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RESUMO

O processo biolégico de producdo de H, via fermentagdo é tido como
promissor, pois possibilita produzir H, a partir de dguas residudrias
domésticas ou industriais. O objetivo deste trabalho foi estudar métodos
de pré-tratamentode uma cultura mista anaerdbia, utilizada no
tratamento de vinhaga, visando a selecio e o enriquecimento em
microrganismos produtores de H,, avaliando o efeito dos pré-
tratamentos sobre a comunidade microbiana.Foram realizados os
seguintes pré-tratamentos: 1) Tratamento térmico a 100°C por 15 min;
2) Tratamento térmico a 100°C por 60 min; 3) Tratamento térmico a
80°C por 15 min; 4) Tratamento térmico a 80°C por 60 min; 5)
Tratamento dcido (pH 3/24 h); 6) Tratamento combinado (pH 3 e
fervura por 30 min); 7 e 8) Lavagem seletiva do lodo em biorreator
continuo, operado a 50°C com TRH de 12 h e 6 h. A produgdo de
hidrogénio pelos lodos pré-tratados foi verificada em ensaios em
batelada a 50°C durante, aproximadamente, 24 h. Os tratamentos
produziram 109, 71, 154, 139, 117, 72, 0,6 e 0,75 mL, respectivamente e
o controle (sem tratamento) 31 mL de hidrogénio. Analisou-se a
comunidade microbiana dos lodos pré-tratados através de andlise de
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) e sequenciamento
(Ion Torrent personal genome machine). Os pré-tratamentos térmico a
80°C por 15 min e o 4cido pH 3 por 24 h foram considerados os mais
apropriados para o enriquecimento do lodo proveniente de um sistema
de tratamento de vinhaca rica em bactérias produtoras de H,. Entio, foi
feito um estudo para encontrar a melhor relagcdo So/X, para produgdo de
H,desses dois tratamentos. A melhor relacdo So/Xpencontrada foi 2,0.
Os lodos tratados térmicamente e tratado com dcido foram utilizados
como indculo de biorreatores operados em batelada alimentada por 36
dias e com S¢/Xde 2,0, para verificar o comportamento da producio de
H, em longo prazo. Nos 36 dias de operacdo foi analisada a producéo de
H,e a comunidade microbiana inicial e final dos biorreatores através de
andlise de DGGE e sequenciamento. O tratamento com dacido foi o
tratamento que teve melhor resultado na producdo de hidrogénio em 36
dias.E o género mais frequente encontrado no lodo tratado com 4cido foi
o Thermoanaerobacterium spp., conhecida na iteratura como produtora
de hidrogénio.

Palavras-chave: hidrogénio, pré-tratamentos, vinhaca.






ABSTRACT

The biological process of H, production via fermentation is seen as
promising because it enables to produce H, from domestic or industrial
wastewater. The objective of this work was to study methods of pre-
treatment of mixed anaerobic culture used in the treatment of vinasse in
order to select and enrich for microorganisms that produce H2,
evaluating the effect of pre-treatments on the microbial community. The
following pretreatments were carried out: 1) Heat treatment at 100 °C
for 15 min 2) Heat treatment at 100 °C for 60 min; 3) Heat treatment at
80 °C for 15 min; 4) Heat treatment at 80 °C for 60 min; 5) acid
treatment (pH 3/24 h); 6) Combined treatment (pH 3, and boiling for 30
min); 7 and 8) Dry selective sludge bioreactor continuously operated at
50 °C with HRT of 6 h and 12 h. Hydrogen production by pre-treated
sludge was observed in batch tests at 50 °C for approximately 24 h. The
treatment produced 109, 71, 154, 139, 117, 72, 0.6 and 0.75 mL,
respectively and control (untreated) 31 mL of hydrogen. We analyzed
the microbial community of the pretreated sludge through analysis of
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) and sequencing (lon
Torrent Personal Genome Machine). The thermal pre-treatment at 80 °C
for 15 min and the acid pH 3 for 24 h were considered the most
appropriate for the enrichment of the sludge from a treatment system for
producing bacteria vinasse rich H,. So a study was done to find the best
So/Xp ratio for H2 production of these two treatments. The best So/X,
ratio found was 2.0. The heat treated sludge and treated with acid was
used as inoculum bioreactor operated in batch fed for 36 days with
So/Xp 2.0, to verify the behavior of H, production in the long term. In
the 36 days of operation was analyzed to produce H, and the initial end
of bioreactors and microbial community analysis using DGGE and
sequencing. The acid treatment was the treatment I had better result in
hydrogen production in 36 days. And the most common genus found in
sludge treated with acid was Thermoanaerobacterium sp. Known as the
iteratura hydrogen producer.

Keywords: biohydrogen, pre-treatments, vinasse.
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis, como petrdleo, carvao e gas natural,
além de serem fontes esgotdveis de energia, geram poluentes em sua
combustio, tais como o mondxido e o didxido de carbono, um dos
principais responsaveis pelo aquecimento global. Neste contexto, o H,
tem sido considerado a energia limpa do futuro, pois a sua combustio
resulta somente em dgua (WANG; WAN, 2009).

O H, é obtido termocataliticamente a partir do carvio,
naftalina, Oleos pesados e eletroquimicamente a partir da &4gua
(CHAUBEY et al., 2013). Entretanto, a maioria desses métodos
consomem combustiveis fdsseis comomatéria-prima, ndo sendo
ecologicamente sustentdveis. J4 a producdo de H, por microrganismos
demanda menos energia e abre caminho para a obtencdo do
combustivela partir de recursos renovdveis. A producdo de H, por
processos biolégicos é uma alternativa de degradagdo de compostos
poluentes, concomitante com a obtencio de H,. Existem,
principalmente, dois sistemas bioldgicos para a producdo de H,: os
processosdependentes e independentes da luz, também conhecidos como
claros e escuros. O primeiro consiste em produzir H, através de micro-
organismos fotossintéticos, tais como algas e bactérias fotossintéticas
dependentes da luz. J4 os processos fermentativos consistem no uso de
microrganismos produtores de H, anaerébios facultativos e obrigatdrios
que ndo necessitam de luz.

O processo bioldgico via fermentagao € tido como promissor,
pois possibilita produzir H, a partir de dgua residudria doméstica ou
industrial. Nesse processo sdo utilizadas como indculo culturas puras ou
mistas de microrganismos. Preferencialmente tém sido utilizadas
culturas mistas provenientes de biorretores anaerébios para o tratamento
de efluentes, pois a producdo do hidrogénio por fermentacio
compartilha diversos pontos em comum com a digestdo anaerdbia da
matéria organica.

O uso de culturas mistas apresenta vantagens sobre as
culturas puras, quais sejam: 1)favorecer a conducdo do processo
continuo; 2) a grande diversidade microbiana das culturas mistas
possibilita a utilizagdo de uma grande gama de substratos; e 3) os efeitos
das oscilagdes das condi¢des do processo sdo minimizados, também
pela grande diversidade microbiana.
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Porém, o sucesso da producio de H; por cultura mista requer a
inibicdo dos microrganismos consumidores de H,, no decorrer das
reacoes mediadas pelos microrganismos que compdem o lodo
anaerdbio. Pré-tratamentos de culturas mistas t€m sido utilizados para a
selecdo e enriquecimento de grupos especificos de bactérias produtoras
de H; e para a inibi¢ao das consumidoras (DAS;VERZIROGLU, 2008).
Diferencas fisioldgicas entre os grupos de bactérias obtém-senos pré-
tratamentos utilizados no preparo de inéculos produtores de H,. Vérios
tipos de pré-tratamento de cultura mista sdo descritos na literatura para
aumentar a producdo de H, como, por exemplo, aeracdo intensa, adi¢do
de compostos quimicos inibidores (CHANG et al., 2011), infravermelho
(SONG et al., 2012), processo continuo com diferentes TRHs (LUO et
al., 2010°). Entretanto, dentre os métodos descritos na literatura para
essa finalidade, o tratamento térmico é, sem divida, o mais largamente
aplicado (PRAKASHAM et al., 2012; CHEN et al., 2012;KAN, 2013).

H4 um consenso na literatura sobre a necessidade do pré-
tratamento de culturas mistas a fim de enriquecer o in6culo em bactérias
produtoras de H,. Porém, cada método de pré-tratamento tem a sua
eficidcia associada a natureza do inoculo, ao substrato € a forma de
operagdo do biorreatores. Portanto, o efeito do pré-tratamento do
inéculo na produgdo de hidrogénio deve ser estudado para cada
combinagdo de cultura mista e substrato, bem como as condi¢des de
operacdo dosbiorreatores.

Nesse sentido, esse trabalho estudou métodos de
enriquecimento de uma cultura mista (lodo) termofilica, utilizada no
tratamento anaerdbio de vinhaca, para a produgdo de hidrogénio. Nao ha
relatos na literatura sobre a producdo de H, com uma cultura mista desta
natureza. Para esse propdsito, olodo foi submetido a diferentes pré-
tratamentos, sendo a estrutura da comunidade microbiana avaliada por
andlises moleculares baseadas em biologia molecular e correlacionada a
producio de H, por fermentagao.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Estudar métodos de pré-tratamentode uma cultura mista
anaerdbia, utilizada no tratamento de vinhaga, visando a sele¢do e o
enriquecimento de microrganismos produtores de H,, avaliando o efeito
sobre a comunidade microbiana.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a melhor relacdo inicial substrato/ microrganismo
(So/Xy) para producdo de H, pela cultura mista estudada;

- Promover a selecdo e o enriquecimento de bactérias
produtoras de Hpno lodo anaerébio, quais sejam: tratamento térmico,
tratamento 4cido e lavagens seletivas do lodo em biorreator continuo,
aplicando diferentes tempos de retencéo hidraulica (TRH);

- Estudar a relagdo S¢/X( mais adequada para a producdo de
H, pelos lodos apds os pré-tratamentos;

- Estimar os parametros cinéticos de produ¢do de H,, por meio
de modelagem, utilizando como substrato a glicose;

- Correlacionar os metabdlitos soldveis do processo, tais como
acidos orgénicos e etanol com a produgdo de H.

- Verificar a eficicia dos métodos de enriquecimento a longo
prazo, operando reatores em bateladas sequenciais.

- Caracterizar a comunidade microbiana do indculo e da
selecionada pelos pré-tratamentos por ferramenta molecular baseada em
biologia molecular e correlaciond-las com a produgdo de H,.;






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Hidrogeénio

O hidrogénio compde 75% da massa do Universo e no planeta
terra, compde aproximadamente 70% da superficie terrestre. Sua
principal ocorréncia, cerca de 90%, estd na 4gua e em proteinas
presentes nos seres vivos. E o elemento quimico mais simples que
existe. Formado por apenas um préton e um elétron. Seu nimero
atomico € 1, sua massa molar € igual a 1,008 g e seu simbolo quimico é
H. Encontra-se frequentemente na forma molecular compondo o gés H,.
O H; possui densidade de 0,0899 kg/m3 (a 0°C e 0,1013 MPa), ponto de
ebulicdo: -252,8°C (na pressdo de 0,1013 MPa), inflamdvel entre as
concentragdes 4,0% a 75% (v/v), coeficiente de difusdo: 0,61 cm2/s, lg
de H,, ocupa o espago de aproximadamente 11 litros sob pressdo
atmosférica. A energia contida em 1 kg de H, equivale a 2,75 kg de
gasolina. No seu estado natural e sob condi¢cdes ambientes de
temperatura e pressdo, o hidrogénio é um gés incolor, inodoro, insipido
e muito mais leve que o ar. O hidrogénio pode estar no estado liquido,
ocupando um espago 700 vezes menor do que em forma de gés. O
hidrogénio liquido deve ser armazenado a temperatura de —253°C.
Acima desta temperatura, o hidrogénio ndo pode ser liquefeito, mas
pode ser armazenado em forma de gds comprimido em cilindros de alta
pressio (GOMES NETO, 2005). Santos e Santos (2007), apontam a
vantagem do H, comparando o poder calorifico desse sobre outros
combustiveis, conforme os dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Poder calorifico de diferentes combustiveis.

Combustivel Poder Calorifico (a 25°C e 1 atm)
Hidrogénio 119,93 kJ/g a 141,86 kl/g
Metano 50,02 kJ/g a 55,53 kJ/g
Propano 45,56 kJ/g a 50,36 kl/g
Gasolina 44,5 kJ/ga47,5kl/g
Gasoleo 42,5 kl/g a44,8 kl/g
Etanol 279kl/ga29,4kl/g

Fonte: Santos e Santos (2007).
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Além de suas caracteristicas combustiveis, o H, nao é toxico e
nem corrosivo, e o vazamento durante o seu transporte nio causaria um
problema ambiental, como ocorre toda vez que hd vazamento de d6leo
em navios petroleiros (GOMES NETO, 2005).

O H; é considerado a energia limpa do futuro, pois gera
somente dgua durante sua combustio, apresenta elevada conversdo de
energia por unidade de massa e pode ser convertido em energia elétrica,
energia mecénica ou calor (KONDO et al., 2002).

Os vérios processos de obtencdo de H, incluem eletrélise da
dgua, reforma termocatalitica de compostos organicos ricos em
hidrogénio e processos bioldgicos. Entretanto, quase 95% do H,
produzido provém de reacdes do gds natural ou fracdes de dleo com
vapor a elevadas temperaturas (reforma a vapor), ou seja, a tecnologia
convencional de produgdo industrial de H, requer consumo imediato ou
indireto de combustiveis fésseis, resultando em emissao de didoxido de
carbono (CO,) e exaustdo de combustiveis (LEVIN; PITT; LOVE,
2004).

Pesquisas tém sido conduzidas no desenvolvimento de
tecnologia de produgdo limpa de H,, que dispensa a necessidade de
combustiveis fdsseis. Logo, o sistema de produgdo global de H,,
inicialmente baseado em combustiveis fésseis, estd mudando
progressivamente em direcdo as fontes renovaveis. Os pesquisadores
exploram o uso de fontes como luz solar e biomassa para produzir Hy.
Ha diversos estudos sobre a aplicacdo de H, na inddstria automobilistica
na forma de células combustiveis, dispositivos que convertem
diretamente H, em eletricidade, assim como a gera¢do de energia
elétrica em residéncias e industrias (MOMIRLAN; VEZIROGLU,
2005).

Atualmente, a maior parte do hidrogénio produzido no mundo
¢ utilizado como matéria-prima na fabricagdo de produtos como os
fertilizantes, na conversdo de 6leos em margarina, no processo de
fabricacdo de plasticos e no resfriamento de geradores e motores. As
pesquisas recentes sobre H, estdo concentradas na gera¢do de energia
elétrica, térmica e de agua pura através das células a combustivel
(CHAUBEY et al., 2013).

A contribuicdo do H; no consumo de energia global podera
aumentar ao final do século 21, devido ao desenvolvimento de eficientes
tecnologias de uso final, tornando o hidrogénio o principal abastecedor
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de energia. Entretanto, para este fim, serd necessario que o hidrogénio
seja produzido de maneira renovavel e em larga escala (HE et al., 2006).

3.2 Producio de H, por fermentacio

Sabe-se que 95% da producdo atual do hidrogénio ocorre a
partir de combustiveis fosseis, o que libera gases de efeito estufa para o
ambiente. Além da dependéncia do petréleo e de outras fontes ndo
renovaveis. Nesse contexto, a producdo bioldgica € considerada muito
promissora, visto que demanda menos energia, pois é realizada a
temperatura e pressdo ambientes. Esta pode ser realizada por trés
processos distintos: o fotoquimico (biofotdlise e fotodecomposi¢dao de
compostos orginicos), a fermentagdo escura e o processo hibrido ou
misto (DAS; VEZIROGLU, 2008). Os processos fotoquimicos
necessitam da presenca de luz (energia) e de atmosfera pobre em
oxigénio, pois esse inibe as enzimas hidrogenase e nitrogenase,
responsaveis pela producdo de hidrogénio.

A producdo biolégica de H, por fermentacdo, também
conhecida como fermentacdo escura, apresenta algumas vantagens sobre
os demais processos biolégicos, quais sejam: ndo necessita da presenga
constante de luz, pode ser conduzida a pressdo e temperatura ambientes
e permite a utilizacdo de residuos agroindustriais ricos em carboidratos
como substrato. Desse modo, a fermentacdo escura € considerada o
método biolégico mais promissor para a produgdo de Ho(LEVIN; PITT;
LOVE, 2006).

As principais bactérias produtoras de H,, descritas na
literatura, sdo as dos géneros Enterobacter, Clostridium, Desulfovibrio,
Megasphaera, Citrobacter e Escherichia (DAS;VEZIROLU, 2001).
Entretanto, o uso de culturas puras na produgdo de H,, pressupde a
conducdo de todo o processo bioldgico de forma estéril, o que seria
invidvel do ponto de vista econdmico para processos que visam a
producdo de combustivel (XU et al., 2010). Dessa forma, a maior parte
dos processos para a producdo de H, utilizam culturas mistas, mais
especificamente lodos anaerdbios de sistemas de tratamento de residuos
(HAFEZ et al., 2010; CHEN et al., 2012; KAN, 2013; NASR et al.,
2011).

A degradagdo anaerébia de materiais organicos por culturas
mistas (biodigestdo ou digestdo anaerébia) e a producdo de H, por
fermentagcdo possuem vdrias etapas em comum, portanto é necessrio
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entender as etapas que compde a degradacdo anaerébia de materiais
orgénicos, para situar a producio de H, nesse contexto.

A digestdao anaerdbia é desenvolvida por uma sequéncia de
reacOes realizadas por diferentes grupos de microrganismos. Pode-se
distinguir trés ou quatro fases distintas e subsequentes catalisadas por
esses grupos de microrganismos, quais sejam: a hidrélise, a
acidogénese, a acetogénese e a metanogénese (CHERNICARO, 1997),
conforme pode ser observado na Figura 1. Tem-se, entdo, uma cadeia
sucessiva de reacdes bioquimicas, onde inicialmente acontece a
hidrélise ou quebra das moléculas de proteinas, lipidios e carboidratos
até a formacdo dos produtos finais, essencialmente, gds metano e
diéxido de carbono (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994).

O processo anaerébio de degradacdo da matéria organica
inicia-se com a hidrélise de compostos organicos complexos a
compostos mais simples, que possam ser assimilados pelos
microrganismos. Os compostos soliveis gerados no processo de
hidrélise sdo consumidos pelas bactérias acidogénicas e excretados
como substincias organicas simples, tais como dcidos graxos voldteis
(AGV), dlcoois, 4cido latico e compostos como o CO,, H,, NH;, H,S,
etc. A fermentacdo acidogénica € realizada por um grupo diversificado
de bactérias, das quais a maioria é anaerdbia obrigatéria. Entretanto,
algumas espécies sdo facultativas e podem metabolizar o material
organico pela via oxidativa (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994). A
fermentacdo da glicose, realizada pelas bactérias acidogénicas, geram o
dcido acético, butirico e propidnico, de acordo com as reagdes
representadas nas Equacdes 1, 2 e 3.

Ce¢H 2,06 + 2H,0 —2CH;3COOH + 2CO; + 4H, (Eq- 1)

C6H1206 d CH3CH2CH2COOH + 2COZ + 2H2 (Eq 2)

Ce¢H 1,06 + 2H, —CH;3CH,COOH + 2H,0 (Eq. 3)
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Figura 1: Etapas da digestdo anaerébia de carboidratos e de produgdo de H, por
cultura mista. Fonte: adaptado de VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO,
(2009).
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De todos os produtos formados na etapa acidogénica somente
o acetato, o CO, e o H, podem ser assimilados pelas metanogénicas.
Dessa forma, os 4cidos butirico e propidnico produzidos da etapa de
acidogénese sdo convertidos em 4cido acético (acetogénese) por meio
das bactérias acetogénicas, de acordo com as Equagdes 4 e 5.
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CH;CH,COOH + 2H,0 — CH3COOH + CO,; + 3H, (Eq. 4)

CH;CH,CH,COOH + 2H,0 — 2CH;COOH + 2H, (Eq.5)

De acordo com as pesquisas realizadas por Breure (1984), a
distribuicdo dos 4cidos organicos voléteis dependerd principalmente da
natureza do substrato e das condi¢des a que 0s microrganismos estao
sendo expostos.

O processo de degradagdo do substrato € finalizado na etapa
de metanogénese, que consiste na transformagdo dos produtos formados
anteriormente em metano e didxido de carbono. A formacido do metano
¢ executada por dois mecanismos distintos. O primeiro consiste na sua
formagdo a partir do CO, e H, pelo grupo de bactérias
hidrogenotréficas, de acordo com a Equacdo 6. O segundo mecanismo
consiste da produ¢@o do metano a partir do acetato, realizada pelo grupo
de metanogénicas acetocldsticas, também conhecida como
metanogénese acetoclastica (SPEECE, 1995), de acordo com a Equacéo
7.

CO,+4 H,— CH, + 2 H,O (Eq. 6)

CH;COOH — CH4+ CO, (Eq.7)

Como pode ser observado na Figura 1, a produgio bioldgica
de H; e a degradac@o anaerébia de materiais organicos, compartilham as
primeiras etapas: a hidrdlise, acidogénese e a acetogénese.

Observa-se, pelas Equagdes 1, 2 e 5 que os dcidos acético e
butirico sdo subprodutos da produgdo bioldgica de H,. Nota-se ainda
que, quando o subproduto da reacdo € o dcido acético (Eq 1), 4 moles de
H; sdo produzidos a partir de 1 mol de glicose, ao passo que, quando o
acido butirico é produzido, apenas 2 moles de H; sdo produzidos (Eq. 2
eH).

Pode-se observar na Figura 1 também, que o sucesso da
producdo de H, via bioldgica por culturas mistas requer a supressao da
atividade de microrganismos que catalizam rea¢des que consomem Ho,
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tais como a homoacetogénese (Eq. 8) e a metanogénese hidrogenotréfica
(Eq. 6).

2CO, + 2H, — CH;COOH (Eq. 8)

Além destas reacdes, o H, ou o material orgdnico podem ser
usados como doadores de elétrons para a reducdo de nitratos/nitritos e
sulfatos, por bactérias redutoras de nitrato/nitrito e sulfato redutoras,
gerando nitrogénio gasoso ou amdnia e sulfetos, respectivamente
(VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009). A reacdo de
desnitrificagdo com o acetato como doador de elétrons estd representada
na Equacdo 9.

5SCH;3;COOH +8NO;3; —4N,+ 10CO,+ 6H,0 +80H (Eq.9)

Na Tabela 2 estdo resumidas as reacdes da degradacdo
anaerébia de glicose com é&nfase nas reacdes produtoras de H,
econsumidoras de H, , com suas respectivas energia livre padrdao de
Gibbs.
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A andlise do equilibrio quimico das reagdes que ocorrem nos
sistemas anaerdbios pode ser efetuada pela variacdo da energia livre
padrio (AG®), a qual deve apresentar valores negativos para que a
reacdo seja favoravel no sentido de formacgéo dos produtos. Nas reagdes
apresentadas na Tabela 2 vale destacar a importincia que o hidrogénio
assume no equilibrio quimico, ou seja, dependendo do valor de sua
pressdo parcial, as reacdes podem ter seus equilibrios deslocados para
geracdo dos produtos ou dos reagentes. Dessa forma, a estabilidade e a
eficiéncia dos processos anaerébios estdo relacionadas com os aspectos
termodinamicos dessas reagdes, as quais interagem entre si (CAMPOS,
1999).

