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RESUMO

A crescente demanda por energias alternativas torna o hidrogénio (H) interessante
por possuir alta concentragdo de energia por unidade de massa. Aliado a isso,
futuramente, o glicerol, subproduto da geragcdo de biodiesel, passara de residuo a
passivo ambiental, devido a crescente produgcdo de biodiesel.Unindo as duas
perspectivas, a produgdo fermentativa de hidrogénio a partir de glicerol residual &
uma alternativa atraente, pois pode-se € gerar energia limpa a partir de um residuo.
A grande questao que envolve a otimizagao da producgao biologica de H; é a selecéo
de inéculos com diversidade microbiana que maximize os rendimentos. Técnicas de
pré-tratamento do inéculo selecionam microrganismos especificos para a produgcao
de H; e enriquecem a comunidade com bactérias produtoras de H,. Por isso, esses
disturbios controlados no ambiente séo utilizados amplamente.Com base no que foi
exposto, este trabalho teve como objetivos: (i) selecionar uma microbiota com
potencial elevado de produgéo de H, e analisar sua diversidade; (ii) avaliar o impacto
dos pré-tratamentos sobre a diversidade microbiana e o rendimento da producgéo de
H> (nH>); (iii) e relacionar diversidade microbiana com nHx(na Ecologia este termo é
conhecido como produtividade). Foram testados diferentes indculos submetidos a
diferentes pré-tratamentos (choque de calor, choque acido e adicao de cloroférmio).
Pelos resultados, pode-se concluir que a diversidade microbiana tem relagéo direta
com a produtividade em H,. Da mesma forma,o impacto do pré-tratamento sobre a
microbiota depende do tipo de indculo. No entanto, as maiores diversidade e
produtividade foram alcangadas com lodo proveniente da estagdo de tratamento de
esgoto doméstico sem pré-tratamento. Os pré-tratamentos resultaram em diferentes
indices de diversidade, o que mostra que o grau do disturbio, pode nao so6 afetar os
microrganismos metanogénicos, mas também os demais presentes. Concluiu-se que
a aplicagcado de pré-tratamentos se tornou redundante, pois apenas a aplicagdo de
carga organica elevada e auséncia de solugdo tampao promovem reducgédo do pH

para a faixa ideal das produtoras de Hy, inibindo a atividade metanogénica.

Palavras chave: Glicerina; bactérias hidrogenogénicas; diversidade microbiana;

estresse seletivo; hidrogenogénese.



ABSTRACT

The growing demand for alternative energy makes hydrogen (Hz) an interesting fuel
because of its high concentration of energy per unit mass. Moreover, in the future,
the glycerol derived from the biodiesel industry can become an environmental liability
due to the increasing production of biodiesel. Therefore, the fermentative production
of hydrogen from residual glycerol is an attractive alternative because it will be
possible to generate clean energy from a waste. The issue on the optimization of
biological production of H; is the selection of microbial population with an adequate
diversity that improves the hydrogen yields. Techniques for pre-treatment of the
inoculum select specific microorganisms to produce H; and enrich the community
with Hx-producing bacteria. Therefore, these controlled environmental disturbs are
widely used. Based on the above, this study aimed to: (i) select a microbiota with
high potential for the production of H, and analyse its diversity, (ii) evaluate the
impact of pre-treatments on microbial diversity and hydrogen yield, (iii) evaluate the
relationship between microbial diversity and hydrogen yield. Different inocula were
tested at different pre-treatments (heat shock, acid shock and chloroform addition).
The results show that the microbial diversity is directly related to hydrogen vyield.
Likewise, the impact of the pre-treatment depends on the type of inoculum. However,
the highest diversity and yield were achieved with sludge withdrawn from a municipal
wastewater treatment plant without any pre-treatment. In general, the pre-treatments
resulted in different diversity index, which shows that the degree of disturb may not
only affect the methanogenic microorganism, but also the remaining in the inoculum.
The pre-treatments became redundant because only the imposed high organic load
and the absence of buffer promoted reduction of pH to the optimum range for H,

production, inhibiting the methanogenic activity and improving the hydrogen vyield..

Keywords: Glycerine; H,-producing bacteria, microbial diversity; selective stress;

hydrogenogenesis.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1. CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA

A necessidade por energias alternativas surge por diversos fatores, dentre eles:
o0 aumento dos precos do petréleo, as mudangas climaticas devido as grandes
emissdes de poluentes e as reservas finitas de combustiveis foésseis e seu grande
consumo. Para atender a estas demandas, varios tipos de biocombustiveis tem sido
produzidos, dentre eles o hidrogénio (H,), que pode ser gerado por via fisico-quimica
ou biolégica (HALLENBECK, 2009). O hidrogénio tem inumeras aplicagdes, pois é
compativel com processos eletroquimicos e de combustdo para conversao de
energia, € nado produz gases causadores do efeito estufa (LEVIN; PITT; LOVE,
2004). Por via biolégica, ele pode ser produzido por processo fermentativo, no qual
bactérias anaerodbias isoladas ou em consércio utilizam substrato organico para
degradacédo, gerando H, em condi¢des ideais (pH, temperatura e concentracao de
substrato) (LEE; SHOW; SU, 2011; SEN; SHAKDWIPEE; BANERJEE, 2008).

Inumeros substratos podem ser usados para produc&o de hidrogénio, mas o uso
de residuos orgéanicos como fonte de carbono é atraente, pois agrega valor ao
residuo e elimina um provavel passivo ambiental. O glicerol residual se destaca
entre os residuos organicos utilizados para a producao fermentativa de H,, pois
possui concentracéo elevada de matéria orgénica facilmente biodegradavel e é
gerado em grandes quantidades como subproduto no processo de producédo do

biodiesel.

A producédo de biodiesel inclui o processo de transesterificagdo, no qual ocorre
uma reagao quimica entre um Oleo vegetal ou gordura animal e um alcool
(geralmente metanol ou etanol), na presengca de um catalisador, gerando além de
biodiesel, o glicerol (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; OLIVEIRA, 2012). Estima-se
que a cada 100 kg de biodiesel produzido, s&o gerados 10 kg de glicerol, que tém
aplicabilidade industrial restrita devido ao alto teor de impurezas decorrentes do
processo de transesterificacdo (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Por isso, a aplicagao do glicerol residual como fonte de carbono para bactérias
torna-se viavel, pois ndo ha necessidade de purificagdo do substrato, ao mesmo

tempo em que possui uma quantidade elevada de matéria organica - demanda
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quimica de oxigénio (DQO) de 1,2 g/g glicerol) (VIANA et al.,2012) e pode ser
convertido em produtos de alto valor agregado (SARMA et al., 2012).

A selecdo de in6culos que contenham diversidade elevada é o grande desafio
para otimizagcdo da producdo fermentativa de H,, pois a diversidade esta
estritamente relacionada com a produtividade. Apesar de ser possivel obter
rendimentos mais elevados usando-se culturas puras, o uso de culturas mistas (com
diversidade elevada aumenta a estabilidade do sistema, o que resulta em maior
resisténcia a flutuagbes ambientais e resiliéncia (capacidade que a comunidade tem
de recuperar niveis normais de atividade ap6s um disturbio ambiental) (JOHNSON,
et al., 1996; MACARTHUR, 1955). Além disto, culturas mistas sdo mais facilmente
obtidas e mantidas em um reator alimentado com matéria organica residual, onde o
controle da contaminagdo é praticamente impossivel. Diversos trabalhos sobre
producdo de hidrogénio relatam o uso de culturas mistas oriundas de reatores
anaerobios de estacdes de tratamentos de efluentes domésticos (CHAGANTI; KIM;
LALMAN, 2012; PENDYALA et al., 2012; WANG,; LIN; CHANG, 2006), industriais
(ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG; PATTRA, 2013; PENDYALA et al,
2012; GIORDANO; CANTU; SPAGNI, 2011) e culturas mistas de solos (SELEMBO
et al., 2009; LUO et al., 2008).

Para maximizar a produgdo biolégica de H, a metanogénese deve ser
eliminada, pois algumas arqueias metanogénicas utilizam o H, para a producao de
metano (CH,) juntamente com gas carbonico (HULSHOFF POL et al., 2004). Para
isso, varios métodos de pré-tratamento (fisicos ou quimicos) do inéculo s&o usados
a fim de inibir ou eliminar a atividade metanogénica (ASSAWAMONGKHOLSIRI;
REUNGSANG; PATTRA, 2013; ROSSI et al., 2011).

Dentre as técnicas de pré-tratamento destacam-se: tratamentos com choque de
calor, que estimulam a produgdo de esporos por bactérias hidrogenogénicas
(especialmente os géneros Clostridium e Bacillus) e eliminam as ndo formadoras de
esporos, como as arqueias metanogénicas (BAGHCHEHSARAEE et al.,, 2008;
DUANGMANEE et al., 2007); tratamentos quimicos com adi¢céo de cloroférmio, acido
2-bromoetano sulfénico (BESA) ou iodopropano, que inibem a atividade da
coenzima-M redutase nas arqueias metanogénicas, evitando o consumo de H, para
a formacao de CH4 (NING et al.,, 2012; ZHU; BELAND, 2006); e tratamentos com

acidos ou bases fortes, que assim como o choque de calor, se baseiam na formagéao
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de esporos por bactérias produtoras de H, e eliminagdo das demais
(ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG; PATTRA, 2013; CHEN; LIN; LIN.,
2002).

Segundo Connel (1978), perturbacdo moderada no ambiente favorece o
desenvolvimento de determinadas espécies, aumentando a diversidade geral. Esse
estresse ambiental permite a ocorréncia de um numero maior de espécies sem que
haja exclusdo por competicdo. Portanto, dependendo do impacto gerado pelo pré-
tratamento, a diversidade do sistema pode aumentar ou diminuir, contribuindo ou
nao para o aumento da produtividade. Por outro lado, a aplicagdo de cargas
organicas volumétricas (COV) elevadas para reduzir o pH pelo acumulo de acidos
no sistema parece ser suficiente para inibir a atividade metanogénica e promover o
aumento da producao de H, (OH; VAN GINKEL; LOGAN, 2003).

1.2. OBJETIVOS

O objetivo principal desta pesquisa foi selecionar a microbiota mais apta a
producdo de H, e avaliar sua diversidade. Além disso, o estudo também buscou
avaliar a influéncia dos pré-tratamentos sobre a produtividade e diversidade, e a
relacdo ente esses dois fatores. O capitulo seguinte traz um levantamento dos
principais fatores envolvidos na producao fermentativa de H, a partir de glicerol,
além da bioquimica de digestdo do glicerol, das dinamicas populacionais e da

diversidade microbiana envolvida no processo.
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2. PRODUGAO DE HIDROGENIO POR DIGESTAO ANAEROBIA DE GLICEROL:
REVISAO

RESUMO

O hidrogénio é uma alternativa ao uso de combustiveis fosseis que pode ser obtido
a partir de residuos organicos, como o glicerol oriundo da industria do biodiesel,
através da digestdo anaerdbia. A producdo de hidrogénio em reatores anaerdbios
depende, ndo somente dos microrganismos utilizados, mas também de fatores
ambientais e operacionais, tais como tipo e configuragcao do reator, COV, tempo de
detencdo hidraulica, pH, temperatura etc. Estes fatores, de forma isolada ou
conjunta, afetam, ndo s6 nH,, como também a diversidade microbiana do sistema,
pois afetam a atividade enzimatica dos microrganismos determinando a direcdo das
rotas metabodlicas e a produgdo dos metabdlitos formados. Assim, a fonte de
microrganismos usados para inocular o reator, bem como o pré-tratamento aplicado
a este inoculo, necessario para beneficiar as bactérias produtoras de hidrogénio
(BPH), tem papel crucial no potencial de producdo de hidrogénio. As técnicas de
pré-tratamento do in6culo, apesar de gerarem bons resultados e serem bastante
utilizadas, podem ser dispensadas quando o controle dos parametros operacionais
do reator é efetivo. Manter o pH acido e aplicar COV elevada parece ser suficiente
para inibir a atividade metanogénica e manter no reator uma biomassa rica em BPH.
Este trabalho faz um levantamento da literatura e apresenta os principais parametros
envolvidos na producgao biolégica de H,, além da bioquimica da digestédo do glicerol,

com foco na diversidade microbiana envolvida nesse processo.

Palavras chave: Fermentagcdo escura, glicerina; fatores ambientais; diversidade

microbiana; hidrogenogénese.
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ABSTRACT
Hydrogen is an alternative to fossil fuels that can be obtained by anaerobic digestion
of organic waste such as glycerol derived from biodiesel industry. Hydrogen
production in anaerobic reactors depends not only on the microorganisms used, but
also environmental and operational factors such as the type and configuration of the
reactor, OLR, hydraulic retention time, pH, temperature etc. These factors, alone or
combined, affect not only nH,, but also the microbial diversity in the system.
Moreover, they affect the enzymatic activity of microorganisms, determining the
direction of metabolic pathways and the production of metabolites. Therefore, the
microorganisms used to inoculate the reactor, and the pre-treatment applied to this
inoculum, that benefits the hydrogen producing bacteria (HPB), plays a crucial role in
the hydrogen production potential. Despite the techniques for pre-treatment of the
inoculum can result in a high hydrogen yield and are widely used, they can be
dispensed when the control of the operational parameters of the reactor is effective.
Maintaining the pH at an acid range by imposing a high OLR is sufficient to inhibit
methanogenic activity and maintain a biomass rich in BPH, which can cope with
organic load and temperature variations. This paper presents a survey of the
literature with the main parameters involved in fermentative production of H,, and the
biochemistry of the anaerobic digestion of glycerol, with a focus on microbial diversity

involved in this process.

Keywords: Dark fermentation, glycerin, environmental factors, microbial diversity;

hydrogenogenesis.
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2.1. INTRODUCAO

O hidrogénio € uma alternativa ao uso de combustiveis fésseis, ja que € uma
fonte de energia renovavel que pode ser obtido a partir de residuos organicos,
possui alta concentragéo de energia por unidade de massa (122 kJ/g) e ndo gera
gases causadores do efeito estufa, pois a agua € o unico subproduto resultante de
sua combustdo (COSTA, 2010). Hidrogénio pode ser utilizado como combustivel
para turbinas, motores de combustao interna, processos e sinteses industriais, e em

células combustiveis para geracao de energia limpa (ITO et al., 2005).

A produgdo de hidrogénio pode ser realizada a partir de processos fisico-
quimicos e bioldgicos. Dentre os processos fisico-quimicos, podem ser citados: (i)
cragueamento térmico de gas natural usando-se vapor de agua a pressao elevada
(2,5Mpa) e temperatura entre 850 e 950 °C, produzindo hidrogénio e monoxido de
carbono (DICKS, 1996); (ii) oxidag&o parcial de hidrocarbonetos pesados, carvao ou
biomassa, usando-se vapor, ar ou oxigénio aquecidos em temperaturas entre 300 e
400 °C para produzir hidrogénio e outros gases (CO, CH,, CO, e N,) (KOTHARI;
BUDDHI; SAWHNEY, 2008); e (iii) eletrolise da agua, na qual hidrogénio e oxigénio
sdo separados pela passagem de corrente elétrica (CRUZ, 2010; FUKUROZAKI,
2011). A desvantagem no uso destas técnicas € o balango desfavoravel de energia,
uma vez que € necessaria a utilizacdo de grande quantidade de energia para a

geracao de temperaturas e pressdes elevadas (COSTA, 2010).

Por via biologica, H, pode ser gerado por algas através da bio-fotdlise da agua,
ou por bactérias pela fermentacao anaerdbia (KUMAR; DAS, 2000). No processo de
bio-fotdlise, a molécula de agua é decomposta na presenca de luz pela agdo de
organismos fotoautotréficos, como por exemplo, as microalgas verdes
Chlamydomonas reinhardtii e cianobactérias Anabaena variabilis. O processo de
recombinacao de protons e elétrons para formagéo de H, é catalisado pela enzima
[Fe]-hidrogenase (YU; TAKAHASHI, 2007).

Na digestdo anaer6bia, a matéria organica € degradada durante quatro etapas
basicas: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura 2.1). O

hidrogénio é produzido na segunda etapa e consumido na terceira, quando bactérias
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homoacetogénicas utilizam H, para produzir acetato, e na quarta, quando as
arqueias metanogénicas hidrogenotréficas utilizam H, e CO, para a producdo de
CH4 (MCCARTY, 1964).

Assim, se o objetivo & produzir Hp, a metanogénese deve ser inibida por
procedimentos operacionais como: diminuigdo do tempo de detencdo hidraulica
(WON; LAU, 2011; BRUNSTERMANN; WIDMANN, 2010), aumento da COV
(MARIAKAKIS et al., 2011; SHEN; BAGLEY; LISS, 2009), redugdo do pH (WANG;
WAN, 2011; SKONIECZNY; YARGEAU, 2009), aumento da temperatura do reator
(WU; YANG; GUO, 2010; AKUTSU et al., 2009), ou adicdo de antibidticos
especificos (FORREST; SIERRA; HOLTZAPPLE, 2010).

Além disto, a biomassa ativa deve ser bem selecionada, o que pode ser feito a
partir de pré-tratamento do inoculo a fim de diminuir a concentracdo de
microrganismos metanogénicos no reator (ROSSI et al., 2011; BAGHCHEHSARAEE
et al., 2008; HU; CHEN, 2007; HAWKES et al., 2002), ou a inoculagao do reator com
microrganismos especificos (HUNG; CHANG; CHANG, 2011; JEONG et al.,2008).

COMPOSTOS ORGANICOS COMPLEXOS
(proteinas, carboidratos, lipidios}

Hidrolise

COMPOSTOS ORGANICOS SIMPLES
(aminoacidos, agucares, acidos graxos)

Acidogénese

PRODUTOS INTERMEDIARIOS
{(hidrogénio, dc. propidnico, ac. butirico)

Acetogénese

| -3
ACIDO HIDROGENIO £
ACETICO GAS CARBONICO

Metanogénese 1 J

[ METANO E GAS CARBONICO ]

Figura 2.1. Esquema das etapas da digestdo anaerébia. Adaptado de Lettinga, Hulshoff Pol e
Zeeman (1999).
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A producédo biolégica de hidrogénio por via anaerdbia pode ocorrer em
temperaturas e pressdes muito semelhantes as temperaturas e pressdes
atmosféricas (entre 25 e 55 °C, 1 atm) (DAS; VEZIROGLU, 2001), simplificando e
reduzindo custos com o processo. Além disto, durante a fermentac&o anaerdbia para
producdo de hidrogénio, pode-se produzir metabdlitos de alto valor agregado
utilizados nas industrias, como os acidos butirico e latico, além de apresentar taxa
de producéo de hidrogénio mais elevada que a producao fotossintética (LEE et al.,
2008, DAS; VEZIROGLU, 2001).

Diversos substratos podem ser usados como fonte de matéria organica para a
producéo de H, por via anaerdbia, por exemplo: glicose (YOKOYAMA et al., 2009);
sacarose (CHEN; LIN; CHANG, 2001); xilose (MAINTINGUER et al.,, 2011); e

polimeros, como amido ou celulose (LIU et al., 2008).

O uso de residuos organicos como substrato pode agregar valor a cadeia
produtiva e eliminar passivos ambientais potenciais. Exemplos de residuos
organicos usados sdo: fracdo organica dos residuos sélidos urbanos (LAY; LEE;
NOYKE, 1999), aguas residuarias de laticinios (LIU; CHAN; FANG, 2002), restos de
frutas e vegetais (FOUNTOULAKIS; MANIOS, 2009; CHEN et al., 2006; WANG; LIN;
CHANG, 2006), bagaco de cana (ARUNSRI; REUNGSANG 2011; PATTRA et al.,
2008) e glicerol derivado da producgéo de biodiesel (SELEMBO et al., 2009; WU et
al., 2011).

