaram a eficiéncia de producao de
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H, a partir de cinco diferentes tipos de pré-tratamento do indculo: acido, alcalino,
térmico, aeracdo e através da adicdo de cloroformio. Os resultados experimentais
mostraram que a 35°C, pH inicial 7 e utilizando glicose como substrato, o maior
rendimento de H, foi obtido com o indculo pré-tratado termicamente (1,78 mol de
H./mol de glicose). O-Thong et al. (2009) avaliaram cinco diferentes pré-tratamentos
do in6culo para producdo de H,: alcalino, acido, adicdo de acido 2-
bromoetanosulfonico (BESA), choque de carga e térmico. Os resultados mostraram
que o pré-tratamento de choque de carga foi 0 mais eficiente para o enriqguecimento
das bactérias termofilicas produtoras de H,, obtendo-se um rendimento maximo de
1,96 mol de H/mol de hexose. Mu e colaboradores (2007) testaram 0s pré-
tratamentos térmico, acido e alcalino para inibicdo da atividade metanogénica em
cultura mista. Os autores observaram que o maior rendimento de H, foi obtido para
in6culo pré-tratado termicamente, enquanto o menor rendimento foi obtido para o
inbculo com pré-tratamento alcalino, 2 mol de Hy/mol de glicose e 0,48 mol de
H./mol de glicose, respectivamente. Zhu e Béland (2006) avaliaram diferentes pre-
tratamentos do ind6culo através de dois estagios sucessivos de cultivo em meio
contendo sacarose. Os pré-tratamentos avaliados foram: térmico, aeragdo, acido,
alcalino, adicdo de BESA e adicdo de iodopropano. O maior rendimento de H, foi
obtido no segundo estagio de cultivo para o in6culo com pré-tratamento alcalino,
6,12 mol e Hy/mol de sacarose.

Como pode ser observado através dos estudos relatados acima, o pré-
tratamento 6timo difere para cada estudo. Isto pode estar associado a inumeros
fatores, dentre eles, o tipo de indculo utilizado e as condigbes experimentais durante
0 pré-tratamento e a fermentacéo [REN et al., 2008].

A Tabela 5.10 apresenta um comparativo entre os estudos mencionados
acima e o presente trabalho sobre avaliacdo de diferentes métodos de pré-
tratamento do indculo para producdo de H, utilizando cultura mista.
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Tabela 5.10: Comparativo entre estudos de métodos de pré-tratamento de inéculo para producéo de H, fermentativo.

i Temperatura Tempo de 3 Pré-tratamento Rendimento .
In6culo Substrato  Modo reator pH o . Pré-tratamentos testados » . Referéncias
((®) fermentacao (h) 6timo maximo de H
Lodo de planta de . )
) Térmico, acido, alcalino e 1,96 mol de
tratamento de 4guas Glicose Batelada - 35 50 Aeracao ) REN et al., 2008
o o aeracao Hz/mol de glicose
residuais municipais
Lodo de digestor Térmico, acido, alcalino,
) ) o ) ) o 1,78 mol de WANG e WAN,
anaerobio de Glicose Batelada pH inicial 7 35 36 quimico, adigio de Térmico )
L . Hz/mol de glicose 2008
tratamento de esgoto cloroférmio e aeracao
Lodo anaerdbio de ) ) ) O-THONG,
. o Alcalino, 4cido, adicéo de 1,96 mol de
reator de producéo de pH inicial PRASERTAN e
o o Sacarose Batelada 60 - BESA*, choque de cargae Choque de carga Hz/mol de
biogas de fabrica de 55 o BIRKELAND,
térmico hexose
Oleo de palma 2009
Lodo anaerébio de H
reator de tratamento de P L ) . o 4 mol de Hz/mol MU, YU e
Sacarose Batelada controlado 35 60 Térmico, alcalino e acido Térmico
efluente de de sacarose WANG, 2007
) em5,5
processamento de soja
Térmico, aeracgéo, 4cido,
Lodo de digestor ¢ 6,12 mol de .
. 12 batelada: 120 alcalino, adigao de . ZHU e BELAND,
anaerdbio de Sacarose Batelada - 35 Alcalino Hz/mol de
2% batelada: 120 jodopropano e adicéo de 2006
tratamento de esgoto sacarose
BESA*
Lodo anaerdbio de o 4,62 mol de
. pH inicial e ) . L NESTE
estacdo de Sacarose Batelada 35 120 Térmico, alcalino e 4cido Térmico Hz/mol de
55 TRABALHO
tratamento de esgoto sacarose

"BESA = 4cido 2-bromoetanolsulfénico
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Na avaliagdo dos metabdlitos produzidos durante o processo fermentativo foi
possivel observar apenas a formacgédo dos acidos acético e butirico, sugerindo deste
modo a fermentacgédo do tipo butirica para todos os inéculos utilizados nesta etapa (in
natura e pré-tratados). A diferenca entre a fermentacao do tipo butirica obtida neste
estudo e a fermentacdo do tipo acética obtida no estudo preliminar de producéo de
H, (tem 5.2), estd associada aos diferentes inoculos utilizados (in6culos de
diferentes estacdes de tratamento de esgoto), bem como as diferentes condi¢cdes
experimentais adotadas (concentracdo do substrato, meio nutricional e volume
reacional).

A Tabela 5.11 apresenta as concentragbes dos acidos acético (HAc) e
butirico (HBu) e as raz6es HAc/HBu obtidas no processo fermentativo utilizando os
in6culos in natura e com pré-tratamento (térmico, alcalino e &cido). E possivel
observar uma correlacéo entre as razées HAc/HBuU do in6culo in natura e as razdes
HAc/HBuU dos indculos pré-tratados. Os inéculos com pré-tratamento térmico e
alcalino apresentam valores de HAc/HBu sempre maiores que o0s valores de
HAc/HBu do indculo in natura, ao longo das 120 h de fermentagdo. Este mesmo
comportamento é observado na andlise dos rendimentos maximos de H,, onde o0s
in6culos com pré-tratamento térmico e alcalino apresentam valores de rendimento
maximo de H, sempre superiores aos valores do indculo in natura, no decorrer das
120 h de fermentacédo. Os valores de HAc/HBu para o in6culo com pré-tratamento
acido em 24 e 48 h sado similares aos valores de HAc/HBuU do in6culo in natura, e
nos tempos de 72 e 120 h os valores sao superiores. Este mesmo comportamento é
observado na andlise dos rendimentos maximos de H, obtidos para estes dois tipos

de inéculos nos tempos estabelecidos.
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Tabela 5.11: Concentracdo dos metabdlitos formados durante 120 h de fermentacdo utilizando

inoculo in natura e indculos com pré-tratamento (térmico alcalino e acido).