A acetogénese, etapa essencial da conversdo de compostos
intermedidrios a acetato e H,, € termodinamicamente pouco favordvel,
sob condicdes padrdes, portanto é importante que essas espécies
quimicas sejam removidas do meio, deslocando o equilibrio da reagdo
no sentido da formacgdo desses produtos (CAMPOS, 1999). Os célculos
termodinamicos associados as reagdes acetog€nicas permitem
determinar que essas reacdes sdo termodinamicamente favordveis
quando a pressio parcial de H, é muito baixa (10 atm para a conversio
de propionato e 10° para butirato)(ANGENENT et al., 2004).

3.2.1 Vias bioquimica de producdo de H, por fermentagdo

A producdo bioldgica de H, por fermentacdo ocorre a partir da
oxidag¢do de materiais organicos, sob condi¢des anaerdbias, realizada
por microrganismos heterotréficos, anaerdbios facultativos ou
anaerdbios estritos. Esse processo de degradacdo da matéria organica
gera elétrons e a formagdo de H, ocorre como forma de dissipar o
excesso de elétrons produzidos pelo metabolismo fermentativo, para a
manutenc¢do do equilibrio redox intracelular(SINHA; PANDEY, 2011)

Como pode ser observado na Figura 2, em microrganismos
estritamente anaerdobios, como do género Clostridium., o piruvato,
produto da glicélise, é convertido a acetil-CoA e CO,, pela enzima
piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR). A oxidacdo do piruvato
necessita da ferredoxina para transferir seus elétrons aos prétons (H) e
formar o H,. A transferéncia dos elétrons da ferredoxina reduzida aos
prétons € catalisada pela enzima hidrogenase. Esse processo resulta em

um rendimento mdximo de 2 moles de H, por mol de glicose (SINHA;
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PANDEY, 2011). Outros 2 moles de H, podem ser formadosa partir da
oxida¢do do NADH produzido durante a glicélise. O NADH também
transfere seus elétrons a ferredoxina por intermédio da enzima NADH:
ferredoxina oxidoredutase (NFOR). A oxidacdo da ferredoxina reduzida
pela hidrogenase gera mais 2 moles de H,. Assim, em microrganismos
estritamente anaerébios, o rendimento maximo de H, é de 4 moles por
mol de glicose, com a formagdo de 2 moles de 4cido acético, conforme
mostrado anteriormente na Equacdo 1. Entretanto, na prética
rendimentos bem menores sdo alcangados, pois a oxidagdo de NADH
pela NFOR, apenas ocorre sob baixas pressdes parciais de H,
(VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009; SINHA; PANDEY,
2011). Se a NFOR ¢ inibida por elevadas pressdes parciais de Hj, o
NADH sera reoxidado em outras vias do metabolismo com a formagio
de butirato, lactato ou etanol. Portanto, o rendimento tedérico de H,
depende dos metabolitosformados, tais como o acetato, butirato,
acetona, lactato e etanol. Os maiores rendimentos de H, sdo alcangados
quando o produto gerado € o acetato (4 moles de H,) e o butirato com
rendimento tedrico mdximo de 2 moles de H, , conforme Equagdes 1 e
2, descritas anteriormente.Quando 4lcodis sdo os produtos da
fermentacdo, um rendimento ainda menor de H, é obtido, pois esses
ainda contém 4tomos de hidrogénio que ndo podem ser usados na
producdo de H,. A presenca de lactato, como subproduto da
fermentacdo, também representa uma diminui¢dodo rendimento de H,,
pois é uma forma de reoxidacio do NADH, sem a formacido de
H,(SINHA; PANDEY, 2011).
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Figura 2: Vias bioquimicas utilizadas pelo Clostridium para conversdo de
carboidratos em H,, CO,, 4dcidos organicos e solventes. Fonte: adaptado de
SINHA; PANDEY, (2011).
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Quando o hidrogénio € produzido por bactérias anaerdbias
facultativas, a via bioquimica difere das anaerdbias estritas. A via
envolve outras enzimas, a piruvato-formato-liase (PFL) e a formato-
hidrogénio-liase (PHL), cujas reacdes que catalizam estdo apresentadas
na Figura 3 (HALLENBECK; GHOSH, 2012) O piruvato, proveniente
da glicdlise, € convertido primeiramente em formato e acetilCoA, pela
acdo da enzima PFL. O formato, por sua vez, é transformado em diéxido
de carbono e hidrogénio, pela enzima PHL. Os principais
microrganismos anaerdbios facultativos capazes de produzir o H; sdo :
Escherichia coli, Klebsiellae Enterobacterspp.(ELSHARNOUBY et al.,
2013), Bacillusspp. e Pseudomonas spp. (KHANNA et al., 2012),entre
outras.
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Figura 3: Vias bioquimicas utilizadas pela Enterobacter spp.. para producdo de
hidrogénioFonte: adaptado de Hallenbeck; Ghosh, (2012).
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3.3 Pré-tratamentos de culturas mistas para a producao biolégica de
H,

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento da
tecnologia de produgdo bioldgica de H, é a preparagdo de grandes
quantidades de fontes naturais de indculos estdveis e ativos. Para
aumentar a velocidade de producdo de H, é importante desenvolver
métodos que inibam a atividade dos microrganismos consumidores de
H,, tais como as metanogénicase que exclusivamente favorecam o
enriquecimento das bactérias produtoras de H,, tais como as dos géneros

Clostridium e Enterobacter ( HAWKES et al., 2002).

Mohan (2009), em revisdo da literatura aponta para a
necessidade do pré-tratamento de culturas mistas a fim de enriquecer o
in6culo em bactérias produtoras de H,, e revelaelevadas diferencas de
rendimentos entre lodos pré-tratados e ndo tratados. Muitos sdo os
métodos de pré-tratamento de culturas mistas descritos na literatura para
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o enriquecimento de bactérias produtoras de H,. Dentre estes
tratamentos, destacam-se o térmico (LAY et al., 2012; LIN; ZHENG;
JUAN, 2012), o quimico (GUO et al., 2010; CHANG et al., 2011;
NING et al.,, 2012; OZKAN et al.,, 2012; YANG et al., 2013) ¢ a
lavagem seletiva (NASR et al., 2011; BADIEI et al, 2011;
MARIAKAKIS et al., 2011).

A maioria dos artigos sobre a producgdo biolégica de H, utiliza
lodos anaerdbios pré-tratados pelo calor(LAY et al., 2012; LIN;
ZHENG:; JUAN, 2012; KANG; KIM; LEE, 2012). O tratamento térmico
do lodo cria condigdes adversas aos microrganismos nao
esporulantes.Portanto, ¢ o comumente utilizado para o enriquecimento
em bactérias formadoras de esporos, como o Clostridium, principal
género produtor de H, (LAY et al., 1999). O tempo e a temperatura
utilizados para o tratamento térmico também diferem bastante entre os
trabalhos, sendo que 100°C entre 15 e 30 min é a combinacdo mais
comum (PRAKASHAM et al., 2012; CHEN et al., 2012). Muitos
estudos t€m utilizado diversas razdes de tempo e temperatura para o pré-
tratamento do lodo. De acordo com Li e Fang (2009), ndo hd condig¢des
Otimas de temperatura de aquecimento e duracio do tratamento térmico.

Lin et al. (2012) submeteram uma cultura acidogénica a um
tratamento térmico com quatro temperaturas diferentes. O tratamento
térmico a 50 e 60°C nido foi eficiente para aumentar o desempenho da
cultura mista na producdo de H,. Porém, o tratamento térmico a 70 e
80°C aumentou significativamente o conteido de H, no biogds.
Segundo os autores, o tratamento térmico a 70 e 80 °C foi efetivo na
eliminacdo de bactérias ndo produtoras de H, e possibilitou um rdpido
reestabelecimento das populagdes acidogénicas.

Sano et al. (2006) trataram termicamente um lodo
metanogénico variando a temperatura entre 60 a 90°C, o tempo de
aquecimento de 0 a 60 min e o pH durante o choque térmico, entre 3,3 e
9,6 para avaliar os efeitos dessas condi¢cdes sobre a producdo de H..
Ap6s o pré-tratamento, os experimentos foram conduzidos em batelada
a 35°C usando glicose como substato. Foi encontrado um rendimento
maximo de H, no lodo pré-tratado a 70°C por 30 min e pH 6. Acima
dessa temperatura, as bactérias acidogénicas foram danificadas.

Os tratamentos quimicos também t€m sido bastante utilizados
no preparo de indculos de culturas mistas produtoras de H,. Dentre os
métodos quimicos mais utilizados, destacam-se, principalmente, o uso
de 2-bromoetanosulfonato-BES (inibidor especifico das metanogénicas),
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tratamento 4cido (pH 3) e alcalino (pH> 10). Chang et al. (2011)
avaliaram diferentes pré-tratamentos em lodo ativado para aumentar a
produc¢do de H,. Os pré-tratamentos utilizados pelos autores foram
4cido, bésico, choque térmico, aeracdo, cloroférmio e BES. Nesse
estudo o lodo ativado foienriquecido em ordem decrescente de producio
de Hjy:dcido> base> térmico>aeracdo>cloroférmio>controle>BES.
Portanto, a maior quantidade de H, produzida foi obtida pelo tratamento
acido. Porém, a producdo de H; no lodo tratado com BES foi ainda
menor que o controle. Cada tratamento resultou em diferentes tipos de
fermentacdo. Fermentacdo do tipo &4cido-butirico foi alcancada pelos
tratamentos 4cido e bdsico, fermentacdo do tipo dcido-misto foi
alcancada pelos tratamentos térmicos e pelo uso de cloroférmio,
fermentacdo do tipo etandlica foi observada usando aeracdo, BES e no
controle.

Condicdes 4cidas ou bdsicas sdo recomendadas para tratar
lodos e aumentar a producéo de hidrogénio (ASSWAMONGKHLOSIRI
et al., 2013; ELBESHBYSHY et al., 2010; CHANG; LIU, 2011; YIN et
al., 2014).Alavagem seletiva do lodo é uma estratégia utilizada com a
finalidade de selecionar, em biorreatores continuos, 0s microrganismos
mais especializados e ativos nas condi¢des de operacdo do biorreator.
Essa estratégia tem como fundamento a utilizagdo de TRHs mais baixos,
ou D mais elevados do que a velocidade especifica de crescimento das
bactérias que se pretende lavar, de forma a tornar o lodo mais rico nas
bactérias de interesse (KIELING et al., 2007). Portanto, aplicando-se um
valor de D maior do que a velocidade especifica de crescimento do
microrganismo (D>pmax) promove-se a lavagem desse microrganismo
em um biorreator operado em modo continuo(LUO et al., 2010°). Chen
e Lin (2004) operaram um biorreator alimentado comsacarose para
produzir hidrogénio, sem adaptagdo do indculo, portanto com a presencga
de microrganismos consumidores de hidrogénio. No entanto, com a
diminui¢do do TRH de 20 d para 2,5 d e chegando a 6 h, os autores
conseguiram selecionar uma cultura  enriquecida emClostridium
pasteurianum, notadamente uma espécie produtora de Ho.

A combinacdo de diferentes pré-tratamentos de lodos também
foi relatada como benéfica para a producdo de hidrogénio (CUI; SHEN,
2012). Mohan et al. (2008) demonstraram que a integracdo dos métodos
dcidos e por outros compostos quimicos promoveu um aumento na
producdo de H, de 16 vezes em relacdo o controle. J4 o tratamento
térmico associado ao 4cido promoveu um aumento de 11,5 vezes em
relacdo ao controle, assim como o 4cido, seguido do térmico aumentou
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em 6 vezes a produgdo de hidrogénio comparado ao lodo sem
tratamento.

Outros pré-tratamentos, como a aeracdo e o uso de irradiacdo
sdao menos frequentes, mas também sdo reportados na literatura, a fim de
enriquecer indculos em bactérias produtoras de H,. Song et al. (2012)
estudaram os efeitos de quatro pré-tratamentos em dejetos de bovino e a
respectiva comunidade microbiana em fermentacio escura. Os métodos
usados foram A (infravermelho por 2 h), B (adicdo dedgua numa
proporcdo sélido/liquido 1:4 e fervura por 30min), C (aeracdo forcada
por 72 h a temperatura ambiente) e D (mistura numa propor¢do
solido/liquido 1:4, seguida da adi¢cdo de agicar, 5 g/L, aerado
continuamente, por 72 h). Os efeitos dos pré-tratamentos em relacdo ao
rendimento de H, foram classificados A>B>D>C. O método A foi o
mais eficaz, pois obteve a maior producdo de H, (290,8 mL/L) os
géneros preponderantes foram Clostridium, Enterobacter, Lactobacillus
e Streptococcus.

Entretanto, Luo et al. (2010°) alertam para os riscos em se
extrapolar o aumento da produgdo de H, por cultura mista pré-tratada,
observado em testes em batelada, para o processo continuo, operado por
longos periodos. Os autores aplicaram diferentes pré-tratamentos em
lodo anaerdbio, verificando em seguida o mais eficiente na producéo de
gas hidrogénio a 60°C. Ap0s a primeira etapa realizada em batelada, os
biorreatores foram operados em modo continuo (CSTR) com TRH
(Tempo de Retencdo Hidrdulica) de 3 dias. Durante o estado
estaciondrio de operagdo desses biorreatores foi observado que o lodo
anaerébio, sem qualquer tipo de pré-tratamento, exibiu a maior
producio de H,, contradizendo relatos anteriores de que pré-tratamentos
do inéculo melhoram significativamente a producdo de H,.

Portanto, cada método de pré-tratamento tem a sua eficicia
associada a natureza do indculo, ao substrato e a forma de operagdo do
biorreator. Nesse sentido, o efeito do tratamento do inéculo na producgéo
de hidrogénio deve ser estudado para cada combinacio de cultura mista
e substrato.

3.4 Producio bioldgica de H, por cultura mista

O pré-tratamento do lodo ndo pode ser utilizado como
estratégia Unica na sele¢do e enriquecimento de bactérias produtoras de
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H,.Os fatores ambientais estdo estreitamente relacionados com os
métodos de enriquecimento de lodos em bactérias produtoras de H,. As
condi¢cdes ambientais de operacdo do biorreator devem favorecer o
crescimento das bactérias produtoras de H; e desfavorecer o crescimento
de microrganismos que catalisam reag¢des de consumo de H,. Caso
contrério corre-se o risco de, ao longo da operagdo dosbiorreatores, o
pré-tratamento do in6culo ndo ser mais suficiente na selecdo das
bactérias produtoras de H,. Portanto, é importante estabelecer condi¢des
Otimas para a operacdo do biorreator. Varidveis de grande importancia
na producdo de hidrogénio por fermentacdo sdo a temperatura, pressao
parcial de H,,pH e a carga organica (do inglés, organic loading rate —
OLR).

A produ¢io de H, por fermentaciopode ser operada
sobcondi¢des mesofilicas (30-40°C) e termofilicas (50-60°C). No
entanto, acondicdo termofilica é considerada uma condigdomais
favordvelpara a producdo deH,.Foi relatado queo crescimento de
microrganismos ndo produtores de H,pode ser minimizadoe as
viasmetabdlicaspara aprodugdo de Hjserem favorecidas sob condicdes
termofilicas(VALDEZ;VAZQUEZ, 2005). Zhang e Shen (2005)
observaram que na faixa de 25 a 40°C ocorrem as maiores efici€ncias do
processo. A méaxima porcentagem de H, verificada no biogés foi 42,9%
no biorreator em batelada operado a 40°C. Segundo Rilling et al. (2000)
a atividade acidogé€nica aumenta entre as temperatura de 50-60°C,
enquanto a atividade metanogénica é favorecida entre as temperaturas
30-37°C. Portanto, a temperatura entre 50-60°C é favordvel a produgao
de Hz.

O aumento da temperatura também promove a diminuicio da
solubilidade doH,, diminuindo o efeito inibitériocausado pelapressdo
parcial deH,(WEILAND, 2010). A pressdo parcial de H, é fator de
grande importancia durante a operacio de biorreatores para a producio
de H,. O aumento da concentracdo de H, no headspace do biorreator
resulta numa diminuicdo do potencial redox H+/H, e o fluxo de elétrons
da ferredoxina reduzida para a formagdo do H, molecular via
hidrogenase € inibido. Os elétrons sdo, entdo, desviados para a geragéo
de NADH, resultando num aumento de outros metabdlitos, tais como o
etanol, butanol e 4cido latico (VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-
VARALDO, 2009). Para minimizar o efeito do aumento da pressido
parcial de H, no headspace, foi proposto por alguns autores a aspersio
continua de gdas inerte no headspace do biorreator (VALDEZ-
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VAZQUEZ et al., 2006), ou o uso de membranas especificas para a
adsorcdo de H, (LIANG et al., 2002).

O pH € um parametro importante na producdo de H,, pois
influencia nas atividades enzimadticas e consequentemente nos caminhos
metabdlicos do processo de fermentacdo. A formagdo de 4cidos
organicos de cadeia curta, durante o processo de biodigestdo, provoca a
queda no pH do meio, quando a alcalinidade do sistema ndo é
suficientemente elevada. A reducdo do pH a valores inferiores a 6,5
favorece o desenvolvimento das bactérias acidogénicas (cujo pH 6timo é
de 5,5 a 6,0), prejudicando o desenvolvimento das metanogénicas (cujo
pH 6timo é entre 6,7 a 7,2) (VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-
VARALDO, 2009). A maioria dos trabalhos sobre produ¢do bioldgica
de H; por cultura mista relata que o pH 6timo para a produgdo de H, é
em torno de 4,5 a 6,5 (MOHAN, 2009; CHEONG; HANSEN, 20006).

Entretanto, esses valores variam muito entre os estudos. Mu
et al. (2006) estudaram a producdo de H,em um biorreator anaerébio de
manta de lodo, variando o pH de 3,4 para 6,3. Os autores verificaram
que o pH mais favordvel para a producio de hidrogénio foi em torno de
4,2. Antonopoulou et al. (2010) estudaram a influéncia do pH na
producdo de H, por fermentacio com extrato de sorgo doce. Os autores
operaram um biorreator anaerébio continuo de mistura completa, com
volume de trabalho de 0,5 L, aplicando TRH 12 h e a 35 °C. Os valores
de pHs estudados foram 6,5, 6,2,5,3,5,1,4,7,4,6 e3,5. A producio
maxima de H,e o maior rendimento foram observadosem pH 5,3, sendo
que 1752 mL de H,/d foi produzido e o rendimento chegou a 0,93 mol
de H,/ mol de glicose consumida. A producdo de H, cessou apenas
quando o pH decresceu para 3,5. Os autores relataram que o rendimento
de hidrogénio foi correlacionado com a producdo de butirato, pois o alto
rendimento de hidrogénio foi alcancado quando o butirato foi o
principal produto metabdlico. Chen et al. (2012) estudaram o pH de
producdo de H, a partir de casca de arroz usando cultura mista em
condicdes termofilicas. Concluiram que o melhor pH para produzir Hya
partir deste substrato € 6,5 a temperatura de 55°C. Niao existe uma
relacdio clara entre a carga orgénica aplicada e o rendimento de H,, pois
alguns estudos relatam que excesso reduz a produgdo de H, (GINKEL;
LOGAN, 2005; KIAZZE et al., 2006) e outros que o excesso aumenta o
redimento de H, (ZHANG et al., 2004; WU et al., 2006). Hafez et al.
(2010) estudaram o efeito da carga organica sobre o desempenho do
biorretor IBRCS (do inglés, integrated biohydrogenreactor clarifier
system). O  estudo mostrou que a melhor relacdo
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Substrato/Microrganismo encontrada para biorreatores foi de 4,4-6,4 g
de DQO/g SVTd.

Nasr et al. (2011) estudaram a producdo de H, a partir de
vinhaca, comparando dois tipos de lodos ADS (lodo de digestor
anaerébio) e AADS (lodo de digestor anaerdbio aclimatado). Os autores
relataram que a razdo substrato/biomassa experimental 6tima de foi de
1-2 gDQO/gSSV, usando o ADS, e 3-6 g DQO/gSSV, usando o AADS.
A velocidade de producdo de Hpna segunda condicdo(AADS) foi 3,5
vezes maior que a primeira condicio(ADS). Ozmihci et al. (2011)
investigaram os efeitos da concentracdo de microrganismos e de
substrato na producdo de H; por hidrolisado 4cido de residuo de trigo em
condicdes termofilicas (55°C) em batelada. Para investigar os efeitos de
concentracdo de biomassa e da concentracdo de aguicares totais, este
dltimo permaneceu constante em 20 g/L. e a concentracdo de biomassa
variou entre 0,52 e 2,58 g/L de sdlidos totais. A mdxima producdo de
Hyfoi de 582 mL e a maior velocidade de produ¢do de Hode 5,43 mL/h
com concentracdo de biomassa de 1,32 g/L. No entanto, o maior
rendimento de H, de 2,7 mol de H,/ mol de glicose foi com 0,52 g/L de
célula. Antonopoulou et al. (2011) operaram um biorreator continuo
com TRH de 12 horas variando a concentracio de substrato de 9,89 g/L.
para 20,99 g/L. de glicose presente em extrato de sorgo doce. A maior
producgdo de H, foi obtida com a concentracdo de 17,50 g/L de glicose e
o rendimento foi de 0,74 mol de H,/mol de glicose consumida

Também é importante observar a fonte de carbono utilizada na
fermentacdo para produzir hidrogénio, pois cada fonte de carbono
resulta em caminhos metabdlicos e rendimento em H, diferentes. A
preferéncia pela glicose tem sido observada em muitos estudos. Kim e
Kim (2012) estudaram varias fontes de carbono, incluindo xilose,
glicose, galactose, sacarose, celobiosee o amido para producdo de
hidrogénio por fermentacdo escura, sob condi¢cdes termofilicas(60 °C).
Os autores concluiram que os rendimentosde H,em ordem crescente
foram:sacarose(3,17)>galactose (3,07)> glicose
(3,01)>celobiose(2,45)>amido(2,08)>xilose(1,77 mol H,/mol de
hexosecquivalente). Atravésdo controle do pH(pH 5,5), o desempenho na
fermentacdo foi melhorem todas as fontesde carbono.Orendimento
deH,decelobioseaumentou 1,9 vezese a remocdo de substrato
subiupara93,8%. Emboraos 4acidos acético ebutirico foramos
metabdlitos principais, o 4cido litico foidetectado na fermentacdo da
xilose,celobiose e amido, que tiveram baixa produgdo deH,. Os autores
concluiram que as fontesde carbono podemconduzir a diferentes
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viasmetabdlicas, resultando em diferentes quantidades de 4cidos
organicos e, portanto, diferentes rendimentos deH,.

3.5 Analise da diversidade dos microrganismos baseadas em
biologia molecular

3.5.1 Andélise de DGGE

Existem muitas técnicas baseadas no DNA utilizadas atualmente
para o estudo de comunidades microbianas. O método de DGGE
envolve inicialmente a coleta de amostras ambientais, seguida de lise
das células microbianas, extracdo dos dcidos nucléicos, amplificacdo de
sequéncias especificas por PCR, geralmente todo ou parte do 16S
rRNA. A anilise dos fragmentos de DNA € feita em géis de eletroforese,
que fornecem informacdo sobre o perfil de bandas amplificadas que
podem posteriormente serem isoladas e seqiienciadas.

Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE),
posterior a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) conhecida como
PCR-DGGE € uma técnica molecular que permite o estudo das
interagdes entre microrganismos e entre microrganismos e seu ambiente.
PCR-DGGE tem a vantagem de ndo necessitar de conhecimento prévio
sobre as comunidades microbianas sob estudo. Essa técnica é uma
abordagem que pode gerar um padrdo de diversidade genética em
ecossistemas microbianos complexos, como o trato gastrointestinal,
solos, sedimentos, dguas profundas, rios, fontes termais e biofilmes
(MUYZER; UITTERLINDEN, 1993; MUYZER; KORNELIA, 1998).
Uma grande vantagem deste método € a possibilidade de visualizar e
monitorar alteragdes no perfil de varias comunidades microbianas que
sejam submetidos a diferentes tratamentos ou ambientes. E uma técnica
rdpida e eficiente de separacdo das sequéncias de DNA de mesmos
comprimentos de um determinado gene amplificado por PCR, ainda que
esse gene se diferencie de outros por apenas um par de base,
(MUYZER; UITTERLINDEN, 1993; MUYZER;KORNELIA, 1998;
SHEFFIELDet al., 1989).

Para a separacdo pelo DGGE, fragmentos especificos do gene
que codifica o 16S rRNA t&€m de ser amplificados por PCR. Produtos de
PCR obtidos com um conjunto de primer que se anelam a regides
conservadas do gene para 16S rRNA e abrangem uma, ou até trés
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regides varidveis tem sido utilizados. Se um conjunto de primers
universais forem utilizados, o padrdo de bandas obtido (“fingerprint”)
representa fragmentos amplificados a partir de cOpias das regides
conservadas do gene que codifica o 16S rRNA dos organismos mais
dominantes nessas comunidades. O “fingerprint” por DGGE, associado
aos sequenciamento das bandas e andlise filogenética, ¢ uma das
técnicas que tem sido mais empregada nos estudos da diversidade
estrutural de comunidades microbianas (MUYZER et al., 1993; TESKE
et al., 1996 apud: MORAIS, 2008).

O DGGE ¢ utilizado quando se deseja somente comparar a
composicdo da comunidade microbiana por “’fingerprints’ entre virias
amostras. Se orequerido € a identificacdo das espécies da amostra,tem-se
a possibilidade de sequenciamento de bandas, é um processo mais
répido e barato que aclonagem.

3.5.2 Sequenciamento de genes para o estudo de comunidades
icrobianas

O sequenciamento tem como principal vantagem a relativa
facilidade de processar e comparar um elevado nimero de amostras. A
aplicacdo de primers universais para amplificacdo direta de sequéncias
do rRNA 16S, através de PCR do DNA total de uma comunidade
microbiana para sequenciamento tém gerado uma vasta quantidade de
dados sobre a diversidade de procariotos. O sequenciamento do gene
rRNA 16S permite a identificagdo de células, mesmo em pequenas
quantidades. Com isso, obtemos importantes informacdes sobre a
composicdo taxonOmica da comunidade microbiana. Dessa maneira, a
construgdo de bibliotecas gendmicas de rRNA 16S representa uma
poderosa ferramenta para a andlise da diversidade molecular de
comunidades de microrganismos (RODRIGUES, 2011).

Zhang et al. (2011) estudaram a diversidade microbiana de
lodos produtores de hidrogénio. Os autores utilizaram a técnica de
DGGE e sequenciamento, mas o sequenciamento foi feito a partir do gel
de DGGE. Os autores Chen et al. (2012), Kim e Kim (2012), Monlau et
al. (2013) e Santos et al. (2014), utilizaram a técnica DGGE e
sequenciamento para estudar a comunidade microbiana. J4 neste
trabalho, utilizou o DGGE para comparar a amostras e sequenciou-se o
DNA inicial das amostras (Kavamura et al., 2013).
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3.5.3 Diversidade

A diversidade dentro de um habitat ndo deve ser confundida
com a diversidade de uma regido que contém vérios habitats. Portanto,
de acordo com a escala utilizada, pode-se distinguir trés tipos de
diversidade: alfa (a), beta () e gama (y). A diversidade «, ou local,
corresponde a diversidade dentro de um habitat ou comunidade, e é
bastante sensivel a 4rea e intensidade da amostragem. A diversidade y,
ou regional, corresponde & diversidade de uma grande 4rea, bioma,
continente, ilha, etc. A diversidade S corresponde a diversidade entre
habitats ou outra variacdo ambiental qualquer, isto €, mede o quanto a
composicdo de espécies varia de um lugar para outro (BARROS, 2007).

Alguns modelos descrevem a diversidade de maneira mais
completa. Os indices baseados nas abundincias (frequéncia) das
espécies sdo as medidas de diversidade mais utilizadas. Esses indices
levam em conta a equitabilidade (uniformidade) e a riqueza de espécies.
A dificuldade de se definir diversidade reside no fato de saber definir
dois fatores, a variedade de espécies e abundancia relativa das espécies
(MAGURRAN, 2004).

3.5.4 Medidas de diversidade

A variacdo de espécies existentes entre comunidades pode ser
representada e quantificada dediversas maneiras: a mais comum delas é
por meio dos indices de diversidade. Os indices de diversidade mais
comumente utilizados sdo: Shannon e Simpson (MAGURRAN, 2004).

3.5.5 Andlise de agrupamento

A andlise de agrupamento € utilizada para verificar a formacao
de grupos de espécies dentro de uma comunidade ou entre comunidades
microbianas. A andlise € apresentada por uma forma grafica denominada
dendrograma. Quando hd comunidades sendo comparadas
simultaneamente uma boa representacdo da diversidade microbiana
pode ser obtida através das andlises de agrupamento (cluster analysis).
A andlise de agrupamento € obtida através de uma matriz , asamostras
sdo combinadas por similaridade para formar um grupo unico. As
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andlises procedem até o tultimo grupo ser combinado, originando um
dendrograma.



3 MATERIAL E METODOS

3.6 In6culo

Foi utilizada cultura mista, ou seja, lodo coletadode um
biorreator anaerébio de fluxo ascendente, operado sob condigdes
termofilicas (45-50°C), utilizado no tratamento de dguas residudrias de
uma usina de actcar e etanol (vinhaca), localizada na regido de Ribeirdo
Preto — SP. O indculo foi mantido no laboratério a temperatura ambiente
em frascos de 5 L, alimentado diariamente pela retirada de 1 L de
sobrenadante e adicdo de 1 L de meio de cultura contendo 10 g/L. de
glicose e nutrientes. O pH foi ajustadodiariamentepara 6,0 (£0,2).

3.7 Meio de cultura

A fonte de carbono utilizada em todos os experimentos deste
trabalho foi glicose (Diprolab, Brasil) e as concentragdes dependeram do
ensaio realizado. A suplementagdo de nutrientes utilizada no meio de
cultura foi a sugerida por Del Nery (1987), conforme Tabela 3.

Tabela 3:Composicdo da suplementacdo de nutrientes adicionada ao meio de
cultura.

Componente Quantidade (mg/L)
NiS0O,.6H,0 0,50
FeS0,.7H,0 2,50
FeCl;.6H,O 0,25
CoCl,.2H,0 0,04
CaCl,.6H,O 2,06
SeO, 0,042
KH,PO, 5,36
K,HPO, 1,30
Na,HPO, 2,76
Uréia 20

Fonte: Del Nery (1987),
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3.8 Estudo da relacio Sy/X, para a produciao de H, com o lodo sem
pré-tratamento

Foram realizados ensaios em batelada para o estudo da
producdo de H, por fermentacdo com diferentes relacdes iniciais de
substrato/microrganismo (S¢/Xp). O meio de cultura (item 4.2)
adicionado ao in6culo continha seis diferentes concentracdes de glicose.
Apés adigdo do meio ao lodo foi retirada uma amostra para a
determinac¢do da concentra¢do de carbono orgénico total (COT) e dos
Solidos Voliteis (SV), perfazendo as diferentes relagdes S¢/Xo, que
variaram entre 1,1 e 6,3 g de glicose/g de SV. Os ensaios cinéticos de
fermentacdo foram realizados conforme item 4.5.

3.9 Pré-tratamentos do inéculo

Foram realizados oito pré-tratamentos do indculo, conforme
descritos nos itens abaixo. Apds os pré-tratamentos, o lodo foi colocado
em Dbiorreatorespara a realizacdo dos ensaios cinéticos de
fermentacdo(conforme descrito no item 4.5) a fim de acompanhar a
producdo de Hy.

1) Tratamento térmico a 100°C por 15 min;

O tratamento térmico do indculo foi realizado em um
biorreator de vidro com volume util de 1,5 L ao qual foi adicionado 1 L
do lodo no biorreator. As condicdes de tempo e temperatura do
tratamento térmico foram as sugeridas por Kan (2013), 100°C por 15
minutos, seguido por resfriamento rdpido. O biorreator foi colocado em
um banho-maria com temperatura de 100°C, permanecendo nesta
temperatura por 15 min. Apés este periodo o biorreator foi resfriado em
banho de gelo.

2) Tratamento térmico a 100°C por 60 min;

Este tratamento foi realizado da mesma maneira do descrito
anteriormente, mas ascondi¢des de tempo e temperatura do tratamento
térmico foram as sugeridas por Zhang et al. (2011) de 100°C por 60
minutos.
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3) Tratamento térmico a 80°C por 15 min;
Este tratamento térmico foi realizado conforme descrito nos
itens anteriorese as condi¢des de tempo e temperatura utilizadas foram
as sugeridas por Whang et al. (2011) de 80°C por 15 min

4) Tratamento térmico a 80°C por 60 min;

Este tratamento também foi realizado conforme descrito nos

itens anteriores e seguiu-se as condicdes de tempo e temperatura
sugeridas por Whang et al. (2011) de 80°C por 60 min.

5) Tratamento acido (pH 3 com HCl);

O tratamento acido do indculo foi realizado em um biorreator
com volume 1til de 1,5 L ao qual foi adicionado 1 L do lodo no
biorreator. Olodo foi acidificado at¢é pH 3,0 com HCI 1mol/L,
permanecendopor 24 h a temperatura ambiente (CHANG et al., 2011).

6) Tratamento combinado (pH 3 e fervura por 30 min);

O tratamento 4cido do indculo foi realizado em um biorreator
com volume util de 1,5 L ao qual foi adicionado 1 L do lodo no
biorreator. Esse lodo foi acidificado até pH 3,0 com HCI 4% ( deixado
em repouso por 24h) e fervido por 30 minutos, de acordo com Cui e
Shen(2012).

7 e 8) Lavagem seletiva do lodo em reator de tanque
agitadocontinuo (chamado de CSTR do inglés continuous stirred-
tank reactor) , operado a 50°C com TRH de 12h e 6 h;

Para a lavagem do lodo foi utilizado um biorreator de vidro de
volume de 1,5 L, sendo externamente envolvido por um cilindro de
vidro com uma diferenca de 2 cm no didmetro em relacio ao
biorreatores. A diferenca entre o didmetro dos cilindros, externo e
interno, constituiu uma camisa de troca térmica, permitindo a circulagio
de dgua a 50°C (temperatura de realizacio das lavagens).

O biorreator foi inoculado com um volume de 1 L de lodo,
sendo esse o volume util do biorreator. A concentragdo de solidos
voldteis inicial foi determinada e em seguida iniciou-se a alimentacdo
continua do biorreator que foi operado como um CSTR, de forma que
parte do lodo era retirada do biorreator, juntamente com o liquido, de
acordo com o TRH aplicado. A alimentacdo foi feita com meio
contendo glicose e nutrientes e o pH inicial do meio de alimentagado foi
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ajustado em 6,0. A concentracdo de glicose, vazdes e cargas organicas
volumétricas aplicadas ao biorreator quando os Tempos de Retenc¢do
Hidr4ulica (TRH) foram aplicados estdo resumidos na Tabela 4.

A carga organica volumétrica (CO,), o TRH e a vazado
especifica de alimentagdo (D)foram calculados de acordo com as
Equagdes 12, 13:

S
COv = QV 0 (Eq. 10)

TRH =

ouD=—— (Eq.11)
TRH a

Onde:
V - volume do biorreator (L);
Q - vazao de alimentacdo do biorreator (L/d);

SO - concentragdo de glicose na alimentacdo do biorreator
(g/L).
TRH - Tempo de Retencao Hidraulica (d)

D- Vazio especifica de alimentacdo(d™)

Tabela 4:Concentragdo de glicose, vazdo e cargas organicas volumétricas
aplicadas ao biorreator continuo de mistura completa de 1 L, para a lavagem do
lodo em diferentes TRHs, a 50°C e pH inicial de 6,0.

Carga organica

Concentragio Vazio volumétrica TRH b

de glicose (g/L) !
g g (L/d) (e/L.d) (d) (d)

20 2 40 0,5 2

20 4 80 0,25 4
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Ao longo do periodo de lavagem dos biorreatores, aos quais
foram aplicados os TRHs de 0,5 ¢ 0,25 dou D 2 e 4 d'l, foi feito um
acompanhamento da concentragdo celular, através da determinagdo dos
s6lidos voldteis totais no biorreator. Esses valores foram utilizados para
calcular a velocidade especifica de crescimentocelular, por meio do
balanco de massa de células em um biorreator continuo homogéneo sem
reciclo, conforme a Equacgéo 14. (SCHMIDELL, 2001).

dX
—=(u-D).X (Eq. 12)
dt

Integrando a Equag@o 14, para e D constantestem-se

(u-D)t

X=Xi.e (Eq. 13)

Onde:
Xi = concentracdo celular inicial no biorreator (g/L);
X= concentragdo celular no efluente no instante t (g/L);
D= vazio especifica de alimentagdo (d”' ou h™);
1 1 p= velocidade especifica de crescimento do microrganismo
(d ouhM).

3.10 Ensaios cinéticos em batelada para o acompanhamento da
producio de H, por fermentacao

Os ensaios em batelada foram baseados em metodologias para
os ensaios de atividade metanogénica especifica (AME) (Aquino et al.,
2007)adaptado para a producdo H,. Para os ensaios realizados com o
lodo sem tratamento com diferentes S¢/X,, 0s ensaios foram realizados
em biorreatores de 250 mL, adicionando-se 100 mL de lodo e 100 mL
de substrato (meio de cultura).

Antes de iniciar os ensaios foi determinada a concentracio de
Solidos Totais (ST) e volateis totais (SV) do lodo. A condi¢do anaerdbia
foi mantida pelo borbulhamento de gis argdnio durante 2 min. Apds o
borbulhamento de gas argdnio foi retirada amostra do meio liquido para
andlises quimicas. Antes de fechar os biorreatores para o inicio dos
ensaios, o argdnio foi borbulhado novamente. Apds, o sistema
operacional dosbiorreatores em batelada foi montado no interior de uma
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estufa. (Figura 4), onde a temperatura foi mantida a 50°C e a agitacdo
orbital em 200 rpm. A tampa do biorreatores era constituida por rolha de
silicone, na qual sdo acopladas duas tubulagdes: uma para a entrada de
gds argobnio (remog¢do de ar) e outra para saida do géds produzido no
sistema. A tubulacdo de saida de gds foi acoplada a um sistema de
medida de gas, no qual o gds produzido é recolhido em um frasco tipo
Mariotte invertido contendo NaOH 5% (m/v). O volume de NaOH
deslocado é captado em uma proveta e representa o volume de gés total
gerado, exceto o CO, que fica retido no NaOH. A composi¢do do gis
gerado foi analisada por cromatografia gasosa.

Nos ensaios para o estudo da relagdo inicial
substrato/microrganismo (So/Xg) foi utilizado o in6culo (lodo anaerébio)
sem pré-tratamento com concentragdo de sélidos volateis entre 1,1 e 1,6
g/L. O meio de cultura continha seis diferentes concentragcdes de glicose
a fim de perfazer diferentes relagdes S¢/X, , as quais foram calculadas
apds a determinacdo de SVTe COT, conforme item 4.7 e pH ajustado
para 6,5.

Nos ensaios que utilizaram os lodos pré-tratados como
in6éculo foram utilizada a relagdo S¢/X, de 2,0, sendo que a
concentra¢do de SV variou entre 2,05 a 2,30 pH foi ajustado para 6
(#0,2), com NaOH 10 % (m/v) ou HCI 1% (m/v).

Nos ensaios utilizados para investigar a melhor relagdo So/Xo
dos lodos pré-tratados foram utilizadas relagdes So/X, de 1,7 a 7,2.
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Figura 4: Biorreatores em batelada para a produgdo bioldgica dehidrogénio por
fermentacdo: 1) biorreatores; 2) ponto de borbulhamento de gis inerte e coleta
de amostra; 3) frasco de seguranca; 4) frasco Mariotte contendo NaOH 5 %
(m/v); 5) proveta graduada para coleta da solu¢do de NaOH deslocada; 6) ponto
de amostragem do gas do headspace. Adaptado de Garcia-Morales et al. (2001).

1
L2

$

I

As velocidades de producgdo de hidrogénio foram determinadas a
partir dos valores de inclinacdo das tangentes das respectivas curvas de
volume acumulado de hidrogénio em fun¢do do tempo. Considerando
que hd uma variacdo na inclinacdo das tangentes em determinados
periodos de tempo, calculou-se as velocidades (r) e velocidades
especificas (p) de acordo com as seguintes equagdes:

3.11 Cinética para producio de H,

u = 1 (dPsz
ox\ dt Eq. (15)
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Sendo:
rip=velocidade de producdo de hidrogénio em mL/h

pum= velocidade especifica de produgdo de hidrogénio em
mL/h.gSV

X= concentracdo de sdlidos voldteis ao final do ensaio de
fermentacdo emg/L.

3.12 Producio de H, em biorreatores operados em batelada
sequénciais repetidas

Foi utilizado biorreatores do tipo ASBR (“Anaerobic
Sequential Batch Reactor”) de 450 mL de volume util, em triplicata,
para cada indculo. Primeiramente mediu-se a quantidade de hidrogénio
produzida pelo periodo de 24h, em seguida a agitagdo foi desligada por
aproximadamente 1 h para ocorrer a sedimentacdo do lodo. A seguir, o
pH foi medido e retirou-se 300 mL do sobrenadante de cada biorreator
para posterior andlise, durante 36 dias. Antes de iniciar a alimentagao, a
saida de gases era fechada. Apds este procedimento, alimentou-se o
biorreator com 300 mL de glicose (5g/L) adicionada da solucdo de
micronutrientes (conforme item 4.2) corrigindo o pH para 6,0. Dessa
forma, permitiu-se iniciar outra batelada. Esse procedimento foi
realizado uma vez ao dia por um periodo de 36 dias. Diariamente foram
feitas as andlises do sobrenadante retirado para acompanhamento
dosbiorreatores: glicose inicial e final, pH inicial e final e sélidos
volateis.

3.13 Métodos Analiticos

3.13.1 Determinagéo dos Sélidos Totais e Sélidos Volateis (ST e SV)

Para a realizacdo dessa andlise foi efetuada a secagem de
papel filtro em forno de micro-ondas, ajustado na poténcia de 180
Watts, durante 15 minutos. Filtrou-se a amostra com papel filtro
previamente seco e,em seguida, secou-se o filtro com a amostra em
forno micro-ondas mesmas condi¢des descritas anteriormente. A
concentracdo de sélidos totais foi obtida pela diferenga de peso do papel
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filtro antes e depois da secagem sendo considerado o volume de amostra
utilizado para a andlise. Para a determinacdo dos sélidos voldteis,
utilizou-se o método descrito no Standard Methods for the examination
of water and wastewater, o qual utiliza a queima da biomassa em mufla
a 600 °C por 15 minutos (APHA, 2005).

3.13.2 Determinacdo do pH

A determinagio do pH foi feita pelo pHmetro digital Marconi.
O pHmetro foi calibrado diariamente com solu¢des tampao de pH 4,0 e
de pH 7,0. Apés calibrado, fez-se a leitura do pH das amostras (APHA,
2005).

3.13.3 Determinagéo de Carbono Organico Total e inorganico (COT)

O analisador utilizado para andlise de Carbono Organico Total
foi Shimadzu- Modelo TOC-VCPN, por método de medida Direto-
Combustio- oxidacdo catalitica a 680 °C. A deteccdo foi por NDIR
(non-dispersive infrared gas analyzer), sendo utilizado um volume de
amostra para IC (carbono inorganico) de 27uL. e volume de amostra
para TC (carbono total): de 20 pL. O pré-tratamento para a
determinacdo de IC foi a adi¢do automadtica de 4cido e injecdo de gas. O
gds carregador utilizado foi o oxigénio com fluxo de 230mL/min A
condicdo de calibracdo utilizada foi a auto diluicio de Padrdo de
Biftalato de potassio 1000ppm(seco a 110° C por 1 hora), variagdo de 50
a 1000ppm.

-

3.13.4 Andlise da composi¢do do gds nos biorreatores

A determinacdo dos gases através de cromatografia a gas
(CQG) foi realizada de acordo com Han e Shin (2003), modificando-se a
temperatura do detector para 100°C. A concentracdo dos gases
produzidos foi avaliada por meio da retirada de 0,3 mL de amostra do
gds produzido na saida do biorreatores, utilizando-se uma seringa gds
tight. A andlise foi realizada em cromatdgrafo a géis equipado com
detector de condutividade térmica (TCD). A coluna utilizada foi uma
coluna empacotada (ShinCarbon ST 100/120 mesh), peneira molecular
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5A 2m x 2 mm, sendo o gis de arraste, argénio ultra puro sob vazao de
30 mL/min. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector foram
80°C, 50°C e 100°C, respectivamente.

3.13.5 Andlise de 4cidos organicos voldteis e etanol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A determinacdo dos subprodutos da fermentacdo, como os
acidos organicos voldteis e o etanol, foi realizada por CLAE, de acordo
com metodologia descrita por S4 et al. (2011). As condicdes utilizadas
foram coluna Aminex HPX-87H, fase movel consistindo de H,SO,
0,005 mol/L, fluxo de 1.0 mL/min, temperatura do forno de 55°C e
comprimento de onda de 210 nm. O cromatégrafo utilizado é composto
pelos seguintes médulos: desgaseificador (modelo DGU-2A), bomba
(modelo LC-10AD vp), injetor manual/ vdlvula reodyne, forno para
coluna (modelo CTO-10AS), detector arranjo de diodo (modelo SPD-
MI10A vp) conectado em série com detector de indice de refragdo
(modelo RID-10A). A aquisi¢do e o tratamento dos dados foram
controlados pelo software Class VP 6.1 (Shimadzu, Japdo). Os acidos
organicos e alcois.

3.14 Acompanhamento da microbiota por técnicas de biologia molecular

As andlises por técnicas moleculares visaram a caracterizagdo
da diversidade microbiana do inéculo e consistiramnas seguintes etapas:
extragdo do DNA, reacdo em cadeia polimerase (PCR), e separacdo dos
segmentos amplificados no PCR usando eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) e/ou fazendo o sequenciamento.

As andlises de biologia molecular foram feitas com amostras
dos lodos utilizadospara inocular os biorreatores operados em
batelada,para os lodos pré-tratados e para o controle (lodo sem pré-
tratamento). Além disso, foi realizado o acompanhamento das
microbiotas durante a operacdo dos biorreatoresa partir de amostras
retiradas nos tempos 0, 12, 24 e 36 dias.

Em seguida, estdo apresentados os procedimentos
experimentais realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Microrganismos (LBBMM) do Departamento de



59

Bioquimica (BQA) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Também foram
realizadas andlises no Departamento de Ciéncia do Solo
nolaboratérioMicrobiologia Molecular e Ecologia Microbiana naEscola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP.

3.14.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido de acordo com a metodologia
descritapara o kit Power Soil DNA Isolation (MoBio, EUA). Apds a
extracdo, foi verificada a integridade e a qualidade dos DNAs obtidos
através da eletroforese em gel de agarose 1%(m/v), com colora¢do em
brometo de etideo e visualizacdo em luz ultravioleta. Os DNAs foram
quantificados por meio da andlise em espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo Scientific, EUA).