O glicerol é um subproduto da produgdo de biodiesel, oriundo da
transesterificacdo de o6leos e gorduras de origem animal (LEONETI; ARAGAO-
LEONETI; OLIVEIRA, 2012). De acordo com Yazdani e Gonzalez (2008), a grande
quantidade de glicerol gerada durante a reacao de transesterificacdo (1 kg de
glicerol para cada 10 kg de biodiesel produzido) e o alto teor de impurezas do
glicerol residual faz com que o pre¢co de mercado deste subproduto seja muito baixo.
Brevemente, com o aumento da demanda de biodiesel, o glicerol residualse tornara
um passivo ambiental (VIANA et al., 2012a).

Estequiometricamente € possivel produzir até 3 mol Hyo/mol glicerol através da
digestao anaerobia,dependendo da rota metabdlica (SARMA et al., 2012) (Equagbes
2.1a24).

C3HgO3 + Hy0 = CH3COOH + COp 4 3Hy cvooooooeeeeeeeeeoeeeeeeeeeee Eq. 2.1
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2C3HgO3 = C4HgOy 4 2C 0y 4 4Hy oo Eq. 2.2
2C3HgO3 = CoHyg0 + 2C0y5 4 HyO + 2Hy woveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo Eq. 2.3
CaHgO3 = CaHgO + COp A Hy voveeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Eq. 2.4

O dlicerol pode ser metabolizado facilmente via piruvato, formando H; e CO;
(YAZDANI; GONZALEZ, 2008; JOHNSON; TACONI, 2007).No entanto, quando
originado de biodiesel, ele contém impurezas que podem dificultar a digestao
anaerodbia e, consequentemente, a producao de hidrogénio (VIANA et al., 2012b;
SPALKOVA et al.,2009; SILES-LOPEZ et al., 2009).

Outros fatores que interferem no potencial de produgéo de hidrogénio séo: (i)
in6culo utilizado no reator (HUNG; CHANG; CHANG, 2011; JEONG et al., 2008), (ii)
tipo de reator (BABU; MOHAN; SARMA, 2009; GUO et al., 2008), (iii) parametros
operacionais do reator (temperatura, pH, COV), (iv) teor de metais, (v)
suplementagao com nutrientes, (vi) adicao de inibidores especificos (LEE et al.,2006;
SHEN; BAGLEY; LISS, 2009; LIN; LAY, 2004a; CHO; LEE., 2011).

2.2. BIOQUIMICA DA DIGESTAO ANAEROBIA DE GLICEROL

Poucos microrganismos sao habeis para degradar glicerol pela rota fermentativa
devido a especificidade das enzimas que atuam no metabolismo dessa substancia
(YAZDANI; GONZALEZ, 2008; TORTORA, 2005). Alguns exemplos s&o os géneros
Clostridium, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Lactobacillus, Anaerobiospirillum,
Bacillus e Propionibacterium (YAZDANI; GONZALEZ, 2008).

A digestdo anaerobia de glicerol pode ocorrer pelas rotas metabdlicas oxidativa
ou redutora (Figura 2.1), sendo que o hidrogénio é produzido apenas na primeira. Na
rota oxidativa, glicerol & convertido em dihidroxiacetona pela enzima glicerol
dehidrogenase (GHD) e, em seguida, fosforilado pela enzima dihidroxiacetona
quinase (DHAy). Ao ser convertido em piruvato, entra em agédo a oxidorredutase
ferredoxina piruvico (quando atuam apenas microrganismos anaerdbios estritos) e a

hidrogenase, quando piruvato € convertido em acetil-CoA ou em formiato.
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Figura 2.1. Rota metabdlica de fermentacdo do glicerol com produgédo de hidrogénio e diversos
metabolitos. Adaptado de KUBIAK et al., 2012; COSTA, 2010. Principais enzimas envolvidas no
processo: GDH-glicerol dehidrogenase; DHAk- dihidroxiacetona kinase; OFP- oxirredutase
ferredoxina puruvico; hidrogenase; GDHt- glicerol dehidratase; PDOR- 1,3-propanodiol
oxidorredutase.

Quando ha geragcédo de formiato, este é convertido em H; e CO,, mas essa
conversao é feita apenas por determinadas espécies de bactérias entéricas, como a
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. Nesta ultima espécie, o hidrogénio é o
principal produto final, resultado da atividade da enzima hidrogenioliase formiato,
que catalisa a degradacéo de formiato em hidrogénio. Nos centros ativos dessas
enzimas existem grupos ionizaveis que promovem a conexdo da enzima com o
substrato, catalisando a reacéo (FABIANO; PEREGO, 2002).

Apoés a formagéao de acetil-CoA, as enzimas atuam na produc¢ao dos metabdlitos
finais, como acetato, butirato e etanol. O tipo de metabdlito formado dependera da
especificidade do microrganismo e do ambiente. Além disso, a produgéo geral a

partir da conversao de piruvato € considerada baixa, j& que apenas uma ou duas

22



moléculas de H, sao formadas a partir de uma uUnica molécula de piruvato. Isso
ocorre porque parte dele é usada para gerar ATP e, entédo, excretada na forma de
um produto final, como o acetato (HALLENBECK; BENEMANN, 2002).

Na rota redutora, a enzima glicerol dehidratase (GDHt) converte o glicerol a 3-
hidroxipropionaldeido, que &, entdo, convertido a 1,3-propanodiol pela 1,3-
propanodiol oxidorredutase. Esta rota foi confirmada por Wu et al.(2011), que
avaliaram a producédo de hidrogénio por uma linhagem especifica do género
Klebsiella, conhecida por degradar glicerol, e observaram que o aumento na
concentracéo de glicerol provocava aumento na concentracao de 1,3-propanodiol e

diminuicao de hidrogénio.

Estas tendéncias opostas entre alcoois e hidrogénio ocorrem porque durante a
conversdo de piruvato em acetil CoA , com concentragéo limitante de glicerol, ha
grande producgéo de H,. Por outro lado, o excesso de glicerol provoca aumento na
producdo de 1,3-propanodiol, pois mais NADH, & usado prioritariamente para
producdo desse metabdlito. Mesmo com a diversidade de rotas e enzimas
envolvidas neste processo, apenas 1/3 do substrato pode ser usado para a
producao de H,. Os outros 2/3 resultam em produtos finais como acetato, butirato e
alcoois (HALLENBECK, 2009).

Caso a fermentacdo anaerdbia continue, acetato sera convertido em metano
pelas arqueias metanogénicas acetotréficas, e pelas arqueias metanogénicas

hidrogenotroficas, a partir de H, e CO..

O uso de estratégias de engenharia metabdlica possibilita o aumento da
producéo de hidrogénio na fermentacdo anaerobia. As limitagbes existentes nas
rotas metabdlicas que comprometem a producdo de gas podem ser reduzidas,
aumentando a utilizacdo do substrato e o fluxo de carbono para a rota produtora de
H,, pelo estimulo ou inibicdo da atividade de enzimas especificas (MATHEWS;
WANG, 2009).

As técnicas de engenharia metabdlica incluem: bloqueio da expressdo de um
determinado gene, substituindo-o por uma versao modificada do mesmo (knockout
de genes especificos) (YAZDANI; GONZALEZ, 2008; CAMERON; CHAPLEN, 1997);
suplementagao com fontes de nitrogénio, como a milhocina, um residuo gerado pela

industria de beneficiamento do milho, e com fontes de aminoacidos, como a triptona,
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para ativar a rota especifica que fermenta o glicerol (DHARMADI; MURARKA;
GONZALEZ, 2006); e super-expressdao do gene hidrogenase que promove o
aumento da oxidacdo de NADH, aumentando a producéo de H, (MORIMOTO et al.,
2005).

No entanto, técnicas de engenharia metabdlica tém sido utilizadas para
maximizar a produgao de H; quase que exclusivamente na espécie Escherichia coli,
que produz hidrogénio apenas pela rota piruvato-formiato, limitando a producgao
maxima a 2 mol Hy/mol glicose. Apesar disso, essas técnicas também podem ser
aplicadas ao género Clostridium, que tem potencial maior para producdo de
hidrogénio pela rota piruvato-acetil-CoA, chegando a produzir
4 mol Hy/mol glicose(HALLENBECK; ABO-HASHESH; GHOSH, 2012).

Dinamarca e Bakke (2011) afirmam que, geralmente, as espécies Clostridium
acetobutylicum e Escherichia coli sd&o as mais empregadas nas técnicas de
manipulagdo de rotas metabdlicas. De acordo com Ren et al.(2008), estimular
geneticamente a produgéo de butirato por determinadas espécies de Clostridium (C.
acetobutylicum) resulta em taxas maiores de acetato que aumentam as taxas de
producao de H,. Apesar de as reac¢des de fermentacdo produzirem grande variedade
de metabdlitos (alcoois, acetato, butirato, propionato), a rota de producdo de
hidrogénio via acetato produz mais ATP por mol de substrato do que via alcoois, e é
preferida pelos microrganismos que degradam acucares (KRAEMER; BAGLEY,
2007).

Na fermentagédo anaerdbia para producao de hidrogénio, a enzima hidrogenase
catalisa a transferéncia de elétrons para o ion H* formando H, (CHEN et al.,2006).
Estas enzimas podem ser classificadas em trés tipos: [Felhidrogenase,
[FeNilhidrogenase e hidrogenase livre de metais. A primeira é cerca de 10 a 100
vezes mais eficiente na producdo de H, que as demais, pois possui muitos
aceptores e doadores de elétrons e, assim, pode catalisar a produgéo ou consumo
de H,, dependendo das condi¢cdes ambientais (MATHEWS; WANG, 2009).

A enzima nitrogenase também esta associada a produgdo de H; sendo
responsavel pela reducdo de N, a NH3. Na auséncia de nitrogénio ela pode reduzir
H* a H,, consumindo quatro ATP para cada mol de hidrogénio gerado. Como esta
enzima reduz preferencialmente nitrogénio, a presenca de NH;" (em pH menores

que 7) inibe o processo de producdo de H,. Segundo Hallenbeck e Benemann
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(2002), existem outras nitrogenases capazes de produzir H,, mas devido as baixas
atividades cataliticas e grandes necessidades de ATP, essas nitrogenases nao séo

consideradas eficientes para a producéo de Hs.

A atividade da nitrogenase esta associada a presenca da espécie Klebsiella
pneumoniae, uma bactéria facultativa fixadora de nitrogénio que, na auséncia deste,
produz hidrogénio. Mas a producdo de um mol de H, por esta espécie requer
NADH,, além de necessitar de, no minimo, quatro moléculas de ATP, diferente de
Clostridium butyricum, que exige apenas NADH;, o que facilita a produgcdo de Hy
(CHEN et al., 2006; DAS; VEZIROGLU, 2001).

Song et al. (2011) observaram producgéo de hidrogénio em dois reatores do tipo
mistura completa (CSTR) que produziam, principalmente, acido butirico (R1) e etanol
(R2). O controle da producéo destes metabdlitos finais era feito pelo controle de pH
dos reatores, 6,0 a 6,5 no R1 e 4,0 a 4,5 no R2. Ambos os reatores eram
alimentados com glicose, tendo os mesmos tempos de detencédo hidraulica (TDH) e
COV. A producéao de hidrogénio foi maior no R2, resultante da alta taxa de utilizagao
de energia pelas bactérias que dominam a rota metabdlica do etanol. As diferengas
nos produtos dominantes nos reatores foram resultantes da diferenga na abundancia
das espécies (Clostridium  hystolyticum;  Clostridium  lituseburense e

Enterobacteriaceae) nos dois reatores.

Mangayil, Karp e Santala (2012) realizaram estudos em reatores alimentados
com glicerol residual e inoculados com cultura mista de bactérias com dominancia
de Clostridium. Os autores observaram que a producédo de hidrogénio ocorreu
simultaneamente com a produgao de acetato e butirato, enquanto que o aumento na
acumulacgao de etanol afetou negativamente a producéo de H,. Isto ocorre porque as
moléculas de etanol e outros alcoois contém atomos de hidrogénio que ndo sao
liberados como gas, o que resulta em baixa produgédo de H, (LEVIN; PITT; LOVE,
2004; NATH; DAS, 2004).

Penteado (2012) estudou a produgcdo de hidrogénio a partir da sacarose e
afirmou que a producao de hidrogénio a partir de hexoses com producao simultanea
dos acidos acético e butirico, aumenta a presséo parcial de H,, favorece reagdes
que o consomem e diminui sua liberagdo. Um exemplo disto é a reagéo entre acido

acético e hidrogénio, termodinamicamente favoravel e que produz etanol.
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2.3. FATORES QUE AFETAM A PRODUGAO DE HIDROGENIO EM REATORES
ANAEROBIOS

2.3.1. Tipos de reatores

A configuragcéo do reator é crucial para o desenvolvimento da microbiota, pois
influencia diretamente o microambiente, o comportamento hidrodinamico e a
superficie de contato entre o consoércio e o substrato (MOHAN, 2009). Diversos tipos

de reatores ja foram testados para avaliar a producéao biolégica de H, (Tabela 2.1).

Reatores anaerdébios de leito fluidizado (AFBR) foram utilizados com sucesso, a
partir da fermentacao de glicose, por varios pesquisadores, sendo que os melhores
resultados de produgéo de hidrogénio foram obtidos quando se aplicou COV entre
25,6 e 192,0 kgDQO/m®.d. Utilizando este tipo de reator com biomassa aderida a um
meio suporte, Amorim, Sader e Silva (2012) conseguiram rendimento da produgao
de Hax(nHz)de 2,49 mol Ho/mol glicose, aplicando COV de 25,6 kgDQO/m3.d em
condi¢cdes mesofilicas (30 °C). No entanto, Barros et al.(2011) obtiveram nH,
semelhante(2,25 mol Hy/mol de glicose) na mesma temperatura mas com COV de
192 ngQO/m3.d. O bom desempenho do AFBR utilizado nessas pesquisas pode
ser explicado pelo fato de estes pesquisadores terem trabalhado com biomassa
aderida a um meio suporte que, segundo Babu, Mohan e Sarma (2009), melhora a

eficiéncia de conversao de substrato e, consequentemente, a produgéo de H,.

Reatores UASB também foram usados para producédo de H,. Na pratica, estes
reatores tém mostrado desempenho melhor quando operados em temperaturas
mesofilicas, com COV que variam entre 20 e 238 kgDQO/ m°.dia (JUNG; KIM; SHIN,
2010; CHANG,; LIN, 2004; LEE et al., 2006). No entanto, Dong et al.(2011) também
operaram um reator UASB termofilico (55 °C; Ph =7,0; COV=20 kgDQO/m>.d) e
conseguiram nHyde até 3,06 mol Hy/mol sacarose, o que representa cerca de 77%
do potencial tedrico. Este valor é superior aquele observado por Mu e Yu (2006)
(2,88 mol Hy/mol glicose) ao operarem um reator UASB com temperatura, pH e COV
menores (38 °C; pH =4,5; COV =7 kgDQO/m>.d). Dong et al. (2011) afirmam
também que em temperaturas termofilicas (55 °C) o sistema se mantém estavel
mesmo com variagdbes no TDH durante periodos longos de operacdo devido as

propriedades fisicas dos granulos bacterianos.
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Tabela 2.1. Tipos de reatores utilizados em pesquisas para produgdo de hidrogénio
(mol Hy/mol substrato) a partir de diferentes substratos.

Produgé&o maxima
de hidrogénio (mol

. 3 N .
Tipo de reator Substrato COV (kg DQO/m®.d) H,/ mol de Referéncias
substrato)
EGSB Sacarose 120 3,47 GUO et al., 2008
UENO; FUKUI;
CSTR Chorume 97 2,4 GOTO,2007
CSTR Lactose 1386 2.8 DAVILA-VAZQUEZ et
al., 2009
CSTR Sacarose 60 1,22 KIM; HAN; SHIN, 2006
CSTR Glicose 22 1,8 SHEN; BAGLEY; LISS,
2009
CSTR Sacarose 20 1,72 MARIAKAKIS et al.,
2011
. . MARKOV; AVERITT;
CSTR Glicerol 30,0 0,89 WALDRON, 2010
AFBR Glicose 44 2,25 BARROS et al., 2011
AFBR Glicose 48 2,15 KOTAY; DAS, 2008
CIGSB Glicose 480 3,88 LEE et al., 2006
UASB Sacarose 20 3,06 DONG et al., 2011
UASB Sacarose 238 1,62 ZHAO et al., 2008
) HAFEZ; NAKHLA;
IBRCS Glicose 103 2,8 NAGGAR, 2010
Batelada Glicerol 3,7 0,31 SELEMBO et al., 2009
Batelada Glicerol 8,3* 0,07 VLASSIS et al., 2012
CHOOKAEW; O-
Batelada Glicerol 24,3* 0,25 THONG,;
PRASERTSAN, 2012
Batelada Glicerol 1,2* 1,10 MANGAYIL; KARP;

SANTALA, 2012

EGSB: Reator granular de leito expandido; CSTR: Reator de mistura completa; AFBR: Reator
anaerdbio de leito fluidizado; CIGSB: Reator de leito de lodo granular induzido; UASB: Reator
anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo; IBRCS: integrated biohydrogen reactor clarifier. *
testes em batelada - concentragéo de substrato (g DQOIL).
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Na fermentag&do anaerébia para produgéo de hidrogénio, ocorre baixa produgao
de H, por massa de substrato. Estequiometricamente & possivel produzir até
4 mol Hy/mol glicose e 3 mol Ha/mol glicerol (SARMA et al.,2012; XIE et al.,2008).

Por outro lado, durante o processo de producdo de hidrogénio, ocorre a
formacao de acidos organicos e alcoois que podem ser convertidos em metano em
uma etapa posterior. Desta forma, a integracdo do processo hidrogenogénico a um
sistema de producdo de metano é uma alternativa que pode aumentar o
aproveitamento energético durante a degradacdo da matéria organica complexa
(HALLENBECK; ABO-HASHESH; GHOSH, 2012).

O balango energético resultante do sistema que utiliza dois reatores anaerobios
em série, hidrogenogénico e metanogénico, a partir de um mesmo substrato pode
ser maior, pois o hidrogénio possui valor energético muito maior que o metano
(14,2 W.h/g para o metano e 33 W.h/g para hidrogénio) (PIELA; ZELANAY, 2004).
Luo et al. (2011) estudaram dois reatores CSTR em série para produzir H, e CHy e
concluiram que a energia recuperada ao fim do processo € 11% maior que em um

sistema metanogénico unitario.

A producdo combinada de hidrogénio e metano também foi estudada por
Brunstermann e Widmann (2010) em sistema de dois reatores de fluxo continuo e
mistura completa (CSTR) em série. O funcionamento deste tipo de reator baseia-se
na separagao e recirculacéo de sélidos para aumentar a concentragdo de biomassa
no reator. Os microrganismos crescem sem meio suporte e um agitador favorece o
contato entre o microrganismo e o substrato, ao mesmo tempo em que evita a
sedimentagao de solidos. De acordo com os autores, a concentragcado de hidrogénio
pode atingir 60% do total do biogas, com TDH de 15 h, COV de 16 gDQO/L.d,
temperatura entre 23 °C e 28 °C e pH entre 4,0 € 5,5.

Trabalhando com reatores CSTR em série, Fountoulakis e Manios (2009)
utilizaram glicerol residual como co-substrato para avaliar o desempenho do reator
para producdo de hidrogénio e metano. O reator foi alimentado com esgoto
municipal suplementado com 1% de glicerol residual para avaliar o impacto sobre a
producdo de H; que aumentou de 150 para263 mL H,/d. Hafez, Nakhla e Naggar
(2010) utilizaram um reator CSTR seguido de decantador secundario para produzir
hidrogénio a partir de glicose. Neste tipo de sistema, o efluente do reator CSTR

segue para o decantador para sedimentacao do lodo que é recirculado para o reator,
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para manter concentracdo elevada de biomassa ativa. Os autores reportaram

producao de até 2,8 mol Ho/mol glicose, aplicando uma COV de 103 gDQO/L.d.