In6culo In natura Inéculo com pré-tratamento térmico
Tempo de
fermentacao (h) HAC  HBU  HACHBU  H," HAc*  HBU  HACHBU  H,"
24 10,29 9,91 1,04 3,04 16,82 10,31 1,63 3,65
48 10,95 13,40 0,82 3,65 17,48 13,66 1,28 4,22
72 7,14 10,05 0,71 2,30 16,05 14,08 1,14 4,62
120 9,86 10,98 0,90 0,87 13,06 13,96 0,94 1,27
In6culo com pré-tratamento alcalino Indculo com pré-tratamento acido
Tempo de
fermentacéo (h) * * . o . . . w
HAC HBu HAc/HBuU H, HAC HBu HAc/HBuU H,
24 16,28 9,38 1,74 3,19 8,02 7,36 1,09 3,05
48 19,03 9,67 1,97 3,93 10,97 13,74 0,80 3,54
72 20,51 11,26 1,82 3,78 13,65 1581 0,86 2,79
120 16,76 15,08 1,11 2,42 8,99 8,44 1,06 3,85

Concentracao = mmol.L™"; "Rendimento maximo de H, = mol de Hz/mol de sacarose

Durante a avaliacdo dos diferentes métodos de pré-tratamento do inoculo,
observou-se que o rendimento maximo de H, foi obtido a partir do inéculo pré-
tratado termicamente no tempo de 72 h de fermentacéo (4,62 mol de Hy/mol de
sacarose). Baseado neste resultado, um estudo de biologia molecular foi realizado,
utiizando PCR com primers para deteccdo do gene 16S rRNA e do gene
hidrogenase, ambos de Clostridium sp. A Figura 5.7 apresenta os produtos de PCR
para o gene 16S rRNA com amplicons de 182 pares de base, para o indculo in
natura e os inéculos apos os pré-tratamentos (A) e para as amostras no tempo de
fermentacdo de 72 h (B); e os produtos de PCR para o gene hidrogenase com
amplicons de 259 pares de base, para o inéculo in natura e os inéculos apés os pré-

tratamentos (C) e para as amostras no tempo de fermentacao de 72 h (D).
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M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 M M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 M
-
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259 pb

182 pb ) |
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Figura 5.7: Produtos de PCR para as amplificacdes dos genes: (A) e (B) Clostridium sp. 16S rRNA e
(C) e (D) hidrogenase. M = marcador Low DNA Mass Ladder; A1 = in6culo in natura; A2 = in6culo
apos pré-tratamento acido; A3 = indculo apds pré-tratamento alcalino; A4 = inéculo apds pré-
tratamento térmico; A5 = indculo in natura apds 72 h de fermentagcdo; A6 = inoculo com pré-
tratamento acido apos 72 h de fermentacdo; A7 = inéculo com pré-tratamento alcalino apés 72 h de

fermentacéo e A8 = indculo com pré-tratamento térmico apos 72 h de fermentacéo.

Como pode ser observado, a amplificacdo dos produtos para o gene 16S
rRNA (Figura 5.7 A e B) mostram qualitativamente a presenca de micro-organismos
do género Clostridium para todas as condicbes estudadas (indculo in natura,
in6culos apos os pré-tratamentos e amostras apés 72 h de fermentagdo). A Figura
5.7 D apresenta qualitativamente a atividade das hidrogenases para as amostras
apos 72 h de fermentacdo. Diferente comportamento € observado para o indculo in
natura e para os inéculos apos pré-tratamento, onde praticamente ndo se observa a
atividade das hidrogenases (Figura 5.7 C). A ndo deteccdo da atividade das
hidrogenases nos inéculos apds os respectivos pré-tratamentos (acido, alcalino e
térmico) pode estar associada a presenca dos micro-organismos na forma de
endosporos. Ja o inoculo in natura ndo apresenta a atividade hidrogenasica
relevante, possivelmente devido a presencga de outros micro-organismos competindo

com a rota de producéo de H..
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Baseado nos resultados obtidos um estudo subsequiente utilizando RT-PCR
em tempo real foi realizado, para se determinar o nivel de expressdo do gene
hidrogenase (hyd) nas amostras apds 72 h de fermentagdo. Os dados quantitativos

obtidos por RT-PCR em tempo real séo representados na Figura 5.8.

Nivel de expresséo do gene hidrogenase

Figura 5.8: Nivel de expresséo do gene hidrogenase. Al = inéculo in natura; A2 = in6culo apds pré-
tratamento acido; A3 = inéculo apés pré-tratamento alcalino; A4 = inéculo apés pré-tratamento
térmico; A5 = inOculo in natura ap6s 72 h de fermentacédo; A6 = indculo com pré-tratamento acido
apos 72 h de fermentacéo; A7 = inéculo com pré-tratamento alcalino apds 72 h de fermentacdo e A8

= in6culo com pré-tratamento térmico apés 72 h de fermentacgéo.

Os dados quantitativos obtidos por RT-PCR em tempo real confirmam os
resultados ja observados na Figura 5.7 C, onde o nivel de expressao do gene
hidrogenase € relativamente pequeno para 0 indculo in natura (Al) e para 0s
in6culos apos pré-tratamento acido (A2), alcalino (A3) e térmico (A4).

Todas as amostras dos inoculos pré-tratados apos 72 h de fermentacéo (A6,
A7 e A8) apresentaram acentuados niveis de expressdo do gene hidrogenase. O
in6culo pré-tratado termicamente (A8) apresentou o maior nivel de expressao,
aproximadamente 64 vezes maior que o inoculo in natura (A5). Menores niveis de
expressao foram observados para o inéculo com pré-tratamento acido e para o

in6culo com pré-tratamento alcalino, 15 e 49 vezes maior que o inéculo in natura,
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respectivamente. Comportamentos semelhantes foram verificados com relagdo aos
rendimentos maximos de H; obtidos pelos indculos in natura e pré-tratados no tempo
de 72 h: térmico (4,62 mol de Hy/mol de sacarose) > alcalino (3,78 mol de Hx/mol de
sacarose) > acido (2,79 mol de Hy/mol de sacarose) > in natura (2,30 mol de Hy/mol
de sacarose). Estes resultados demonstram a eficiéncia dos pré-tratamentos
efetuados para a selecdo de micro-organismos produtores de H, e corroboram a
relacdo direta entre a expressdao do gene hidrogenase e a producdo de Hy,
previamente demonstradas em estudos recentes. Chang et al. (2006) quantificaram
o nivel de expressdo do gene hidrogenase clostridial ao longo do processo
fermentativo, e observaram que a expressao do hyd no sistema era positivamente

relacionada com a producéo de H,.