3.14.2 Amplificacio do 16S rDNA

A partir do DNA genomico extraido da amostra, a
amplificagdo do 16S rDNA foi realizada por meio da técnica de PCR
utilizando-se os oligonucleotideos universais para dominio Bactéria 27F
(5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'), para obter cépias do gene e
especificar a regido V6 do gene 16S. O volume final das reacdes foram
de 25 uL contendo 1uL de DNA, 1X tampao de PCR, 0,4mM de cada
oligonucleotideo, 0,2mM de cada DNTP, 2,5mM de MgCl,, 100% BSA
e 0,05U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen).Nas reagdes foi
utilizada dgua como controle negativo. A reacdo de amplificacdo foi
realizada em termociclador e as condi¢cdes de amplificagdo estdo
descritas na Tabela 5. Realizada a primeira reacdo de PCR, o produto
dessa reacdo foi utilizado pararealizar uma segunda reacdo de PCR
direcionada para regido Vo6 e
utilizandodiferentesoligonucleotideoscomo:U968(
5’GC’CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGG
GGGAACGCGAAGAACCTTAC-
3)eR1387(5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’).

O volume final da segunda reacdo de PCR foi de 50 yL
contendo 5 pL da primeira amplificacdo, 1X tampao de PCR, 0,4 mM
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de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de cada DNTP, 2,5 mM de MgCl,,
100% BSA e 0,05 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). A
reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador e as condicdes de
amplificacdo estdo descritas na Tabela 5.
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3.14.3 Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

O produto de PCR foi utilizado para realizar o DGGE
conforme Heuer et al. (1997). Para a técnica de DGGE foi aplicado em
gel de poliacrilamida 6% (m/v) em tampdo TAE 1X. O gradiente
desnaturante variou de 25 a 65% (onde 100% de desnaturacio significa
M de uréia e 40% de formamida). Os géis foram submetidos a
eletroforese vertical por 16h a 100V a temperatura de 60°C e
posteriormente corados por lh com SYBR Gold (diluido 1:1000,
Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) e fotografado sob luz ultra
violeta.

3.14.4 Identificacio da comunidade bacteriana por meio de
sequenciamento

A identificagdo da comunidade microbiana existente nos
diferentes lodos foi baseada na amplificacido da regido V6 do gene 16S
rRNA de bactérias. Os DNAs extraidos das amostras de diferentes lodos
foram amplificados com os oligonucleotideos 967F  (59-
CAACGCGAAGAACCTTAC C-39) e 1046R ( 59-
CGACAGCCATGCANCACC T-39). O oligonucleotideo foward
recebeu marcadores distintos (tags de identificacdo de 5 pares de bases)
para cada uma das amostras analisadas.As reacdes de PCR foram
conduzidas conforme proposto por Sogin et al. 2006.As condicdes de
amplificagdes foram de volume final 50 pL contendo 5 pL da primeira
amplificagdo, 1X tampao de PCR, 0,2 mM de cada oligonucleotideo, 0,2
mM de cada DNTP, 5 mM de MgCl,, 100% BSA e 0,01 U da enzima
Taq DNA polimerase (Invitrogen). Nas reagdes foram utilizados
controles negativos. Apds a amplificacdo as amostras foram purificadas
com o kit Charge Switch PCR Clean-UP (Life Technologies) e
quantificadas utilizando Qubit 2.0 Fluorometer (Life Tecnhologies) e
sequenciadas utilizando o lon Torrent Personal Genome Machine,
sistema com 3 fons 316TM chip (Life Technologies, EUA) de acordo
com Kavamura et al. 2013. As sequencias obtidas foram comparadas
com sequéncias publicadas em banco de dados NCBI (National Center
for Biotecnology Information).
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3.14.5 Indice de Shannon

O indice de Shannon (H’) mede a diversidade de individuos
em uma populacdo com muitas espécies. As imagens do gel de DGGE
foram analisadas pelo software = ImagequantTL unidimensional
(Amersham Biosciences, UK, 2003) para calcular a matriz de presenga e
auséncia de bandas. A partir dessa matriz o programa Past 1.90 calcula o
indice de Shannon utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) com base no coeficiente de
similaridade de Bray-Curtis (COSTA, 2012).0 indice de Shannon (H)
varia entre 0 (apenas uma espécie) e um valor maximo correspondente a
S espécies. Quanto menor o valor do indice de Shannon a diversidade da
amostra € baixa e quanto maior o indice de Shannon, maior a
diversidade microbiana na amostra. E calculado através da Equagio 22.

S

H = -3 (pi)(In pi) Eq. (16)
i=1

onde S é o numero de espécies, pi € a propor¢io da espécie i, estimada
como ni/N, onde ni é a medida de importancia da espécie i (nimero de
individuos), e N é o nimero total de individuos.

3.14.6 Anilise de agrupamento

A andlise de agrupamento foi utilizada para verificar a formagado de
grupos dentro de uma comunidade microbiana. A andlise € apresentada
por uma forma grafica denominada dendrograma. Através da matriz de
presenca e ausénciade bandas, foi calculada pelo software Imagequant
TL unidimensional(Amersham Biosciences, UK, 2003), (MCGAIG et
al., 2001), fez-se a andlise de agrupamento, obtendo uma matriz com
valores de distancia e plotando-se o grafico de similaridade entre as
amostras. O dendrograma foi construido pelo software Primer 5.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeitos da relacio inicialsubstrato/microrganismo (S¢/X,) sobre
a producio de hidrogénio por fermentacao

A relagdo entre a concentragdo de substrato (S), ou fonte de
carbono e a concentracdo de biomassa (X) também é conhecida como a
relacdo Alimento/Microrganismo (A/M). Em estudos realizados em
batelada por curtos periodos, em testes em batelada, esta relacdo é
denominada de relacdo inicial substrato/microrganismo, ou seja, relacao
S¢/Xy. Segundo Aquino et al. (2007) para cada quantidade de biomassa
existe uma faixa adequada de quantidade de substrato que varia com a
natureza e atividade da cultura de microrganismos. Por isto, estes
estudos devem ser realizados, individualmente, para cada cultura mista.

Neste trabalho, foram realizados ensaios em batelada com
meio de cultura contendoseis diferentes concentracdes de
glicosemantendo a concentracdo de SV entre de 1,24 a 1,58 g/L. As
concentrag¢desiniciais da fonte de carbonoforam determinadas pelas
andlises de COT e transformadas em glicose equivalente, para fins de
comparacio com a literatura, uma vez que a glicose foi a tinica fonte de
carbono adicionada aos biorreatores. As relagdes de Sy/X, foram
calculadascom base na concentragcdo de glicose equivalente e de SV no
inicio dos ensaios. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6:Relagdes So/X,calculadas a partir das concentracdes de SV e glicose
equivalente, utilizadas nos ensaios de produgdo de H, em batelada.

COT inicial Glicose eq. SV So/Xo
(g/L) inicial(&/L) (g/L) (g glicose/gSV)
0,71 1,78 1,58+0,02 1,1
1,85 4,62 1,24+0,08 3,7
2,90 7,25 1,24+0,01 5,8
3,85 9,62 1,51+0,04 6,3

*So/X, foi determinado com os valores iniciais de glicose equivalente a partir
das concentragdes de COT (fator 2,5).

A Figura 5 apresenta o volume de hidrogénio produzido durante
os ensaios de producdo de H, em batelada, realizados com o inéculo
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(lodo anaerébio de sistema de tratamento bioldgico de vinhaga sem pré-
tratamento) em diferentes relagdes S¢/X, (Tabela 6). O volume de
hidrogénio produzido foi acompanhado a cada 15 minutos, nas
primeiras 2 horas de ensaio e apds esse periodo, a cada hora.

Figura 5: Volume de hidrogénio acumulado (mL) ao longo do tempo, nos
ensaios cinéticos com diferentes relagdes Sy/X.
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Como pode ser observado na Figura 5 os ensaios com relacdes
So/Xo1,1,3,7, 5,8 e 6,3g glicose/g SV produziram 3,28, 24, 37,2, e 30,8
mL de hidrogénioem 12 horas de ensaio, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos para producdo de hidrogénio
ointervalo de relagdo S¢/X, entre 5,8 e 6,3g glicose/ g SVfoiescolhido
como o mais adequado para a realizacdo dos ensaios cinéticos de
producdo de H, com o lodo sem qualquer tipo de pré-tratamento, pois
foram os ensaios que peoduziram mais hidrogénio.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores de pH e SV do
inicio e final dos ensaios cinéticos realizados com diferentes So/Xo. A
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variagcdo do pH do inicio ao final do experimento (12 h de fermentacgao)
foi menor no ensaio com Sy/Xode a 1,1 g glicose/ g SVno qual o pH
variou de 6,5 a 6,35, aproximadamente. J4 os valores de pH nos
biorretores com Sy/X entre 3,7, 5,8 e 6,3g glicose/gSVvariaram entre
6,5 até 4,93, do inicio para o final do experimentos. A diminui¢do mais
acentuada do pH nos biorreatores com valores de S¢/X, mais elevadas
indica uma maior produgdo de 4cidos orgénicos pela cultura mista. A
concentracdo de biomassa caracterizada pela determinacio de SV
permaneceu praticamente constante durante a realizacdo dos ensaios,
poistodos os biorreatores apresentaram valores semelhantes de SV
inicial e final. Provavelmente, o periodo de realiza¢do do experimento
foi muito curto para observar crescimento celular pela determinacio de
sOlidos voldteis.

Tabela 7:Valores de pH e SV do inicio e final do experimento com diferentes
relacdes Sy/Xo,

SO(XO L . SVinicial SV final
(g glicose/ ~ PH inicial pH final (/L) (/L)
gsv) g
1,1 6,51£0,05  6,35+0,01 1,58+0,02 1,560
3,7 6,53£0,01  5,23+0,04 1,24+0,08 1,200
5,8 6,49+0 4,93+0,02 1,240 1,240
6,3 6,50+0,05  5,04+0,145  1,51%0,045 1,37+0,05

Na Tabela 8 estdo apresentadas as concentracdes de glicose
inicial e final determinada nos ensaios com as diferentes relagdes So/X.
A partir desses valores foi verificado o consumo de glicose durante a
realiza¢do dos ensaios, bem como os rendimentos de producdo de Hye as
respectivas eficiéncias.

O consumo de glicose nos ensaios com as relagdes So/X, 5,8 e
6,3 g glicose/ g SV foi em média 6 mmol e o rendimento (Y) de
producdo de H, a partir da glicose consumida para essas duas relagdes
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foi de 0,22 e 0,17 mmol de H,/ glicose equivalente consumida,
representando uma eficiéncia de 5%. A partir desses valores, observou-
se que este lodo € pouco especifico para a producio de Ho.

Tabela 8:Consumo de glicose equivalente,rendimento e eficiéncia dos
experimentos de producdo de H, com diferentes relacdes Sy/X,.

So/Xo

1,1 3,7 5,8 6,3

(g glicose/ g SV)
Glicose eq.ipicias (Mmol) 4,9 13 20 26,7
Glicose eq.fina (mmol) 3,75 10 14 20,5
Glicoseconsumida (Mmol) 1,15 3 6 6,2
H2pr0duzid0(mmoD 091 15 0,84 1,30 1,08
Y(mmolde Hommolde 15 75 (9 0,17

glicose consumida)

Eficiéncia (%) 2,5 7,0 5,5 4,25

*Concentragdo de glicose equivalente da Tabela 8 foi convertida em mmol,
considerando 180g/mol de glicose e o volume do biorreatores de 0,5 L.

*Qs volumes de producdo maxima de H, apresentados na Tabela 9 foram
convertidos em mmol pela Equacdodos gases ideais usando 1 atm e 50°C.

Para estudar com maiores detalhes as diferencas entre a
producdo de H, com baixa e alta relagdo Sy/Xo,foram realizados
experimentos similares aos anteriores, mas apenas com as relacdes
So/Xp 1,0 e 5,2g glicose/ g SV.

Na Figura 6estdo apresentados os resultados de produgdode
hidrogénio (mL) nos experimentos com Sy/Xpigual a 1,0 e 5,2g glicose/
g SVdurante 14horas de fermentacdo. Conforme se observa na
Figura7,apds 6 h de experimento o volume de H, comega a aumentarem
ambos os ensaios. Ao final de 14 h de experimento foi observada a
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producido de 12 e 90 mL de H,, nos ensaios com as relagdes S¢/X, de 1,0
e 5,2g glicose/ g SV, respectivamente.

A andlise cromatografica de composi¢do do gasrevelou que no
ensaio com Sy/Xode 5,2 g glicose/ g SV, o H; ao final de 14 h foi 60% e
na relagdo S¢/X(1,0g glicose/ g SVde apenas 8%. Estes resultados
revelam a importancia do estudo da relacio S¢/X, para a producgdo
biolégica de H, pela cultura mista, pois quando a concentracdo de
substrato foi aumentada (relacdo S¢/X, de 5,2g glicose/ g SV), a
formacdo de H;, foi altamente favorecida.

Figura 6: Volume dehidrogénioacumuladonos ensaios cinéticos com a relacio
So/Xp 1,0 e 5,2¢g glicose/ g SVdurante 14 horas de experimento.
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O volume de hidrogénio acumulado total durante o ensaio e as
velocidades de producdo de Hjnas relagdes So/X, de 1,0 e 5,2 g glicose/
g SVeml4horas de ensaioestdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9:Parametros cinéticos para a produgdo de H, nos ensaios com relacio
So/Xode 1,0 e 5,2¢g glicose/ g SV.

\4 MH2
So/Xo T ’
) (mL) (mL/h.g SV)
(g glicose/ g SV) (mL/h)
1,0 12 1,6 1,36 0,9741
5,2 89 13,7 11,7 0,9941

V: Volume acumuladode H, (mL); ry,: velocidade de producdo de H, (mL/h);p
m: velocidade especifica (mL/h.gSV), no intervalo de 6 a 12h.R? se refere ao
ajuste linear dos dados para a determinag@o de r , nos intervalos mencionados.

Como pode ser observado na Tabela 9, o volume acumulado de
H, (V) foimaior no ensaio com Sy/Xqde 5,2g glicose/ g SV (90 mL)
quando comparado ao de S¢/X(1,0g glicose/ g SV(12 mL). Da mesma
forma, a velocidade de produgdo (r y)da relacdo mais elevada e a do
ensaio com baixa relagdo foi de 1,6 e 13,7 mL/h de H,, respectivamente.
Em ambos os ensaios foi utilizada a mesma concentragdo de SVde 1,17
g/L.Portanto, a diferenca entre as velocidades especificas foram de 1,36
mL/h.gSV e 11,7 mL/h.gSV.As diferencas entre os parametros cinéticos
das duas rela¢des estudadas, mostrou que a maior relagdo So/X, de 5,2g
glicose/ g SV foi melhor para produzir hidrogénio para lodo sem pré-
tratamento.

A quantificagdo de metabdlitos microbianos soldveis, tais
como os &cidos orgdnicos voldteis e etanol,durante o processo de
fermentacdo para a producdo de H, fornecem importantes informacdes
sobre o caminho metabdlico seguido pelos microrganismos e sao
frequentemente utilizados para avaliar a eficiéncia da producdo de
H,(HAN;SHIN , 2004;ABREU et al., 2009; SA et al., 2011). Na Tabela
11sdao apresentados osvalores de pH, concentracdes deglicose,
SV.acidos orgénicos e etanol no inicio e ao final dos experimentoscom
as relacoesSy/X, 1,0 e 5,2¢g glicose/ g SV.
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Tabela 10:Valores de pH, SV, glicose,icidos orgénicos e etanol (mmol/L) no
inicio e final dos experimentos (diferenca) com a relacdo S¢/X, 1,0 e 5,2 g

glicose/ g SV.

So/Xo

1,0

5,2

Inicial

Final

Inicial Final

pH
SV (g/L)
Glicose (mmol)
Glicose
consumida
(mmol)

H,produzido
(mmol)

Y
(mmolHy/mmoly;
consumida)

Eficiéncia (%)

-

Ac
latico(mmol/L)
variacao
Ac. Acético
(mmol/L)
variacao
Ac. Propi6nico
(mmol/L)
variacdo

Etanol (mmol/L)
variagao

Ac. Butirico
(mmol/L)
variagao

6,5+0,02
1,05+0,05

6,16+0,01
1,15+0,05

2,78 1,83

0,95

0,42

0,44

11

1,10
10,1+0,2 10,1+0,3
- 0,4+0,03

0.4
41,95+0,2
30,65

11,3+0,1

- 1,0240,1
1,02

6,51+0,03  5,24+0,03
0,98+0,05 1,10+0,01
15,8 10,8

5,0

3,15

0,63

16

3,55+0,3  8,10+0,5
4,55
11,87+0,02 43,46+0,05
31,59
1,88+0,2  3,64+0,1

0,13
57,17+0,04 -

0
3,2940,1  17,02+0,3

13,73

(-): ndo detectado.Os valores apresentados foram convertidos em mmol pela
equagdo dos gases ideais usando 1 atm e 50°C.
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A variacdo do pH nos experimentos foi muito diferente entre os
ensaios com relagdes So/Xy de 1,0 e de 5,2 g glicose/ g SV(Tabela 10),
conforme ja havia sido observado nos ensaios anteriores.Para a relacao
S¢/Xo mais baixa, o valor de pH manteve-se praticamente constante ao
longo do ensaio, sofrendo um leve aumento entre 6,5 e 6,75. J4 o valor
de pH no experimento com Sy/Xpigual a 5,2g glicose/ g SV, apresentou
diminui¢do ao longo do experimento de 6,5 para 5,14. As diferengas
entre as concentracdes de SV do inicio para o final do ensaio foram
pequenas, devido provavelmente ao curto periodo do ensaio e a natureza
da andlise realizada para verificar o crescimento celular, que foi a
andlise de s6lidos volateis.

Conforme pode ser observado na Tabela 10, no ensaio com
relacdo So/Xy de 1,0g glicose/ g SV o &cido acético, propidnico e
butirico foram encontrados apenas em baixas concentragdes. A
concentragdo de dcido acético, principal metabdlito da produgdo de H,,
permaneceu baixa e praticamente constante ao longo do ensaio. Estes
resultados refletem a baixa produgdo de H, (Figura 6), apenas 12 mL de
H,.

O metabdlito encontrado em maior concentragdo no ensaio
com S¢/Xode 1,0 foi o etanol aumentou em cerca de 3,7 vezes
(11,3para41,93 mmol). O aumento da concentracdo de etanolsugere que
essa condicdo,de baixa concentra¢do de fonte de carbono, favoreceu a
formacdo de etanol pela cultura mista estudada.Ren et al. (2007)
observaram o desenvolvimento de bactérias produtoras de H,, via
etandlica do tipo Ethanoligenens harbinense durante a producdo de H,
em biorreatores continuos alimentados com melago.Outros autores
relatam a presenca de bactérias produtoras de H, e etanol em culturas
mistas, principalmente sob condi¢cdes termofilicas, mas em pHsmais
baixos do que os utilizados neste experimento (REN et al., 2006; XING
et al.,, 2008, ORLYGSSON et al., 2010). Neste trabalho, devido a
origem da cultura mista, lodo oriundo de sistema de tratamento de
vinhaca, ndo se pode descartar a possibilidade de que leveduras
utilizadas no processo de fermentacdo etandlica, estejam presentes no
lodo do sistema de tratamento de efluentes e que sejam as reponsdveis
pela producido de etanol. Entretando, na relacio So/X, de 5,2 g glicose/ g
SV nio foi observada a presenca de etanol.

Os resultados das andlises de 4cidos orginicos e etanol para o
ensaio com Sy/Xy de5,2g glicose/ g SV(Tabela 10)mostraram que houve
um aumento nas concentracdes dos dcidos ldtico, acético, propidnico
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ebutiricono decorrer desse ensaio.Nesse ensaio, o aumento das
concentragdes dos dcidos acético e butirico, principais metabdlitos da
producdo de H, por fermentacdo, coincide com o maior volume de H,,
comparada ao ensaio com baixa S¢/X, (Figura 6). A concentracdo de
dcido acético aumentou de 11,87 para 43,46 mmol/L. Pela relacdo
estequiométricada reacdo que envolve a formagdo de H, a partir de
glicose,2 mmols de 4cido acético seriam produzidos juntamente com 4
mmol de H,. Apesar dos experimentos mostrarem claramente que a
relacdo S¢/Xode 5,2 € mais apropriada para a producdo de H,,
comparada a relagdo S¢/X(, mais baixa, orendimento de producdo de
Hyfoi de 0,63 mmolH,/mmolglicose onsumida (Tabela 10), perfazendo uma
eficiéncia de apenas16 % em rela¢do ao rendimentoteéricomaximoque é
de4 mmolyy/mmol gjicose.

Com o objetivo de aumentar o rendimento da producdo de H,
foram realizados pré-tratamentos no lodo, visando o enriquecimento da
cultura mista em microrganismos produtores de Ho.

4.1.1 Anilise das comunidades microbianas presentes nos ensaios com
relacdesSy/Xo 1,0 e 5,2g glicose/ g SV

Foram analisadas amostras do lodo utilizado como in6culo (0 h)
e ao final (14 h)dos ensaios, em ambas as condi¢cdes. Na Figura 7, estd
apresentada a fotografia do gel de DGGE das amostras de lodo no inicio
e no final do ensaio.
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Figura 7: Gel de DGGE com as amostras de lodo dos ensaios com Sy¢/X; 5,2 g
glicose/ g SVe com Sy/X,1 g glicose/ g SV.

(600 f) (1)
S0/Xo 5,2 So/Xo 1,0

Uma identifica¢@o prévia dos microrganismos por comparag¢io
das sequéncias de DNA dos ensaios com S¢/Xy1,0 e 5,2g glicose/ g SV
encontram-se resumidos nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.
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Tabela 11:Correspondéncia dos fragmentos do gel de DGGE dos ensaios com
So/Xde 1,0 determinados pelas suas sequéncias de 16S rDNA, com sequéncias
do GenBank.

Afiliacao / n° acesso Banda Slmlz?;;)dade Inicio  Final
Nitratifractor
(CKF3D3T5016) a 95 X X
Acetovibrio
(CEXXDGCK04)  ° 9% x
Clostridium 9%
(CF1754HY016) € X X

No ensaio com relacdo Sy/Xol,0puderam ser identificadas
apenas 3 bandas, cujas sequéncias podem representar a presenga de
diferentes microrganismos no inicio e no final do ensaio. As sequéncias
obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados
GenBank (NCBI, 2012) pelo método BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool).Na Tabela 11 pode ser verificado que ao inicio deste
ensaio estd, provavelmente, presente, o gé€neroClostridium (banda
c),Acetovibrio (banda b) eNitratifractor(banda a).

O género Nitratifractor (banda a) também apresenta elevada
similaridade com o genoma de Arcobacter. Estesmicrorganismos sio
quimiolitotréficospresentes em ambientes com baixa concentragdo de
oxigénio dissolvido, como as profundezas do oceano, e possuem como
principal metabolismo a reducaodo nitrato utilizando o H, como doador
de elétrons, ou seja, um consumidor de H, (NAKAGAWA et al., 2005).
Possuem temperatura 6tima de 55°C, crescem sob condi¢des micro-
aerofilicas e t€m pH 6timo de 6,4.Essas informacdes coincidemcom os
resultados dos ensaios cinéticos,pois no volume total de gds produzido,
o N, foi 0 gds predominante (50%-dados ndo mostrados) e o Hyapareceu
apenas em baixa concentracdo (5%). Os resultados referentes a presenca
de N, ndo foram explorados, pois ndo € o objetivo deste trabalho.