2.3.2. Indculo e pré-tratamento

Durante a fermentagcdo anaerobia, o hidrogénio pode ser produzido por
microrganismos dos dominios arqueias e bactéria (VERHAART et al., 2010).
Bactérias anaerbbias estritas ou anaerdbias facultativas tais como Clostridium
acetobutylicum, Clostridium butyricum, Clostridium pasteurianum, Enterobacter
aerogenes, e Enterobactercloacae, e bactérias fotossintéticas representadas por
Rhodobacter sphaeroides e Rhodobacter capsulatus sdo capazes de produzir
hidrogénio de forma isolada ou em consércio (LIU; GROT; LOGAN, 2005; NATH;
DAS, 2004).

A vantagem no uso de culturas puras € que € possivel selecionar uma linhagem
especifica que maximize a producéo de H,, como o género Clostridium, alcangando
rendimentos muito superiores aos que utilizam culturas mistas (HILIGSMANN et al.,
2011). As desvantagens incluem a sensibilidade deste género a presenca de O, no
sistema e a necessidade de nutrientes especificos (KOSKINEN; KAKSONEN, 2007;
YOKOI et al., 1998). Por isso, o uso de bactérias em consoércio dispensa a
necessidade de isolamento e purificagcdo de uma cultura especifica ou substrato
especifico, minimizando custos e facilitando a aplicagdo desses microrganismos em
escala real (MOHAN, 2009).

Diferentes indculos sao utilizados em estudos que visam a produgédo de
hidrogénio por fermentacéo anaerdébia (PENDYALA et al., 2012; HILIGSMANN et al.,
2011; MOHAN, 2009; UENO; FUKUI; GOTO, 2007), mas estudos relatam a
presenca predominante de bactérias do género Clostridium sp. e Enterobacter sp.,
bem como microrganismos que estao filogeneticamente relacionados a estes, em
reatores anaerdbios para produgdo de H; a partir de residuos organicos, como
esgotos domeésticos, industriais, residuos alimentares e industriais, como o glicerol
(SARMA et al., 2012; LUO et al., 2011; SKONIECZNY; YARGEAU, 2009; JO;
TACONI, 2008; MOHAN; BABU; SARMA, 2008; ITO et al., 2005; SHIN, 2004).

Além desses, outros microrganismos tém sido identificados em varios sistemas

como produtores potenciais de hidrogénio, como Selenomonas sp.,
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Coprothermobacter sp. e Thermoanaerobacterium sp. (HUNG; CHANG; CHANG,
2011). A presenca ou nao desses microrganismos esta diretamente relacionada ao

tipo de in6culo utilizado nas pesquisas.

A concentragéo do in6culo no meio também influencia a producéo de hidrogénio
e a taxa de degradacéo do substrato. De acordo com Ren et al. (2006), na produgéo
de H,, a concentracdo inicial do in6culo pode variar entre 2,6 e 23,7 g (solidos
volateis — SV)/L. Seifert et al.(2009) trabalharam com lodo anaerdbio degradando
glicerol, e observaram que o aumento da concentragdo do inoculo de 1,2 para
11,6 gSV/L diminuiu a produgéo de H, e de metabdlitos como 1,3-propanodiol, acido
butirico e latico. Os autores conseguiram nH, de 0,41 mol H,/mol glicerol usando a
menor concentracdo de lodo anaerdbio, independentemente da concentracéo de
glicerol no reator. Provavelmente, o aumento na concentragé&o do in6culo, diminuiu a
atividade hidrogenogénica especifica pela diminuicdo da carga orgénica aplicada ao
lodo (COL).

Os microrganismos anaerobios usados na producédo de hidrogénio podem ser
encontrados em diversas fontes, as quais podem, ou ndo, necessitarem de pre-
tratamento antes de servirem como in6culo de reatores hidrogenogénicos. A
eficiéncia do pré-tratamento é fungcao do tipo de indéculo, devido a variagcdes na

diversidade das arqueias metanogénicas.

Para favorecer a producao de hidrogénio, a etapa de metanogénese deve ser
interrompida (MCCARTY, 1964). Isso pode ser feito pelo controle dos parametros
operacionais, ou pela manipulagdo do lodo usado como inoculo no reator. Diversos
tipos de pré-tratamento do lodo s&do propostos para eliminar a atividade de
microrganismos produtores de metano, como choque térmico (WANG; WAN, 2008),
adicao de acidos ou bases, congelamento seguido de descongelamento (ROSSI et
al., 2011), aeracao (ZHU; BELAND, 2006), adicao de produtos quimicos, como o
cloroformio (NING et al, 2012) ou acido 2-bromoetano sulfénico (BESA)
(KOSKINEN; KAKSONEN; PUHAKKA,2007; CHEONG; HANSEN, 2006). A Tabela
2.2 mostra diversos estudos que utilizaram diferentes indculos e os tipos de pré-

tratamento utilizados para maximizar a produgao de hidrogénio.

Alguns tipos de pré-tratamento do in6culo induzem a formacéo de esporos de
algumas bactérias produtoras de hidrogénio e elimina a atividade de microrganismos

que consomem hidrogénio para producédo de metano (LEE; SONG; HWANG, 2009,
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ROSSI et al., 2011). Na maioria das espécies, a formacgéo de esporos demora de
seis a oito horas, enquanto a germinacédo demora, em média, de 60 a 90 min e
envolve trés etapas: ativacdo, germinagcédo e desenvolvimento (TALARO; TALARO,
1996).

Quando condigbes adversas, como temperaturas elevadas, limitacdo de
nutrientes, concentracédo elevada de produtos quimicos, solventes organicos e
radiagdo, sdo impostas a um meio contendo cultura mista de microrganismos,
apenas os formadores de esporos sobrevivem, que sao justamente os que
produzem hidrogénio (DUANGMANEE et al.,2007). Assim, em condi¢bes favoraveis,
os esporos formandos sob estresse ambiental, germinardo e formardo células
vegetativas, voltando a sua atividade metabolica (CHEONG; HANSEN, 2006;
KAPDAN; KARGI, 2006).

As principais formas de elevagao de temperatura do lodo sao fervura em banho-
maria, auto-clavagem, secagem em estufa e aquecimento em forno (SONG et
al.,2012; OH; VAN GINKEL; LOGAN, 2003; AMORIM; BARROS; SILVA,2010;
AKUTSU et al.,2009; SELEMBO et al.,2009; VAN GINKEL; SUNG; LAY, 2001). A
faixa de temperatura reportada na literatura para inativagcdo das arqueias
metanogénicas varia entre 85 e 150 °C (SUNG et al., 2002; COSTA, 2010; BARROS
et al., 2011; AZBAR et al., 2009) para tempo de contato entre 10 min e 2 h (KIM;
HAN; SHIN, 2006; AKUTSU et al., 2009; WU et al., 2009). Apesar da discrepancia
encontrada nas pesquisas, a faixa de temperatura mais utilizada e com maior
eficiéncia na producao de H; esta entre 90 e 100 °C, com tempo de aquecimento de

aproximadamente 15 min.

Sung et al. (2002) conduziram um estudo no qual o inéculo pré-tratado
termicamente (100 °C durante15 min) foi submetido a choques de calor repetidos ao
longo da operagdo do reator (90 °C durante 20 min). O reator submetido aos
choques de calor repetitivos alcangou nHysuperior ao controle (2,2 e

1,8 mol Hy/mol sacarose, respectivamente), comprovando a eficiéncia deste método.
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Tabela 2.2.Principais pré-tratamentos utilizados em consércios

anaerobios para produgédo de

hidrogénio.
, . Pré- . a
Origem do in6culo Método Referéncia
tratamento
Lodo de digestor anaerébio Choque de Aquecimento do lodo a KIM; HAN;
de uma ETE. calor 90 °C por 10 min. SHIN,2006.
Lodo de digestor anaerébio Choque de Aquecimento do lodo a WANG; WAN,
primario de uma ETE. calor 100 °C por 15 min. 2008.
Lodo de reator UASB de Chogue de Aquecimento do lodo a GIORDA[\IO;
ETAR (processamento de cglor 185 5C por 4 h em forno CANTU;
batata). P " SPAGNI,2011.
Congelamento do lodo a -
Lodo de reator UASB de Congelamento/ 10 °C por 24 h, seguido de
uma ETAR (beneficiamento descongelamento por 6 h ROSS et al.,
! descongelame . 2011.
da soja). nto em temperatura ambiente
(30 °C).
Aquecimento do lodo em
Lodo de reator UASB de estufa por 2h a 105°C ROSSI et al.,
uma ETAR (beneficiamento Secagem )
. seguido de secagem em 2011.
da soja).
dessecador por 2 h.
Redug¢édo do pH para 3,0
Lodo de reator UASB de ) (mantido por 24 h) usando ROSS| et
uma ETAR (beneficiamento Acido HCI 2 M, seguido de
. ~ al.,2011.
da soja). correcao do pH para
5,5.comNaOH 2 M
Lodo do decantador Aumento do~pH para 13,0
. . com solugdo de KOH . .
secundario de um sistema Alcalino (mantido por 2 h), seguido KANG; KIM;
de lodos ativados tratando PO » S€d LEE,2012.
de correcdo dopH para
esgoto sanitario. 55
Lodo de reator anaerébio de Adicdo de cloroférmio NING et
uma ETAR (producdo de Cloroférmio (0,05%) a solugéo
: o al.,2012.
citrato). contendo o in6culo.
Liquido do trato intestinal de . Adicgo de doroformio g\ ohop.
. Cloroférmio (0,9¢/L) a solucéo
ruminantes. " 1967.
contendo o inéculo.
cultivo em solugcdo de .
Lodo de reator UASB de Solugdo salina  acido sulfénico 2- MOHAN’
uma ETAR (efluente acida bromoetano (BESA BABU;
quimico). " SARMA,2008.

0,2 g/L) por 24 h.

Obs.: ETE - estagéo de tratamento de esgoto doméstico; ETAR — Estacdo de tratamento de
agua residuaria).

O tempo de partida dos reatores UASB hidrogenogénicos pode ser minimizado
quando se utiliza pré-tratamento térmico do lodo (JUNG; KIM; SHIN,2011). Para
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confirmar isto, o lodo proveniente de um digestor anaerdbio de uma estagéo de
tratamento de esgoto sanitario foi pré-tratado termicamente (90 °C durante 20 min),
e aclimatado em um reator CSTR por sete dias. Apos esse periodo, o lodo foi
transferido para um reator UASB. Foi observado que esse pré-tratamento térmico e
a aclimatacéo prévia no reator CSTR provocou granulagdo em duas semanas,
enquanto que em outro reator UASB, inoculado com o mesmo lodo sem pré-
tratamento, o tempo médio para formacgao de granulos foi de aproximadamente 24

sSemanas.

Outra forma de eliminar a atividade metanogénica do inéculo e que também
induz a formacao de esporos, € a variagdo do pH da mistura de lodo. Com este
método, € possivel selecionar microrganismos formadores de esporos quando a
cultura mista € exposta a valores de pH fora da faixa de valores que eles estao

adaptados.

Segundo Penteado (2012), reatores com inoculos submetidos a tratamento
acido tém operacao mais estavel e alcangcam nH, maiores em comparag¢ao aos que
foram inoculados com lodo tratados termicamente. Os principais acidos utilizados
para este fim sdo o acido cloridrico e o acido sulfurico, e como base, se utiliza
hidroxido de soédio (LEE; SONG; HWANG,2009; HU; CHEN, 2007; ROSSI et
al.,2011).

Lee, Song e Hwang (2009) avaliaram a influéncia do pré-tratamento acido na
producao de H, com lodo de uma estacao de tratamento de esgoto doméstico. Apds
o pré-tratamento, foi observada a predominancia da linhagem Clostridium no inoculo,
que resultou em uma producgédo 2,3 vezes maior de H, do que no in6culo sem pré-
tratamento acido. O método empregado por esses autores baseou-se na adicéo de
solucéo de acido cloridrico (35%) ao lodo anaerdbio até pH = 2. Apds 24 h, o pH foi
corrigido para 5,5 com uma solugdo de NaOH 2 N. Com essa estratégia, os autores
mostraram que houve selecdo de bactérias mais habeis a producé&o de hidrogénio,
como as do género Clostridium, que € uma das linhagens mais predominantes para
producdo de H, (BARROS et al, 2011; HUNG; CHANG; CHANG, 2011; LEE;
SONG; HWANG, 2009).

Rossi et al. (2011) estudaram pré-tratamento com choque de pH alcalino em um
lodo de um reator UASB de uma industria de processamento de soja para producéo

de H,. No método utilizou-se uma base forte (NaOH) para elevar o pH de 7 para 10
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por 24 h. Os resultados nédo foram satisfatérios, pois o pH elevado suprimiu tanto a
atividade das bactérias consumidoras de H,, como das BPH. Isso porque, apesar de
a linhagem Clostridium ser tolerante a estas variagcbes de pH, outras bactérias
hidrogenogénicas, como Klebsiella e Enterobacter, s&o muito sensiveis a valores de
pH acima de 6 (VAN GINKEL; SUNG; LAY, 2001).

Além disto, tanto as bactérias homoacetogénicas, como as espécies Clostridium
aceticum e Clostridium autotrophicum também sao formadoras de esporos e, em
ambiente com condi¢gdes favoraveis, podem consumir H, para produzir acetato
(CHEONG; HANSEN,2006). Este fato também foi observado por Oh, Van Ginkel e
Logan (2003), que afirmam que a acetogénese causa queda da producéo de Hy, e

que este tipo de pré-tratamento n&o inibe o metabolismo.

Além de acidos e bases fortes, a adicdo de outras substancias quimicas ao lodo
anaerobio também pode selecionar a biomassa produtora de H; pela inibicado da
atividade de microrganismos metanogénicos (CHEONG; HANSEN, 2006).
Cloroférmio (CHCI3) e o acido 2-bromoetano sulfénico (BESA) podem ser usados
para este fim, em concentragbes que podem variar entre 0,025 e 0,200% para CHCl3
(NING et al., 2012), e 0,2 g/L para BESA (LIU et al., 2008), dependendo do tipo de
in6culo, condicbes de cultivo e substrato utilizado. Tanto o BESA quanto o
cloroférmio possuem estrutura semelhante a da coenzima M, presente nas arqueias
metanogénicas, que inibe a atividade dessa enzima, bloqueando a etapa da

metanogénese.

Ning et al. (2012), estudando bactérias dos géneros Clostridium, Megasphaera
e Janthinobacterium, observaram que a concentragdo de cloroférmio ndo pode
exceder 0,125%, visto que concentragdes superiores a esta inativam essas
bactérias. Esses pesquisadores investigaram concentracbes diferentes de CHCI;
(entre 0,025 e 0,200%) para promover a producado de H, a partir de glicose e
concluiram que os melhores resultados séo atingidos com proporgéo de 0,05%, com
producdo maxima de H, de 0,03 L Hy/L.h, produgcdo molar maxima de H, de

2,02 mol Hy/ mol glicose e 99,9% de eficiéncia de utilizagdo do substrato.

Concentragbes maiores de cloroférmio inibem o processo de producéo de
hidrogénio e reduzem a produgéo molar. Isso foi confirmado no estudo de Wang e

Wan (2008), que utilizaram cloroformio (2%) para tratar o inéculo oriundo de um
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digestor de uma estacgéo de tratamento de esgoto domeéstico e conseguiram nH, de,

apenas, 0,69 mol Hz/mol glicose.

A reducado de pH pode atuar de forma combinada com a adigcdo de compostos
quimicos inibidores de arqueias metanogénicas, promovendo a produgdo de Hy,
como proposto por Mohan, Babu e Sarma (2008). Estes pesquisadores operaram
reatores em batelada alimentados com residuos da industria de laticinios. O pré-
tratamento do in6culo consistiu de ajuste do pH do lodo para 5,0 com &acido
ortofosférico e adicdo de solugdo BESA de 0,2 g/L, por 24 h. Com isso, obtiveram
um nH» 16 vezes maior que o do controle. Estes pesquisadores também concluiram
que, nesse caso, somente a reducdo de pH nao inibe completamente a atividade
metanogénica, sendo necessaria a adicdo de BESA para inativacdo da coezima M

responsavel pela produgédo de metano.

Apesar de as técnicas de pré-tratamento de lodo serem bastante eficientes,
alguns pesquisadores utilizaram processo de fermentacdo natural para produzir
hidrogénio (PENTEADO, 2012; JUNG; KIM; SHIN, 2010; LEITE et al., 2008), e se
detiveram em controlar as condi¢cbes operacionais do reator, como o pH, TDH e

COV, sem pré-tratamento do indculo.

A fermentacgéo natural ocorre quando se deixa a solugao contendo substrato em
repouso e os microrganismos presentes no meio se multiplicam, levando a formagéao
de acidos organicos e hidrogénio (LEITE et al., 2008). Com isso, a producéo de H;
pode ocorrer, dispensando o uso de culturas puras e minimizando os custos

relacionados com o pré-tratamento e aquisi¢do do in6culo.

Penteado (2012) testou a fermentacdo natural de uma solugdo a base de
sacarose, comparando-a com diferentes indculos pré-tratados termicamente e com
acido, e concluiu que quando a fermentagéo natural foi usada, o nH; foi semelhante

aqueles nos quais os indculos foram pré-tratados (2,1 mol Hy/mol sacarose).

Outros autores também inibiram a atividade metanogénica de um in6culo sem o
uso de pré-tratamentos, controlando as condi¢cdes operacionais do reator, de forma
a favorecer o crescimento de BPH (WON; LAU, 2011; LUO et al.,2011). Demirel e
Yenigun (2006) mostraram que a atividade de organismos produtores de metano

diminuiu drasticamente quando o TDH dos reatores CSTR foi reduzido de 16 para
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12 h devido ao fato de que a velocidade de crescimento das arqueias ser cerca de
quatro vezes menor do que a de BPH (PAVLOSTATHIS; GIRALDO-GOMEZ, 1991).

Na biomassa presente em reatores UASB para producdo de H,, os granulos
bacterianos s&do compostos, principalmente, por bactérias acidogénicas produtoras
de hidrogénio, que crescem rapidamente, e, dessa forma, mantém pH abaixo do
ideal para a metanogénese (entre 6,5 e 8,0) (JUNG; KIM; SHIN,2010).

2.3.3. Concentragao do substrato

A concentragdo do substrato afeta a produgcéo de hidrogénio, o que pode
estimular, inibir, ou ser toxica para os microrganismos. Amorim, Sader e Silva (2012)
e Van Ginkel, Sung e Lay (2001) verificaram que um aumento na concentracdo de
substrato no meio provocou queda na produgdo de hidrogénio, porque o
metabolismo das BPH foi inibido devido a acumulagdo de acidos graxos volateis
(AGV). O melhor nHxfoi alcangado com 30 gDQOIL.

Concentragbes muito elevadas do substrato podem inibir a atividade microbiana
pela queda brusca no pH provocada pelo acumulo de acidos produzidos, que
também aumenta a pressédo parcial de hidrogénio. Por outro lado, utilizando
sacarose como substrato, a produgao de hidrogénio diminui quando a concentragao
de substrato diminui (KIM; HAN; SHIN, 2006).

A concentragdo de substrato também é fundamental para determinar o ponto
otimo de germinacdo dos esporos, e prevenir re-esporulacdao de bactérias por
limitacdo de substrato (TORTORA, 2005). A concentracéo ideal para a producao de
hidrogénio varia com o tipo de substrato, e esses dois fatores (tipo e concentragéo
de substrato) devem ser avaliados de forma conjunta (WICHER; THIEL; LANIECKI,
2010).