5.4. Avaliacéo de diferentes substratos para produ¢ 8o de H,

Diferentes substratos foram avaliados para a producdo de H, a partir do
processo de fermentacdo anaerdbia: sacarose, glicose, frutose, xilose e glicerina. A
escolha inicial em se utilizar a sacarose como substrato foi devido a preferéncia dos
micro-organismos fermentativos por carboidratos, permitindo deste modo, um maior
entendimento sobre o processo envolvido na geragdo de H,. Glicose e frutose
constituem produtos de hidrdlise da sacarose, os quais também sao utilizados para
producdo de H,. O interesse na avaliacdo da producdo de H, utilizando a xilose e a
glicerina como substrato estd baseado no fato destes produtos serem materiais
residuais dos processos de producdo do etanol de segunda geragéao (etanol 2G) e
biodiesel, respectivamente. A utilizacdo de materiais residuais de outros processos
energéticos para producao de biohidrogénio constitui uma idéia bastante atraente do
ponto de vista da minimizacdo de residuos para producdo de um combustivel
baseado em fontes renovaveis.

Neste estudo, utilizou-se o inéculo pré-tratado termicamente (100°C por 60
min) e o tempo de fermentacdo de 72 h, por terem sido as condi¢cdes experimentais
onde se obteve o maior rendimento de H, no estudo realizado anteriormente de
avaliacdo dos diferentes métodos de pré-tratamento do indculo (item 5.3). Neste
ensaio, utilizou-se a xilose nas concentracdes de 28,6 mmol.L™ (xilose 1) e 57,1
mmol.L™ (xilose 2). Diferentes concentracdes de xilose foram testadas tendo como

objetivo um maior rendimento de H,. Além disso, a sacarose foi testada com dois
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tipos de indéculos: o indculo pré-tratado termicamente (sacarose 1) e o indculo pré-
tratado termicamente ja utilizado em outro processo fermentativo (sacarose 2). O
objetivo de se utilizar um inéculo ja adaptado se baseou na tentativa de se trabalhar
com culturas produtoras de H, pré-selecionadas, visto que o inoculo ja havia sido
pré-tratado termicamente em experimento anterior.

A Figura 5.9 apresenta as porcentagens de degradacdo dos respectivos

substratos utilizados para producéo de H, em 72 h de fermentacéo.

Sacarose 1
Sacarose 2
Glicose
Frutose
Xilose 1
Xilose 2

Glicerina

Degradagéo do substrato (%)

Figura 5.9: Porcentagem de degradacéo dos diferentes substratos utilizados para producdo de H, em
72 h de fermentacéao utilizando inoculo pré-tratado termicamente. Sacarose 1 = concentragdo de 11,8
mmol.L™ utilizando inéculo n&o adaptado anteriormente; Sacarose 2 = concentracdo de 11,8 mmol.L™
utilizando in6culo adaptado anteriormente (reciclo do inoculo); Glicose = concentragdo de 25,0
mmol.L™"; Frutose = concentracéo de 22,6 mmol.L™; Xilose 1 = concentracdo de 28,6 mmol.L™"; Xilose

2 = concentracado de 57,1 mmol.L™ e Glicerina = concentracgdo de 46,6 mmol.L™.

Através da Figura 5.9, é possivel observar que tanto o meio contendo
sacarose 1 (inéculo ndo adaptado anteriormente) como o meio contendo sacarose 2
(indculo adaptado anteriormente) apresentaram aproximadamente 96% de consumo
do substrato. O meio contendo glicose obteve porcentagem de consumo similar
(95%) aos meios contendo sacarose como substrato. Aproximadamente 87% da

frutose foi consumida em 72 h de fermentagdo. Os meios contendo xilose 1

80



Capitulo 5: Resultados e Discussao

(concentracéo xilose = 28,6 mmol.L™) e xilose 2 (concentracéo xilose = 57,1 mmol.L’
1y apresentaram porcentagens de degradacdo bem distintas, 93% e 50%,
respectivamente. A glicerina foi praticamente consumida (97%) durante o processo
fermentativo.

Com relagcédo aos metabdlitos produzidos ao longo de 72 h de fermentacéo,
observou-se apenas a formacdo dos acidos acético e butirico em todos os casos,
sugerindo deste modo a fermentacéo do tipo butirica para todos os meios contendo
os diferentes substratos. A Figura 5.10 apresenta as propor¢des dos acidos acético
e butirico obtidas para os meios fermentativos contendo diferentes substratos. A
maior concentracdo dos acidos acético e butirico observada na sacarose 2 é devido
a utilizacdo de um inoculo oriundo de outro processo fermentativo que envolveu a

producédo deste dois acidos (reciclo de inéculo).

m Acido butirico
m Acido acético

Concentracdo dos acidos (mM)

Figura 5.10: Proporcdes entre os acidos acético e butirico obtidas para os meios fermentativos
contendo diferentes substratos para producdo de H, em 72 h utilizando inéculo pré-tratado
termicamente. Sacarose 1 = concentracdo de 11,8 mmol.L™" utilizando inéculo ndo adaptado
anteriormente; Sacarose 2 = concentracdo de 11,8 mmol.L™ utilizando in6culo adaptado
anteriormente (reciclo do inoculo); Glicose = concentragdo de 25,0 mmol.L™; Frutose = concentracdo
de 22,6 mmol.L™; Xilose 1 = concentracdo de 28,6 mmol.L™; Xilose 2 = concentracdo de 57,1 mmol.L

! e Glicerina = concentracdo de 46,6 mmol.L™.
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No meio fermentativo contendo glicerina como substrato, foi observada a
formacdo de outro metabdlito além dos acidos acético e butirico. O metabdlito
formado apresenta um tempo de retencdo (tr = 10,4 minutos) muito proximo ao
tempo de retencdo do composto 1,2-propanodiol (tg = 10,1 minutos). Ha indicios de
que o composto formado seja o 1,3-propanodiol, no entanto, a confirmacgéo nao
pdde ser realizada devido a auséncia deste padrdo no laboratério. A Figura 5.11
apresenta os cromatogramas obtidos para 0 meio contendo glicerina como substrato

no tempo de 72 h (A) e para o padrdo de 1,2-propanodiol (B).
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Figura 5.11: Cromatogramas obtidos para analise do meio contendo glicerina como substrato. A

Cromatograma do meio contendo glicerina como substrato apés 72 h de fermentacédo; B
Cromatograma do padrdo 1,2-propanodiol 5 mmol.L™; 1 = Metabdlito formado; 2 = Padrdo 1,2-

propanodiol 5 mmol.L™.
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A sugestéo do 1,3-propanodiol baseou-se no estudo realizado por Akutsu et
al. (2009). Neste estudo, os autores investigaram o efeito do pré-tratamento térmico
do in6culo na producédo de H; utilizando glicerina como substrato. Foi utilizada uma
cultura mista, na qual espécies do género Clostridium eram dominantes no meio
fermentativo. Os autores observaram um rendimento maximo de 38,1 mL de Hy/g
DQO de glicerina e o 1,3-propanodiol como principal subproduto da fermentagéo.
Esta atribuicdo foi baseada na rota metabdlica do Clostridium butyricum, na qual ele
degrada a glicerina em 1,3-propanodiol ou em uma variedade de subprodutos via
piruvato (Figura 5.12). Os autores sugeriram que o inoculo pré-tratado termicamente
favorece a producgdo simultanea de H, e 1,3-propanodiol, em virtude de espécies do
género Clostridium, selecionadas durante o pré-tratamento, serem capazes de
produzir ambas substancias [AKUTSU et al., 2009].