OAcetovibrio, também  identificado como  possivel
microrganismo presente no inicio do ensaio com Sy/X,1,0(Tabela 11 —
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banda c) é um microrganismo mesofilico e anaerébio conhecido pela sua
eficiente capacidade de degradar celulose microcristalina (DASSA et al.,
2012). O género Clostridium(banda c)é descrito na literatura como o
principal géneroprodutor de H, conhecido também por ser acidofilico
(LAY et al., 1999; FANG et al.,, 2006; BANDO et al., 2013). Este
resultado indica que na cultura mista utilizada neste trabalho existem
microrganismos potencialmente produtores de H, mas que,
provavelmente, a condicao de baixa concentrag@o de substrato ndo tenha
favorecidoeste metabolismo.

Os microrganismos identificados pela andlise do fragmento do
gel de DGGE do ensaio com S¢/X, de 5,2 estdao descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Correspondéncias dos fragmentos do gel de DGGE dos ensaios com
So/X5,2 determinados pelas suas sequéncias de 16S rDNA, com sequéncias do
GenBank.

Similaridade

Afiliacdo / n° acesso Banda (%) Inicio Final
Clostridium
acetobutylicum e 93 X
(CFO5P14WO01R)
Clostridium perfringens f 93 X
(CEYDVMPXO016)
Thermoanaerobacteriac 97 X
eae (CEX4104BOIR) g
Bacillus
sp(CKGEZAEAO14) h 23 x
Coprothermobacter sp. ; 9]
(CKGXAMWOIR) X
Clostridium botulinum .
] 96 X

(CKK5G08CO1R)

Os resultados da Tabela 12 mostram que o género
predominante ao longo do ensaio com S¢/Xde 5,2 g glicose/ g SV, foi o
Clostridium, reconhecidamente produtor de H,. Entretanto, a microbiota
predominante mudou ao longo do ensaio, como pode ser observado nos
principais microrganismos identificados no inicio e final do ensaio.
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No inicio do ensaio com S¢/Xde 5,2 g glicose/ g SV duas
espécies de Clostridium foram encontradas, oC. acetobulylicum(banda
e) e C. perfringens(banda f), ambasconhecidas como produtoras de H,
(LAY et al., 1999; LI; FANG, 2009). Nesta fase do ensaio também foi
identificada a presenca de Thermoanaerobacteriaceae (banda g) que
estd relacionado a oxidagdo do acetato, sob condi¢des termofilicas (LIU;
CONRAD, 2010). Estes microrganismos também sao descritos como
produtores de H, em elevadas temperaturas (ELSHARNOUBY et al.,
2013; JAYASINGHEARACHCHI et al., 2012).

Ao final do ensaio, foi observada a presenca do género
Clostridium  botulinum (banda j), além do Bacillus sp. e
Coprothermobacter sp. O género Bacillus sp. tem sido encontrado em
culturas mistas para a producdo de H,, mas a sua funcdo tem
sido,predominantemente, relacionada ao consumo de O, no meio por ser
um anaerébio facultativo,tornando o ambiente mais propicio para a
formacdo de H, (HUNG et al., 2011). O género Coprothermobacter sp.
por sua vez tem sido descrito como produtor de H,, apenas sob
condi¢des termofilicas (TANDISHABO et al., 2012).

Adiferenca entre a microbiota inicial nos ensaios com as
diferentes relacdes So/Xy pode estar relacionada apenas a concentracio
das amostras aplicadas no gel de DGGE, uma vez que amostras mais
diluidas sdo mais dificeis de serem visualizadas e coletadas. Sendo
assim, algumas espécies que poderiam estar presentes e ativas podem
nao ter sido analisadas. No entanto, comparando-se as espécies
encontradas para as duas relagdes S¢/Xo, pode-se sugerir uma ligeira
diferenca na microbiota que dominou os biorreatores. Observou-se para
a relacdo S¢/Xode 5,2 g glicose/ g SV maior frequéncia de espécies
diretamente relacionadas a produgdo de hidrogénio (Clostridiumsp), o
que sugere que este parAmetro tem influéncia na microbiota ativa no
biorreator.

4.2 Pré-tratamentos do inoculo e acompanhamento da producao de
H,

Considerando os resultados obtidos nos ensaios com as
diferentes relacdes S¢/Xp, nos quais os rendimentos de producio de
Hyforam  baixos(variaram entre 0,1 e  0,63mmolH,/mmolgy;
consumida).foram realizados pré-tratamentos na cultura mista com o
objetivo de enriquecer em microrganismos produtores de H, e
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consequentemente aumentar o rendimento da produgdo de Hjpelo lodo
estudado.

Pré-tratamentos de culturas mistas sdo normalmente utilizados
para suprimir a atividade dos microrganismos consumidores de Ho,
preservando a atividade dos produtores, tornando a cultura mista
enriquecida em tais bactérias (ASSAWAMONGKHOLSIRI et al., 2013;
PENTEADO et al., 2013; LIU et al., 2013; KAN, 2012, SONG et al.,
2012).

Foram realizados oitotipos de pré-tratamentos do lodo, com
base condi¢des estabelecidas em trabalhos cientificos anteriores, quais
sejam:

1) tratamento térmico a 100°C por 15min (KAN, 2013);

2) tratamento térmico a 100°C por 60min (ZHANG et al., 2011);
3) tratamento térmico a 80°C por 15 min (WHANG et al., 2011);
4) tratamento térmico a 80°C por 60min (WHANG et al., 2011);
5) tratamento 4cido (pH3 com HCl), (CHANG et al., 2011);

6) tratamento combinado (pH 3 efervura por 30 min), (CUI,
SHEN, 2012);

7) lavagem seletiva do lodo em CSTR, operado a 50°C com TRH
de 12h;

8)lavagem seletiva do lodo em CSTR, operado a 50°C com TRH
de 6 h.

Nas Figuras 8 e 9 estdo apresentados os resultados do
acompanhamento da concentragdo de SV durante a lavagem seletivado
lodo realizada em dois CSTRsdistintos, operadoscomTRHs de 12 e 6 h.
Avazdo especifica de alimentagdo maior do que a velocidade de
crescimento dos microrganismos (D>) aplicada a reatores continuos,
ocasiona a lavagem, o que fica evidenciado pela intensa redugdo da
concentracdo celular (SV) observada nestas figuras.

Os valores de D escolhidos para o enriquecimento da cultura
mista em bactérias produtoras de H, foram de 0,083 h'le 0,17 h'l, pois
os TRHs encontrados na literatura com mais frequéncia para a operacio
de biorreatores continuos para a producdo de H, com culturas mistas
estdo entre 12 e 6 h. Exemplo disto é o trabalho de Chen e Chang (2001)
que estudaram o efeito de diferentes vazdes especificas de alimentacio
(D)sobre a producdo de H, em biorreator aplicando valores de D entre
0,075-0,167 h™'. O valor 6timo encontrado foi 0,125 h”'. Han e Shin
(2004) estudaram a faixa de D entre 0,0875 e 0,233h™", para a produgio
de hidrogénio a partir de residuos de alimentos, obtendo maiores
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producdes de H, em 0,1875 h'l(TRH= 5,3 h). Kim e Lee (2010)
prepararam um indéculo com elevada producdo de H, por fermentacdo a
partir da operag@o de um CSTR de 5 L a 60 °C, aplicando um TRH de
10,3 h (D= 0,097h™).

A partir das equacdes exponenciais obtidas pelo ajuste dos
dados experimentais de SV, pode ser calculada as velocidades de
crescimento dos microrganismos nos biorreatores.

Figura 8: Concentra¢do de SV durante o periodo de lavagem do lodo em um
CSTR, operado com TRH de 12h (D = 0,083 h™").
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A partir da equacdo exponencial obtida peloajuste dos dados
experimentais apresentada na Figura 9, pode ser calculado o valor da
velocidade especifica de crescimento dos microrganismos (LL):

X = 32,737 002
como(U - D) =-0,052
D=0,083 h™

w=0,031h"

Logo:
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Figura 9: Concentragdo de SV durante o periodo de lavagem no CSTR, operado
com TRH de 6 h (D=0,166 h™).
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A partir da equagdo exponencial obtida peloajuste dos dados
experimentais, pode ser calculado o valor de [ :

X =21,797¢ "1
Como (1 - D) =-0,12
D =0,166h"
w=0,046 h"

As velocidades de crescimento de 0,031 e 0,046 h'estimadas
neste trabalho sdomenores do que os valores de p descritos na literatura
para as bactérias acidogénicas produtoras de H, (u=0,172 h™") (CHEN;
CHANG, 2001). Deve-se considerar que as condi¢des utilizadas nos
ensaios de lavagem, tal como composi¢do do meio de cultura, pH e
temperatura interferem neste valor. A temperatura deste ensaio foi a
50°C, enquanto os valores da literatura sdo, na sua maioria, na faixa
mesofilica. Os valores de p obtidos neste trabalho estdo na mesma
ordem de grandeza, mas foram diferentes, uma vez que estes foram
estimados a partir de resultados de dois experimentos realizados
independentemente.
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Ap6s o término dos pré-tratamentos (1 a 8) da cultura
mista,esteslodos  foram  utilizadoscomo indculo  debiorreatores
anaerdbios, operados em batelada para o acompanhamento da produgdo
de hidrogénio. O lodo sem sofrer qualquer tipo de pré-tratamento
(controle) também foi usado com indculo para fins de comparagio, e a
relacdo Sy/Xoutilizada nos ensaios foi de 5,5 g glicose/ g SV.

A Figura 10apresenta o volume de hidrogénio produzido nos
ensaios em batelada pelos lodos pré-tratados e o controle (lodo sem pré-
tratamento), durante 30 horas de fermentacdo.Como pode ser observado
na Figura 11, o lodo controle, sem qualquer tipo de pré-tratamento, teve
a sua producdo de gds estabilizada antes dos lodos pré-tratados, em
cerca de 18 horas de ensaio. Os lodos pré-tratados continuaram a
producdo de gis por um periodo mais prolongado.

A importincia dos pré-tratamentos como métodos de
enriquecimento do lodo para a produgdo de H, pode ser verificada pelos
resultados apresentados na Figura 10, uma vez que os volumes de
hidrogénio produzidos pelos lodos que sofreram a maioria dos pré-
tratamentos foram superiores, quando comparados ao controle. Apenas
os lodos que sofreram a lavagem seletiva, tratamentos 7 e 8, produziram
um volume de hidrogénio inferior quando comparados ao controle,
sugerindo, num primeiro momento, que estes tratamentos ndo foram
eficientes para enriquecer o lodo em bactérias produtoras de Ho.
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Figura 10: Volume acumulado de H,em funcdo do tempo produzido pelos
lodos.Controle (sem pré-tratamento); 1- Térmico 100°C/15 min; 2- Térmico
100°C/60 min; 3- Térmico 80°C/15 min; 4- Térmico 80°C/60 min; 5-Acido pH
3/24h; 6- Acido pH 3/24h e fervura/30 min; 7-Lavagem TRH 12h; 8-Lavagem
TRH 6h. Arelagao Sy/X,utilizada nos ensaios foi de 5,5 g glicose/ g SV.
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A producdo de H, cessou apds cerca de 30 h em todos os
ensaios com os lodos pré-tratados. Apds este periodo o volume de
hidrogénio acumulado nos ensaios com os lodos submetidos aos pré-
tratamentos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ¢ 8 foram 109, 71, 154, 139, 117,72,0,6 €
0,75 mL, respectivamente e o controle (sem tratamento) 31 mL. O
maior volume de de hidrogénio foi produzido pelo lodo tratado a 80 °C
por 15 minutos (tratamento 3), 154 mL de hidrogénio. No ensaio com o
lodo tratado a 80 °C por 60 minutos (tratamento 4) o volume de
hidrogénio também foi elevado (139 mL), seguido pelo ensaio com o
lodo que sofreu tratamento dcido (tratamento 5) com 117 mL de H,. Na
Tabela 14 estdo apresentados os parametros cinéticos obtidos pelos
dados experimentais..
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Tabela 13: Pardmetros cinéticos de producdo de H, para os ensaios com o0s
lodos submetidos aos pré-tratamentos e o controle. (1- Térmico 100 °C/15 min;
2- Térmico 100 °C/60 min; 3- Térmico 80 °C/15 min; 4- Térmico 80 °C/60 min;
5-Acido pH 3/24h; 6- Acido pH 3/24h e fervura/30 min; 7-Lavagem TRH 12h;
8-Lavagem TRH 6h). A relagcdo Sy/X, utilizada nos ensaios foi de 5,5 g glicose/
g SV.

v I 3520}
Tratamentos R?
(mL) (mL/h) (mL/h.gSV)
Controle 31 2,06 0,98 0,9905
1 109 4,90 2,21 0,9921
2 71 2,49 1,19 0,9953
3 154 9,35 4,19 0,9907
4 139 11,84 5,43 0,9821
5 117 11,36 5,21 0,9951
6 72 4,24 1,92 0,9709
7 0,60 0,08 0,03 0,9903
8 0,75 0,10 0,04 0,9878

V: volume acumulado de H, (mL); ry,: velocidade maxima de producdo de H,
(mL/h); Wy, :velocidade especifica de produgdo de hidrogénio (mL/gSV.h).
Controle: intervalo 2-13h; Trat.1: intervalo 15-26h; Trat. 2: intervalo 8-24h;
Trat. 3: 8-21h; Trat.4: intervalo 14-24h; Trat. 5: intervalo 15-22h; Trat.6:
intervalo 9-19h; Trat.7: intervalo 05-6h e Trat.8: intervalo 1,5-5h. R* se refere
ao ajuste linear dos dados para a determinacdo de r y, nos intervalos
mencionados.



Os resultados apresentados na Tabela 13 revelaram que a
maioria dos pré-tratamentos realizados na cultura mista foram efetivos
para o enriquecimento em bactérias produtoras de H,, o volume
acumulado de H, (V) e a velocidade méixima de producdo (rgp)
aumentaram em relacdo ao controle. Entretanto, os lodos tratados pela
lavagem seletiva (tratamentos 7 e 8) praticamente ndo produziram
hidrogénio, comparadas ao lodo que ndo sofreu o pré-tratamento. As
velocidades de producdo de H, foram estimadas a partir dos valores de
maior inclinacdo das tangentes das respectivas curvas apresentadas na
figura anterior. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13,
os pré-tratamentos do lodo que foram mais adequados para aumentar o
volume e a velocidade de producdo de H, foram os pré-tratamentos 3, 4
e 5, ou seja; os tratamentos térmicos a 80 °C por 15 min e por 60 min e
o tratamento dcido (pH 3/HCI), respectivamente. A elevacdo da
temperatura a 100 °C, apesar de ser um método citado na literatura para
o enriquecimento em bactérias produtoras de H, (PRAKASHAM et al.,
2012; CHEN et al., 2012) nao foi o mais adequado sob as condic¢des
utilizadas. Essa temperatura e o tempo parecem ter sido muito elevados
e podem ter causado a eliminacdo de microrganismos produtores de H,
ndo esporulantes, tais como as enterobactérias (ELSHARNOUBY et al.,
2013), que poderiam contribuir para o aumento do volume de H,
produzido.

As velocidades de producdo de hidrogénio relatadas na
literatura variam muito, pois dependem da natureza do inéculo e dos
tipos de pré-tratamentos utilizados para o enriquecimento da cultura
mista. Porém, os valores obtidos neste trabalho se encontram na mesma
ordem de grandeza dos valores citados na literatura. Buitrén e Carvajal
(2010) relataram velocidades de producdo de hidrogénio que variaram
de 17,2 a 274 mL/h utilizando diferentes concentragdes de glicose (1 a 5
g/L) e temperaturas entre 25 e 35 °C. J4 Assawamongkholsiri et al.
(2013) relataram velocidades de producdo de hidrogénio entre 3,23 a
34,56 mL/hpara um lodo submetido a diferentes pré-tratamentos. Estes
autores tiveram volumes maiores de H, para o lodo tratado por dcido
durante 6 horas.

Chang et al. (2011) utilizaram glicose como substrato em
biorreatores em batelada para estudar as velocidades de producdo de
hidrogénio de lodos pré-tratados com dcido (pH 3/HCI), com base (pH
10/NaOH) e por temperatura (95 °C/30min). Nos ensaios realizados
com o lodo controle, estes autores verificaram uma velocidade de 2,54
mL de H, /h. Nos ensaios realizados com os lodos submetidos aos pré-
tratamentos com acido, com base e o térmico, as velocidades foram
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22,26, 20,73 e 21,02 mL/h, respectivamente. Os valores obtidos por
estes autores foram superiores aos deste trabalho, entretanto o
tratamento 4cido do lodo foi o mais eficaz no aumento da velocidade de
producdo de H,, assim como nesse estudo.

Velocidades de producdo de H, inferiores as estimadas neste
trabalho (Tabela 14) foram relatadas por Ning et al. (2012) para lodos
pré-tratados com cloroférmio. No lodo controle a velocidade de
producdo de H, foi de 4,2 mL/h, e para os lodos tratados com
cloroférmio, nas percentagens de 0,025, 0,050, 0,100 e 0,125% as
velocidades de produ¢do de H, foram 4,5, 9,1, 89 e 2,2 mL/h,
respectivamente. Goud et al. (2013) observaram que o pré-tratamento
térmico a 100 °C por 1h foi o mais eficiente para o enriquecimento de
uma cultura mista anaerdbia.  Entretanto, Monlau et al. (2013)
verificaram que o tratamento 4cido foi o mais eficiente para produzir H,.
J4 Jia et al. (2013) compararam diferentes pré-tratamentos, tais como:
acido, alcalino, cloroférmio, BES, aeracdo, secagem e ultrassom. Os
autores concluiram que o pré-tratamento mais eficiente para aumentar a
producdo de H; foi a secagem do lodo a 60 °C por 24h.

Em outro trabalho a respeito do estudo de pré-tratamentos de
culturas mistas, Elbeshbishy et al. (2011) relataram que a velocidade de
producdo médxima de H, aumentou em 3 vezes quando o tratamento
dcido (pH 3/HCl) foi combinado com o tratamento por ultrassom
(20Hz). Na Tabela 15 estdo apresentadas as concentragdes de glicose do
inicio e final dos ensaios de produ¢do de H,, bem como o rendimento e
a eficiéncia dos ensaios com o lodo controle (sem pré-tratamento) e com
os lodos pré-tratados.
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Os resultados apresentados na Tabela 14 demonstraram que as
conversdes (mmol de H,/mmol de glicose consumida) nos ensaios
realizados com os lodos pré-tratados foram superiores comparados ao
ensaio controle, exceto para os ensaios inoculados com os lodos
submetidos a lavagem seletiva (tratamentos 7 e 8), que tiveram
conversodes inferiores. Os maiores valores de conversio de substrato em
produto foram verificados nos ensaios realizados com os lodos
submetidos aos tratamentos 3, 4 e 5 e foram 0,38, 0,32 e 0,25 mmol de
Hy/mmol de glicose consumida, respectivamente. Esses mesmos lodos
pré-tratados foram os que apresentaram as maiores velocidades de
producdo de H, (Tabela 13).

O lodo controle, sem pré-tratamento, apresentou conversao de
apenas 0,06 mmol de Hy/mmol de glicose consumida, enquanto que em
ensaios anteriores, com diferentes relagdes S¢/Xy, o lodo sem pré-
tratamento atingiu rendimento de até 0,63 mmol de Ho/mmol de glicose
(Tabela 14). Entretanto, como ja foi mencionado anteriormente, em cada
ensaio foi utilizado o lodo sem pré-tratamento (controle) para fins de
comparagao.

De acordo com estes resultados, pode-se concluir que os pré-
tratamentos mais adequados para o enriquecimento deste lodo foram os
tratamentos térmico a 80 °C por 15 e 60 min (tratamentos 3 e 4) e o
tratamento 4cido (tratamento 5). Os resultados apresentados nesse
trabalho demonstram que diferentes métodos de pré-tratamentos
aplicados a cultura mista responderam de forma diferente, mas que os
pré-tratamentos aumentaram a velocidade de producgdo de H, entre 1,29
e 5,3 vezes, quando comparado ao controle. Esta diferenca entre as
respostas obtidas pelos diferentes pré-tratamentos demonstra a
importancia em se estudar diferentes formas de enriquecimento de
culturas mistas em bactérias produtoras de H,. Nesse sentido, a
contribui¢do deste estudo estd relacionada a origem do lodo, proveniente
de um reator anaerdbio para o tratamento de vinhaca. Culturas mistas
dessa natureza ainda nio foram estudadas como inéculo para a producio
de H, por fermentag@o.

Os métodos de tratamento do lodo realizados promoveram
diferentes varia¢des de pH nos ensaios de produgdo de hidrogénio. O
pH inicial do controle e dos lodos pré-tratados variaram de 6 a 6,03. O
decréscimo do pH nos ensaios com os diferentes lodos tratados estd
relacionado ao acimulo de 4cidos organicos produzidos durante as 24
horas de fermentagdo. O valor de pH final no lodo controle foi de 3.4,
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mais baixo do que o pH final observado nos ensaios inoculados com os
lodos pré-tratados. Nos ensaios realizados com os lodos submetidos aos
tratamentos 2, 3, 4, 7, e 8 os pHs finais foram de 4,25, 4,9, 49,49 e
4,63, respectivamente. J4 os pHs finais dos ensaios com o lodo apds
tratamento 1, 5 e 6 foram de 5,1, 5,1 e 5,0, respectivamente. Os valores
de pH ao final dos ensaios sdo semelhantes aos reportados por Ren et
al. (2008) que utilizaram biorreatores em batelada para produzir H, e
encontraram ao final do experimento valores de pH final entre 4,5 e
5.0s autores tiveram maior producdo de H, em pH inicial 6,5 e
temperatura de 60 °C. J4 a concentracdo de sélidos voléteis que no
inicio dos ensaios estava entre 2 e 2,3 g/L, apds 24 horas de teste em
batelada permaneceu praticamente constante, entre 2 e 2,2 g/L.

4.2.1 Producio de metabdlitos soldveis nos ensaios

A producgdo de H, por fermentacio é acompanhada da formagdo
de 4cidos orgénicos, especialmente o acético e o butirico. Entretanto,
outros metabdlitos soliveis, normalmente moléculas reduzidas, tais
como o etanol e o dcido latico, podem ser formados, competindo pelos
equivalentes redutores, que seriam utilizados para a formagdo do H,. Ou
seja, a presenca do 4cido acético e butirico indica que a producdo de H,
foi favorecida, enquanto que a presenca de &cido ldtico e etanol
diminuem a formagdo do H,. O 4cido acético também indica um maior
rendimento em H, uma vez que, quando este dcido é o metabdlito
principal 4 mols de H, por mol de glicose sdo formados, enquanto que
quando o 4cido butirico é formado o rendimento decresce para 2 mols de
H, por mol de glicose consumida. O 4cido propidnico, assim como o
acético e o butirico, ¢ um metabdlito da digestdo anaerdbia, mas
normalmente ndo € associado a producdo de H, (MATHEWS; WANG,
2009). A concentragdo dos dcidos organicos no inicio e ao final dos
ensaios em batelada para a producdo de H, com os lodos pré-tratados e

com o controle estdo apresentados na Tabela 16.
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Na Tabela 15 ndo estd apresentada a concentracdo de etanol,
pois este metabdlito ndo foi detectado em nenhum dos ensaios
conduzidos com os lodos pré-tratados, nem no ensaio com o lodo
controle (sem tratamento).