Como o glicerol residual possui concentracdo elevada de matéria organica
facilmente biodegradavel (1,2 gDQO/g glicerol) ele é considerado uma fonte
excelente e pode ser utilizado como substrato na digestao anaerdbia (VIANA et al.,
2012a). Ito et al. (2005) conseguiram produzir 1,05 mol H,/mol glicerol, enquanto que
Seifert et al. (2009) e Selembo et al (2009) obtiveram 0,41 e

0,28 mol Hy/mol glicerol, respectivamente.
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Estudos em batelada conduzidos por Wu et al. (2011), utilizando solugao de
glicerol com 60,9 gDQO/L, a 35 °C, pH = 6,0e uma cultura isolada de Klebsiella sp.
resultaram em nH, de 0,345 mol Hyo/mol glicerol. Os autores também testaram uma
concentracédo maior de glicerol (85,2 gDQO/L), mas o rendimento caiu para 0,152
mol Ha/mol glicerol, com aumento na produgéo de 1,3-propanodiol (1,3-PDO). Isso
ocorreu porque o0 excesso de glicerol no metabolismo de Klebsiella faz com que

mais NADH; seja usado para produgao de 1,3-PDO, no lugar de produzir H,.

Akutsu et al. (2009) conduziram uma série de estudos para avaliar o nHxa partir
de diferentes tipos de substrato (amido, glicerol residual, 6leo e peptona). De todos
os substratos testados, o glicerol e o amido foram os mais eficientes para a
producdo de Hy, com nH, variando entre 0,10 e 0,34 mol Hy/mol glicerol e 0,17 e
1,50 mol Hy/mol amido, enquanto que os demais nao produziram quantidade

significativa de H..

Algumas impurezas como sais e catalisadores contidos no glicerol residual
podem afetar negativamente a biodigestao, pois inibem o crescimento bacteriano
(CHATZIFRAGKOU; PAPANIKOLAOU, 2012). Apesar disso, nos experimentos de
Mangayil, Karp e Santala (2012) o nH, a partir do glicerol residual foi trés vezes
maior que o do glicerol puro quando utilizado como substrato. Estes autores
sugeriram que isso ocorreu devido ao cultivo dos microrganismos em um meio feito

a base de glicerol puro, antes do inicio do teste, o que indicaria adaptacao prévia.

2.3.4. Carga Orgéanica Volumétrica

A COV aplicada ao reator anaerébio influencia diretamente os processos
bioquimicos da comunidade microbiana, uma vez que pode inibir ou estimular a
atividade da biomassa (MARIAKAKIS et al.,, 2011; SHEN; BAGLEY; LISS, 2009).
Existem divergéncias sobre a COV que proporciona maiores rendimentos de
producao de H,, podendo variar desde 6 a 480 kgDQO/m>.d (VAN GINKEL; LOGAN,
2005; WU et al., 2006).

O estudo da influéncia da COV sobre a producao de hidrogénio foi realizado por
Mariakakis et al. (2011) em um reator anaerébio de mistura completa (CSTR) em
escala de laboratorio, utilizando sacarose e nutrientes como substrato. Os reatores

foram operados com COV entre 10 e 30 kgDQO/m®.d e, de acordo com os
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resultados obtidos, aplicando COV de 22,5 ngQO/m3.d, obtiveram-se os maiores

NH2(1,72 mol Hy/mol sacarose).

Resultado semelhante foi encontrado por Shen, Bagley e Liss (2009), que
alcancaram as maiores taxas de producédo de H, em um experimento que comparou
um reator CSTR com um biorreator de membrana (MBR). A producao foi de
1,78 mol Hy/mol glicose nos dois reatores sob COV de aproximadamente
22 kgDQO/m®.d. No entanto, analisando os reatores isoladamente, quando COV foi
aumentada para 30 kgDQO/m°.d, o desempenho do reator CSTR foi melhor,
mantendo a mesma produgdo molar, enquanto que a producdo de gas no MBR

diminuiu para 1,49 mol Hyo/mol glicose.

Porém, outras pesquisas mostram que a producéo de H;, por massa de substrato
€ maior em COV'’s elevadas. Isso foi confirmado por Davila-Vazquez et al. (2009)
utilizando soro de queijo como substrato. A COV foi aumentada de 62 até
207 kgDQO/m®.d em um reator CSTR e a maior produgdo molar de hidrogénio
(2,8 mol/mol lactose) ocorreu com COV igual a 155,6 kgDQO/m>.d. Acima desse
valor houve sobrecarga no sistema, havendo um decréscimo no nH, de 2,8 para
2,0 mol Hy/mol lactose. De qualquer forma, a microbiota apresentou melhor

rendimento com uma alta carga comparada a sistemas convencionais.

Ao contrario das pesquisas que mostram bons rendimentos quando s&o
aplicadas COV elevadas, Van Ginkel e Logan (2005) demonstraram que a produgéo
de hidrogénio € maior quando se diminui a COV. Eles utilizaram glicose como
substrato e produziram, no maximo, 2,8 mol/molglicose com COV de
6 kgDQO/m°.d, enquanto que com as maiores COV’s aplicadas (48, 72,
96 kgDQO/m®.d) os autores obtiveram 1,9 mol Hy/mol glicose. Eles afirmaram que o
acumulo excessivo de gas hidrogénio no liquido provocou inibigdo dos produtos
finais e comprometeu a atividade da enzima hidrogenase, como foi sugerido por
Ruzicka (1996).

2.3.5. pH e Temperatura

Qualquer método de producao biolégica de hidrogénio € dependente de enzimas
produtoras de H, (hidrogenases) produzidas pelos microrganismos presentes no

processo. Temperatura e pH exercem influéncia direta sobre o desenvolvimento das
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bactérias produtoras de hidrogénio, pois afetam a atividade de suas enzimas
essenciais, e tém influéncia especialmente sobre a atividade do ferro contido nas
enzimas hidrogenases [FeFe] e hidrogenases [NiFe] (KAPDAN; KARGI, 2006).

Temperaturas proximas a da digestdo anaerobia mesofilica (25 a 40°C) e
estudos reportam a uma temperatura 6tima na faixa de 30 a 37° C (WON; LAU,
2011). No entanto, dependendo da especificidade do microrganismo, temperaturas
elevadas podem provocar desnaturagdo das enzimas, comprometendo o
metabolismo, e também aumentam a fluidez das membranas, causando hidrélise da
célula (RAMPELOTTO, 2010).

O aumento da temperatura em reatores anaerobios pode aumentar a taxa de
hidrolise de particulas complexas além de ser ambientalmente viavel, pois a energia
requerida para a operacéao de reatores termofilicos € menor que a energia convertida
e recuperada na forma de hidrogénio, o que torna o processo sustentavel
(DINAMARCA; BAKKE, 2011).

Temperaturas termofilicas também promovem aumento da taxa metabdlica,
além de modificar a estrutura da comunidade, pois, segundo Liu, Chan e
Fang(2002), em reatores acidogénicos, bactérias termofilicas tém taxa de

crescimento maior que as mesofilicas.

Diversos pesquisadores avaliaram a produgcdo de hidrogénioem reatores
termofilicos (AZBAR et al., 2009; KARGI; EREN; OZMIHCI, 2012). Azbar et al.
(2009) alcangaram nH, de 1,17mol Ho/mol glicose enquanto Kargi, Eren e Ozmihci
(2012) alcangaram valor proximo (1,03 mol Hy/mol glicose) a uma temperatura de
55 °C. Todos os autores utilizaram soro de queijo como substrato. Azbar et al.
(2009) afirmam que temperaturas termofilicas aumentam os rendimentos da

producao de H, e eliminam possiveis consumidores de H..

Kim e Kim (2012) também avaliaram a produgédo de H, em condigbes
termofilicas  (aproximadamente  60°C) com  bactérias da linhagem
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum em reatores CSTR. O estudo
mostrou que nestas condigbes esses microrganismos produziram hidrogénio a partir
de diferentes substratos (amido, sacarose, celobiose, xilose, galactose e glicose),
com nH, que pode variar entre 1,31 e 2,69 mol H/mol hexose, a depender do

substrato.
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Dong et al. (2011) observaram que em um reator UASB mesofilico alimentado
com glicose era possivel obter nH, de 1,09 mol /mol glicose, enquanto que em
condi¢bes termofilicas o nH, aumentava para 1,53 mol /mol glicose. De acordo com
os autores, em temperaturas de, aproximadamente,55°C, a produgdo de lodo &
menor e a eficiéncia de remogéo de DQO ¢ alta (98%), o que justifica a preferéncia
pelo uso de sistemas anaerobios termofilicos. Além disto, devido a temperatura
elevada, os granulos apresentaram propriedades fisicas (alta densidade e
velocidade de sedimentagao) que proporcionaram boa retengcédo do lodo no reator e

alta resisténcia as flutuagbes ambientais.

O pH também exerce grande influéncia sobre o desempenho das bactérias em
reatores para producéo de hidrogénio, pois, mantém a atividade dos microrganismos
hidrogenogénicos, enquanto que suprime a atividade dos microrganismos que nao

estéo envolvidos no processo (MOHAN, 2009).

A concentragéo de ions H" no ambiente extracelular controla a dire¢éo das rotas
metabdlicas e o estado de ionizagdo de grupos funcionais de enzimas envolvidas na
catélise, afetando as taxas de producdo de H, (FABIANO; PEREGO, 2012). As
bactérias acidogénicas, que sdo determinantes para a produgéo de Hj, tem atividade
metabodlica mais elevada em pH na faixa entre 4,0 e 6,0 (HWANG et al., 2004),
enquanto que as metanogénicas tém atividade 6tima na faixa entre 6,0 e 7,5 (VAN
GINKEL; SUNG; LAY, 2001).

Bactérias anaerdbias dificilmente conseguem suportar ambientes com pH abaixo
de 5,0. Devido a isso, elas reduzem a quantidade de acidos orgéanicos presentes no
meio por reag¢des bioquimicas que diminuem a concentracao de prétons externos a
célula, proporcionalmente ao pH da cultura ou impedem a formacgéo desses acidos
redirecionando as rotas metabodlicas (NATH; DAS, 2004; FANG; LIU, 2002).

Wang e Wan (2011) avaliaram os efeitos combinados de temperatura e pH sobre
a producao de hidrogénio em reatores em batelada utilizando culturas mistas com a
proposta de obter parametros 6timos para a produgdo fermentativa de H,. Os
resultados mostraram que pH inicial de 6,9 a 37,4 °C, resultou na maior taxa de
producédo de H; (9,61 mL/g glicose). Porém, a eficiéncia maxima de degradagao do
substrato ocorreu a 37,8 °C e pH 7,1. Won e Lau (2011) também realizaram uma
série de estudos com o mesmo reator, mas utilizando sacarose como substrato com

o objetivo de analisar o efeito dos principais parametros na producédo de Ho,
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incluindo o pH. Segundo esses autores, pH 4,5 resultou no maior nH;
(2,16 mol Ho/mol hexose) pois permitiu o desenvolvimento de bactérias
hidrogenogénicas e inibiu o crescimento das metanogénicas. Os autores afirmam
que o controle de pH tem papel determinante nas rotas metabdlicas dos

microrganismos produtores de hidrogénio e pode afetar a composigéo do efluente.

Mesmo em condicbes ideais para o desenvolvimento das bactérias
hidrogenogénicas, a producgao de H; ainda é baixa comparada a de metano, porque,
mesmo com inibicdo das metanogénicas, ainda ha consumo de H; pelas bactérias
homoacetogénicas que podem ser encontradas em pH entre 4,0 e 8,0. Essas
bactérias utilizam hidrogénio para formacdo de acetato, formiato ou metanol.
Entretanto, a atividade das arqueias metanogénicas acetoclasticas € completamente
inibida em pH abaixo de 6,0 (DINAMARCA; BAKKE, 2011).

Apesar de varias pesquisas mostrarem que o pH 6timo para producédo de
hidrogénio esta na faixa de 5,0 a 5,5, outros estudos relatam a produgéo de H; fora
dessa faixa. Davila-Vazquez et al. (2008) afirmam que um pH préximo da
neutralidade (7,5) estimula a adaptacédo e crescimento das BPH em sistemas
controlados a 37 °C. Para isso, os autores estudaram reatores em batelada
alimentados com glicose (5,3 gDQOJ/L), soro de queijo (16,8 gDQOI/L) e lactose
(5,6 gDQO/L), com valores de pH entre 3,88 e 8,12 e observaram maior

NH2(3,6 mol Hy/mol lactose) em pH neutro.

Skonieczny e Yargeau (2009) também avaliaram a influéncia do pH inicial sobre
a producéo de H, com bactérias da espécie Clostridium beijerincki, utilizando agua
residuaria sintética como substrato. A eficiéncia maxima de conversédo do substrato
e produgdo diaria de hidrogénio (10,3 mL Hy/ gDQO.L e 86,4 mL Hj/d,

respectivamente) ocorreu em pH de 6,3.

A influéncia da temperatura e do pH também foi avaliada por Lee et al. (2008) na
producdo bioldgica de hidrogénio a partir de amido de mandioca. Para isso os
autores testaram diferentes valores de pH (entre 5,5 e 7,0) em temperaturas
mesofilica e termofilica (37 e 55 °C). O maior nH, em condi¢cdes mesofilicas (37° C),
foi obtido com pH de 5,5 (10,9 mmol Hy/gDQO), bem como o melhor aproveitamento
do substrato (98%), crescimento celular e formagéo de metabdlitos. Isso indica que
nessa faixa de pH as células bacterianas utilizam melhor o amido para seu

crescimento e que a populagdo microbiana era predominantemente mesofilica.
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Mangayil, Karp e Santala (2012) também avaliaram o potencial de bioconversao
do glicerol residual a hidrogénio em funcéo do pH inicial e da temperatura do cultivo
dos microrganismos. Eles concluiram que o pH inicial de 6,5 e temperatura de 40 °C
resultou na maior producdo de H, e utilizacdo do substrato (rendimento de
1,1 mol Hy/mol glicerol e conversao de 36,7% da matéria organica). O aumento da
temperatura para 46 °C resultou na diminuigdo do crescimento celular e da utilizagcao
do substrato. A maior producao de hidrogénio em pH = 6,5 também foi comprovada
por Fabiano e Perego (2002) que avaliaram a influéncia do pH sobre a producao de
H, por culturas puras de Enterobacter aerogenes utilizando amido hidrolisado como

substrato e obtiveram rendimento de 1,09 mol Ho/mol substrato.

2.3.6. Nutrientes

A suplementacédo de nutrientes auxilia na composi¢céo da estrutura celular, na
sintese de enzimas, no crescimento e na atividade bacteriana, suprindo possiveis
caréncias durante a producgéo de hidrogénio a partir de diferentes substratos (LIU et
al., 2011; FOUNTOULAKIS; MANIOS, 2009).

Elementos como, K, Mg, Ca e Fe atuam como cofatores de algumas enzimas e
estdo presentes na composicéo de exoenzimas e de paredes celulares. Nas células
bacterianas, o ion Na® participa dos processos de transporte intracelulares e o
fosforo, na forma de H3PO., participa da composigcdo dos acidos nucleicos,
fosfolipidios e nucleotideos (GOTTSCHALK, 1986).

Elementos como S, Fe e Ni sdo componentes indispensaveis para a agcéo da
enzima hidrogenase, que atua na producéo de H,, pois participam da composi¢céo
dessa e de outras enzimas (GOTTSCHALK, 1986).

Argun et al. (2008) estudaram a influéncia da concentracédo de N e de P e as
relacbes C/N e C/P na producgéo de hidrogénio a partir de farinha de trigo. A farinha
de trigo é rica em carboidratos, mas deficiente em nutrientes como nitrogénio,
fosforo e outros minerais. Os autores concluiram que as melhores relagbes foram
C/N= 200 e C/P= 1000, obtendo-se nH, maximo de 2,02 mol Hy/mol amido. Além
disto, N e P devem ser adicionados na razdo N/P=5 para alcancar atividade

hidrogenogénica e rendimento maximos.
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2.3.7. Tampao

Carbonatos (COs*) e fosfatos (PO,%), além, de desempenharem a fungdo de
nutrientes, também tém a capacidade de tamponar o meio. O ion carbonato tem
relacéo direta com o CO,, que € um dos produtos gasosos da digestdao anaerobia.
Portanto, um aumento na concentragdo de carbonatos resulta em aumento da fragéo

de CO, no biogas, devido a dissolucdo de CO3* no meio.

O ion bicarbonato dissolvido no meio também pode reagir com acidos organicos
gerando CO, adicional e diminuindo a capacidade de tamponamento (DAVILA-
VAZQUEZ et al., 2011). De acordo com Lin e Lay (2004b), uma alternativa para
aumentar a fracao de H; no biogas € diminuir a concentragdo de carbonatos no
afluente ou utilizar fosfatos em substituicdo ao carbonato. Os pesquisadores
analisaram o efeito de varios compostos (NH4sHCO3;, NaHCO3;, Na,COs3;, KoHPOy,
KH,PO4 e Na,HPO4)com diferentes concentracdes e correlacionaram a producao de
hidrogénio. Observaram que o maior nH, (56ml H,/g sacarose) ocorreu com 0 uso
de NH4HCO3, mas que concentragbes elevadas de NH4HCO3; promovem o aumento

da concentracédo do ion amoénio, que pode causar toxicidade em pH elevado.

O fosfato de sédio (Na;HPO,4) é alcalinizante e doador de ions fosfato e, em
concentragbes muito altas ou muito baixas diminui a produgdo de H,. Lin e Lay
(2004a) compararam diferentes concentragbes de fosfato de sddio em um reator
CSTR inoculado com lodo proveniente de uma estagao de tratamento de esgoto
sanitario, e concluiram que para COV de 10 kgDQO/m®.d,a melhor concentracéo de
Na,HPO, foi 30 mg/L, obtendo-se produgéo de até 1,68 mol Hy/mol sacarose). Essa
concentracdo também resultou num decréscimo da fase lag da microbiota Um
aumento ou decréscimo de 30% na concentracao desse composto causou uma
queda de até 40% na producédo de hidrogénio. Os autores também estudaram a
influéncia da relacdo C/N na producao de hidrogénio, e encontraram que o maximo
nH2 foi alcangado em uma relagcao C/N igual a 47 (LIN; LAY, 2004b).

2.4. DIVERSIDADE MICROBIANA EM REATORES ANAEROBIOS
PRODUTORES DE HIDROGENIO

As mudangas na composi¢céo da microbiota de sistemas controlados ocorrem em

funcdo das condigcbes ambientais. Diversos autores estudaram as mudancas nas
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comunidades microbianas e a diversidade em reatores anaerobios para producgéo de
hidrogénio em fungéo de parametros como, configuragao do reator, pH, temperatura,
COV e pré-tratamento do inéculo (HAFEZ; NAKHLA; NAGGAR, 2010; KIM et al.,
2010; BABU; MOHAN; SARMA, 2009; MARIAKAKIS et al., 2011; MOHAN; BABU,;
SARMA, 2008;WON; LAU, 2011).

Em sistemas controlados, como os reatores anaerdbios, as mudangas nas
condicbes operacionais e ambientais, até que se atinja o estabelecimento de uma
comunidade de microrganismos adaptados, corresponde ao periodo de partida do
reator. As condicbes ambientais no reator podem ser controladas por pH,
temperatura, concentracao do substrato, vazéo afluente, adicdo de microrganismos,
inibidores especificos, etc. Portanto, dados sobre o desempenho do reator e
evolugdo microbiana durante este periodo obtidos por técnicas moleculares, sao
indispensaveis pois podem revelar a correlagdo entre a produgdo de H, e a
comunidade bacteriana em diferentes estagios durante o periodo de partida
(CASSERLY; ERIJMAN., 2003; BUZZINI et al.,2006; REN et al.,2010).