A producdo biolégica de 1,3-propanodiol recentemente tem despertado
grande interesse, devido a funcionalidade deste composto como fonte de materiais
poliméricos para as industrias quimicas devido as suas caracteristicas especiais, tais
como alta biodegradabilidade [TEMUDO et al., 2008]. Atualmente, ele € utilizado em
resinas, argamassas e tintas [SELEMBO et al., 2009]. Até o presente momento,
varios tipos de micro-organismos, incluindo os do género Clostridium, tem sido
investigados para producdo do 1,3-propanodiol. Por exemplo, Clostridium
acetobutylicum e o Clostridium butyricum séo relatados como produtores de 0,54-
0,62 e 0,63-0,68 mol de 1,3-propanodiol/mol de glicerol, respectivamente [AKUTSU
et al., 2009].
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Figura 5.12 : Rota metabdlica do Clostridium butyricum a partir do glicerol [AKUTSU et al., 2009]. 1 =
hidrogenase; 2 = Ferredoxina-NAD(P)'-redutase; 3 = NAD(P)H-ferredoxina redutase; 4 = glicerol
desidrogenase; 5 = DHA quinase; 6 = 1,3-propanodiol desidrogenase; 7 = glicerol desidratase; 8 =
fosfotransacetilase; 9 = acetato linase; 10 = fosfotransbutilase; 11 = butirato quinase;12 = piruvato-

ferredoxina oxirredutase; 13 = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.
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A Figura 5.13 apresenta os rendimentos méaximos de H, obtidos para os
diferentes substratos testados.

Rendimento méaximo de Hz (mols de Hz/mol
de substrato)

Y Vv & \06% (oe'» %QJ’L
O © ©
3 £ +

Figura 5.13: Rendimentos maximos de H, para os diferentes substratos utilizados em 72 h de
fermentacdo e utilizando inoculo pré-tratado termicamente. Sacarose 1 = concentracdo de 10 g.L™
utilizando in6culo ndo adaptado anteriormente; Sacarose 1 = concentracdo de 11,8 mmol.L™
utilizando in6culo ndo adaptado anteriormente; Sacarose 2 = concentracdo de 11,8 mmol.L™
utilizando inéculo adaptado anteriormente (reciclo do inéculo); Glicose = concentracdo de 25,0
mmol.L™; Frutose = concentracdo de 22,6 mmol.L™; Xilose 1 = concentracdo de 28,6 mmol.L™; Xilose

2 = concentracao de 57,1 mmol.L™ e Glicerina = concentracdo de 46,6 mmol.L™.

Os meios fermentativos contendo sacarose como substrato apresentaram
os maiores rendimentos de Hj, aproximadamente 4,17 e 4,24 mol de H,/mol de
sacarose, para sacarose 1 e sacarose 2, respectivamente. Estes resultados,
associados aos resultados similares obtidos para o0 consumo da sacarose
(aproximadamente 96% de consumo para ambos 0s meios, sacarose 1 e sacarose
2) sugerem a possibilidade de utilizacdo de reuso da biomassa durante o processo
fermentativo para producéo de H,.

Os meios que utilizaram glicose e frutose como substrato apresentaram
rendimentos de H; similares, 2,19 e 2,09 mol de Hy/mol de substrato,
respectivamente. Aproximadamente metade do valor obtido quando se utiliza

sacarose, mostrando coeréncia entre os resultados obtidos.
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A utilizacdo da xilose como substrato para producdo de H, mostra-se
tecnicamente interessante, visto que o rendimento obtido para xilose 1
(concentracdo igual a 28,6 mmol.L™), 1,88 mol de H./mol de xilose, é préximo ao
rendimento obtido pela glicose (2,19 mol de Hy/mol de glicose). Este resultado pode
ser explicado através da Figura 5.14, que mostra a rota metabdlica utilizada pelos
micro-organismos do género Clostridium na conversdo de hexoses e pentoses em
H,, acidos organicos e solventes. Estes micro-organismos sao capazes de fermentar
pentoses (por exemplo, xilose) em pentose-5-fosfato e em seguida, em frutose-6-
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, os quais sdo produtos intermediarios da via
glicolitica [VALDEZ-VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009].
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Figura 5.14: Rota metabolica utilizada pelos micro-organismos do género Clostridium [Adaptado
VALDEZ-VAZQUEZ e POGGI-VARALDO, 2009].
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Na tentativa de se obter maiores rendimentos de H, a partir da xilose,
utilizou-se uma solugdo de xilose com uma concentragdo duplicada (xilose 2 —
concentracdo de 57,1 mmol.L™}). No entanto, é possivel observar que quando se
utilizou uma maior concentracdo da xilose, o rendimento de H, praticamente caiu
pela metade, de 1,88 para 0,85 mol de H,/mol de xilose. Resultados similares foram
obtidos por Lin e Cheng (2006) ao analisarem o efeito da concentragéo da xilose na
producado de H; a partir de uma cultura mista. Diferentes concentracdes de xilose (10
a 100 g de DQO.L™) foram utilizadas e a maior producdo de H, ocorreu com o
substrato na concentracdo de 20 g de DQO.L™?. Os autores sugeriram que a
fermentacdo para producdo de H, utilizando xilose pode ser inibida pela
concentracéo do substrato.

O menor rendimento de H, obtido, 0,80 mol de Hy/mol de substrato, foi
observado ao se utilizar a glicerina como substrato. Resultados comparaveis tém
sido obtidos na literatura. Ngo e colaboradores (2011) estudaram o processo de
producdo de H, a partir de uma bactéria termofilica, Thermotoga neapolitana DMS
4359 utilizando glicerina pura e glicerina residual (oriunda do processo de producéo
do biodiesel) como substratos. Os maiores rendimentos de H, foram obtidos no
tempo de 49 h de fermentacdo para ambos os inéculos, 1,02 e 1,28 mol de Hy/mol
de glicerina, para a glicerina pura e para a glicerina residual, respectivamente.
Selembo et al. (2009) investigaram a produc¢éo de H, a partir de uma cultura mista
pré-tratada termicamente utilizando glicerina como substrato. Rendimentos similares
foram obtidos para a glicerina pura e para a glicerina residual, 0,28 e 0,31 mol de
H./mol de glicerina consumida, respectivamente.