Os 4cidos organicos, principalmente o dcido latico, foi
detectado em elevadas concentracdes jd no inicio dos ensaios.
Provavelmente, os 4cidos foram liberados pelas condicdes impostas
pelos pré-tratamentos, tais como elevadas temperaturas, pH 4cido e até
mesmo as condi¢des de lavagem. Uma elevacdo na concentracdo de
dcido latico foi observada ao final dos ensaios cinéticos com todos os
lodos, exceto nos ensaios realizados com os lodos que sofreram os
tratamentos 4cido (tratamento 5) e 4cido associado a temperatura
(tratamento 6). Nestes ensaios (5 e 6) ocorreu um decréscimo, ou seja,
um consumo de acido latico, ao contrario dos demais ensaios, indicando
diferenca entre os metabolismos dos microrganismos selecionados por
este tipo de pré-tratamento. Alguns estudos relatam ainda que o 4cido
latico pode ser utilizado como substrato para producdo de H, por
algumas espécies de bactérias, tais como o Desulfovibrio desulfuricans,
Clostridium acetobutylicum, Clostridium tyrobutyricum (HASHSHAM
et al., 2000). Nos ensaios realizados com os lodos 7 e 8, ou seja, com 0s
lodos que sofreram a lavagem aplicando TRH de 12 e 6 h, as
concentra¢des de dcido latico ao final dos ensaios foram as mais altas,
indicando que estes tratamentos, provavelmente, favoreceram o
enriquecimento da cultura em microrganismos produtores de &acido
latico. As bactérias ldticas crescem tanto em condi¢des anaerébias como
em aerébias. Elas multiplicam-se dependendo do pH, composicio
nutritiva e temperatura do meio (DICKS; ENDO, 2009; KONIG;
FROHLICH, 2009). Todavia, o 4cido latico também pode ser produzido
por microrganismos produtores de H,, como algumas cepas de
Clostridium como uma forma de dissipar o excesso de elétrons,
competindo, portanto, com a via fermentativa de formacdo de H,
(DICKS; ENDO, 2009; KONIG; FROHLICH, 2009). Ja Noike et al.
(2002) apontam que a presenca de bactérias liticas podem inibir a
producdo de hidrogénio. Em seu estudo, os autores utilizaram cepa de
Clostridium, sabidamente produtor de hidrogénio, cultivada em presenca
de duas bactérias acido-laticas, Lactobacillus paracasei e Enterococcus
durans. O resultado deste estudo foi o decréscimo ou a inibicao total da
producdo de hidrogénio pelo Clostridium em presenca destas bactérias.
Tal inibi¢do foi parcialmente revertida na presenca de tripsina, uma
protease capaz de inativar as bacteriocinas (antibidticos) produzidas
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pelas cepas de Lactobacillus. Jia et al. (2013) relataram que o pré-
tratamento por aeragdo promoveu uma elevada produgdo de dcido latico
(59,60 mmol/L) entre os métodos de pré-tratamento de lodo estudados
pelos autores, sugerindo que essa concentragdo pode ameagar a
eficiéncia da producao de H,.

O d4cido acético, em baixas concentragdes, foi detectado no
inicio de todos os ensaios realizados com os lodos pré-tratados e com o
lodo controle (sem tratamento). Entretanto, as maiores concentragdes de
dcido acético, 21,98 e 31,97 mmol/L, foram verificadas apds a os
ensaios de fermentacdo com os lodos que sofreram os pré-tratamentos
térmico 80 °C/60 min e 4acido, pré-tratamentos 4 e 5, respectivamente.
Os ensaios que apresentaram as maiores concentragdes de dcido acético
também foram os ensaios, nos quais foi observada a maior producédo de
H,, uma vez que este é o principal metabdlito da producdo fermentativa
de HQ.

Entretanto, a presenca de 4cidos organicos no inicio do ensaio,
dependendo da concentragdo, pode inibir a formagdo de H,. Wang et al.
(2009) afirmaram que o actimulo de dcidos orginicos pode ser
prejudicial para a produgdo de hidrogénio. Este efeito é mais acentuado
em valores de pHs mais baixos, nos quais os dcidos organicos
encontram-se predominantemente na sua forma protonada, o que facilita
a sua entrada na célula, com consequente diminui¢do do pH intracelular
e interrup¢do de vdrias vias metabdlicas (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL., 2000; KLINKE et al., 2004). Em revisdo bibliografica,
Mohan et al. (2007) destacaram o efeito inibitério dos 4cidos orginicos
pela reducdo da capacidade tamponante do meio com consequente
declinio do pH. Em valores de pH abaixo de 4,5 a producio
fermentativa de H, € inibida.

Por outro lado, Kim et al. (2012) relataram que concentragdes
elevadas de 4cido latico e acético no inicio dos experimentos pode
aumentar o rendimento na producdo de hidrogénio, pois esses dcidos,
dependendo da concentragdo e do pH do meio em que se encontram,
podem ser utilizados como substratos na producio de hidrogénio.

Wang et al. (2008) investigaram o efeito inibitério do etanol e
dos acidos orgénicos (acético, propidnico e butirico) e etanol sobre a
producdo de H, em biorreator em batelada, utilizando como substrato a
glicose a 35 °C e pH inicial 7. Os autores concluiram que a velocidade
de producdo de H, tende a diminuir com o aumento da concentracdo de
etanol, dcido acético, propidnico e butirico. Sendo que o etanol tem
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menor efeito inibidor, comparado aos &cidos organicos. Em estudo
recente, Assawamongkholdiri et al. (2013) realizaram pré-tratamentos
térmico, 4cido e a combinacdo do térmico com o 4cido para o
enriquecimento de uma cultura mista em bactérias produtoras de Hy, e a
maior concentra¢do de 4cido acético encontrada foi 15,32 mmol/L, no
ensaios realizados com o lodo tratado termicamente. Porém, neste
mesmo trabalho, a maior produ¢do de H, foi observada nos ensaios com
0 lodo tratado com 4cido durante 6 h, no qual 54% do 4cido acético foi
consumido, provavelmente para a produgio de Ho.

Como pode ser observado na Tabela 15, a concentra¢do de
dcido butirico ndo variou nos ensaios com o lodo controle e nos ensaios
que sofreram o pré-tratamento por lavagem (pré-tratamento 7 e 8). No
inicio do pré-tratamento 5 ndo foi detectado o 4cido butirico, somente
no final do teste em batelada em concentracdo de 9,76 mmol/L. As
maiores concentragdes de dcido butirico ocorreram ao final dos ensaios
com lodos que sofreram os pré-tratamentos 4 e 6, térmico e térmico
combinado com o 4cido, 12,82 e 12,03 mmol/L, respectivamente. Estes
resultados indicam que a fermentacdo tipo butirica foi mais favorecida
nesses pré-tratamentos. As concentracdes de dcido butirico detectadas
neste trabalho se encontram na mesma ordem de grandeza das
encontradas no trabalho de Jia et al. (2013), no qual 20,77 mmol/L de
dcido butirico foi detectado no ensaio realizado com o lodo pré-tratado
por secagem a 60 °C por 24 h (o pré-tratamento mais eficiente para
produzir hidrogénio), ao final do ensaio em batelada. No tratamento 3
(térmico 80 °C/15 min) a concentra¢do de dcido butirico diminuiu ao
final do experimento, sugerindo que essa diminuicdo pode ser resultado
da oxidag@o anaerdbica do dcido butirico para a formagao de CO, e Ho.

O 4cido propidnico ndo foi observado nos ensaios com 0s
lodos que sofreram os tratamentos 5, 6 e 7, (4cido pH 3/24 h e térmico
100 °C/30 min e lavagem TRH 12 h, respectivamente). Entretanto, nos
ensaios realizados com os outros lodos as concentracdes de &dcido
propidnico variaram entre 2,02 e 13,76 mmol/L, na mesma ordem de
grandeza das relatadas por Assawamongkholdiri et al. (2013).
Entretanto, Jia et al. (2013) encontraram concentracdes de dacido
propidnico muito mais baixas dos observados neste trabalho entre 0,08 e
1,76 mmol/L e produgdes de H, mais elevadas.

De uma maneira geral pode-se concluir que a maioria dos pré-
tratamentos do lodo aumentaram a produgdo de H,, e que nestes, o dcido
acético foi o metabdlito predominante, seguido do &cido butirico. O
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4cido latico foi o metabdlito predominante nos ensaios com as menores
producdes de H,. Nem todos os pré-tratamentos tiveram influéncia
positiva na cultura mista para a producdo de hidrogénio. Os pré-
tratamentos com lavagem seletiva em TRHs de 6 e 12 h causaram uma
diminui¢do na capacidade de lodo em produzir H,. Os diferentes pré-
tratamentos resultaram em variagdes dos caminhos de fermentagdo a
partir da glicose. Além disso, os resultados mostram que a diferenca nos
resultados entre os pré-tratamentos pode ser atribuida a diversidade da
populacdo microbiana existente no lodo. Portanto, foram realizadas
andlises da comunidades microbianas baseadas no DNA, cujos
resultados serdo apresentados nos itens seguintes.

4.2.2 Anélise das comunidades microbianas nos lodos pré-tratados

A Figura 11 apresenta o gel de DGGE das amostras do lodo
controle e dos lodos pré-tratados. As diferentes bandas que aparecem no
gel sugerem que a microbiota dos lodos foi modificada de forma
diferente pelos diferentes pré-tratamentos. O gel de DGGE mostra,
visualmente, as diferencas entre as amostras. Portanto, a diversidade
bacteriana foi estimada pelo indice de Shannon, utilizado para comparar
os diferentes perfis dos pré-tratamentos. O indice de diversidade
(Shannon) combina dois atributos de uma comunidade biolégica: o
nimero de espécies e sua equitabilidade (o qudo similar as espécies
estdo representadas na comunidade). Podemos usar o Indice de Shannon
para dizer que a comunidade A € mais diversa do que a comunidade B,
desde que se tenha uma comunidade comparativa, neste trabalho foi
utilizado o lodo controle como comunidade comparativa. Baseado no
gel de DGGE, o programa Past, obtém os valores de alfa-diversidade,
pelo indice de Shannon e nimero de bandas de cada amostra. Na Figura
11 estdo apresentadas as bandas encontradas nas amostras, no gel de
DGGE do lodo controle (sem tratamento) e dos lodos pré-tratados. E na
Figura 12 podem ser observados os indices de Shannon, calculados para
as diferentes amostras dos lodos.
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Figura 11: Gel de DGGE com as amostras dos lodos controle (sem tratamento)
e dos lodos pré-tratados. As linhas correspondem a: c- controle, 1- trat. 1, 2-
trat. 2, 3- trat. 3, 4- trat. 4, 5- trat. 5, 6 -trat. 6, 7- trat. 7 € 8- trat. 8. 1- Térmico
100°C/15 min; 2- Térmico 100 °C/15 min; 3- Térmico 80 °C/15 min; 4-
Térmico 80 °C/30 min; 5-Acido pH 3/24 h; 6- Acido pH 3/24 h e Térmico 100
°C/30 min; 7-Lavagem TRH 12 h; 8-Lavagem TRH 6 h.
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Figura 12: Valores de diversidade, indicados pelo indice de Shannon dos
diferentes pré-tratamentos dos lodos. 1- Térmico 100°C/15 min; 2- Térmico 100
°C/15 min; 3- Térmico 80 °C/15 min; 4- Térmico 80 °C/30 min; 5-Acido pH
3/24 h; 6- Acido pH 3/24 h e Térmico 100 °C/30 min; 7-Lavagem TRH 12 h; 8-
Lavagem TRH 6 h.
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Comparando-se os indices de Shannon (diversidade) na Figura
12 das amostras controle (3,04) e do lodo que sofreu o pré-tratamento 1
(3,166) estes sdo muito préximos, significando que o perfil da
comunidade é semelhante. Entretanto, sugere-se que essa pequena
alteragdo justifica a diferente produgdo de H, obtida por estes lodos, uma
vez que o lodo que sofreu o tratamento 1 (100 °C por 15 min) teve uma
velocidade de producdo de H», 3 vezes maior do que a do controle (sem
tratamento).

O indice de Shannon observado para a amostra de lodo do
tratamento 2 (100 °C por 60 min) (2,304), comparado ao controle (3,04)
e o lodo do tratamento 1 (3,166) foi menor, indicando uma redugéo na
diversidade da comunidade bacteriana total. Em consequéncia, a
comunidade de microrganismos produtores de H, também foi reduzida,
se comparada ao lodo do tratamento 1, uma vez que a producio de H,
do lodo do tratamento 2 que foi 71 mL e do tratamento 1 foi de 121 mL.
Este resultado sugere que o tratamento 2 foi menos favordvel a selecio
de uma comunidade microbiana produtora de H,. O tratamento 3 (80 °C
por 15 min) foi o que produziu a maior quantidade de H, (154 ml).
Portanto, as condi¢des de sele¢cdo favoreceram microrganimos
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produtores de H,. Comparando os indices de Shannon dos lodos
submetidos aos tratamentos 3 ¢ 4 (80 °C/30 min), de 2,519 e 1,52,
respectivamente pode-se afirmar que houve uma reducdo bastante
elevada na diversidade bacteriana, especialmente no lodo que sofreu o
tratamento 4. Contudo, essa variacdo na composicdo do lodo ndo foi
suficientemente importante, pois a diferenca de producdo de H, foi
pequena entre os lodos que sofreram os tratamentos 3 e 4, sendo iguais a
154 e 139 mL, respectivamente.

Os tratamentos 5 (pH 3/24 h) e 6 (pH 3/24h e 100 °C/30 min)
também influenciaram na reducéo da diversidade microbiana em relagio
ao controle, pois os indices de Shannon sdo menores que o controle,
1,692 e 1,69, respectivamente. Comparando os lodos que sofreram os
tratamentos 5 e 6, pode-se observar que o efeito do tratamento térmico
combinado ao 4cido, foi muito agressivo, pois além de reduzir a
diversidade bacteriana total, influenciou na produg¢do de H,, que
diminuiu de 117 para 72 mL de H,.

Quando hd vdrias comunidades sendo comparadas
simultaneamente uma boa representacdo da diversidade microbiana
pode ser obtida através das andlises de agrupamento. A andlise de
agrupamento é obtida através de uma matriz, as duas amostras mais
similares sdo combinadas para formar um grupo unico, relacionando a
estrutura da comunidade microbiana de cada amostra. Na Figura 13 estd
representado o dendograma dos lodos pré-tratados e do lodo controle

mostrando a similaridade entre as amostras.
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Figura 13: Dendrograma do DGGE mostrando a similaridade das amostras dos
lodos controlee com tratamentos:1- Térmico 100°C/15 min; 2- Térmico 100
°C/15 min; 3- Térmico 80 °C/15 min; 4- Térmico 80 °C/30 min; 5-Acido pH
3/24 h; 6- Acido pH 3/24 h e Térmico 100 °C/30 min; 7-Lavagem TRH 12 h; 8-
Lavagem TRH 6 h.
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Como pode ser observado na Figura 13, se for feito um corte na
altura de 0,32 de similaridade no dendograma haverd dois grupos
independentes, o grupo A e o grupo B (dois agrupamentos), mostrando
que esse dois grupos sdo distintos entre si, ou seja, a diversidade
microbiana dos pré-tratamentos do grupo A s3o muito diferentes dos
pré-tratamentos que estdo ligados no grupo B. O grupo A englobou
menos pré-tratamentos, os tratamentos 4, 5 e 6 e mostra que o
tratamento 4 e 6 sdo mais similares entre si, se fizermos um corte no
nivel de 0,5 de similaridade. Dentro do grupo B, dividiu-se em outros 3
grupos, se fizermos o corte a nivel de 0,5 de similaridade, os grupos C,
D e E. O grupo C engloba apenas um pré-tratamento, o tratamento 2,
mostrando bastante diferenca entre os outros grupos do grupo B.

Comparando os grupos D e E, no agrupamento D estd o lodo
controle (sem pré-tratamento) e que estd ligado com as os lodos tratados
1, mostrando que o tratamento 1 ndo fez mudangas significantes na
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comunidade microbiana do lodo. J4 no grupo E os lodos pré-tratados
com tratamento 7 e 8 mostraram-se muito semelhantes entre si e muito
diferentes entre os outros, o que pode justificar a baixa producdo de
hidrogénio desses tratamentos. Esse dendograma mostrou que os lodos
sdo distintos entre si, pois nenhum tem similaridade maior que 75%,
indicando que os pré-tratamentos modificaram a comunidade
microbiana de cada lodo de forma distinta. Como os diferentes pré-
tratamentos produziram diferentes volumes de H, foi necessdrio
identificar os microrganismos presentes em algumas amostras.

A escolha das amostras a serem analisadas foi baseada na
producdo de hidrogénio. As amostras referentes aos lodos submetidos
aos pré-tratamentos 3 e 5 foram sequenciadas, pois foram os tratamentos
que promoveram maior aumento na produgdo de hidrogénio e foram
acompanhados por 36 dias. O sequenciamento da amostra referente ao
tratamento 8 foi realizado para comparar e diferenciar, pois este
tratamento promoveu uma diminui¢cdo na producdo de hidrogénio. Na
Figura 14 mostra a classificacdo das sequéncias encontradas nas
amostras dos lodos pré-tratados.

Figura 14: Classificacdo das sequéncias dividas por familias com abundancia
relativa maior do que 1%, nas amostras dos lodos pré-tratados. 3- Térmico 80
°C/15 min; 5-Acido pH 3/24 h; 8-Lavagem TRH 6 h.
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Como se pode observar na Figura 14 o sequencimento dos
lodos pré-tratados confirmam que os pré-tratamentos causaram
modificacdes na comunidade microbiana dos lodos. Os Bacillacea é
uma familia de bactérias gram-positivas do filo firmicutes, os géneros
representativos incluem Bacillus, Listeria e Staphylococcus, foram
encontrados no lodo controle (sem tratamento), tratamento 3, tratamento
5 e tratamento 8 numa percentagem de 10, 2, 24 e 39%,
respectivamente. Comparando com a producido de hidrogénio de cada
lodo, a presenga dos Bacilllacea sugerem que esses microrganismos nio
contribuiram para produc¢do de hidrogénio, competindo com as bactérias
produtoras de hidrogénio. Principalmente no tratamento 8 que a
producido de hidrogénio foi menor que o lodo sem tratamento (controle).
Essa familia foi encontrada em todas as amostras, no lodo controle de
17% no tratamento 3 de 9%, no tratamento 5 de 28% e no tratamento 8
de 42%. Segundo Chou et al. (2011), os Bacillus sp. melhoram o
processo de produgio de hidrogénio fermentativo quando sdo associados
a outros microrganismos, além de ser obrigatoriamente ou
facultativamente aerdbias podendo ser um consumidor de oxigénio nos
biorreatores. Patel et al. (2014) e Zhang et al. (2014) relataram que
Bacillus tem influéncia sinergistica na produ¢do de hidrogénio e pode
ser utilizado como estratégia para melhorar esse processo. Foram
encontradas outras familias de microrganismos pertencentes a ordem
dos Bacillales, as Planococcaceae foram encontrados em todos as
amostras, no controle (sem tratamento) 11% e no tratamento 3 10%, ja
no tratamento 5 e tratamento 8 apresentaram percentagem inferior a 5%.
A Paenibacillaceae foi encontrada no tratamento 3 com 10% e no
controle (sem tratamento) com 2%.

Os microrganismos da familia Propionibacteriaceae sao
gram-positivas, ndo esporulantes, mesofilicas e aerotolerantes
produtores de 4cido propionico, foram encontrados apenas na lodo
tratado com 4acido (tratamento 5), em 4%, uma porcentagem baixa que
provavelemente ndo atrapalhou a producdo de hidrogé€nio. A familia
Thermotogaceae foi encontrada apenas no tratamento 5 ¢é um
microrganismo encontrado em altas temperaturas, mas também existem
espécies encontradas em temperaturas mesofilicas. Devido a capacidade
de se reproduzirem a altas temperaturas esses microrganismos sao
indicados para uso em processos industriais. Esse microrganismo utiliza
carboidratos complexos para produzir hidrogénio sendo citado como
uma possivel fonte para producdo de combustiveis fosseis (CONNERS
et al., 2006). Os microrganismos da familia foram encontrados somente
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no controle (sem tratamento) em 7%, esse género pertence a ordem
Clostridiales que s3o microrganismos indicados na literatura para
produzir hidrogénio (KIM et al., 2012). Os microrganismos mais
conhecido como produtores de hidrogénio sdo do género Clostridium
(CHEN et al., 2012; LIU et al., 2012; ELSHARNOUBY et al., 2013;
MOTTE et al., 2014), que pertencem a familia Clostridiaceae que foi
encontrada em todas as amostras, mas em quantidades altas nos
tratamentos 3 (67%) e 8 (51%). No tratamento 3 esses microrganismos
contribuiram com a producdo de hidrogénio devido ao volume
produzido no teste em batelada (154 mL). Ja o tratamento 8 produziu
0,75 mL de hidrogénio supde-se que as Bacillaceae encontrados na
amostra em (42%) devem ter interferido na rota metabdlica das bactérias
produtoras de hidrogénio. No lodo controle (sem tratamento) e no
tratamento 5 os microrganismos a familia Clostridiaceae também foi
encontrada, cerce de 31 e 21%, respectivamente. Esses microrganismos
tem um crescimento 6timo a 60°C e tem ampla capacidade de fermentar
vérios substratos para produgdo de hidrogénio (O-Thong et al., 2009).
Santos et al. (2014) concluiram que na comunidade microbiana do lodo
utilizado houve alteracdes significantes e o Clostridium sp. e
Thermoanaerobacterium sp. foram os microrganismo produtores de
hidrogénio mais eficientes, em altas temperaturas. Ren et al. (2008)
estudaram a producdo de hidrogénio a partir de glicose, xilose e mistura
de glicose/xilose a partir de um Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum W16, em batelada. Os autores encontraram pH e
temperatura ideal para crescimento desses microrganismos 6,5 e 60 °C,
respectivamente. A maior produgdo de hidrogénio encontrada foi como
a glicose pura (substrato) de 2,42 mol de H,/mol de glicose

Ja os microrganismos da familia Pseudomonadaceae foram
encontradoa em quantidades altas nos lodos (controle e tratamento 5) em
16 e 20%, respectivamente. Guo et al. (2008) relataram que efeito de
trés diferentes pré-tratamentos: micro-ondas, esteriliza¢do e ultrassom
para produzir hidrogénio de residuos utilizando Pseudomonas sp. como
in6culo. Os autores observaram que a esterilizagdo foi o melhor
tratamento para produzir hidrogénio (15 mL/g CODt).

4.3 Estudo da relacao Sy¢/X, com os lodos pré-tratados

As andlises moleculares apresentadas no item anterior
revelaram que diferentes pré-tratamentos causaram modificacdes
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distintas na microbiota estudada. Portanto, um novo estudo da relagao
entre a concentracdo inicial de substrato ou fonte de carbono (Sp) e a
concentracdo inicial de microrganismos (X,), conhecida como relagdo
So/Xop, foi realizado. A partir dos resultados dos ensaios cinéticos de
producdo de H, com os lodos pré-tratados, foram selecionados dois
lodos pré-tratados que resultaram em elevadas velocidades de produgdo
de H, e uma composi¢do bioldgica bastante diversa, comparativamente
ao controle quais sejam: o lodo submetido ao tratamento 3
(80°C/15min) e o lodo do tratamento 5 (pH3/HCI). Com estes lodos foi
realizado um estudo para encontrar a melhor relagdo S¢/X, para
producdo de H,. Foram estudadas as relacdes So/Xy de 1,7,52e 7,2 g
glicose/ g SV nos ensaios realizados com os dois lodos.