Apesar de os reatores UASB serem amplamente usados para remocéo de
matéria orgéanica, sua aplicagdo para outros fins requer maior conhecimento sobre
varios aspectos de funcionamento e interdependéncia das populagdes de
microrganismos na estrutura da comunidade microbiana (VERONEZ et al., 2005;
CASSERLY; ERIJMAN, 2003). De acordo com Ren et al. (2010), algumas espécies
inoculadas no reator podem desaparecer ou permanecer, bem como novas espécies
podem surgir. Portanto, o periodo de partida do reator & importante para o
estabelecimento da comunidade climax (DEMIREL; YENIGUN, 2006; LIU; CHAN;
FANG, 2002).

Segundo Xing et al. (2005), a eficiéncia de produg¢ao de H, depende de outras
populagdes, que contribuem para o equilibrio da comunidade, além das bactérias
hidrogenogénicas. Culturas mistas de bactérias promovem interagdes ecoldgicas
(cooperacédo e competicdo), sendo que cada populagcdo possui caracteristicas
funcionais que sao importantes a cada estagio de operagao do reator, contribuindo
para o bom desempenho deste e para o estabelecimento da sucessdo. Xing et al.
(2005) estudaram a sucesséao ecoldgica em reatores anaerbbios, e observaram que
somente apds 21 dias de operagdo, houve aumento da atividade dos

microrganismos e da produgéo de gas com até 59% de H, (9,1 L/d). Isso ocorreu
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devido ao aumento da populacdo de BPH e estabelecimento de outras populagdes
devido ao controle dos parametros, como TDH (6 h), COV (27 kgDQO/m>.d),
temperatura (35 °C) e pH (4,0 a 4,5), o que ocasionou o estabelecimento da
comunidade climax. Os autores afirmam que até o 21° dia, a diversidade dentro do
reator era constantemente alterada devido a mudangas populacionais por
competicdo. Isso foi comprovado pelas mudancas frequentes dos produtos
metabdlicos finais durante esse periodo e pelo fato de o reator ndo haver, ainda,
entrado em estado estacionario (steady-state), que corresponde ao estagio no qual
0s parametros operacionais, eficiéncia de conversdo do substrato, produgdo de
biogas, pH, alcalinidade, e tempo de retengcdo celular, ndo sofrem grandes

variagdes.

As mudangas na dindmica da comunidade microbiana dentro de um reator de
leito fluidizado em modo continuo ou em batelada, também foram estudadas por
Koskinen, Kaksonen e Puhakka (2007) em fun¢gdo do TDH e COV. Nos dois modos
de operacao foi observada a presenca de Clostridium butyricum, no entanto ela
esteve mais presente durante a operagcdo em modo continuo, quando ocorreu
producdo elevada de hidrogénio e de acido butirico. Por outro lado, as
concentragbes elevadas de propionato no efluente estavam relacionadas a baixa
producéo deste gas e a presencga de Desulfuvibrio desulfuricans, redutora de sulfato

e consumidora de hidrogénio.

Também segundo os autores, o biofilme aderido ao meio suporte continha
concentragbes elevadas de bactérias produtoras de propionato, que estéo
relacionadas com a baixa produgdo de H,. Por isso o processo baseado em
crescimento aderido ndo é vantajoso para a producdo de Hy, pois o biofilme agrega
mais consumidores ao invés de produtores de hidrogénio. De acordo com Koskinen,
Kaksonen e Puhakka (2007) e Li, Song e Hwang (2009), a producéo de propionato
resulta em decréscimo da produgéo de hidrogénio, porque esta rota metabdlica nao

tem H, como subproduto.

Algumas bactérias néo estao diretamente ligadas a producao de hidrogénio, mas
sdo essenciais ao equilibrio do sistema. Um exemplo disto é a espécie Escherichia
coli, anaerdbia facultativa, que consome tragos de O, no meio e cria um ambiente
propicio para que os anaerébios obrigatérios possam produzir hidrogénio (CHENG
et al., 2011).

45



Isso também foi confirmado por Huang et al. (2010) em estudos de sucesséo
microbiana em um reator CSTR, que nao utilizou atmosfera de N, para eliminar o
oxigénio no reator. Durante a fase /ag, foi observada a dominancia do género
Bacillus sp. anaerébio facultativo. Com o crescimento de bactérias desse género, o
oxigénio presente no meio se esgotou e o ambiente tornou-se favoravel ao
desenvolvimento dos anaerébios estritos, como as espécies C. beijerinckii e C.
perfringers, que dominaram a fase exponencial e estacionaria do experimento,

sendo C. perfringers, a maior produtora de H, de acordo com os autores.

No entanto, outros estudos mostraram que a reducgéo gradativa do TDH diminui
a diversidade da comunidade bacteriana por perda da biomassa (CHEN; LIN;
CHANG, 2001; DEMIREL; YENIGUM, 2006). No trabalho de Chen, Lin e
Chang(2001), a redugéo gradativa do TDH, resultou na diminuicdo do numero de
células dos géneros Pseudomonas e Streptococcus sp. Segundo os autores, isso
ocorreu devido a lavagem do lodo pela redugdo do TDH, que diminui o tempo de
residéncia de algumas espécies devido ao baixo tempo de contato com o substrato,
fato observado também em estudos posteriores realizados por Mariakakis et
al.(2011).

Demirel e Yenigum (2006) afirmam que as velocidades ascendentes elevadas no
reator anaerobio, provocadas pela redugédo do TDH (de 20 para 12 h), dificultam a
sedimentagdo da biomassa inicial devido a morfologia da microbiota presente no
sistema, que era composta principalmente por bactérias filamentosas. Assim, a
reducdo do TDH também é uma forma de eliminar a comunidade de arqueias
metanogénicas do reator, pois um TDH entre 2 e 4 h implica em uma carga
hidraulica mais elevada, com velocidades ascendentes maiores, o que provoca o
arraste das bactérias filamentosas do género Methanosaeta (PENTEADO, 2012;
FANG; LIU; ZHANG, 2002).

Lin, Wu e Hung (2008) avaliaram a influéncia da temperatura sobre as
mudang¢as na comunidade bacteriana e na utilizagdo de xilose. De modo geral, o
metabolismo aumentou quando houve aumento da temperatura de 35 para 40° C.
No entanto as comunidades nessas duas faixas de temperaturas apresentaram
composi¢coes diferentes: as espécies Clostridium intestinale e Klebsiella pneumoniae
dominaram a comunidade em temperatura de 35° C, e Bacillus sp. em temperatura

de 40°C, com bactérias produtoras de butirato também presentes nessa
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temperatura. Nessa faixa de temperatura, o nH, foi de, apenas,
0,08 mol Ho/mol xilose a 35° C e de 0,07 mol Hy/mol xilose a 40 °C.

Com a mudanga de temperatura para a faixa termofilica (entre 50 e 55° C)
houve nova mudanga na comunidade com o surgimento de espécies termofilicas
(Clostridium sp.), com producédo elevada de butirato e produgdo minima de
propionato, que  ocorreram  simultaneamente  com o] maior  nH

(0,2 mol Ha/mol xilose), quando comparada a faixa mesofilica.

Essa influéncia da temperatura sobre a diversidade da comunidade microbiana
esta diretamente ligada a especificidade das enzimas presentes em cada tipo de
bactéria, que funciona de forma 6tima em uma determinada faixa de temperatura e
que controla a diregdo das rotas metabodlicas (DINAMARCA; BAKKE, 2011).

Em condi¢des termofilicas, utilizando glicerol puro como substrato, Sittijjunda e
Reungsang (2012) observaram a dominancia do género Thermoanaerobacterium sp.
com condigdes 6timas de operacédo e exatamente quando a producgéo de hidrogénio
foi mais alta. A producéo desse gas aumentou com o aumento da concentracéo de

fosfato na solugéo de nutrientes.

Provavelmente isso ocorreu porque o fon PO4> é fundamental para a sintese de
RNA, DNA e ATP dos microrganismos produtores de H,. Quando a concentragéo de
glicerolaumentou de 19 para 28 g/L, houve o surgimento de Geobacillus e Bacillus
sp., Alicyclobacillus pohliae e Eubacteriaceae bacterium. Quando a concentragao do
substrato foi menor (15 g de glicerol/L), Geobacillus sp. e Alicyclobacillus pohliae
ndo foram mais detectados, enquanto novos géneros surgiram, como
Thermoanabacterium e Alicyclobacillus sp. Foi observada a permanéncia de
Lactobacillus hilgardii em varias concentracbées de glicerol (15, 19, 20 e 28 g/L), o

que mostra a resisténcia dessa espécie as variagdes de carga organica.

Apesar de a producdo de hidrogénio estar mais comumente relacionada ao
género Clostridium sp., durante os estudos dirigidos por Xing et al. (2005) as
mudancas na comunidade indicaram que Ethanologenbacterium sp. tornou-se o
género dominante quando a produgao de H, aumentou rapidamente. Esse género é
estritamente acidofilico e, o fato de o reator ter sido mantido em pH baixo (4,0 a 4,5),

foi crucial para a dominancia desse género.
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Além disso, ambientes com pH abaixo da neutralidade permitem alta eficiéncia
no uso de ATP por parte das acidofilicas (TEMUDO et al., 2008). Segundo Xing et
al.(2005), ap6s 28 d de experimento, a composicdo da comunidade se tornou
estavel, alcancando o climax, com bactérias dos géneros Clostridium, Acidovorax e
Kiuvera sp. Entre o 7° e 14° dia, algumas espécies desapareceram gradativamente,
provavelmente em fungdo do aumento da COV de 12 para 17 kgDQO/m?.d. Outras
linhagens, como a espécie Clostridiaceae bacterium, surgiram ao fim do periodo de
partida, mas ndo desempenharam papel importante na produgcdo de hidrogénio,

mantendo o equilibrio da comunidade.

Mudangas no tipo e concentracdo de substrato afetam a dindmica de uma
comunidade microbiana (TEMUDO et al.,, 2008; JO et al., 2007). Temudo et al.
(2008) observaram a estabilidade de determinadas populagbes em trés diferentes
substratos: glicose, glicerol e xilose. O in6culo foi extraido de efluente de uma
destilaria e de efluente de reator acidogénico de uma industria de processamento de
amido de batata. Pelo fato de o glicerol ser o composto com maior grau de redugao
dentre os trés estudados, e, dessa forma, uma fragdo maior ser convertida a
diferentes compostos, foi observada uma maior diversidade utilizando esse

substrato.

Nesse experimento, as principais espécies encontradas no glicerol foram:
Pectinatus frisingensis, Clostridium intestinale e Klebsiella oxytoca, conhecidas pela
habilidade de degradacéo de glicerol. Com o aumento da concentragcédo de glicerol
(de 4 para 23 g/L) houve pequena mudanga na composi¢do da comunidade: a
espécie entérica C. intestinale desapareceu, enquanto aumentou a biomassa de K.
oxytoca, mostrando tolerancia a concentracdes elevadas desse substrato como ja

reportado por Homann et al. (1990).

Essa pequena mudanga na composi¢ao da comunidade sugere que algumas
populagcbes mudam seu metabolismo, resultando em diferentes produtos
metabdlicos formados, Cheng et al. (2011) observaram uma relagao simbiotica entre
essas espeécies, ja que Klebsiella sp. consome o oxigénio presente no meio,
favorecendo o surgimento dos anaerobios obrigatérios (Clostridium) para produgéo
de Ho.

Jo et al. (2007) analisaram mudancgas no consércio microbiano em um reator que

produzia hidrogénio. Inicialmente os pesquisadores operaram um reator anaerobio
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inoculado com bactérias do género Clostridium, utilizando como substrato, residuo
de alimentos de um refeitério de uma universidade local. Ao longo do experimento
foram adicionados restos de vegetais fermentados por uma variedade de bactérias
lacticas. Essa mudanca na composicdo do substrato provocou o crescimento de
bactérias lacticas que inibiram a producdo de hidrogénio pelo excesso de acido
latico no meio. Provavelmente, Lactobacillus sp. entrou no sistema juntamente com
o efluente, provocando efeitos negativos na atividade de producédo de hidrogénio
pelo género Clostridium sp (LEVIN; PITT; LOVE,2004).

A variagéo na diversidade também pode ocorrer em fungdo da COV aplicada ao
sistema (MARIAKAKIS et al., 2011; KAWAGOSHI et al., 2005). Mariakakis et al.
(2011) observaram que o aumento da COV de 11 para 34 kg DQO/m>.d promoveu
mudangas na comunidade do reator. No inicio da operagédo foram detectadas
bactérias homoacetogénicas (consumidoras de H;) que logo em seguida
desapareceram do sistema. Isso pode ter ocorrido devido ao acumulo de alguns
metabodlitos produzidos pelas bactérias acidogénicas, que crescem mais
rapidamente que as bactérias homoacetogénicas (SOLERA; ROMERO;
SALES,2002). Ao fim do experimento (com COV de 34 kgDQO/m®.d) foi detectado o
género Selenomonas sp., bactérias que produzem os acidos propidnico e acético.
Como, nestas condi¢des, a formagdo de acido propiébnico consome hidrogénio, a
producao de Hy € minima. A maior produgédo deste gas foi alcangada em COV de
22 kgDQO/m®.d, com predomindncia do género Clostridium. Provavelmente
Clostridium sp. foi sensivel ao aumento da COV e néo foi mais detectado no sistema
com COV de 34 kgDQO/m®.d.

Estudos também relacionam a diversidade microbiana ao tipo de pré-tratamento
aplicado ao inéculo (NING et al., 2012; PENDYALA et al., 2012). Os pré-tratamentos
aplicados aos inéculos tém o objetivo de alterar a diversidade bacteriana, inibindo e
estimulando algumas espécies do consoércio, de forma a aumentar a formagcao de
metabdlitos especificos, como por exemplo, o hidrogénio (NING et al.,2012;
PENDYALA et al.,2012).

Enquanto tratamentos como o choque de calor e pH se baseiam na formagéao de
esporos e eliminacdo de microrganismos ndo formadores de esporos
(DUANGMANEE et al.,, 2007), tratamentos com adicdo de quimicos tem como

objetivo apenas inibir a atividade metanogénica pela inibicdo da coenzima-M
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redutase (ABREU; DANKO; ALVES,2008), o que resulta em diferentes indices de

diversidade.

Apds observarem a influéncia de diversos pré-tratamentos (térmico, choque de
carga, acido, alcalino, acido linoleico, BESA), Pendyala et al. (2012) afirmam que o
pré-tratamento térmico € o mais eficiente e gera maior diversidade de bactérias
hidrogenogénicas. Enquanto que no tratamento com acido linoleico, a atividade das
bactérias homoacetogénicas foi reduzida, mas estas ndo desapareceram
completamente, o que demonstra menor eficiéncia na producédo de H,. Apesar das
diferencas apos todos os pré-tratamentos as populagdes dominantes foram dos
géneros Clostridium e Enterococcus, mostrando eficiéncia dos tratamentos na

bioaumentac&do de microrganismos produtores de H.

Ning et al. (2012) buscaram estratégia diferente, utilizando cloroférmio para o
pré-tratamento. Estes pesquisadores conseguiram inibir completamente a atividade
das homoacetogénicas no iné6culo. Por meio da técnica de eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE), os autores obtiveram diversas bandas que
variavam conforme a concentragdo de cloroférmio mudava. A medida que
aumentava a concentragao deste composto, observou-se o aumento da intensidade
de algumas bandas enquanto outras diminuiam. Esses resultados sugerem que é
possivel selecionar populagbes especificas a partir do controle da concentracdo de
cloroférmio no pré-tratamento. Durante os experimentos, houve estabilidade da
producdo de H, em diferentes concentracbes desse reagente, o que indica boa

adaptacao das bactérias hidrogenogénicas a diversas concentragbes de CHCIs.

Chang et al. (2008) conduziram estudos que analisavam o impacto do TDH
sobre a diversidade microbiana em um reator CSTR alimentado com melaco. A
medida que o TDH era reduzido de 12 para 3 h, a produgdo de hidrogénio
aumentava. No entanto, apesar de a maior taxa de produgdo de hidrogénio
(aproximadamente 390 mmol Hy/L.d) ocorrer quando o reator era operado com o
menor TDH (3 h), o maior nH;2 (2,1 molHy/mol hexose) foi encontrada com TDH de
12 h. Algumas espécies, como Olsenella uli foram encontradas apenas quando o
reator foi operado com TDH de 6 h, e Chryseobacterium meningosepticum em TDH
de 12 h. No entanto, espécies como, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Neisseria
subflava, e Alcaligenes sp. permaneceram em diferentes valores de TDH. Isto

ocorreu provavelmente porque essas espécies podem ter diferentes taxas de
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crescimento e estruturas morfoldgicas, o que ndo permite aumento da biomassa
microbiana dependendo do TDH (PENTEADO, 2012).

Os autores também observaram que as espécies Bifidobacterium adolescentis e
Suterella stercoricanis que estavam presentes apenas no substrato, desapareceram
ao entrarem no sistema, além de outras espécies que permaneceram ao longo de
toda a operagdo. Isso mostra a resisténcia de certas espécies as variagbes e
estresses ambientais. Os autores concluiram que apesar das mudancas em fung¢ao
das variagdes das condicdes operacionais, as linhagens detectadas (C.
meningosepticum, B. pseudocatenulatum, N. subflava e Alcaligenes sp.) néo

mostraram relagdo direta com a produgao de hidrogénio.

2.5. DISCUSSAO FINAL

A producéo de hidrogénio em reatores anaerobios depende da configuragédo e
do tipo do reator. Reatores UASB operados com cargas organicas elevadas e pH
acido sao mais eficientes que reatores CSTR devido a alta concentragdo de
biomassa rica em BPH na zona do leito de lodo, que impede o desenvolvimento de
bactérias ndo produtoras de H; pela limitagdo do substrato. Os reatores de leito fixo
também podem ser utilizados para geracéo de hidrogénio, mas grande variedade de
espécies pode ficar aderida ao meio suporte, inclusive as consumidoras de H; e isso

pode reduzir a produg¢ao de hidrogénio quando o leito é fixo.

Fatores operacionais e ambientais como temperatura, pH, concentracdo do
substrato, tipo e pré-tratamento do in6culo, e suplementagdo com nutrientes, afetam
a atividade de enzimas especificas para produgéo de hidrogénio. O controle desses

parametros deve ser feito de forma a se obter o melhor nH..

Temperaturas muito altas podem inativar enzimas envolvidas na producédo de
hidrogénio e no crescimento celular. Por outro lado, temperaturas muito baixas
reduzem a atividade metabdlica. O pH pode variar de 4,0 a 7,0 dependendo do
in6culo e substrato utilizados, pois atua sobre enzimas especificas de cada
microrganismo. O tipo de inéculo e de pré-tratamento utilizado vai determinar a
diversidade contida nos sistemas. Essa diversidade, ligada a produgdo de H, é
representada, principalmente, por diferentes espécies do género Clostridium,

conhecidos por sua capacidade de resistir a estresses ambientais como
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temperaturas elevadas, deficiéncia de carbono e nitrogénio e outros tipos de

perturbagdes ambientais impostas pelos pré-tratamentos.

Além desses fatores, cada tipo de substrato tem uma degradabilidade
especifica, que pode facilitar ou dificultar a geragdo de H; por microrganismos
especificos. Além da necessidade por fonte de carbono, 0s microrganismos
necessitam de suplementacdo com nutrientes especificos que auxiliam na
composicao da estrutura celular, na sintese de enzimas e no crescimento, além de
auxiliar a atividade metabdlica suprindo possiveis caréncias durante o processo de

producao de H,.

A maneira como cada parametro afeta a atividade enzimatica dos
microrganismos, determina a rota metabdlica e a producdo dos metabdlitos
formados, incluindo hidrogénio. As rotas metabdlicas estdo estreitamente ligadas a
diversidade microbiana do consércio, sendo que os géneros mais indicados para a
producéo fermentativa de H, sdo Clostridium, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter e

outros filogeneticamente relacionados a estes.