Baseado nos rendimentos tedricos maximos de até 8 mol de Hy/mol de
sacarose, 4 mol de Hy/mol de acucar C6, 6 mol de H,/mol de acucar C5 e 3 mol de
H./mol de glicerina, com a respectiva formacao de 4cido acético em todos os casos,
€ possivel observar bons rendimentos da producdo de H, para os diferentes
substratos testados: 52% para sacarose 1, 53% para sacarose 2, 55% para glicose,
52% para frutose, 31% para xilose 1, 15% para xilose 2 e 27% para glicerina.

A Tabela 5.12 apresenta diferentes substratos utilizados para produgao de
H, fermentativo a partir de culturas mistas. E possivel observar através desta tabela,
que os rendimentos de H, obtidos neste trabalho sdo comparaveis aos valores

descritos na literatura.
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In6culo Substrato  Modo reator Rendimento méximo de H» Referéncias
Lodo utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura Sacarose Batelada 1,6 mol de Hz/mol de sacarose MAINTINGUER, 2009
Lodo de tratamento de aguas residuais Sacarose Batelada 6,12 mol de Ho/mol de sacarose ZHU e BELAND, 2006
Lodo de tratamento de aguas residuais de producao de citrato ~ Sacarose Continuo 1,61 mol de Hz/mol de sacarose ZHAO e YU, 2008
Lodo de tratamento de esgoto municipal Sacarose Continuo 3,88 mol de Hz/mol de sacarose LEE, LIN e CHANG, 2006
Lodo de tratamento de esgoto Sacarose Batelada 4,24 mol de Hz/mol de sacarose NESTE ESTUDO
Lodo anaerébio granular Glicose Batelada 1,46 mol de Hy/mol de glicose DAVILA-VAZQUEZ et al., 2008
Lodo anaerébio de tratamento de esgoto Glicose Continuo 1,63 mol de Hz/mol de glicose WU et al., 2008a
Lodo digerido de tratamento de esgoto Glicose Batelada 1,8 mol de Hz/mol de glicose WANG e WAN, 2008
Lodo de tratamento de esgoto Glicose Batelada 2,19 mol de Haz/mol de glicose NESTE ESTUDO
Lodo de tratamento de esgoto Frutose Continuo 1,68 mol de Hz/mol de frutose LEE et al., 2007
Lodo de tratamento de esgoto Frutose Batelada 2,09 mol de Hz/mol de frutose NESTE ESTUDO
Lodo de tratamento de esgoto municipal Xilose Batelada 2 mol de Hz/mol de xilose LIN e CHENG, 2006
Lodo de tratamento de dejetos de suinocultura Xilose Batelada 0,8 mol de Hz/mol de xilose MAINTINGUER, 2009
Lodo de tratamento de esgoto Xilose Continuo 1,60 mol de Hx/mol de xilose WU et al., 2008b
Lodo de tratamento de esgoto Xilose Batelada 1,88 mol de Hz/mol de xilose NESTE ESTUDO
Solo do cultivo de trigo Glicerina Batelada 0,28 mol de Hx/mol de glicerina SELEMBO et al., 2009
Lodo de tratamento de esgoto Glicerina Batelada 0,80 mol de Hz/mol de glicerina NESTE ESTUDO
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. In6culo

Neste trabalho, utilizou-se como inéculo lodo anaerébio oriundo de Estacao
de Tratamento de Esgoto (ETE) da CEDAE (Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos) de diferentes procedéncias. O indculo utilizado nos ensaios preliminares de
producdo de H, foi coletado na ETE-Penha (Rio de Janeiro). Ja4 o in6culo utilizado
nos experimentos posteriores, foi coletado na ETE-Alegria (Rio de Janeiro). Ambos
0s inéculos foram coletados de um digestor de tratamento de lodo de excesso do
sistema de lodo ativado em operacéo na planta.

Utilizou-se também lodo anaerobio coletado em um reator UASB de
tratamento de efluente de uma indastria de abatedouro de aves localizada na cidade
do Rio de Janeiro (RJ).

O teor de solidos suspensos volateis (SSV) dos indculos foi obtido de acordo

com normas recomendadas por métodos oficiais [APHA, 1998].

4.2. Ensaios para producéo biolégicade H >

4.2.1. Ensaios preliminares

Inicialmente os experimentos foram conduzidos em frascos de vidro de 500
mL acoplados a bags de PFV (polifluoreto de vinila) para a coleta do biogas
produzido. Um bag contendo N, também foi acoplado a saida lateral dos frascos, de
modo a permitir o borbulhamento de N, no sistema, evitando assim a retencédo dos
gases no meio fermentativo.

A Figura 4.1 apresenta o sistema utilizado nos ensaios preliminares para

producado de H; via fermentacao anaerobia.
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Y

Figura 4.1: Sistema utilizado nos ensaios preliminares para produgéo de H,.

Neste ensaio, foram utilizados dois tipos de inéculo: o indculo in natura e o

in6culo pré-tratado termicamente. No pré-tratamento térmico, o indculo foi aquecido

a 100°C por 60 minutos e depois mantido a temperatura ambiente para posterior

utilizacdo. O meio reacional foi composto de 75 mL do in6culo, 75 mL de &agua

destilada e 500 pL de uma solugcéo contendo nutrientes e sacarose. A Tabela 4.1

apresenta a composicao da solucédo de nutrientes e sacarose.

Tabela 4.1: Composi¢cao da solucao de nutrientes para 0os ensaios preliminares de producéo de H,.

Reagentes Concentragéo (mg.L'l) Finalidade
Sacarose 25000 Substrato
K,HPO,.3H,0 800 Tampéo
NH4HCO; 2025 Macronutriente
FeSO,.7H,0 25
ZnCl,
CuCl,.2H,0
MnCl,. 4H,0
(NH4)M070,4.4H,0 15
CaCl, 50 Micronutriente
CoCl,.6H,0 5
MgCl,.6H,0 100
NacCl 10
NiCl,.6H,0 5
H3BO; 5

Fonte: Adaptado de MU, YU e WANG, 2007.
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O pH do meio reacional foi ajustado para 5,5 + 0,1 com HCl 1 mol.L e o
sistema purgado com N, por 10 minutos, para manutencdo das condi¢cbes de
anaerobiose. Os frascos reacionais foram incubados em shaker a 35°C e 100 rpm
por 24 horas (Figura 4.1 B).

4.2.2. Ensaios para avaliacdo do pré-tratamento do  inoculo

4.2.2.1. Pré-tratamento do in6culo

Nesta etapa, foram avaliados trés métodos de pré-tratamento do inoculo: o
pré-tratamento térmico (o inéculo foi aquecido a 100°C durante 60 minutos), o pré-
tratamento alcalino (o pH do in6culo foi ajustado para 12 com NaOH 5 mol.L™, sendo
mantido durante 60 minutos, apds este tempo o pH foi ajustado a 7 com HCI 10
mol.L™}) e o pré-tratamento &cido (o pH do inéculo foi ajustado para 2 com HCI 10
mol.L™, sendo mantido durante 60 minutos, apés este tempo o pH foi ajustado a 7
com NaOH 5 mol.L™).