4.3.1 Estudo darelagdo S¢/X, usando o lodo do Tratamento 3 (80 °C
por 15 min)

Foram realizados ensaios em batelada com meio de cultura
contendo trés diferentes concentracdes de carbono (glicose) mantendo a
concentrac¢do de SV do lodo tratado entre 1,34 e 1,53 g/L. As relacdes
de S¢/X, foram calculadas com base na concentracdo de glicose e de SV
no inicio dos ensaios e os resultados estdo apresentados na Tabela 17.
Na Figura 17 estdo apresentados os volumes de H, produzido nos
ensaios pelo lodo pré-tratado a 80 °C por 15 min, em ensaios em
batelada com as diferentes relagcdes So/Xo.
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Figura 15: Volume de hidrogénio acumulado em funcdo do tempo pelo lodo
pré-tratado a 80 °C por 15 min, nas relacdes S¢/X, 1,7 ,5,2 e 7,1 g glicose/g
SV.
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Como pode ser observado na Figura 15, os volumes de H,
produzidos nos ensaios com as menores relagdes So/Xo, 1,7 ¢ 5,2 g
glicose/g SV foram similares (92 e 89 mL, respectivamente) e mais
elevados do que na relacdo de 7,1 g glicose/g SV (70 mL de H,).

Na Tabela 16 estao apresentados os valores de glicose, pHs e
SV no inicio e final do experimento, mol de glicose consumida, mol de
hidrogénio produzido, rendimento e eficiéncia dos ensaios realizados
com diferentes relagdes Sy/X, utilizando o lodo tratado termicamente
(80 °C por 15 min).
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Tabela 16: Valores de glicose, conversdo, eficiéncia, pH e concentragdo de SV
dos ensaios em batelada do inicio e final, com as diferentes relagdes So/X,, para
o lodo tratado termicamente (80 °C por 15 min).

*So/Xo 1,7 5,2 7,1
Glicose ipicial (mmol) 6,69 19,3 29,9
Glicose ¢, (mmol) 3,75 14,3 17,4

Glicose consumida (Mmol) 2,94 5,0 12,5
H> produzido (mmol) 3,22 3,12 242

Y (mmol de H,/mmol

de glicose consumida) 1,09 0,62 0,19
Eficiéncia (%)* 28 15,5 4,75
SVi(g/L) 1,45+0,055  1,34+0,005  1,53+0,005
SV¢(g/L) 1,34+0,035  1,39+0,015 1,52+0,15
pH; 6+0,005 6,01+0,005 6,01+0,05
pH; 4,75+40,001  4,76+0,045  4,65+0,015

*A relagdo Sy/X, foi calculada com base nas concentra¢des de glicose em g/L
(ndo apresentadas na tabela acima), considerando que 1 mmol de glicose tem
180 mg e o volume do biorreator de 0,5 L, em g glicose/g SV.

O consumo de glicose nos ensaios com as diferentes relagdes
So/Xp aumentaram com o aumento da relagdo So/X,. Na relacdo de 1,7 g
glicose/g SV foi observado o menor consumo de glicose (2,94 mmol),
mas com a maior conversao em H, (Y), 1,09 mmol de H,/mmol de
glicose consumida- NOS ensaios com a relacdo So/X, de 5,2 g glicose/g SV
foi consumido 5,0 mmol de glicose. J4 na maior relagido So/X estudada,
7,1, foi observado o consumo mais elevado de glicose de 12,5 mmol,
embora neste ensaio tenha sido observado a menor conversio do
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substrato em H,, 0,19 mmol de Hy/mmol de glicoseconsumida €»
consequentemente, a menor eficiéncia, apenas 4,75%. O pH inicial e
final nos ensaios realizados com as diferentes relagdes S¢/X,, depois de
24 horas variaram de forma bastante semelhante (Tabela 16). Os pHs
iniciais variaram entre 6,01 e 5,99 e os finais entre 4,65 e 4,76.
Evidenciando que as diferencas encontradas nos rendimentos de
producdo de H; ndo podem ser atribuida as diferencas de pHs.

Portanto, estes ensaios revelaram que o rendimento, ou fator
de conversdo (mmol de H,/mmol de glicose consumida) aumentou para
1,09 no ensaio com Sy/X, de 1,7 g glicose/g SV, comprovando a
importancia, ndo apenas do pré-tratamento do lodo, mas também de se
trabalhar na melhor condicdo, neste caso de concentracdo de substrato,
para a produgdo de H,. Desta forma, a relagdo S¢/X, mais apropriada
para a producdo de H; pelo lodo pré-tratado a 80 °C por 15 min foi de
1,7 g glicose/g SV.

As velocidades de producdo de H, foram estimadas a partir
das inclina¢des das tangentes das respectivas curvas de volume de H,
para as diferentes relagdes SO0/X0, apresentadas na figura anterior.
Considerando que ha uma variacdo na inclinagdo das tangentes em
determinados periodos de tempo, calculou-se as velocidades (ry,) e
velocidades especificas (u,) para cada relacdo S¢/X, em diferentes
periodos de tempo. Na Tabela 17 estdo apresentados os paramétros
cinéticos obtidos para as diferentes relacdes Sy/X, estudadas com o lodo
tratado termicamente.

Tabela 17: Parametros cinéticos para a producio de H, nos ensaios em batelada,
com as diferentes relagdes Sy/Xo, com lodo tratado termicamente (80 °C por 15
min).

So/Xo (g glicose/g SV) 1,7 52 7,1
V (mL) 92 89 70
ri(mL/h) 7,61 7,55 5,61
U (mL/gSV h) 551 5,59 4,15
R’ 0,9962  0,9904  0,9964

V: quantidade maxima de H, (mL); 1y, velocidade maxima de produgdo de H,
(mL/h); Wy: velocidade especifica de produgdo de hidrogénio (mL/gSV.h).
So/X, 1,7: intervalo 7-15h; S¢/X, 5,2: intervalo 7-16h; So/X, 7,1: intervalo 4-
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2 . . . ~
13h. R” se refere ao ajuste linear dos dados para a determinagdo de r g, nos
intervalos mencionados.

Como pode ser observado na Tabela 17, os valores de volume
acumulado de H, (V), das velocidades de produgdo de H, (ry) e das
velocidades de produgdao de H, especificas (uy;) foram bastante
semelhantes para os ensaios realizados com as relagdes So/Xp 1,7e¢ 5,2 g
glicose/g SV. J4 no ensaio realizado com a relagdo 7,1 g glicose/g SV,
todos os parametros cinéticos diminuiram, comparando-se com oS
ensaios realizados com as relagdes 1,7 e 5,2 g glicose/g SV.

Na Tabela 18 estdao apresentadas as concentragdes dos 4cidos
organicos (mmol/L) no inicio (0 h) e ao final (24 h) dos ensaios em
batelada para a producdo de H, com as diferentes relagdes So/Xy. O
etanol ndo foi detectado nos experimentos realizados com os lodos pré-
tratados, pela andlise no CLAE, por isto ndo s@o apresentados na tabela.

Tabela 18: Concentracido dos 4cidos orgédnicos (g/L) no inicio (0 h) e ao final
(24 h) dos ensaios em batelada para a producdo de H, com as diferentes relacdes
So/Xo, com o lodo tratado termicamente (80 °C por 15 min).

Soo Ac. Litico (mmollL) Ac. Acético (mmol/L) Ac.Propiénico (mmollL) Ac. Butfico (mmollL)
(g glicose/g SV)  Inicial Final Inicial Final  Tnicial Fnal  Inicial Final

17 1664402 2574405  1,99+0.2 1498401 539+0.1 1079£0,1 556+0,1 11,8040,
Variagio 91 1299 54 6,24

52 173102 3320102 183402 159801 539+0,1 1012402 564802 397402
Variagio 1598 1415 INK -17

11 1997403 3550:02 1,99+0,1 1132401 499402 863+02 533+0,1 1407401
Variagio 1593 9,33 3,64 8,74

Segundo os dados apresentados na Tabela 18, as
concentragdes de dcido acético, principal metabdlito da producdo de H,,
aumentou em todos os ensaios. Porém, nos ensaios com as relacdes
So/Xo 1,7 e 5,2 g glicose/g SV a producdo de dcido acético foi mais
expressiva, 12,98 e 14,15 mmol/L, respectivamente. Na Tabela 18
também pode ser observado que a concentra¢do de 4cido latico mais
elevada ocorreu nos experimentos com maiores Sy/Xo, 5,2 ¢ 7,1 g
glicose/g SV que foi de 15,98 e 15,53 mmol/L, respectivamente. A
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menor concentragcdo de dcido latico foi observada no ensaio com a maior
producdo de H, (S¢/Xo 1,7 g glicose/g SV). A concentragdo de dcido
propidnico aumentou em 5,40, 4,73 e 3,64 mmol/L nos ensaios
realizados com as relagdes S¢/Xo 1,7, 5,2 e 7,1 g glicose/g SV,
respectivamente. A concentracio de dcido butirico ndo pdde ser
relacionada a producdo de H,, uma vez que na relacdo S¢/Xy 7,1 g
glicose/g SV apresentou menor producdo de H,, mas foi observada a
maior producdo de dcido butirico (8,74 mmol/L).

4.3.2 Estudo darelagdo So/X( usando o lodo do Tratamento 5 com
acido (pH3/HCI)

Foram realizados ensaios em batelada com o lodo submetido
ao tratamento 4dcido com meio de cultura contendo trés diferentes
concentragdes de carbono (glicose), mantendo-se a concentra¢do de SV
entre de 1,3 a 1,5 g/L.. As rela¢des de Sy/X, foram calculadas com base
na glicose e de SV no inicio dos ensaios e os resultados estdo
apresentados na Tabela 20. Na Figura 16 estdao apresentados os volumes
de H; produzido em fungdo do tempo pelo lodo pré-tratado com &cido
(pH3/HCI) em diferentes relagdes Sy/X,.

Figura 16: Volumede hidrogénio acumulado em fun¢do do tempo pelo lodo pré-
tratado com &4cido (pH3/HCI) nas relagdes So/X, 1,7, 5,3 e 7,2 g glicose/g SV.
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Como pode ser observado na Figura 16 o ensaio com a relagdo
So/Xo de 1,7 g glicose/g SV foi a que apresentou maior producido de
hidrogénio, de 138 mL. Nos ensaios com as relagdes So/Xode 5,3e 7,2 g
glicose/g SV foi produzido 123 e 110 mL de H,, respectivamente. Na
Tabela 20 estdo apresentados os valores de glicose, pHs e SV no inicio e
fim do experimento, mmol de glicose consumida, mmol de hidrogénio
produzido, fator de conversdo e eficiéncia nas diferentes relacdes Sy/Xo,
com lodo tratado com 4cido (pH3/HCI).

Tabela 19: Valores de glicose, hidrogénio, fator de conversao, eficiéncia, pH e
concentragdo de SV dos ensaios em batelada do inicio e final, com as diferentes
relacdes Sy/Xo, com lodo tratado com 4cido (pH3/HCI).

*So/Xy (g glicose/g SV) 1,7 53 7,2
Glicose jpicial (mmol) 7,11 19,3 30
Glicose fipa (mmol) 3,47 15,1 12,6
Glicose consumida (Mmol) 3,64 4,2 17,4
H> produzido (Mmol) 481 4,32 3,85
Y (mmol de Hzlmmol de glicose 132 102 022
consumida)
Eficiéncia (%) 33 26 5,5
SV; 1,45+0,05 1,3+0,01  1,5+0,01
SV; 1,42+0,01 1,3+0,02  1,5+0,01
pH; 60,05  6,01+0,05 6,01+0,01
pHg 4,71+£0,01 4,66£0,05 4,63+0,04

*A relagdo S¢/X, foi calculada com base nas concentragdes de glicose em g/L
(ndo apresentadas na tabela acima), considerando que 1 mmol de glicose tem
180 mg e o volume do biorreatores de 0,5 L, em g glicose/g SV.
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O consumo de glicose nos ensaios com as diferentes relacdes
So/Xo foram diferentes uma vez que no ensaio realizado com a relagio
So/Xo 1,7 g glicose/g SV foi observado o menor consumo de glicose e a
maior conversao em H, de 3,64 mmol e 1,32 mmol de H,/mmol de
glicose consumida, respectivamente. O aumento da concentracdo de
glicose no meio resultou numa diminui¢do da conversdo de glicose em
H,, pois nas relagdes So/X, de 5,3 e 7,2 g glicose/g SV, os valores de
conversdo de substrato em produto diminuiram para 1,02 e 0,22 mmol
de Hy/mmol de glicose consumidas T€Spectivamente, indicando que a
glicose estd sendo consumida em outros processos bioquimicos e nao
para a producdo de H,.

Os resultados apresentados na Tabela 19 mostram que o pH
inicial e final das diferentes relacdes So/X,, depois de 24 horas de
ensaio, variaram de maneira semelhante. Os pHs iniciais ficaram em 6,0
e os finais entre 4,63 e 4,74, evidenciando que as diferencas encontradas
nos rendimentos de producdo de H, ndo podem ser atribuidas as
diferencas de pHs.

As velocidades de produ¢do de H, foram determinadas a partir
dos valores de inclinacdo das tangentes das respectivas curvas de
concentracdo para as diferentes relacdes S¢/Xy, apresentadas na figura
anterior. Considerando que hd uma variacdo na inclina¢io das tangentes
em determinados periodos de tempo, calculou-se as velocidades (ry,)
velocidades especificas (uyp) para cada relagdo S¢/Xo. Na tabela 20
estdo apresentados os paramétros cinéticos das diferentes relagdes So/Xo
estudadas com o lodo tratado com 4cido.

Tabela 20: Parametros cinéticos para a producio de H, nos ensaios em batelada,
com as diferentes relagdes Sy/X,, com lodo tratado com acido (pH3/HCl).

Sy/X, (g glicose/g SV) 1,7 53 7,2
V(mL) 138 123 110
e (mL/h) 12,98 13,03 10,42
HUp (mL/gSV.h) 9,27 9,87 7,72
R? 0,9976  0,9871 0,9955

V: volume acumulado de H, (mL); ry,: velocidade médxima de producdo de H,
(mL/h); Wy, :velocidade especifica de producdo de hidrogénio (mL/h.gSV).
So/Xy 1,7: intervalo 6-15h; S¢/X, 5,3: intervalo 8-15h; S¢/X, 7,2: intervalo 9-
14h. R® se refere ao ajuste linear dos dados para a determinag@o de r y, nos
intervalos mencionados.
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Como pode ser observado na Tabela 20, valores bastante
semelhantes do volume acumulado de H, (V), de velocidades de
producdo de H, (rg;) e de velocidades de producdo de H, especifica
(ugz) foram encontrados para os ensaios realizados com as relagdes
So/Xo 1,7 € 5,3 g glicose/g SV. Ja no ensaio realizado com a relacdo 7,2
g glicose/g SV todos os pardmetros cinéticos diminuiram, comparando-
se com os ensaios utilizando as relagdes 1,7 e 5,3 g glicose/g SV. Na
Tabela 21 estdo apresentadas as concentracdes dos dcidos organicos no
inicio (0 h) e ao final (24 h) dos ensaios em batelada para a producido de
H; com as diferentes relacdes So/Xo.

Tabela 21: Concentragdo dos dcidos orgéanicos no inicio (0 h) e ao final (24 h)
dos ensaios em batelada para a produgdo de H, com as diferentes relacdes So/Xo,
com lodo tratado com 4cido (pH3/HCI).

So/Xo Ac. Litico (mmolL)  Ac. Acético (mnwollL)  Ac.Propionico (mmollL)  Ac. Butirico (mmol/L)
(g glicose/g SV)  Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

17 1997403 1553403 - 16654022 - - 192401 44,6403
Variagio -4.44 16,65 - 42,68

53 21.86£0.2  21,19405 899402 29,30,1 - - 1,36£0,1  23,83£0,1
Variagio -0,67 20,31 - 047

72 1897403  19.0840,5 932+04 253105 - - 136£02 23,1540
Variagio 0,11 1599 - 21,79

(-) ndo detectado

Na Tabela 21 pode-se observar a diferenca entre a
concentragio dos dcidos organicos no inicio e no final dos experimentos
realizados com o lodo pré-tratado por dcido. Em todos os experimentos,
realizados com diferentes relagdes S¢/Xo, foi observado um aumento
similar na concentrag¢do de dcido acético que variou entre 15,99 e 20,31
mmol/L. O &4cido propidnico e o etanol ndo foram detectados nos
ensaios com o lodo pré-tratado com 4cido nas relagdes So/X, estudadas.
Na relacdo So/Xy de 1,7 g glicose/g SV foi produzido 42,68mmol/L de
acido butirico. Nas demais relacdes S¢/X, estudadas o acido butirico foi
detectado em menor concentracdo, cerca de 22 mmol/L.

Nos ensaios que apresentaram as maiores producdes de H,,
nas relacdes S¢/Xo 1,7 e 5,3 g glicose/g SV foi observada uma
diminuicdo (consumo) na concentracdo de dcido ldtico de 4,44 e 0,67
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mmol/L, respectivamente (Tabela 21). Comparando-se estes resultados
com o lodo tratado termicamente (Tabela 18), a diminuicdo da
concentracdo de dcido l4tico nos ensaios realizados com o lodo tratado
com 4cido, parece ter sido a maior diferenga entre os metabdlitos
soldveis analisados nestes ensaios. Como foi mencionado anteriormente,
o aparecimento do d4cido latico, normalmente estd relacionado a
diminui¢do da producdo de H,, uma vez que ambos competem por
equivalentes redutores para a sua formagao (SINHA; PANDEY, 2011).

Comparando-se o estudo de Sy/X, realizado para o lodo sem
pré-tratamento (item 5.1) com o estudo de S¢/X, para os lodos pré-
tratados, pode-se afirmar que a relagdo So/X( mais favordvel a producgdo
de H, diminuiu quando os lodos pré-tratados foram utilizados como
in6culo. Para o lodo sem pré-tratamento a relacdo Sy¢/Xy de 5,3 g
glicose/g SV promoveu a maior producdo de H,, enquanto que para os
lodos pré-tratados esta relagdo foi de 1,7 g glicose/g SV.

Esta mudancga na condicdo 6tima de So/X, para a producdo de
H,, do lodo original para o lodo pré-tratado, certamente estd relacionada
com a alteracdo promovida pelos pré-tratamentos na comunidade
microbiana do lodo.

O estudo de diferentes relagdes S¢/Xo com o lodo tratado
termicamente (80 °C por 15 min) e o tratado com 4cido (pH3/HCI)
revelou que as relagdes So/X( mais baixas foram mais apropriadas para a
producdo de H,. Portanto, a relacdo S¢/Xy em torno de 1,7 g glicose/g
SV foi utilizada na operagdo de biorreatores inoculados com os lodos
pré-tratados por um longo periodo.

4.4 Acompanhamento de biorreatores em batelada sequénciais
repetidas inoculados com os lodos pré-tratados

Os pré-tratamentos, o térmico a 80 °C por 15 min e o dcido
pH 3 por 24 h foram considerados os mais apropriados para o
enriquecimento do lodo proveniente de um sistema de tratamento de
vinhaga em bactérias produtoras de H,. Portanto, os lodos que sofreram
estes pré-tratamentos foram utilizados como indculo de biorreatores
operados em batelada sequénciais por um periodo de 36 dias. O intuito
deste estudo foi verificar se o aumento da producdo de H, promovido
pelos pré-tratamentos aplicados aos lodos se mantém em ensaios de
longo prazo. Segundo Luo et al. (2010"), 0 aumento na producdo de Hy,
promovido pelo pré-tratamento de culturas mistas e observado em testes
em batelada, pode ndo se manter por longos periodos. Por isto, os
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desempenhos dos biorreatores inoculados com os lodos pré-tratados
foram comparados com um biorreatores controle, inoculado com o lodo
sem pré-tratamento.

Os biorreatores foram inoculados com os lodos com
concentracdo inicial de SV entre 2,38 e 2,50 g/L. A alimentac¢do foi
realizada com meio de cultura contendo, aproximadamente, 27,8
mmol/L (5 g/L) de glicose e mantidos a temperatura de 50 °C. As
relacdes de S¢/X, no acompanhamento dos biorreatores de 36 dias
permaneceram em torno de 2. pois ndo houve um crescimento
expressivo da biomassa celular neste periodo. Isto foi constatado pela
andlise de sélidos voldteis ao final do periodo de 36 dias, pois a
concentragdo de SV nos biorreatores inoculados com o lodo controle, o
térmico e o 4cido eram de 2,51, 2,50 e 2,57, respectivamente,
praticamente a mesmo do inicio da operacdo dos reatores (tabela 23).
Provavelmente, a retirada didria do sobrenadante para a alimentacao dos
biorreatores promovia uma retirada de células e portanto ndo foi
possivel identificar o crescimento da biomassa nos reatores. A Figura 17
apresenta as velocidades de produ¢dao de H, e consumo de glicose nos
biorreatores no periodo de 36 dias, inoculados com o lodo sem
tratamento (controle), o tratado termicamente (80 °C por 15 min) e o
tratado com 4cido (pH3/HCl).
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Figura 17: Velocidades de producio de hidrogénio e de consumo de glicose nos
biorreatores inoculados com os lodos pré-tratados por dcido (A), térmico (T) e
sem pré-tratamento (controle -C), durante o periodo de 36 dias.

100 - 15,0
a
N 907 130 &
I —
80 | 2
3 110 2
lg 7,0 - o
o —
3% 60" N ET
o 2=
£EF 50 | L 70 53
3 E s E
e £ 407 5003 E
30 o E
2 F30 =
S 20 ghehe 00000000000 000 P00 000990 4000 3
10 10 3
0,0 ‘ . . ‘ . . ‘ 1,0
0 5 10 15 20 25 20 a5 40

Tempo (d)

4 H2-C WH2-T AH2-A XGli-C ¥Gl-T ®Gli-A

Como pode ser observado na Figura 17 as velocidades tanto
de producdo de H, , quanto de consumo de substrato se estabilizaram
nos primeiros 10 dias de operacdo dos reatores. As velocidades de
consumo de substrato (glicose) foram muito similares nos 3 reatores
inoculados com os diferentes lodos: no controle, no que sofreu
tratamento térmico e no dcido e permaneceram em média cerca de 8,5
mmol/L.d. Entretanto, as velocidades de formagdo de H, foram muito
diferentes entre os lodos que sofreram os pré-tratamentos e o lodo
controle. As velocidades de formacdo de H, foram em média de 8,2 e
9,0 mmol/L.d nos reatores inoculados com os lodos pré-tratados
termicamente (H,-T) e 4cido (H»-A), respectivamente, enquanto que
para o lodo controle esta velocidade foi em média de 1,85 mmol/L.d
(H,-C). Estes resultados evidenciaram a importancia dos pré-tratamentos
dos lodos para a producéo de H,.

Com base nestes resultados foi possivel calcular os fatores de
conversdo (média de todo o periodo) para os lodos controle e pré-
tratados por calor e 4cido, os quais foram 0,22, 095 e 1,05
mmolH,/mmol de glicose onsumida> T€SPECtivamente.
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Sob condic¢des similares as deste trabalho, ou seja, utilizando
glicose como substrato, cultura mista de microorganimos e condi¢des
termofilicas, sdo relatados valores de conversdo entre 1,19 e 2,15
mmolH,/mmol de glicosecopsumiaa por Yin et al., (2014), 0,9
mmolH,/mmol de glicose onsumidza POr Kan (2013) e 2,19 mmolH,/mmol
de glicose onsumida POr S& et al.(2013). Os maiores valores de conversao
s@o descritos para culturas puras termofilicas, onde s@o atingidos valores
préximos ao tedrico de 4 mmol H,/ mmol de glicose onsumiaa (DING et
al., 2009). Considerando que o valor tedrico e mdximo seria a formacao
de 4 mol de H, por mol de glicose consumida, a cultura mista tratada
por dcido e pelo calor, neste trabalho, atingiram 26,25 e 23,75% deste
valor. Estes valores parecem baixos se comparados aos da literatura
anteriormente citados, mas sdo bastante elevados se comparados ao lodo
controle (sem pré-tratamento), no qual a eficiéncia da conversao foi
apenas de 5,5 %.