Entender a influéncia de todos estes fatores na fermentacdo anaerdbia é
fundamental para o desenvolvimento de processos industriais de producdo de H,. A
questao € otimizar a produg¢do por meio de técnicas de manipulagado genética, como
super-expressao de enzimas especificas; manter o controle de parametros cruciais,
como pH entre 5,0 e 5,5; e buscar fontes de in6culos (lodo de esgotos sanitarios, por
exemplo) e substratos (residuos orgéanicos) que sejam viaveis do ponto de vista
técnico e econdmico. Técnicas como a fermentagdo natural parecem ser eficientes
para producédo de H; e dispensam o uso de culturas puras ou linhagens inviaveis

pelo alto custo.

As técnicas de pré-tratamento do indculo, apesar de mostrarem bons resultados
e serem bastante utilizadas, podem ser dispensadas, quando o controle dos
parametros operacionais do reator € efetivo. Manter o pH acido e aplicar COV
elevada é suficiente para inibir a atividade metanogénica e manter, no reator,
biomassa rica em BPH, que suporta variagbes de carga organica e temperatura.
Apesar da grande variedade de métodos alternativos para a produgédo de Hy, a
fermentagdo anaerébia a partir de residuos organicos, como o glicerol, subproduto

da industria do biodiesel, pode ser uma alternativa promissora, aliada ao uso de
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in6culos oriundos de fontes de facil acesso e com grande disponibilidade na

natureza, o que torna a producgao, além de viavel, ambientalmente sustentavel.
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3. INFLUENCIA DO INOCULO E DO PRE-TRATAMENTO NA DIVERSIDADE
MICROBIANA E NA PRODUGAO DE HIDROGENIO A PARTIR DO GLICEROL

RESUMO

A produgdo fermentativa de hidrogénio pode ser maximizada pela escolha da
microbiota mais adequada e aplicagdo de técnicas para inibicdo de possiveis
consumidores de H,. Neste trabalho, avaliou-sea influéncia de diferentes pré-
tratamentos (choque de calor, adicao de cloroférmio e choque acido) e diferentes
in6culos (lodo de uma estacdo de tratamento de esgoto doméstico, lodo de uma
estacao de tratamento de efluentes de uma industria de alimentos e liquido ruminal
de caprinos) sobre a diversidade microbiana e sobre a producdo de hidrogénio.
Pelas analises de biologia molecular concluiu-se que os pré-tratamentos séao
determinantes na composi¢gdo da comunidade microbiana e que a produtividade
(nH2) esta diretamente relacionada a diversidade. O lodo de uma estagdo de
tratamento de esgoto doméstico sem pré-tratamento foi o que apresentou maior
diversidade e maior rendimento da producdo de H, (0,37 mol Hyo/mol glicerol). A
producado de acidos organicos (acético, butirico e propiénico) ocorreu de forma
variada e ndo mostrou relagdo direta com a produgdo de H,. O impacto dos
disturbios (pré-tratamentos) foi diferente e resultou em indices de diversidade
diferentes. O pré-tratamento térmico reduziu a diversidade e a riqueza de espécies
por ser um disturbio considerado mais forte que os demais. Isto mostra que um
disturbio moderado, como a diminuicdo do pH, que ocorre devido a elevada carga
organica aplicada durante os ensaios, € suficiente para aumentar a diversidade e

inibir a atividade metanogénica, evitando o consumo do H; produzido.

Palavras chave: Dindmicas populacionais; disturbio ambiental; digestdo anaerdbia;

rendimento da producao de Hy.
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ABSTRACT

The fermentative production of hydrogen can be maximized by inoculating the
reactors with appropriate microorganisms and application of techniques for inhibiting
possible H, consumers. In this study, the effect of different pre-treatments (heat
shock, addition of chloroform and acid shock) and different inoculum (sludge from a
municipal wastewater treatment plant, sludge from a wastewater treatment plant of
an food industry and rumen fluid of goats) on the microbial diversity and on the
hydrogen production were evaluated. The results show that the pre-treatments are
crucial in the composition of the microbial community, and the nH, is directly related
to the microbial diversity. The sludge from a municipal wastewater treatment plant
without any pre-treatment showed the highest diversity and
NH2(0.37 mol Hy/mol glycerol). The production of organic acids (acetic, butyric and
propionic) had no direct relationship with the production of H,. The impact of the
disturbances (pre-treatment) was different and resulted in different levels of diversity.
The thermal pre-treatment reduced the diversity and richness of the species, as it
caused the higher impact on the microbiota. This shows that a moderate disturbance,
such as the decrease in pH, which occurs due to the high organic load imposed
during the specific hydrogen activity assays is sufficient to increase diversity and

inhibit methanogenic activity, avoiding the consumption of the produced H.

Keywords: Populational dynamics, environmental disturbance; anaerobic digestion;
H, yield
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3.1. INTRODUCAO

A producao fermentativa de Hypode ser boa alternativa ao uso de combustiveis
fosseis, pois possui baixo custo comparada a outros processos de produgdo, néo
gera gases substancias causadoras do efeito estufa, possui alta energia por unidade
de massa (122 kJ/g), além de poder utilizar residuos organicos como fonte de
carbono (ZHANG et al., 2012; ANTONOPOULOU et al., 2011).

O fator-chave do processo de producédo de H, é a selegdo adequada dos
microrganismos envolvidos. O tipo de ino6culo deve ser escolhido tendo em vista a
viabilidade econ6mica, a composi¢ao e a diversidade. Isso porque a diversidade de
espécies em alguns ecossistemas aumenta a produtividade (MACARTHUR, 1955). A
diversidade também contribui para o equilibrio do sistema e o torna mais resistente a
variagdes nos parametros ambientais, aumentando a sua resiliéncia (MACARTHUR,
1955). Em um reator anaerdbio, por exemplo, diversas espécies de bactérias
coexistem e estdo associadas para degradagdo de um substrato organico,
produzindo hidrogénio. Todavia, quando diferentes populagdes de microrganismos
sdo introduzidas em um ambiente com o mesmo substrato, ocorrem interagdes
bioldégicas que provocam mudangas no grau de diversidade e na composi¢céo da
comunidade presente no meio (ODUM, 2004). Kalia e Purohit (2008) afirmam que a

manutencdo da diversidade aumenta a producao de Hy.

Durante a digestdo anaerobia, diversas técnicas podem ser aplicadas para inibir
o consumo de hidrogénio produzido, seja pela selecdo dos microrganismos que
serdo inoculados no reator biolégico (LEE; SHOW; SU, 2011), seja durante a
operacao dos reatores anaerdbios, como o controle de pardmetros como pH e COV
(AMORIM; BARROS; SILVA, 2010; KAWAGOSHI et al., 2005). Os reatores
hidrogenogénicos podem ser inoculados com culturas puras, como por exemplo
bactérias dos géneros Enterobacter e Clostridium (MARKOV; AVERITT; WALDRON,
2011; COLLET, 2004), ou podem ser inoculados com culturas mistas. Neste caso, a
selecédo dos microrganismos pode ser feita por técnicas de pré-tratamento do inoculo
, ja que por possuir alta diversidade, tem em sua composi¢cdo diversas espécies
consumidoras de H, (KANG; KIM; LEE, 2012; WANG; WAN, 2008).
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O pré-tratamento aplicado ao inoculo (estresse seletivo) determina quais grupos
de bactérias terdo sua atividade inibida ou estimulada durante o processo de
fermentacdo (SONG et al., 2012), sendo que os mais utilizados s&o: térmicos (KIM;
HAN; SHIN, 2006) e quimicos com cloroférmio (NING et al., 2012) ou choque de pH
(KANG; KIM; LEE, 2012).

Os pré-tratamentos térmicos, como choque de calor, e os que utilizam acidos ou
bases fortes para alterar o pH, eliminam microrganismos ndo adaptados a estas
condicbes de estresse, como as arqueias metanogénicas e outros microrganismos
consumidores de H; (ROSSI et al, 2011). No entanto, microrganismos
hidrogenogénicos formadores de esporos, representados principalmente pelo género
Clostridium, podem suportar os efeitos dos pré-tratamentos, e germinam quando as
condigbes voltam a ser propicias para crescimento e atividade metabdlica (VAN
GINKEL; SUNG; LAY, 2001).

Estes endbsporos sao estruturas de sobrevivéncia que surgem quando as
condicbes de sobrevivéncia se tornam desfavoraveis (temperaturas extremas,
deficiéncia de carbono ou nitrogénio, toxicidade por quimicos). Alguns géneros
especificos (Clostridium e Bacillus) formam entdo um tipo de camada que os
protegem contra ataques fisicos e quimicos, guardando um cromossomo e parte do

citoplasma, garantindo sua sobrevivéncia (TORTORA, 2005)

Os tratamentos quimicos com adi¢céo de cloroférmio, iodopropano ou acido 2-
bromoetanosulféonico (BESA), apenas inativam o metabolismo das arqueias
metanogénicas. Isto ocorre porque estes compostos quimicos possuem uma
estrutura muito semelhante a da coenzima-M (HU; CHEN, 2007) ou funcionam como
antagonistas corrinéides que impedem o funcionamento de enzimas B4, (NING et al.,
2012; ABREU; DANKO; ALVES, 2008; ZHU; BELAND, 2006).

Segundo Connell (1978), o disturbio ambiental, como no caso do estresse
seletivo, € uma dos principais fatores que afetam a diversidade de espécies. Apesar
de haver diversos estudos sobre a diversidade microbiana e a estrutura da
comunidade em reatores anaerdbios, as mudangas na composi¢cdo da comunidade
microbiana em fungado do pré-tratamento aplicado ao in6culo para a produgao de H;
foram pouco relatadas e ainda sdo contraditérias. Kang, Kim e Lee (2012) aplicaram
uma combinacéo de pré-tratamentos (choque de calor seguido de aumento de pH)

no lodo de uma estacédo de tratamento de esgoto doméstico e observou que, apds
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0s pré-tratamentos, bactérias dos géneros Enterobacter e Clostridium ainda estavam

presentes e ativas, aumentando, cerca de seis vezes, a producéo de H..

No entanto, Luo et al. (2011) avaliaram a influéncia de trés pré-tratamentos
diferentes (acido, choque de calor e choque de carga orgénica) sobre a diversidade
microbiana de uma mistura de lodo digerido de esgoto sanitario mesofilico e esterco
digerido em condi¢bes termofilicas, visando a producéo de hidrogénio. Ao contrario
do reportado na maior parte da literatura, foi observado que os pré-tratamentos ndo
aumentaram os nH,, mostrando que apenas o decaimento do pH promovia a inibigéo
da atividade metanogénica. A comunidade microbiana foi mais afetada pelas

condi¢cbes operacionais (temperatura e pH) que pelo pré-tratamentos aplicados.

Neste estudo, avaliou-se o efeito de trés tipos de estresses seletivos (pré-
tratamentos), aplicados a trés fontes de microrganismos, sobre a diversidade das
comunidades microbianas e sobre o nH, a partir de glicerol oriundo da industria de

biodiesel, a fim de selecionar a microbiota mais adequada a producao de Hs.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Indculos e pré-tratamentos

Os in6culos utilizados no experimento eram provenientes de diferentes fontes:
lodo de um reator anaeroébio de fluxo ascendente e manta de lodo (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket — UASB) tratando efluentes de uma industria de alimentos (lA); lodo
de reator UASB usado no tratamento de esgoto doméstico (ED); e liquido ruminal de
caprinos (RC). Os in6culos foram acondicionados em frascos plasticos de 5L a
temperatura ambiente. A concentragcdo de biomassa nos in6culos era a seguinte:
48,8gSV/L para o inéculo |IA; 46,5gSV/L para o inéculo ED; e 17,5gSV/L para o

in6culo RC.

Os trés in6culos passaram por trés tipos de pré-tratamento: térmico com choque
de calor (PTT), quimico com adi¢cado de cloroférmio (PTQ), e choque de pH &cido
(PTA),com o objetivo comum de inibir ou eliminar a atividade metanogénica e

estimular a producgéo de esporos de algumas espécies de BPH.

Para o pré-tratamento térmico, o inéculo foi aquecido em banho-maria a 90°C

por 10 min, conforme descrito por Kim, Han e Shin (2006).
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O pré-tratamento quimico foi realizado pela adigdo de cloroformio de forma a

atingir concentragéo de 0,05% em cada frasco de reagao (NING et al., 2012).

O pré-tratamento com choque de pH foi realizado com a redugéo do pH para 3,0
com HCI 2 M e a manutencéo deste por 24 h, seguida, de adigao de NaOH 2 M até
pH=5,5 (Rossi et al., 2011).

Os in6culos que obtiveram as melhores producdes de H, foram avaliados em
termos de atividade metanogénica especifica para comprovar a eficiéncia dos pré-

tratamentos na inibicdo das arqueias metanogénicas (ltem 3.2.4).

3.2.2. Substrato

Utilizou-se glicerol residual gerado em uma usina de biodiesel da empresa
Petréleo Brasileiro S.A. — Petrobras — na unidade denominada UBQ (Usina de
Biodiesel de Quixada), localizada no municipio de Quixada, Ceara. A matéria-prima
utilizada na produgao do biodiesel que gerou o glicerol, foi sebo bovino e soja, com
concentragéo de matéria organica equivalente a 1374 mgDQOJ/L. As caracteristicas
fisico-quimicas do glicerol eram: matéria organica néo gliceridea (MONG) 1%; pH
5,5; pureza 81,5%; cinzas 4,8%; umidade 12,71%; metanol 0,03%; teor de NaCl
5,3%; densidade 1255,9 kg/m®.

3.2.3. Testes de atividade hidrogenogénica especifica e nH;

Os ensaios de atividade hidrogenogénica especifica (AHE) e nH, foram
conduzidos em frascos com volume util de 0,2 L selados borracha e tampas
metalicas. Adicionou-se inéculo em quantidade suficiente para que cada frasco
contivesse 4,5 g (s6lidos volateis — SV)/L. Glicerol residual foi adicionado de forma a
atingir 20 gDQOJ/L. O pH inicial foi corrigido para 8,12 com solu¢do de NaOH 2 M
(DAVILA-VAZQUEZ et al.,2008). A atmosfera de cada frasco foi substituida por N>
antes do inicio dos testes. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, a 37 °C,

com agitagéo orbital de 120 rpm e duragado de 10 d (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Testes em batelada de atividade hidrogenogénica especifica (AHE) e rendimento da
produgéo de H, (nH,).

A adi¢do de nutrientes foi feita de acordo com Davila-Vazquez et al. (2008) e
continha (g/L): NH4H.PO, (291,2), KH,PO, (100), NaCl (1), MgS0O,.7H,O (10),
Na;Mo0,4.2H,0 (5,15), CaCl,.2H,O (1), MnSO4.7H,O (1,5), FeCl,.4H,O (0,465),
ZnCl; (0,06), NiCl,.6H,0 (0,12), CoCl,.6H,0 (0,21).

Para calculo da producéo de biogas por endogenia utilizaram-se frascos de
reacao controle contendo o inéculo sem adigdo de substrato. Diariamente eram
feitas medigbes do volume de biogas produzido nos reatores por deslocamento de
liquido (SOTO; MENDEZ; LEMA,1993). A concentragdo de H, no biogas era
determinada por cromatografia gasosa. Foram realizados testes de AHE e nH; com
glicerol P.A. para avaliar o efeito das impurezas contidas no glicerol residual na
producédo de H,. O calculo do nH, foi feito com a Equacdo 1 (adaptada de
Chookaew, O-Thong e Prasertsan,2012).

VH2 produzido

H, = —/melarHz _ Eq.(3.1)

ng

Onde, nH2 é o rendimento da producdo de H; (mol Hy/mol substrato); V .

produzido® O VOlume de Hj produzido (L); V molar H. € 0 VOlume ocupado por um mol de
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H,, em condigbes normais de temperatura e pressdo (CNTP) (L/mol); e ns é 0

numero de mols de substrato adicionados em cada frasco (mol).

3.2.4. Teste de atividade metanogénica especifica

Os testes de atividade metanogénica especifica maxima (AME) foram feitos nos
in6culos que obtiveram os melhores nH; submetidos aos melhores pré-tratamentos,
com o objetivo de avaliar a inibicdo do metabolismo metanogénico ou eliminagao

das arqueias metanogénicas.

A determinacdo da AME seguiu os procedimentos descritos por Soto, Méndez e
Lema.(1993). Foram utilizados frascos schott com volume util de 0,2 L, vedados com
borracha e tampa plastica, preenchidos com inoculo (3 gSV/L); glicose como
substrato (1,5 gDQOI/L), agua destilada e bicarbonato de sodio (1,0 g/L) como
tampao. Adicionaram-se nutrientes utilizando (mg/L): NH4CI (0,28), K;HPO,4 (0,25),
MgS0,4.7H,O (0,10), CaCl,.2H,0 (0,01), e CaCO3 (0,60). Também foi adicionado
1 mL/L de uma solugédo contendo micronutrientes (mg/L): FeCl,.4H,0 (2000), H3BO3
(50), ZnCl, (50), CuCl,.2H,0 (38), MnCl,.4H,O (500), (NH4) 6M070,4.4H,0 (50),
AICI3.6H,0 (90), e CoCl,.6H,O (2000). Os testes foram realizados a 35 °C, com
agitacao orbital de 120 rpm e em triplicata. Utilizaram-se frascos de “controle”, sem a
adicao de substrato, para subtragdo do volume de biogas produzido por endogenia.
Os ensaios foram realizados em respirdbmetro anaerobio automatico, Micro-Oximax
(Columbus Instruments, USA) (Figura 3.2), onde a producdo de biogas foi
monitorada automaticamente em tempo real com sensores de pressdo e a

concentragcéo de metano foi determinada em um sensor de infravermelho.

FEE - (-

Figura 3.2. Respirdbmetro anaerdbio automatico Micro-Oximax utilizado nos testes de atividade
metanogénica especifica (AME).

71



3.2.5. Métodos analiticos

A concentracdo de hidrogénio no gas gerado durante os ensaios de AHE foi
determinada em um cromatégrafo gasoso (Varian 450 CG) equipado com um
detector de condutividade térmica e uma coluna capilar de ago inoxidavel (10 m x
0,5 mm). As temperaturas do injetor, do forno e do detector eram 100, 45 e 120 °C,
respectivamente. As determinag¢des de (DQO) no inicio e ao fim de cada teste e a
concentracéo de SV foram feitas seguindo os métodos titulométrico e gravimétrico,
respectivamente, de acordo com APHA (2005). As concentragbes de acidos graxos
volateis (acido acético - HAc; acido butirico - HBu; acido propidnico - HPr) foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatografo
Varian Polaris com coluna Agilent Zorbax C18 (150 x 4,6 mm?) com 0,01% de &cido

sulfurico e fase moével com fluxo de 0,4 mL/min.

3.2.6. Extragcao do DNA e amplificagao do gene 16S rRNA por PCR

O DNA das amostras foi extraido utilizando o conjunto de material de extragéo
Fast® DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, LLC) de acordo com o protocolo do
fabricante, com ajustes na temperatura e rotacéo da centrifuga, para aderéncia do

DNA a matriz de silica. Apés a extracéo, o DNA foi armazenado a -20 °C.

O DNA foi amplificado usando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). Para o dominio Bacteria, foram amplificadas as regides V6 e V8 do gene 16S
rRNA, utilizando primers especificos (338-F-GC e 518-R) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA; (Nubel et al., 1996)). A amplificagédo foi conduzida em um termociclador
(TECHNE-TC-512) seguindo o protocolo: desnaturagéo inicial a 95 °C por 4 min, 30
ciclos de desnaturagédo a 94 °C por 60 s, anelamento a 55 °C por 60 s e extenséo a

72 °C por 2 min, seguido de extensao final a 72 °C por 5 min.