4.2.2.2. Meio reacional

Os experimentos foram conduzidos em frascos tipo penicilina cujo volume
era de 100 mL. O meio reacional foi composto do indculo in natura ou pré-tratado
(térmico, acido ou alcalino), do substrato sintético representado por uma solucéo de
sacarose 10 g.L' e de uma solucdo de nutrientes. A Tabela 4.2 apresenta a
composicdo da solugcdo de nutrientes. No momento da utilizagdo da solucéo
nutricional, 10 mL da solucéo 2 foi adicionada a 1000 mL da solugéo 1, perfazendo

uma solucéo unica que foi adicionada ao frasco reacional.
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Tabela 4.2: Composicdo da solucdo de nutrientes para os ensaios de avaliacao de diferentes
métodos de pré-tratamento do indculo.

Solucgéo Reagentes Concentracado (mg.L™) Finalidade
KH,PO, 2500 .
Tampéo
1 K;HPO, 2500
NH,CI 20000 Macronutriente
FeCl; 2000
ZnC|2 50
CuCl,.2H,0 30
MnCl,. 4H,0 500 . .
Micronutriente
(NH4)sM0,0,4.4H,0 50
AICl; 50
CoCl,.6H,0 2000
HCI (concentrado) 1mL

Fonte: Adaptado de CHERNICARO, 2007.

A quantidade de cada um dos componentes do meio reacional foi
determinada baseando-se nas relacdes de DQO:SSV 1:1 m/m e DQO:N:P 350:5:1
m/m. A Tabela 4.3 apresenta a quantidade adicionada de cada componente aos

reatores anaerébios. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 4.3: Composi¢cédo do meio reacional.

Componentes Volume (mL)
In6culo 52
Substrato sintético (solucdo de sacarose 10 g.L™) 36,5
Solugéo de nutrientes 15
Volume liquido reacional total 20

O pH do meio reacional foi ajustado para 5,5 + 0,1 com HCI 10 mol.L ™. Para
manutencao das condi¢cdes de anaerobiose, 0s reatores anaerdbios foram purgados
com nitrogénio por 60 segundos cada e entdo vedados com tampa de borracha e
lacre de aluminio. Em seguida, os reatores foram incubados em shaker a 35°C e a
100 rpm de agitacéao.

Os ensaios tiveram uma duracéo de 120 horas, sendo que nas primeiras 72
h, a cada 24 horas, triplicatas de cada condi¢do reacional foram monitoradas quanto
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ao teor de H; no biogas. A Ultima amostragem ocorreu 48 h apds as 72 h iniciais de
fermentacdo. Os meios reacionais foram descartados apds as amostragens. Este
ensaio permitiu a avaliacdo do melhor tempo de reacdo para producdo de
hidrogénio. Além disso, foi possivel monitorar a etapa de hidrolise da sacarose e a

geracdo dos metabdlitos intermediarios formados durante o processo fermentativo.

4.2.3. Ensaios para avaliacao de diferentes substra tos

Nestes ensaios, foram testados diferentes substratos sintéticos para
producédo de H,: sacarose, glicose, frutose, xilose e glicerina.

Os experimentos foram conduzidos em frascos tipo penicilina (100 mL)
contendo 0 meio reacional composto do inéculo pré-tratado, do substrato sintético e
da solucdo de nutrientes (mencionada no item 4.2.2.2). A quantidade de cada um
dos componentes do meio reacional foi determinada baseando-se nas relagcbes de
DQO:SSV 1:1 m:im e DQO:N:P 350:5:1 m:m. A Tabela 4.4 apresenta a quantidade
adicionada de cada componente aos reatores anaerobios. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

Tabela 4.4: Composicdo do meio reacional para os ensaios de avaliacdo de diferentes substratos

para produc¢éo de H,.

Tipo de Substrato ConC(.antragéo do substratj no Volume adicionado (mL)
meio reacional (mmol.L™) Inéculo Solugéo nutricional  Substrato
Sacarose 10 g.L'l 11,8 52 1,5 36,5
Glicose 10 g.L'l 25,0 48 1,4 40,6
Frutose 10 g.L™* 22,6 52 1,4 36,6
Xilose 10 g.L'l 28,6 50 1,4 38,6
Xilose 20 g.L™ 57,1 50 1,4 38,6
Glicerina 10 g.L'1 46,6 50 1,4 38,6

O pH do meio reacional foi ajustado para 5,5 + 0,1 com HCI 10 mol.L™. Para
manutencdo das condi¢cdes de anaerobiose, 0s reatores anaerdbios foram purgados

com nitrogénio por 60 segundos cada e entdo vedados com tampa de borracha e
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lacre de aluminio. Em seguida, os reatores foram levados para o shaker, onde foram

mantidos a 35°C e 100 rpm de agitacéo, durante 72 horas.

4.3. Anélises microbioldgicas

As analises microbioldgicas deste trabalho foram realizadas em colaboracéo

com o Laboratorio de Diagnostico Molecular da Embrapa Agroindustria de Alimentos

(RJ) e com o Laboratério de Biologia Molecular da Divisdo de Corrosao e

Degradacao do Instituto Nacional de Tecnologia (RJ).

4.3.1. Extracdo do DNA do pool bacteriano

O DNA genbmico do pool bacteriano foi extraido e purificado usando o Kit

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen Sciences, USA).

kit:
1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

O procedimento de extragéo foi realizado de acordo com as instru¢gbes do

Centrifugar a amostra por 10 minutos a 7500 rpm,;

Descartar o sobrenadante;

Pesar 200 mg da amostra;

Ressuspender a amostra em 350 pL de tampdo ATL (antes de utiliza-lo
colocar no banho a 56°C);

Adicionar 40 L de proteinase K e incubar a 56°C por 2 horas;

Agitar em vortex por 15 segundos. Adicionar 200 yL do tampao AL e agitar
vigorosamente em vortex. Adicionar 200 pL de etanol 100% (gelado) e agitar
novamente em vortex;

Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm,;

Transferir 300 yL do sobrenadante para a coluna branca e centrifugar a
8000 rpm durante 1 minuto. Descartar o filtrado e o tubo de coleta,

Transferir a coluna para um novo tubo de coleta, adicionar 500 pyL do
tampédo AW1 e centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Descartar o filtrado e o
tubo de coleta;

Transferir a coluna para outro novo tubo de coleta, adicionar 500 yL do
tampdo AW2 e centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos para secar a

membrana da coluna. Descartar o filtrado e o tubo de coleta;
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11)

12)

13)

Transferir a coluna para um tubo eppendorf novo, pipetar 200 yL de tampéo
AE e aplicar diretamente na membrana da coluna. Incubar & temperatura
ambiente por 1 minuto e centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto;

Pipetar novamente 200 pL de tampdo AE e aplicar diretamente na
membrana da coluna. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto;

Descartar a coluna e reservar o filtrado.