Nos ensaios realizados anteriormente em batelada, com as
relagdes So/X, de 1,7 dos lodos submetidos aos tratamentos térmico e
dcido, foram atingidos valores de conversdo de 1,0 e 1,14 mmol Hy/
mmol de glicoseconsumidas T€SPECtivamente. Estes valores foram bastante
semelhantes aos observados no ensaio de longo prazo. Apesar do longo
periodo de acompanhamento dos biorreatores, a carga do substrato
(glicose) foi mantida constante, o que pode ter limitado o crescimento
de microrganismos produtores de H, no ensaio de longo prazo, sem
possibilitar o aumento do fator de conversao.

A Figura 21 mostra os valores de pH e as concentracdes dos
dcidos organicos na entrada e na saida dos biorreatores inoculados com
o lodo sem tratamento (controle), tratado termicamente e o tratado com
acido, durante os 36 dias de acompanhamento dos biorreatores.

4.4.1 Concentracdes dos dcidos orgénicos e pHs nos biorreatores

As concentragdes dos dcidos organicos (latico, acético,
propidnico e butirico) ao longo do periodo de operacdo dos biorreatores
estdo apresentadas nas Figuras 18: A - média dos biorreatores
inoculados com o lodo sem pré-tratamento - controle, B-média dos
biorreatores inoculados com o lodo submetido ao tratamento térmico, e
C média dos-biorreatores inoculados com o lodo submetido ao
tratamento acido. O etanol ndo foi detectado durante os 36 dias de
monitoramento em nenhum dos biorreatores.
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Figura 18: Concentrag¢do dos dcidos organicos (mmol/L) nos biorreatores pelo
periodo de 36 dias.A) inoculado com o lodo sem tratamento (controle); B)
inoculado com o lodo tratado termicamente e C) inoculado com o lodo tratado
com 4cido.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 18, de uma
maneira geral, percebe-se que a maior diferenca entre os metabdlitos
soliveis avaliados nos biorreatores reside na concentracdo do &cido
latico. Enquanto a sua concentracdo aumentou nos biorreatores controle
e no biorreator inoculado com o lodo termicamente tratado, no
biorreator com o lodo tratado por 4cido, a concentracdo de 4cido l4tico
diminuiu ao longo do periodo de acompanhamento.
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O é4cido l4tico foi o 4cido detectado em maior concentragdo no
biorreator com o lodo controle. A concentracio inicial de 4cido latico foi
de 21,75 mmol/L ou seja,1,96 g/L, e ao final do experimento a sua
concentracdo alcancou 100,11 mmol/L (9,02 g/L)). Como consequéncia
do aumento da concentracdo de dcido litico a producgdo de hidrogénio
pode ter sido inibida e/ou diminuida, uma vez que neste biorreator foi
observada a menor producdo de H,, 1,85 mmol/L.d (Figura 17 ). J4 as
concentracdes dos demais 4cidos organicos analisados no biorreator
controle, o acético, o propidnico e o butirico, permaneceram mais baixas
durante os 36 dias de operagdo. A concentragdo de &4cido acético
aumentou de 3,83 mmol/L (0,23 g/L) para 10,07 mmol/L (0,61 g/L) ao
final do periodo, mas, o 4cido propidnico e butirico variaram pouco
durante o experimento, o propidnico aumentou de 6,54 mmol/L (0,48
g/L) para 7,83 mmol/L (0,58 g/L) e o butirico permaneceu praticamente
constante em torno de 6,0 mmol/L.

A Figura 18 (B) apresenta as concentracdes dos dcidos
organicos no biorreatores inoculados com o lodo tratado termicamente
(80 °C/15min), na qual se pode observar que a concentracio inicial de
acido latico (Figura 18 A), também é elevada, 24,47 mmol/L. A
concentracdo de &cido latico neste biorreator aumenta para 58,21
mmol/L (5,24 g/L) ao final dos 36 dias. Apesar deste aumento na
concentragdo de dcido ldtico, a produ¢do de H, neste biorreator se
manteve elevada e constante, por volta de 8 mmol/L.d(Figura 19). O
dcido acético, principal metabdlito da producdo de H, por fermentacao,
aumentou de 3,83 mmol/L (0,23 g/L) no inicio do experimento para
25,89 mmol/L (1,55 g/L) no 36° dia. A concentracio de 4cido
propidnico variou de 4,92 mmol/L (0,36 g/L) no inicio do ensaio para
21,18 mmol/L (1,51 g/L) no final. Ao contrdrio do observado no
controle, neste biorreator foi observado um aumento daconcentragio de
acido butirico de 5,5 mmol/L (0,48 g/L) para 13,45 mmol/L (1,18 g/L)
ao final do periodo.

Na Figura 18 (C) pode ser observada a evolugdo da
concentra¢do dos dcidos organicos durante o periodo de 36 dias de
operagdo dos biorreatores inoculados com o lodo pré-tratado com 4cido.
Como pode ser observado nesta figura a concentracdo de 4cido litico
diminuiu durante os 36 dias de experimento, ou seja, houve um
consumo de dcido latico pela cultura mista destes biorreatores, ao
contrario do observado nos reatores controle e térmico. A elevada
concentracdo de &cido ldtico inicial de 49,61 mmol/L (4,47 g/L)
diminuiu para 22,31 mmol/L (2,01 g/L) ao final do periodo. Neste
mesmo biorreator, a concentracdo de acido acético aumentou de 1,83
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mmol/L (0,11 g/L) no inicio do experimento para 25,22 mmol/L (1,51
g/L), ou seja, uma diferenca de 23,39 mmol/L (1,4 g/L) de 4cido acético
durante os 36 dias de monitoramento dos biorreatores. O 4cido
propidnico ndo foi detectado no inicio do experimento, apenas nos
dltimos 10 dias de operacdo. Ao final do periodo a sua concentragio foi
de 2,15 mmol/L (0,24 g/L). A concentragdo de 4cido butirico também
teve um aumento expressivo comparado aos outros biorreatores,
aumentou de 5,67 mmol/L (0,5 g/L) para 21,88 mmol/L (2,89 g/L) ao
final do periodo.

A presenca de 4cido latico em processos de produgdo de H,
niao € incomum, mas o que leva a sua formagdo ainda € motivo de
investigacdo. Van Niel et al. (2002) estudaram a cinética de produgio de
H, pela bactéria termofilica Caldicellulosiruptor saccharolyticus
utilizando sacarose como substrato. Os autores relataram que
concentracdes acima de 5 a 10 mmol/L de H, no headspace dos
biorreatores promoveram uma mudanga na via metabdlica da bactéria
com a formag@o de dcido latico. Lian et al. (2014) relataram que a 50 °C
a produgdo de 4cido latico diminui, enquanto a 35 °C € a temperatura
Otima para producdo de dcido latico. Os autores utilizaram casca de
batata e cultura mista nos biorretores com o objetivo de produzir dcido
latico como coproduto de inddstria de alimentos.

Chaganti et al. (2012) estudaram diferentes pré-tratamentos:
choque térmico, quimico (com &cido) e acido latico (adicionando 4cido
latico nos biorreatores). O melhor pré-tratamento foi a adigdo de 2 g/L
(22,3 mmol/L) de 4cido latico nos biorreatores, produzindo 3,4 mol de
H,/ mol de glicose. Os autores também relataram que em concentracdes
mais elevadas o dcido latico inibiu a produc¢do de hidrogénio. Kim et al.
(2012) relataram que o aumento da produgdo de hidrogénio em 22%, em
biorreatores em batelada, foi possivel devido ao aumento da
concentragdo inicial de 4cido latico de O para 8 g/L (89 mmol/L). Santos
(2014) também relatou que a producdo de dcido ldtico apresentou efeito
positivo na producdo de hidrogénio. A degradacdo do lactato pode
ocasionar uma maior quantidade de NADH para producao de hidrogénio
pela rota do butirato (BAGHCHEHSARAEE et al., 2009), o que pode
explicar a maior produg¢do de hidrogénio no biorreator tratado com
acido.

O acompanhamento da concentracio dos dcidos organicos nos
biorreatores, inoculados com os diferentes lodos submetidos a diferentes
métodos de enriquecimento, revelou que diferentes metabolismos estdo
ocorrendo para a formagdo do H,. O tratamento 4cido do lodo, em
particular, promoveu um maior aumento na produg¢do de H, e o
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consumo de um metabdlito, normalmente associado a diminui¢do da
producdo de Hy, o 4cido latico.

Como pode ser observado nas Figuras 20 a variacdo dos pHs
no biorreator inoculado com o lodo controle, térmico e acido foi
bastante distinta. De uma maneira geral, pode-se dizer que o pH do
controle manteve-se aproximadamente constante por volta de 4,3
(Figura 20 A). Ja o pH do efluente do biorreator inoculado com o lodo
submetido ao tratamento térmico (Figura 20 B), no inicio estava abaixo
de 4,0, aumentando no decorrer da operacdo do biorreatores, sendo
estabilizado em 4,5. O pH nos efluentes dos biorreatores inoculados
com o lodo tratado por 4cido (Figura 20 C), teve um comportamento
contrario ao observado nos efluentes dos biorreatores contendo o lodo
tratado por calor, ou seja, iniciou por volta de 5,0 e diminuiu até 4,0, ao
final do periodo de operagdo.

Apesar destas variagdes o pH manteve-se dentro da faixa
relatada na literatura do pH de efluentes de biorretores para a producgdo
de H,. Nos trabalhos sobre producdo bioldgica de H, por cultura mista,
o pH 6timo para a produgdo de H, € em torno de 4,5 a 6,5 (MOHAN,
2009; CHEONG; HANSEN, 2006). Estes valores variam muito na
literatura, trabalhos como o de Mu et al. (2006) relatam que o pH mais
favoravel para a producdo de hidrogénio foi em torno de 4,2, dentre a
faixa estudada de 3,4 a 6,3.

4.4.2 Andlise das comunidades microbianas durante o acompanhamento
dos biorreatores em batelada alimentada inoculados com os lodos pré-
tratados

A Figura 19 apresenta o gel de DGGE com as amostras de
lodo retiradas durante o acompanhamento dos biorreatores inoculados
com os lodos pré-tratados durante 36 dias. As diferentes bandas que
aparecem no gel sugerem que a microbiota dos lodos foi modificada de
forma diferente pelos diferentes pré-tratamentos. O gel de DGGE
mostra, visualmente, as diferencas entre as amostras. Portanto, a
diversidade bacteriana foi estimada pelo indice de Shannon, utilizado
para comparar os diferentes perfis. Na Figura 19 estdo apresentadas as
bandas encontradas nos biorreatores durante o periodo de 36 dias, no gel
de DGGE. E na Figura 20 pode ser observado os indices de Shannon do
acompanhamento de biorreatores em batelada alimentada inoculados
com os lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados em 0, 12,23 e
36 dias.
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Figura 19: Gel de DGGE com as amostras dos lodos durante o
acompanhamento do biorreatores em batelada alimentada inoculados com os
lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados, em 0, 12, 23 e 36 dias.
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Figura 20: Valores de diversidade, indicados pelo indice de Shannon do
acompanhamento de biorreatores em batelada alimentada inoculados com os
lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados em 0, 12, 23 e 36 dias
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Quando hd vdrias comunidades sendo comparadas
simultaneamente uma boa representacdo da diversidade microbiana
pode ser obtida através das andlises de agrupamento (cluster analysis).
A andlise de agrupamento é obtida através de uma matriz contendo a
simi- laridade para cada par de amostras. As duas amostras mais
similares sdo combinadas para formar um grupo tnico. As andlises
procedem até o dltimo grupo ser combinado, originando um
dendograma. Essa andlise é baseada no algoritmo de Bray-Curtis,
transformando os dados numa matriz de distancia e plotando um grafico
de similaridade entre as amostra, relacionando a estrutura da
comunidade microbiana de cada amostra. Na Figura 21 estd
representado o dendograma mostrando a similaridade entre as amostras
do acompanhamento de biorreatores em batelada alimentada inoculados
com os lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados em 0, 12, 23 e
36 dias.
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Figura 21: Dendograma do DGGE mostrando a similaridade entre as amostras
do acompanhamento de biorreatores em batelada alimentada inoculados com os
lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados em 0, 12, 23 e 36 dias.
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Como pode ser observado na Figura 21, a maior similaridade
entre as amostras € 66%, no agrupamento entre as amostras controle
(sem tratamento) 0 e 12 dias, j4 o agrupamento das amostras controle
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(23 d) e controle (36 d) a similaridade € de 42%, ou seja, a diversidade
microbiana mudou durante o acompanhamento dos biorreatores, nos 36
dias. Em cada periodo monitorado 0, 12, 23 e 36 dias, a comunidade
apresentou uma mudang¢a na comunidade microbiana de 0 d ao 36 d. No
tratamento 3 (80 °C por 15 min) a amostra no 0 d, mostrou-se bastante
diferente das amostras dos dias 12, 23 e 36, pois estd em outro
agupamento no dendograma, quando considerado o corte no
dendograma em 50%. Sugerindo que a comunidade microbiana mudou
até o 12 d. As amostras dos dias 23 e 36 do tratamento 3 apresentaram
similaridade de 65% pertencendo ao mesmo agrupamento. J4 a amostra
do tratamento 3 do 12 d mostrou-se menos similar ainda, em relagdo as
amostras dos dias 23 e 36, 42%. As similaridades entre as amostras
indicam quanto a diversidade microbiana mudou com o passar dos dias.
No tratamento 3, as amostras mostraram-se diferentes com o passar do
tempo. A amostra mais diferente de todo o dendograma € a amostra do
tratamento 5 (dcido/pH3) 0d, pois ela ndo estd agrupada com nenhuma
outra amostra. Isso indica que o tratamento acido fez mudancgas
significantes no lodo utilizado. As amostras 23 e 36 do tratamento 5
pertencem ao mesmo agrupamente com similaridade de 58%. A amostra
12 d do tratamento 5 apresenta similaridade menor que 35% em relacio
as outras amostras tratadas com dcido por 24h. O acompanhamento da
comunidade microbiana dos biorreatores no periodo de 36 dias mostrou
através do dendograma que as amostras mudaram com o passar dos dias,
em todos os lodos (controle, tratamento 3 e tratamento 5). Assim para
saber mais especificamente quais os géneros de microrganismos que
foram prejudicados ou favorecidos com as condi¢des experimentais
utilizadas neste trabalho. As amostras dos biorreatores no inicio (0 d) e
final (36 d) foram sequenciadas conforme item 4.10.4. Na Figura 27
mostra a classificacdo das sequéncias encontradas no acompanhamento
dos biorreatores em batelada alimentada inoculados com os lodos sem
tratamento (controle) e os pré-tratados em O e 36 dias. Na Figura 22
estdo representadas as sequéncias dos microorganismos predominantes
nos diferentes lodos utilizados como inéculo, classificadas em familias
com abundancia relativa maior do que 1%.
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Figura 22: Classificacdo das sequéncias dividas por familias com abundancia
relativa maior do que 1%, no acompanhamento dos biorreatores em batelada
alimentada inoculados com os lodos sem tratamento (controle) e os pré-tratados
em 0 e 36 dias,
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Como pode ser observado na Figura 22, as sequéncias
encontradas no acompanhamento dos biorreatores em batelada
alimentada inoculados com o lodo sem tratamento (controle) e os pré-
tratados em 0 e 36 dias mostraram diferentes entre si. Nos lodos
controle, tratamento 3 e tratamento 5, no tempo 0 dias (inicial)
apresentaram comunidade microbiana. No lodo controle do inicio do
experimento comparado com o final (36 dias) a percentagem da familia
Clostridiaceae aumentou de 31 para 51%, sendo que o Clostridium é o
microrganismo mais efetivo, dentre os estudados, na producido de
hidrogénio e pertence a essa familia encontrada na comunidade
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microbiana do indculo deste estudo. Mesmo com esse aumento de
microrganismos, ndo foi observado aumento na producéo de hidrogénio.
Esta observacdo sugere que pode ter ocorrido uma desvio de rota
metabdlica de alguns desses Clostridium devido as condigdes
ambientais. Segundo Neves (2009), Clostridium produzem hidrogénio,
durante sua fase de crescimento (exponencial) e ao atingir a fase
estaciondria pode alterar seu metabolismo passando da producdo de
hidrogénio para a producdo de outros compostos, tais como butanol e
acetona. O surgimento de 32% da familia Acetobacteraceae no lodo
controle chamou atenc¢d@o. Estas bactérias, produtoras de 4cido acético,
oxidam alcodis ou aciicares e sdao amplamente utilizadas no
processamento industrial de alimentos. Na literatura nio foi encontrada
relagcdo desses microganismos com producdo de hidrogénio.

A familia Pseudomonadaceae encontrada no lodo controle
(sem tratamento) e no lodo tratado por dcido (tratamento 35)
desapareceram durante os 36 dias de experimento em batelada
alimentada. E no tratamento térmico (3)foi encontrada 4% dessa familia
no lodo.

No tratamento 3 (térmico) foi observada uma diminuicdo da
familia Clostridiaceae de 67% para 30% (36d), mudanca relavante. As
Clostridiaceae também foram encontradas no inicio do experimento
controle e do tratamento 3 desapareceu durante os 36 dias de
experimento sugerindo que outros microganismos se sobressairam na
competicdo entre os microrganismos existentes na amostra. O género
Thermoanaerobacterium sp. tem sido estudado para produzir hidrogénio
epertencem a familia das Clostridiaceae. Sdo bactérias termofilicas e
halotolerantes capazes de fermentar diferentes fontes de carbono.

Singh et al. (2014) pesquisaram a produgédo de hidrogénio por
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. Os autores
encontraram condi¢des 6timas para produgdo de hidrogénio pH 7, a 55-
60 °C, utilizando biorratores continuos, com TRH de 48 h. Os
rendimentos méximos de hidrogénio foram 2,5 mol de Hy/mol de
glicose; 2,2 mol de H,/mol de xilose e 5,2 mol de H,/mol de sacarose.
O-Thong et al. (2008), também estudaram a Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum e a producdo de hidrogénio foi influenciada pelo
pH e pela concentracdo de sacarose utilizada. As condicdes Otimas
utilizadas foram pH 6,2, 60 °C e 20 g/L de sacarose, produziram 12,12
mmol de Hy/L.h. Os autores indicaram essa cultura para aplicacdo em
tratamentos de efluentes orginicos que geralmente contenham agucar.
O-Thong et al. (2008) operaram um biorreator em batelada sequenciada
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a 60 °C para investigar a influéncia Thermoanaerobacterium sp. na
producdo de hidrogénio em efluente 6leo de palma. Esse
microrganismo foi encontrado em grande quantidade no lodo utilizado.
Assim os autores otimizaram as condicdes de cultivo, resultando no
aumento na produgdo de hidrogénio e redugdo da DQO.

A familia Alicyclobacillaceae e Burkholderiaceae nao foram
encontrados no inicio do lodo controle (sem tratamento) e nem nos pré-
tratados. Esses microrganismos se destacaram no tratamento térmico
(tratamento 3), pois no periodo de 36 d foram encontrados em 19 e 25%,
respectivamente. As Alicyclobacillaceae sdo a familia do género
Kirpidia que ¢é wuma reclassificacdo do género Bacillus, sdo
microrganismos que oxidam o hidrogénio, termoacidofilicos formadores
de esporos, crescem a temperatura de 35-65 °C (KLENK et al., 2011).
Ja a familia Burkholderiaceae ao qual o género Burkholderia pertence,
constitui um grupo de microrganismos gram-negativos ndo
fermentadores de glicose e sdo amplamente encontrados no meio
ambiente. Também sdo fixadores de nitrogénio e estdo sendo estudadas
para melhorar a producdo de hidrogénio. Hoyos et al. (2014) estudaram
Burkholderia unamae e Burkholderia tropica para determinar suas
capacidades de producdo de H,. Vdrias condi¢des de cultivo, de
condi¢des atmosféricas, de fontes de carbono e compostos quimicos
foram testadas. Os resultados mostraram que ambas as culturas foram
capazes de produzir H,. O meio de cultura com o rendimento mais
elevado de H;, foi de 1% v/v de melaco enriquecidas com Na,MoO, (0,2
g/ L), FeSO,4 (0,2 g/ L) e de cisteina (0,02 g / L), sob um vacuo parcial
(20% de ar v/v). Sob estas condi¢des, a maior velocidade de produgio
de H; foi de 24,64 mmol H,/L para a cultura de B. unamae.

A familia da Enterobacteriaceae, também, foram encontradas
apenas no final dos 36 dias de acompanhamento do tratamento 3 em
22%. Essa familia sd3o microrganismos mesoéfilos, anaerdbios
facultativos sendo utilizado em fermentacdo anaerdbia para produzir
hidrogénio. A capacidade de producdo de hidrogénio a partir de
Enterobacter aerogenes, tem sido largamente estudada, tem-se obtido o
rendimento de 1,97 mol de Hy/mol de glicose. Outra espécie é a
Enterobacter cloacae ITT-BY 08 que apresentou um rendimento de 2,2
mol de Hy/mol glicose (KAPDAN; KARGI, 2006). Patel et al. (2014)
concluiram que o género Enterobacter sp. foi eficiente para melhoria da
producio de hidrogénio, produzindo 3 mol de Hy/mol de glicose.



5 CONCLUSOES

- Foi verificada a possibilidade de utilizagdo de uma cultura
mista proveniente de um sistema anaerébio de tratamento de vinhaca na
produc¢do de H; por fermentacdo.

- Estudos com diferentes relagdes Substrato/microrganismo
revelaram que a melhor faixa para a produgdo de H, pelo lodo antes do
pré-tratamento foi entre 5 e 6 e que apds os pré-tratamentos térmico e
dcido estes valores diminuiram para 2,0. Portanto,a eficiéncia na
producdo de hidrogénio cai com a elevacdo da concentragdo da fonte de
carbono.

- Dentre os pré-tratamentos realizados no lodo anaerébio a fim
de selecionar bactérias produtoras de H,, o tratamento 5, ou seja o
tratamento 4cido (pH 3/24 h) foi o melhor dentre os métodos de pré-
tratamento do lodo, seguido pelo pré-tratamento térmico (80 °C/15 min).

- O tratamento térmico a 80 °C por 15 min. é benéfico ao
processo, porém o aumento do tempo do tratamento interfere
negativamente na produgdo de hidrogénio.

- Tem que mudar para as familias, pois mudou completamente a

dos biorreatores em 36 dias foram Clostridium,
Thermoanaerobacterium, Bacillus € Pseudomonas, Enterobacteriaceae,
Kyrpidia, Burkholderia, Glucanobacter.

- O tratamento acido da cultura mista parece ter favorecido a
produgdo de H, predominantemente pelo género
Thermoanaerobacterium, enquanto que no lodo submetido ao
tratamento térmico predominaram os géneros Burkholderia, Clostridium
e Enterobacteriaceae, produtores de H,.

- O tratamento acido da cultura mista proveniente de um
reator anaerébio aplicado ao tratamento de vinhaca foi o mais
apropriado para o enriquecimento desta cultura mista em
microrganismos produtores de Hy.
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