3.2.7. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante

A técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis — DGGE) foi utilizada para estimar a diversidade das
comunidades presentes nos indculos (SAKAI, 2008). A DGGE foi conduzida em um
D-Code Universal Mutation Detection System (Bio Rad Laboratories, Inc.), com

tampéo TAE 0,5x a 75 °C por 18 h para as amplificacdes do dominio Bacteria. Apos
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a eletroforese, o gel foi corado com corante SYBR Green (diluigdo 1:10000; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 1 h, e entao visualizada em um transiluminador UV

(Bio Rad Laboratories, Inc.).

3.2.8. Calculo do indice de diversidade

Os perfis do DGGE foram comparados usando o software BioNumerics (Applied
Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium). Ap6s o ajuste de imagem, as bandas
foram definidas. A similaridade dos perfis de cada amostra foi calculada pelas curvas
de densitometria digitalizadas utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson
(HANE et. al., 1993). O calculo do indice de diversidade foi feito baseado no indice
de diversidade de Shannon-Wiener (H) utilizando as alturas dos picos das curvas

densiométricas de cada amostra, equacgao 2:

Onde H ¢é o indice de diversidade, P; € a abundancia relativa de cada espécie
(P~ny#/n, , onde ng¢ altura de cada pico, € n € o somatério das alturas de todos os

picos na curva densiométrica).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. nH2; em fungéao do tipo de in6culo e pré-tratamento.

A Tabela 1 apresenta os resultados dos nHxde acordo com inéculo e pré-
tratamento aplicado. Os inoculos ED e RC apresentaram o0s maiores nHo,
independentemente do tipo de pré-tratamento aplicado, com valores na faixa de 0,22
a 0,37 mol Hy/mol glicerol. Os efeitos dos diversos pré-tratamentos sobre os indculos
sao contraditérios. Esperava-se que os pré-tratamentos inibissem a atividade
metanogénica, concomitantemente com o aumento da AHE (LUO et al., 2011; WOO;
SONG, 2010). De fato, constatou-se que a AME dos in6culos ap6s sofrerem os pré-
tratamentos foi realmente reduzida a valores préximos de zero (Figura 1). No
entanto, os pré-tratamentos aplicados ao ED também causaram efeitos negativos
em nH,; e AHE.
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Tabela 3.1. Rendimentos da produgao de H, (nH,) e atividade hidrogenogénica especifica (AHE) a
partir do glicerol residual para cada in6culo e os respectivos pré-tratamentos aplicados.

In6bculos
Pré-
1A ED RC

tratamento

nHz,  AHE nH. AHE nH. AHE
SPT 0,07 0,05 0,37 0,24 0,22 0,21
PTT 0,27 0,14 0,22 0,19 0,31 0,15
PTQ 0,28 0,12 0,30 0,10 0,31 0,26
PTA 0,20 0,12 0,22 0,14 0,27 0,16

Obs. nH, em mol Hy/mol glicerol; AHE em mL H,/kgSV.d. IA- In6culo proveniente da industria de
alimentos; ED- Inéculo proveniente de estacdo de tratamento de esgoto doméstico; RC- liquido
ruminal de caprinos. SPT- sem pré-tratamento; PTT- pré-tratamento térmico; PTQ- pré-tratamento
quimico; PTA- pré-tratamento acido.

0,30 - T Pré-tratamento acido

Sem pré-tratamento

0,25

=
Lo
o

o

AHE e AME (mL/gSV.d)
o -
]

AHE e AME (mL/gSV.d)
= o

0,10
0.05 0,05
0,00 T T —e 0,00 r T —®
6 7 8 8 10 3 9 10
Dias Dias
0.30 9 pré-tratamento quimico 60'30 1 Pré-tratamento térmico
0,25 -
w
=]
0,20
g

o
S

AHE e AME (mL/gSV.d)
285G

0,00

Dias Dias
AHE (IA) 25— AME (IA) —8— AHE (ED) —e— AME (ED) - AHE (RC) —8—AME (RC)

Figura 3.1. Atividades hidrogenogénica e metanogénica especificas das diversas fontes de indculo,
de acordo com os pré-tratamentos aplicados durante os testes com glicerol residual. IA- Inéculo
proveniente da industria de alimentos; ED- Inéculo proveniente de estacdo de tratamento de esgoto
domeéstico; RC- liquido ruminal de caprinos.
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Os resultados de AHE e AME mostram que o inéculo ED sem pré-tratamento e o
in6culo RC pré-tratado quimicamente com cloroférmio tém AHE mais elevadas, 0,24
e 0,26 mL Hy/gSV.d, respectivamente. Durante os ensaios de AHE, o in6culo 1A
produziu metano mesmo quando submetido aos pré-tratamentos. Isso pode ter
ocorrido devido a sua estrutura granular que aumenta sua capacidade para suportar
condicbes adversas, pois esta fornece um nicho protetor para as metanogénicas

contra estresses ambientais.

Segundo MaclLeod, Guiot e Costerton (1990), o grénulo tem uma estrutura em
camadas, sendo que microrganismos metanogénicos como Methanosaeta
encontram-se no nucleo do granulo e sdo mais resistentes as temperaturas elevadas
e aos acidos. Estes resultados mostram que certos pré-tratamentos nao inibem
completamente a AME de um lodo granular, como o inoculo |IA (HULSHOFF POL et
al., 2004). A maior producéo de CH, foi alcangada nos testes com o in6culo IA (33%
do biogas), que coincidiu com a menor producdo de H, de todos os testes,

mostrando que o hidrogénio foi, provavelmente, consumido para gerar metano.

Houve producédo de metano em quase todos os ensaios com inoculos sem pré-
tratamento, porque alguns microrganismos metanogénicos sao capazes de produzir
CH4 mesmo em valores de pH proximos a 5 (SPEECE, 1996). A produgdo de
metano ocorreu simultaneamente ao decréscimo no percentual de H, no biogas,
provavelmente devido a presenca de arqueias metanogénicas e bactérias
homoacetogénicas resistentes ao pH acido e que utilizam H, para a metanogénese e

acetogénese, respectivamente (HWANG et al., 2004).

Os testes de AME dos inéculos ED e RC (com ou sem pré-tratamento quimico)
mostraram que cloroférmio a 0,05% inibiu completamente a atividade das

metanogénicas.

Lodo de estacdo de tratamento de esgoto sanitario j@ mostrou em outros
estudos ter uma microbiota capaz de produzir Hy, tais como Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sakazakii, Clostridium beijerinckii (KANG; KIM,;
LEE, 2012; CHEN; LIN; CHANG, 2001), desde que se estabelecam condi¢des
ambientais ou operacionais adequadas (XING; REN; RITTMANN,2008; CHANG,;
LIN, 2004, LIN; LAY, 2004). Essa capacidade de producdo esta ligada a alta

diversidade desse tipo de indculo comprovada em outros estudos (WAGNER et al,,
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2002). Xing, Ren e Rittmann (2008) observaram aumento do numero de espécies

concomitantemente com o aumento da taxa de producéo de H,em reatores CSTR.

Embora este lodo contenha alta concentracdo relativa de arqueias
metanogénicas, ele ndo estava adaptado as condigdes iniciais do teste de AHE
(concentragdo elevada de matéria organica, 20 gDQO/L e auséncia de solugéo
tampéo), o que fez o pH inicial (8,12) decair rapidamente até valores entre 5,0 e 5,7.
Isto ocorre porque as bactérias acidogénicas presentes na microbiota tém taxa de
producao de acidos maior que a taxa de consumo das metanogénicas (JUNG; KIM;
SHIN, 2011). Este processo de acidificagdo do reator propicia maior atividade das
bactérias acidogénicas e hidrogenogénicas, enquanto diminui a atividade do grupo
de consumidores de H,, que tém atividade 6tima em valores de pH proximos da
neutralidade (6,8 a 7,2) (NISSILA et al, 2012). O decaimento rapido do pH até
valores entre 5,0 e 5,7 promoveu a inibicdo da atividade metanogénica e tornou
redundante o efeito dos pré-tratamentos. Para uma aplicagdo em escala real,
apenas a acidificacdo do meio seria viavel, especialmente do ponto de vista
econdmico, visto que dispensa o uso de reagentes ou equipamentos para inibicao

dos microrganismos.

O liquido ruminal de caprinos (indculo RC) possui alta diversidade microbiana,
podendo conter entre 10" e 10" bactérias/mL (incluindo acidogénicas e
hidrogenogénicas), entre 10% e 10° arqueias metanogénicas, aproximadamente
10° protozoarios ciliados/mL, e na ordem de 10° fungos/mL (KUMAR et al., 2009).
Espécies como Ruminococcus albus e outras hidrogenogénicas como, Bacteroides
clostridiiformis, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium limosum, Fasobacterium
necrophormn, Megasphaera elsdenii e Ruminococcus flavefaciens estao presentes
no estbmago de ruminantes (JOYNER; WINTER; GODBOUT,1977; MILLER;
WOLIN, 1973).

Espécies como Klebsiella planticola e Selenomonas ruminantium também
presentes no estdbmago de alguns ruminantes sdo conhecidas por degradarem
glicerol e gerarem produtos de alto valor agregado, como etanol e acido propidnico
(JARVIS; MOORE; THIELE, 1997; HOBSON; MANN, 1961). Assim, devido a
concentracéo elevada de hidrogenogénicas e apds os pré-tratamentos para inibir a
atividade metanogénica, o rendimento foi de 0,31 mol Hy/mol glicerol. De modo

geral, esses valores de nHzestdo préximos aos obtidos nos ensaios usando in6culo

82



ED. No entanto, a atividade metanogénica do in6culo RC foi completamente
suprimida pelos pré-tratamentos, o que resultou em nH, um pouco mais elevados
que os do inéculo ED pré-tratado. Isso também mostra a alta suscetibilidade do

liquido ruminal aos tratamentos.

A alta diversidade dos inéculos ED e RC permite sua aplicagdo em sistemas em
larga escala, pois promove a estabilidade do sistema e a redundancia funcional,

garantindo resisténcia aflutua¢des nos processos (GIRVAN et al., 2005).

Esperava-se que com o lodo proveniente de um UASB tratando efluente de uma
industria de alimentos (in6culo 1A) fossem obtidos nH, maiores de H,. Este inéculo
continha uma concentragcdo alta de microrganismos metanogénicos, constatado
pelos ensaios de AME (0,48 kgDQO/kgSV.d), o que implica também em
concentracédo elevada de bactérias acidogénicas e, consequentemente, de
hidrogenogénicas. Assim, a produgcdo de H, seria maximizada apds pré-tratamento
para inibir a atividade metanogénica, ou eliminar as arqueias metanogénicas. O nH.
variou entre 0,20 e 0,28 mol Hx/mol glicerol, quase triplicando a AHE e o nH, em
relacdo ao controle (Tabela 3.1). Este rendimento esta préximo dos valores
reportados na literatura, mas € menor que o obtido pelo inéculo ED sem qualquer

tipo de pré-tratamento.

O in6culo IA era do tipo granular e ja estava previamente adaptado as altas
cargas organicas impostas pelos testes de AHE e nH,, diferentemente dos demais
in6culos. Sem o pré-tratamento, € provavel que as metanogénicas tenham
convertido rapidamente o H, produzido em metano. Os resultados mostraram que os
pré-tratamentos no ino6culo IA ndo inibiram completamente a atividade
metanogénica, pois foi detectado metano em todos os testes de atividade
hidrogenogénica, alcangando proporc¢des de até 33%, o que mostra a adaptagao
deste indéculo a altas cargas organicas e que provavelmente promoveram

rapidamente a metanogénese a partir do H, formado.

Os resultados desse experimento estdo de acordo com Akutsu, Lee e Noike
(2009), que testaram diferentes inéculos para degradar glicerol e produzir Hy,
incluindo um lodo anaerdbio proveniente de um reator usado no tratamento de
efluentes de uma industria de alimentos, obtendo rendimento de

0,34 mol Hy/mol glicerol.
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Esperava-se que o pré-tratamento térmico com choque de calor fosse o mais
eficiente na inibicdo de metanogénicas e enriquecimento da microbiota com BPH, ja
que bactérias como o Clostridium podem formar esporos em condi¢des de estresse
(BAGHCHEHSARAEE et al.,, 2008; KIM; HAN; SHIN, 2006; OH; VAN GINKEL;
LOGAN, 2003). Porém, neste trabalho, esse método apresentou rendimentos de
producao de H; semelhantes aos outros. No caso do in6culo RC, o pré-tratamento
térmico resultou em rendimento de 0,31 mol Hx/mol glicerol, provavelmente devido a
composi¢cao da comunidade microbiana, com alta predominéncia de microrganismos
produtores de H, e formadores de esporos. Como o inéculo ndo apresentava uma
estrutura granular, a eliminagcdo das arqueias metanogénicas foi facilitada,
resultando no enriquecimento comunidade com BPH, principalmente com o género
Clostridium (DUANGMANEE et al., 2007).

Alguns experimentos anteriores com preé-tratamentos térmicos (80 °C durante
20 min e 100 °C durante 10 min) mostraram que este método pode n&o ser
suficiente para inibir alguns microrganismos e para modificar a composi¢do da
comunidade, permitindo que mesmo 0S microrganismos que nao esporulam
permanegcam com baixa atividade metabdlica (LUO et al., 2011; NISSILA et al,
2011). O efeito pode também ser o oposto, em que o excesso de temperatura ou de
tempo no pré-tratamento térmico podem evitar que os esporos germinem e cresgam
em niveis suficientes para a producéao de H, (DUANGMANEE et al.,2007).

O pré-tratamento utilizando cloroférmio (PTQ) € usado para inativar as arqueias
metanogénicas, pois bloqueia a fungdo de enzimas corrinéides (CHIDTHAISONG;
CONRAD, 2000) e inibe a coenzima—M redutase, responsavel pela redugéo de H”
formando metano (HU; CHEN, 2007). A concentragdo utilizada de cloroformio
(0,05%) foi adequada ja que, este método foi eficiente na inibicdo da atividade
metanogénica de todos os indculos, sem prejuizo para as BPH, resultando em nH,
que variaram entre 0,28 e 0,31 mol Hy/mol glicerol. Estes valores sdo melhores que
aqueles obtidos com os pré-tratamentos acido ou térmico, que podem ter afetado
negativamente as BPH. Ning et al. (2012) utilizaram lodo de um reator de circulagao
interna que tratava efluente industrial pré-tratado com solucdo de cloroformio de

0,05% e alcangaram nH,maximo de 2,20 mol Hz/mol glicose.

Segundo Bauchop (1967), cloroférmio na concentracao de 0,09% pode causar

até 50% de inibicdo da atividade metanogénica. Hu e Chen (2007) também
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utilizaram CHCI3 a 0,05% e obtiveram resultados melhores quando comparados aos
demais pré-tratamentos testados (acido e térmico). Os autores testaram, como
inoculo, lodo granular de uma estacéo de tratamento de esgoto sanitario e, segundo
eles, o granulo pode ter protegido os microrganismos consumidores de H, dos
choques acido e térmico. No entanto, concentragdes de cloroférmio superiores a 2%
podem diminuir a producédo de H; porque inibem também a atividade das BPH (HU;
CHEN, 2007; WANG; WAN, 2008).

Mohan, Babu e Sarma (2008) também obtiveram resultados melhores utilizando
tratamento quimico, em comparagcdo com os pré-tratamentos térmico e acido. Eles
afirmam que esses pré-tratamentos, quando eliminam as bactérias ndo formadoras
de esporos, reduzem a diversidade da comunidade microbiana, enquanto
tratamentos que apenas inibem a atividade de microrganismos sem mata-los,
mantém a comunidade relativamente complexa, rica em bactérias acidogénicas e
hidrogenogénicas, que também podem suprimir a atividade metanogénica pelo

excesso de produtos formados.

O pré-tratamento acido tem, assim como o térmico, o objetivo de inibir o
metabolismo ou eliminar as arqueias metanogénicas. Isso ocorre porque acidos
fortes como H,SO,4 e HCI, em concentracdes entre 1 e 2 M, com tempo de contato
entre 6 e 24 h, provocam hidrolise da membrana celular de microrganismos
(ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG; PATTRA, 2013). Nestas condigtes,
microrganismos com capacidade de esporular, como algumas BPH (por exemplo,
Clostridium sp.), conseguem sobreviver e germinar quando as condi¢gdes adequadas

forem restabelecidas.

No entanto, o pré-tratamento acido foi menos eficaz para a produgdo de
hidrogénio a partir do (glicerol, resultando em nH, entre 0,20 e
0,27 mol Hy/mol glicerol. Provavelmente os efeitos do acido foram deletérios para as
BPH. Os resultados comparativos entre o PTA do inéculo IA e o controle (SPT) séo
iguais aos relatados por Lee, Song e Hwang (2009) que, com o tratamento acido

com HCI obtiveram rendimento 2,8 vezes maior que do controle.

Desta forma, baseado nos dados obtidos com o inéculo ED sem pré-
tratamento, apenas o controle do pH entre 5 e 6 é suficiente para inibir determinados
microrganismos, como relatado em outros trabalhos. Zhu e Béland (2006) testaram

pré-tratamentos diferentes em lodo de digestor anaerdbio de estagao de tratamento
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de esgoto sanitario, concluindo que este indculo, sem qualquer pré-tratamento,
obtém nH, melhores (5,17 mol Ho/mol sacarose), comparando com os nHxdo lodo
submetido aos pré-tratamentos com choque de calor e acido, 2,59 e

3,10 mol Hy/mol sacarose, respectivamente.

Yu et al. (2002) também utilizaram inéculo proveniente de uma estagéo de
tratamento de esgoto sanitario municipal sem pré-tratamento, mas submetido a
carga organica elevada (10 gDQO/L), o que reduziu o pH para 5,0, inibindo as
metanogénicas. Os autores relataram resultados semelhantes ao deste trabalho no
que diz respeito a composigcdo do biogas: a porcentagem de H; no biogas foi
praticamente a mesma (cerca de 60%) e foi detectada uma quantidade desprezivel

de metano ao fim do experimento.

As populagdes que sobrevivem a diferentes tipos de perturbacbes como estes
pré-tratamentos, sdo consideradas altamente especializadas. Este é um principio
usado na técnica de enriquecimento de uma cultura mista com microrganismos
especificos (ATLAS et al., 1991). E o caso do género Clostridium, conhecido por
produzir hidrogénio em diferentes condigbes, e suportar grandes perturbacdes

ambientais pela capacidade de formagao de esporos (REN et al., 2008).

3.3.2. Efeito das impurezas contidas no glicerol no nH;

Quando comparado com outros tipos de substrato ja estudados para produgéo
de hidrogénio, por exemplo, glicose e sacarose, os nHz a partir do glicerol sdo muito
baixos. Isso porque nos experimentos realizados com glicose ou sacarose, é
possivel alcancar até 80% e 74% do potencial maximo teorico, respectivamente
(YOKOYAMA et al., 2009; VAN NIEL et al., 2002), enquanto que 0 maximo
reportado na literatura para o glicerol foi de apenas 36% (MANGAYIL; KARP;
SANTALA, 2012).

Estequiometricamente é possivel produzir até 3 mol Hy/mol glicerol, dependendo
da rota metabolica (SARMA et al. 2012). No entanto, tanto neste trabalho como de
outros autores, este valor € muito inferior. Chookaew, O-Thong e Prasertsan (2012)
conseguiram rendimento de 0,25 mol Hy/mol glicerol com uma linhagem isolada da
espécie Klebsiella pneumoniae com 24 gDQOIJL, carga orgéanica proxima a testada

neste trabalho. Sittjunda e Reungsang (2012) obtiveram nH; de
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0,30 mol Hz/mol glicerol com culturas mistas termofilicas em experimento em
batelada também com concentracéo de 24 gDQO/L de glicerol residual. A cultura foi

cultivada previamente em glicerol puro com pH 5,5 para adaptacao ao substrato.