A quantificacdo do DNA foi realizada através de um espectrofotometro

Nanodrop modelo ND-1000.

4.3.2. Extracdo do RNA do pool bacteriano

O RNA total do pool bacteriano foi extraido usando o Kit RNeasy Plant Mini

(Qiagen Sciences, USA).

kit:
1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)
9)

10)
11)

12)

O procedimento de extracdo foi realizado de acordo com as instrucdes do

Centrifugar a amostra por 10 minutos a 7500 rpm;

Descartar o sobrenadante;

Pesar 100 mg da amostra homogénea em eppendorf esterilizado;

Adicionar 650 uL de tampao RLC com B-mercaptoetanol e agitar em vortex;
Incubar a 56°C por 3 minutos. Se o lisado ficar em suspensao, centrifugar
por 14500 rpm durante 1 minuto;

Transferir o lisado para a coluna lilas e centrifugar a 14500 rpm por 2
minutos;

Transferir o sobrenadante do tubo coletor para o eppendorf. Verificar o
volume;

Adicionar meio volume de etanol (96-100%) e homogeneizar;

Transferir a solugdo (~ 650 pL), incluindo o possivel precipitado para a
coluna rosa;

Centrifugar a 10000 rpm por 2 minutos;

Descartar o eluato, adicionar 700 pyL de tampao RW1 e centrifugar a 12000
rpm durante 1 minuto;

Verificar se nao restou liquido dentro da coluna. Em caso positivo,

centrifugar novamente;
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13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)

Remover a coluna do tubo com cuidado para que a resina ndo entre em
contato com o eluato;

Descartar o eluato da lavagem, adicionar 500 puL de tamp&o RPE na coluna
e centrifugar a 10000 rpm por 15 segundos;

Descartar o eluato, adicionar 500 uL de tampé&o RPE na coluna e centrifugar
a 10000 rpm por 2 minutos (secar a membrana);

Remover a coluna do tubo com cuidado para ndo haver contaminagédo com o
etanol;

Descartar o tubo coletor e conectar um novo;

Centrifugar a 14500 rpm durante 1 minuto;

Conectar a coluna em eppendorf de 1,5 mL, adicionar 50 yL de H,O milli-Q
estéril e centrifugar a 10000 rpm durante 2 minutos;

Repetir a eluicdo com o eluato da etapa anterior.

A quantificacdo do RNA foi realizada através de um espectrofotdmetro

Nanodrop modelo ND-1000.

4.3.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A analise qualitativa do DNA extraido do pool bacteriano foi realizada

através da técnica de PCR. Para esta analise foram utilizados pares de primers

especificos para o gene 16S rRNA de Clostridium sp. e para o gene hidrogenase de

Clostridium sp. Os primers foram sintetizados pela empresa Invitrogen Life

Technologies, contendo a série de bases nucleotidicas descritas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Primers utilizados na reacéo em cadeia de polimerase (PCR).

Primers Sequéncia (5°-3") Especificidade Referéncias
Gene 16S rRNA de
16S-f AGCGTTGTCCGGATTTACTG o Wang et al., 2008b
Clostridium sp.
Gene 16S rRNA de
16S-r TTCGCCACTGGTATTCTTCC . Wang et al., 2008b
Clostridium sp.
Gene hidrogenase de
HG-f AAGAAGCTTTAGAAGATCCTAA . Wang et al., 2008b
Clostridium sp.
Gene hidrogenase de
HG-r GGACAACATGAGGTAAACATTG Wang et al., 2008b

Clostridium sp.
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Os componentes da PCR e suas respectivas concentragcdes podem ser
visualizados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Componentes da PCR.

Componentes Solucéo estoque  Concentracdo final ~ Volume (uL)
Tampéao* 10x 1x 50
dNTPs 10 mM 0,4 mM 2,0
MgCl, 50 mM 3,5 mM 3,5
Primer-f 10 uM 0,5 uM 25
Primer-r 10 uM 0,5 uM 25
Taq DNA polimerase 5U.uL" 0,5U.uL™ 5,0
DNA - - 5,0
H,O - - 24,5
Volume final - - 50,0

*20 mM Tris-HCI, pH 8,4

A PCR foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA). A condicdo de ciclagem térmica utilizada esta
representada na Figura 4.2. Os produtos da PCR foram separados em gel de
agarose 2,0 % com brometo de etidio em tampé&o TBE (1,0 M tris; 0,9 M &cido baorico
e 0,01 M EDTA). Utilizou-se o marcador Low DNA Mass Ladder, para estimar os
fragmentos do DNA da amostra em pares de bases (pb). Os produtos da PCR foram
visualizados e fotodocumentados com o auxilio de um transiluminador E-Box 008

System (Vilbert Lourmat-Biosystems) sob luz UV a 302 nm.

i 40 ciclos i
Desnaturagéo inicial | Desnaturagéo E
95 °C © o 95°C Extens&o : Extens&o final
10 min i 15se i
; g 72°C 72°C
! Anelamento 30 seg ! 4 min
! 58 °C !
i 1 min :

Figura 4.2: Condigéo de ciclagem térmica para obtengéo dos produtos de PCR.
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4.3.4. RT-PCR em tempo real

A analise do nivel de expressdo do gene hidrogenase foi realizada utilizando
a técnica de RT-PCR em tempo real em dois estagios: a sintese do cDNA seguida

da PCR em tempo real.
4.3.4.1. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando TagMan Reverse Transcription
Reagents (Applied Biosystems, USA), nas seguintes concentracdes (volume final de
50 pL): tamp&o Taq Man RT (1x); 5,5 umol.L™* de MgCl,; 500 pmol.L™* de dNTPs; 2,5
umol.L™ de primer random hexamer; 1,25 U. uL™ da enzima transcriptase reversa e
0,4 U.uL* de inibidor de RNase. O RNA foi adicionado na faixa de 60 ng a 2 pg.

A ciclagem térmica utilizada para a sintese do cDNA consistiu de trés fases:
incubacao inicial a 25°C por 10 minutos, ativacdo da enzima transcriptase reversa a
48°C por 30 minutos e inativacdo a 95°C por 5 minutos.

O cDNA sintetizado foi posteriormente utilizado na PCR em tempo real.

4.3.4.2. PCR em tempo real

Para a andlise de PCR em tempo real foram utilizados os mesmos pares de
primers descritos na Tabela 4.5. Neste caso, o gene 16S rRNA de Clostridium sp.
corresponde ao gene constitutivo e o gene hidrogenase de Clostridium sp.
corresponde ao gene alvo.

As reacgdes (volume final de 25 uL) foram realizadas com SYBR Green PCR
Master Mix (1x); 0,5 pmol.L™ de cada primer (forward e reverse) para os dois genes
(constitutivo e alvo) e 10 ng de cDNA.

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o equipamento ABIPRISM-
SDS7000 (Applied Biosystems, USA). A condicao de ciclagem térmica utilizada esta
representada na Figura 4.3. Os niveis de expressao foram determinados usando o
método delta delta C;, calculado com valores de C; do gene 16S (gene constitutivo) e
do gene hidrogenase (gene alvo) para cada amostra. Como calibrador foi utilizado a
amostra de lodo in natura. As curvas de dissociacédo foram plotadas para verificacdo

da especificidade dos primers utilizados.
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40 ciclos Curva de dissociacéo

Desnaturacgéo inicial ' Desnaturagcéo

0,
95 °C 95 °C Extenséo 19555(%
10 min 15 seg
Anelamento
0 60 °C 60 °C
ismi(ri 60 seg 15 seg

Figura 4.3: Condicao de ciclagem térmica para obtencdo dos produtos de PCR em tempo real.

4.3.5. Contagem de bactérias anaerdbias

A metodologia utilizada no Laboratorio de Biocorroséo e Biodegradacao do
Instituto Nacional de Tecnologia para contagem das bactérias anaerdbias do meio
fermentativo foi baseada na técnica dos tubos mudltiplos para determinacdo do
namero mais provavel (NMP). As condicdes utilizadas para este ensaio foram: meio
de cultura de tioglicolato, temperatura de 30°C e tempo de 28 dias. Esta metodologia
permite estimar a densidade de bactérias em uma amostra, calculada a partir da

combinacéo de resultados positivos e negativos [APHA, 1998].

4.4. Anélises cromatograficas

4.4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CL  AE)

A andlise dos carboidratos (sacarose, glicose, frutose e xilose), acidos
organicos volateis (acidos aceético, propidnico, isobutirico e butirico) e glicerina,
presentes no meio fermentativo, foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se um cromatégrafo liqguido da Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Japao) composto dos seguintes modulos: degaseificador (modelo DGU-
14A), bomba (modelo LC-10AT), auto-injetor (modelo SIL-20A), forno para coluna
(modelo CTO-10AS) e detector UV-VIS (modelo SPD-10AV) conectado em série
com detector de indice de refragdo (modelo RID-10A). A Figura 4.4 apresenta o

equipamento utilizado durante as analises cromatograficas. A aquisicdo e o
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tratamento dos dados foram controlados pelo software Class VP 6.1 (Shimadzu

Corporation, Japao).

Figura 4.4: Cromatégrafo Liquido da Shimadzu utilizado durante as analises cromatogréficas.

As amostras do meio fermentativo anaerébio foram centrifugadas durante 5
minutos a 3000 rpm, e entdo filtradas em membrana de porosidade 0,22 um Millipore
antes de serem injetadas no sistema cromatografico (n=3). As solucdes estoque dos
padrdes (1000 mmol.L™") de sacarose, glicose, frutose, xilose, acido acético, acido
propibnico, acido isobutirico, acido butirico e glicerina foram preparadas
separadamente com agua ultra pura e armazenadas em freezer.

As curvas analiticas foram preparadas usando o método de adi¢ao padréo e
o0 método de padronizacdo externa nos seguintes niveis de concentracao: 10, 30, 50,
70 e 100 mmol.L™>. Na preparacdo da curva de adicdo padrdo foram utilizados 2 mL
de sobrenadante do lodo anaerébio (matriz). As solu¢cdes de ambas as curvas foram
preparadas em triplicata e filtradas em membrana de porosidade 0,22 um Millipore
antes de serem injetadas no sistema cromatografico (n=3). As curvas foram obtidas
por regressdo linear atravées do meétodo dos minimos quadrados. Os solventes
utilizados como fase mével foram filtrados em membranas com porosidade de 0,45

pum Millipore utilizando um kit para filtragdo também Millipore.
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4.4.2. Cromatografia Gasosa (CG)

A analise cromatografica do biogas foi realizada no Laboratério de Gases
Combustiveis (LAGAS) da Divisdo de Energia (DIEN) do Instituto Nacional de
Tecnologia (INT).

A analise dos componentes do biogéas, tais como: H,, CH; e CO, foi
realizada por Cromatografia Gasosa (CG). Utilizou-se um cromatdgrafo gasoso
CG6890 Agilent equipado com detector de condutividade térmica (TCD) e ionizacdo
de chama (FID). A Figura 4.5 apresenta o equipamento utilizado durante as anélises
cromatograficas do biogés.

Figura 4.5: Cromatégrafo Gasoso da Agilent utilizado durante as analises cromatograficas.

As condicbes cromatograficas utilizadas para a analise do biogas foram:
colunas HP-PLOT AI203 “S” (50 m x 0,53 mm x 15 pm), HP-PLOTQ (30 m x 0,53
mm X 40 um) e HP-PLOT-Molecular Stieve 5A (15 m x 0,53 mm x 25 pm), nitrogénio
como gés de arraste, temperatura do injetor de 150°C e temperatura dos detectores
de 250°C. H, e CO, foram analisados através do detector de condutividade térmica
(TCD) e CH4 através do detector de ionizacdo de chama (FID).

O programa de temperatura da corrida cromatografica foi: temperatura
inicial (60°C por 2 minutos), taxa de aquecimento (80°C/min) e temperatura final
(100°C por 13 minutos).
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A quantificacdo do H, produzido nos reatores anaerobios foi realizada atraves
de uma curva analitica com solu¢cdes volumétricas in-house. Utilizou-se a equacédo
dos gases ideais (equacdo 4.1) para se determinar o nimero de mols de H, para
cada amostra, onde p corresponde a pressdo do gés, v o volume de gas, R a
constante universal dos gases ideais e T a temperatura absoluta. Neste trabalho,
utilizou-se R igual a 62,4 mmHg.L.mol™*.K™*, 760 mmHg de pressdo e 298,15 K de

temperatura.

pV (4.1)

Nos ensaios preliminares de producédo de H,, a amostragem do biogas foi
realizada utilizando os bags conectados aos frascos reacionais. NOs ensaios
posteriores, em que se utilizaram frascos tipo penicilina, a amostragem foi realizada
com o auxilio de ampolas que armazenavam o gas até o momento de injecdo no
cromatografo gasoso (Figura 4.6). O loop do cromatdgrafo foi limpo com uma
corrente de N, por 60 segundos a cada troca de amostra. A ampola foi purgada com
cinco injecdes de N, a cada troca de amostra.

Figura 4.6: Ampola de amostragem conectada ao sistema cromatografico gasoso.
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ANEXO 1

Artigo aceito na International Journal of Hydrogen Energy, 2011

Hydrogenase activity monitoring in the fermentative hydrogen production using heat
pretreated sludge: A useful approach to evaluate bacterial communities performance



ANEXO 2

Artigo submetido a International Journal of Hydrogen Energy, 2011

Simultaneous analysis of carbohydrates and volatile fatty acids by HPLC for
monitoring fermentative biohydrogen production