As impurezas contidas no glicerol residual, como acidos graxos de cadeia longa,
tém efeito inibitdério na produgdo de metano (KOSTER; CRAMER, 1986). Como o
acetato pode ser formado a partir de Hy, a inibicdo da produg¢do de CH,4 devido a
presenca desses acidos, como o acido linoleico, pode ter um efeito positivo sobre a
producdo de H,. O acido linoleico também tem efeito inibitério sobre as
metanogénicas hidrogenotréficas (LALMAN; BAGLEY, 2000) o que confirmaria

maior producao de H, nos testes com glicerol residual.

No entanto, os resultados mostraram o contrario. Os valores de nH, do glicerol
P.A. foram melhores que os testes com o glicerol residual. Nos ensaios onde foi
usado o ino6culo ED sem pré-tratamento, o nH, com glicerol P.A. foi de
0,38 mol Hy/mol glicerol, enquanto que do glicerol residual, alcangou
0,31 mol Hz/mol glicerol. Com a fonte de indéculo RC pré-tratada quimicamente, os
nHxforam de 0,42 e 0,31 mol Hy/mol glicerol, para glicerol P.A e residual,
respectivamente. Como a concentragdo de AGCL nos frascos foi muito baixa, o que
determinou a producgéo de hidrogénio nos testes com glicerol residual e P.A foi a
concentracéo relativa de glicerol — no glicerol residual, a presengca de impurezas
diminuiu a concentracado de glicerol (81,5%), que pode ter comprometido a AHE.
Além disto, a presenca de NaCl (0,8%) no glicerol residual pode ter causado efeito
inibitorio na produgao de H,, pois nos experimentos realizados por Ito et al. (2005),
que avaliaram a influéncia da concentragdo de NaCl, foi concluido que uma

concentracéo de NaCl igual a 1% provocou queda da producgéo de Hy.

3.3.3. Produgéo de acidos organicos

Os resultados de concentragdo de acidos orgénicos volateis (AGV) e de pH ao
final de cada ensaio de AHE estdo apresentados na Tabela 3.2. O pH inicial nos
frascos de reacgao foi ajustado para 8,12 e decresceu devido a producédo de acidos
organicos que resultou em inibicdo da atividade metanogénica e favoreceu a

producao de H,.
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As mudancas no pH modificam as rotas metabdlicas e geram diferentes
produtos, como acido acético, propidnico e butirico, etanol e 1,3-propanodiol, o que
resulta em diferentes nH,. Isso porque enzimas diferentes das hidrogenases podem
controlar os fluxos metabdlicos em diferentes vias de degradacdo do carbono
(MATHEWS; WANG, 2009; CAl et al., 2011).

O pH abaixo de 5,5 favorece a atividade das bactérias homoacetogénicas, que
consomem hidrogénio do meio para formar acetato, o que pode explicar o
decréscimo na porcentagem de hidrogénio no biogas, ao longo do experimento (OH;
VAN GINKEL; LOGAN, 2003), mesmo quando ainda ha grande quantidade de
substrato. De modo geral isto explica o baixo nHz encontrado
(0,37 mol Ha/mol glicerol), enquanto que estequiometricamente seria possivel obter
até 3 mol Hy/mol glicerol (SARMA et al. 2012).

Além disto, a medida que o pH decresce, ha aumento de prétons de acidos
fracos dissociados (acético, propiénico e butirico) que penetram na parede celular do
microrganismo e causa queda na atividade (CHOOKAEW; O-THONG,;
PRASERTSAN, 2012). Por isso, os rendimentos mais baixos foram observados nos
in6culos nos quais o pH final ficou abaixo de 5,0 . Pode-se afirmar que o aumento na
concentragéo de AGV'’s inibe ndo s6 dos microrganismos consumidores de Hy, como
também dos produtores (DUANGMANEE et al.,2007).

Pode-se observar na Tabela 3.2, que houve grande variagdo nos produtos finais
dominantes nos diferentes tipos de tratamento. Isto pode ter ocorrido porque a
producédo de metabdlitos é influenciada, ndo somente pelo tipo de inéculo utilizado,
mas também pelo pré-tratamento aplicado ao in6culo. O pré-tratamento elimina ou
inibe algumas espécies de bactérias e arqueias, o que altera as rotas metabdlicas de
degradacdo de um substrato, resultando na produgcdo de metabdlitos especificos,
por exemplo, acido acético, propionico e butirico, etanol e 1,3-propanodiol (LIU et al.,
2011; LUO et al., 2011; ROSSI et al., 2011)
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Tabela 3.2. Concentracdes de AGV e pH ao final de cada ensaio de nH, . AHE.

In6éculo Pre- AGV (o) pH final
tratamento HAC HPr HBu

SPT 0,94 1,82 n.d. 4,7

PTT 1,50 nd. 0,43 5,0

A PTQ 3,00 0,18 0,26 5,1
PTA 1,33 0,54 n.d. 4,7

SPT n.d. n.d. n.d. 5,7

PTT 0,99 n.d. n.d. 54

=D PTQ n.d. n.d. n.d. 5,0
PTA n.d. n.d. n.d. 5,2

SPT nd. 229 3,46 59

PTT nd. 226 1,34 5,5

RC PTQ 0,44 nd. 2,01 5,8
PTA nd. 1,86 4,96 5,6

Obs.: n.d. — ndo detectado; HAc. — Acido acético; HPr — Acido propiénico; HBu — Acido butirico; IA-
In6culo proveniente da industria de alimentos; ED- In6culo proveniente de estagdo de tratamento de
esgoto doméstico; RC- liquido ruminal de caprinos. SPT- sem pré-tratamento; PTT- pré-tratamento
térmico; PTQ- pré-tratamento quimico; PTA- pré-tratamento acido.

Nos testes em que foram usados o inéculo ED, so6 foi detectado AGV no pré-
tratamento térmico, com producgéo de acido acético (HAc) (0,99 g/L). O mesmo foi
observado nos experimentos de Rossi et al. (2011) que utilizaram também um lodo
de um reator UASB de uma estacéo de tratamento. Isso contradiz Wicher, Thiel e
Laniecki (2010) e Vlassis et al. (2012), que afirmam que grande quantidade de H;
produzido esta diretamente ligado a grande quantidade de HAc, e que a produgéo

de hidrogénio ocorre simultaneamente com a producéo de HAc e HBu.

Como o hidrogénio pode ser formado a partir do glicerol por duas vias: quando
1,3-propanodiol é formado simultaneamente, ou quando ha produgao simultédnea de
HAc e HBu, é provavel que a rota predominante na fermentagao para o in6culo ED
tenha sido a redutora com producao de 1,3-propanodiol, ja que n&o houve producéo
desses acidos organicos, fato reportado em estudos anteriores, nos quais 1,3-

propanodiol foi o produto principal da fermentagao do glicerol (VLASSIS et al., 2012,
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SELEMBO et al., 2009). Cada mol de 1,3-propanodiol requer 1 mol de H, para sua
formagao, o que explica a baixa producao de H, (SELEMBO et al., 2009).

Outros produtos que podem ter sido formados durante os experimentos foram
etanol e acido latico, que também podem ser produzidos concomitantemente com
H», quando piruvato é convertido em etanol ou em acido latico (ANTONOPOULQOU et
al., 2010; MILLER; WOLIN, 1973). Vale salientar que neste trabalho n&o foram

determinados 1,3-propanodiol, acido latico e etanol.

Por outro lado, Vlassis et al. (2012) observaram baixa producéo de HAc, HBu e
etanol ocorrendo simultaneamente com a produgéo de H,, alcangando nHymaximo
de 0,11 mol Hy/mol glicerol. Nesse experimento, houve baixa producdo de HAc e
HBu, mas o nHomaximo foi quase trés vezes superior ao resultado de Vlassis et al.
(2012). O nHomaximo obtido no trabalho de Akutsu, Lee e Noike (2009) foi
0,25 mol Hy/mol glicerol tendo como principais metabdlitos formados 1,3-
propanodiol, 2,3-butanodiol. Seifert et al. (2009) produzindo H, a partir de glicerol
com in6culo semelhante ao in6culo ED, alcancaram rendimento maximo de
0,41 mol Hy/mol glicerol e os principais metabdlitos formados foram 1,3-propanodiol
e acido lactico. Isso mostra que provavelmente os baixos nH, encontrados em
comparacgao a produgdo maxima tedrica (3 mol Hz/mol glicerol) sdo consequéncia de

outros metabolitos formados além de HAc, HBu e HPr.

Nos testes onde foram usados o inéculo IA, o produto dominante nos pré-
tratamentos foi acido acético, que coincidiu com baixa producéo de hidrogénio, o
que pode sugerir aparente homoacetogénese. O excesso de acido acético pode ter
efeito inibitério sobre a producdo de H,. Abreu, Danko e Alves (2008) observaram
queda na producédo de H, quando a concentracdo de HAc era igual ou maior que
1,2 g/L. A dominancia de certos metabdlitos é determinada pela origem do in6culo,
ja que a producéo de cada acido organico é feita por microrganismos diferentes que

determinarao a dire¢ao das rotas metabdlicas (LI et al., 2007; BIEBL et al., 1999).

O acumulo de acido acético no meio compromete o crescimento celular e a taxa
de consumo de substrato (ZHANG et al., 2012). Isso também foi confirmado por
Stewart (1975) em um experimento com bactérias do rumen submetidas a diferentes
concentragbes de acetato (1,6 e 4,1 g/L), com o objetivo de avaliar o crescimento
celular. Ele concluiu que 4,1g de acetato/L diminuiram a taxa de crescimento celular

de Lactobacillus plantarum. Ele afirmou que acidos organicos inibem o transporte
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ativo de compostos importantes para o interior da célula, reagindo com algum
componente da membrana celular. Como no presente trabalho ndo foram
encontradas concentragdes semelhantes a que promove inibicdo da atividade

microbiana, pode-se afirmar que o nH, ndo foi comprometido por este fator.

Usando o in6culo RC, os acidos propidnico e butirico foram os metabdlitos
predominantes. Resultado similar foi encontrado no trabalho de Amorim, Sader e
Silva(2012), que avaliaram a producdo de acidos organicos e H, em um reator
AFBR. Os rendimentos relativamente elevados de H, podem ter resultado na
auséncia de HAc. De acordo com Viana (2012) o acumulo de H; no meio
desfavorece a acetogénese a partir de propionato, butirato e etanol. Isso é
confirmado neste trabalho, pois obteve-se producédo de acido propiénico e butirico,

sem conversao desses a acetato.

3.3.4. Diversidade nos inéculos

O inéculo que gerou o maior rendimento da producao de Hye seus respectivos
pré-tratamentos foram analisados por DGGE para avaliar a diversidade em fungéo
de diferentes condigdes de pré-tratamento e relacionar diversidade com

produtividade.

A partir da Figura 3.3, que mostra o dendograma de similaridade entre as
amostras do inoculo ED, é possivel avaliar os impactos dos diversos pré-tratamentos
na comunidade, pelo padréo de distribuicdo das bandas no gel.Os pré-tratamentos e
a propria acidificagdo que ocorreu no controle (sem pré-tratamento), provocaram
mudangas na composi¢cdo da comunidade bacteriana ao longo dos ensaios de AHE.
A intensidade de algumas bandas foi aumentada, o que indica aumento da
abundéancia relativa (ZHANG; FANG, 2000), confirmando a eficiéncia dos
tratamentos no enriquecimento de algumas espécies de bactérias. O aumento da
abundéncia de algumas espécies pode levar a dominancia destas, que resulta em

um aumento da resisténcia aos estresses ambientais (WITTEBOLLE et al., 2009).
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Figura 3.3. Dendograma de similaridade entre as amostras do inéculo ED. (A) Inéculo sem pré-
tratamento, no inicio do ensaio de atividade hidrogenogénica; (B) Inéculo pré-tratado com acido, apos
o ensaio; (C) In6culo pré-tratado quimicamente, apds o ensaio; (D) In6culo sem pré-tratamento, apés
o ensaio. (E) Inéculo pré-tratado termicamente, apds ensaio.

Esperava-se que o pré-tratamento quimico n&o resultasse em grandes
modificagdes na comunidade bacteriana, j& que o cloroférmio (0,05%) age
especificamente sobre as arqueias metanogénicas (HU; CHEN, 2007). Isso foi
confirmado, pois este pré-tratamento resultou em uma similaridade de 87,1% com o
in6culo sem pré-tratamento, antes do ensaio. De qualquer forma, essa pequena
variagdo na comunidade pode ter sido decorrente da queda de pH, pois o
cloroformio na concentragédo de 0,05% nao tem efeito negativo sobre o dominio
bactéria. Houve aumento da diversidade, resultando em rendimento relativamente

elevado (0,30 mol Hy/mol glicerol).

O pré-tratamento com choque acido deveria causar efeito semelhante ao pré-
tratamento térmico, pois também se baseia na eliminacdo dos microrganismos nao
formadores de esporos (LEE; SONG; HWANG, 2009). No entanto, pode-se observar
que o pré-tratamento acido apresentou similaridade maior com o inéculo inicial
(90,6%). Isso mostra que este pré-tratamento ndo causa grandes mudangas na
comunidade, mas, de qualquer forma, resultou em um aumento da diversidade e em
um aumento na abundancia de determinadas espécies, como mostra o aumento na
intensidade de algumas bandas. Provavelmente, este pré-tratamento n&o foi
suficiente para a formacado dos esporos (ja que houve produgdo de metano) e

eliminagdo das demais bactérias.

A Figura 3.4 apresenta os indices de diversidade do in6culo ED antes do inicio
dos testes (amostra A) e seus respectivos tratamentos apdés o final dos testes

(amostras B a E). O indice de diversidade de Shannon se baseia na riqueza (niumero
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de espécies) e no padrédo de distribuicdo dessas espécies. Normalmente, esse
indice varia de 1,5 (baixa riqueza e distribuicdo) a 3,5 (alta riqueza e distribuicao)
(MCDONALD, 2003).

Todos os pré-tratamentos provocaram mudancas no indice de diversidade.
Pode-se observar que, com excegcdo do pré-tratamento térmico, os demais
provocaram aumento da diversidade. Os ensaios em que foram utilizados in6culo
ED sem pré-tratamento também resultaram em aumento no indice de diversidade.
Isto ocorreu devido a diminuigdo no pH provocado pelas condigbes do teste. Isso
confirma a hipotese de Connell (1978), que afirma que um nivel moderado de
perturbacdo favorece determinadas espécies e resulta em alta diversidade geral.
Pequenos disturbios permitem a ocorréncia de maior numero de espécies sem que a

competicéo leve a exclusao de uma delas.

Este aumento da diversidade & explicado pelo fato de algumas espécies de
bactérias estarem presentes em pequenas quantidades no inéculo bruto, e que
podem n&o ser detectadas por DGGE pelo pouco material genético. Apds os ensaios
de AHE, onde foram estabelecidas condigdes favoraveis a algumas espécies
(excesso de substrato e nutrientes, e auséncia de solugado tampao), algumas dessas
populagbes aumentam de abundancia, que se reflete no aumento da intensidade

das bandas.

A reducao do pH que ocorreu devido a alta carga organica aplicada no inicio dos
testes promoveu maior aumento da diversidade entre todas as amostras, mostrando
que, neste caso, ha uma relagdo direta entre produtividade e diversidade, ja que no

in6culo ED sem pré-tratamento, obteve-se o maior nH,.

O in6culo ED sem pré-tratamento foi o que apresentou maior riqueza e
diversidade de espécies o que resulta em maior resisténcia a flutuagdes nos
parametros operacionais, no caso de aplicagdo em reatores em larga escala. Isto
esta postulado na hip6tese da diversidade-estabilidade (MACARTHUR, 1955), que
afirma que quanto maior for a diversidade dos ecossistemas, estes serdo mais

estaveis.

Chu et al. (2010) também observaram maior diversidade no inéculo sem pré-
tratamento comparado a um inéculo pré-tratado termicamente. A comunidade sem

tratamento mantém bactérias entéricas e outras ndo formadoras de esporos, o que
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garante maior diversidade, ja que o choque de calor elimina populagbes nao

formadoras de esporos.
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Figura 3.3. indices de diversidade do in6culo ED e respectivos pré-tratamentos. (A) Inéculo bruto, (B)
Inéculo sem pré-tratamento, (C) Inéculo apoés pré-tratamento térmico, (D) Indculo apés pré-tratamento
quimico, (E) Inoculo apoés pré-tratamento acido.

Houve pequena na variagdo do indice de diversidade entre o in6culo bruto e
apos o pré-tratamento térmico, e o numero de bandas diminuiu de 22 para 20,
indicando diminui¢cdo da riqueza apds o pré-tratamento, fato também reportado por
Baghchehsaraee et al. (2008). Esse resultado confirma a hipotese de Atlas (1983)
que postula que a diversidade de comunidades microbianas geralmente diminui
diante de estresses ambientais que perturbam o equilibrio das interagbes

populacionais dentro da comunidade.

Provavelmente, existiam poucas espécies ndo formadoras de esporos, € o pré-
tratamento com choque de calor as eliminou restando apenas as formadoras de
esporos. Apesar disso, a produgao de hidrogénio foi relativamente baixa. Isso pode
ter ocorrido pelo fato de existirem bactérias homoacetogénicas que também séao
formadoras de esporos (LUO et al, 2011) e, apés o choque de calor, esses
microrganismos homoacetogénicos germinaram, consumindo H; e produzindo acido
acético. A queda da diversidade ocorreu concomitantemente com a queda na
producdo de H, pelo fato de que uma perturbacdo de grande impacto, que
desfavorece a maior parte das espécies diminui a funcionalidade da comunidade,
independentemente da condic¢éo inicial (WITTEBOLLE et al., 2009).
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O indice de diversidade dos pré-tratamentos quimico e acido foram os mesmos
e, em relagcéo ao indculo inicial, indicaram aumento da diversidade, o que confirma a
hipotese de que esses pré-tratamentos enriquecem a comunidade bacteriana (NING
et al., 2012; LEE; SONG; HWANG, 2009).

3.4. CONCLUSOES

Os pré-tratamentos alteram a diversidade do inéculo e, 0 aumento no indice de
diversidade resulta em aumento da produtividade. O tratamento térmico foi o Unico
que reduziu a diversidade e apresentou a menor similaridade com o in6culo inicial,
provavelmente, por ser o0 método que causou maior impacto sobre a comunidade, o

que resultou em baixo rendimento da producéo de H, em relagdo aos demais.

O grau de impacto do pré-tratamento mostrou diferenca nos padrées de
diversidade, e apenas a queda gradual do pH promoveu maior diversidade

comparada aos demais pré-tratamentos.

O indculo proveniente da estacédo de tratamento que trata esgoto sanitario € o
que possui a microbiota mais adequada para producgéo de H;, dentre os testados, ja

que atingiu o maior nHysem necessidade de pré-tratamento.

O in6culo proveniente da estacdo de tratamento de efluente da industria de
alimentos resistiu a maior parte dos pré-tratamentos devido a sua estrutura granular
e por estar adaptado a altas cargas organicas, convertendo os acidos formados em

metano.

A eficiéncia de todos os pré-tratamentos na producéo de H, varia em fungéo do
tipo de inéculo. Mas ao longo dos ensaios de AHE houve inibicdo completa da

atividade metanogénica.

O rendimento maximo foi alcangado sem uso de pré-tratamentos, mostrando que
os pré-tratamentos sdo desnecessarios, sendo suficiente apenas o controle do pH
em valores entre 5 e6, que pode ser alcancado com aplicacédo de altas cargas

organicas, para inibicao da atividade metanogénica.

N&o houve relacao direta entre producao de hidrogénio e producéo de acidos

acético e butirico.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de diversos autores afirmarem que o pré-tratamento do lodo enriquece
a comunidade com espécies produtoras de Hy, ao mesmo tempo em que inibe ou
elimina a atividade metanogénica, apenas a reducédo do pH na fonte de in6culo ED
para valores pH abaixo de 5,5, causada pela aplicacdo de uma alta carga organica
(20 gDQOIL), promoveu a maior aumento da diversidade e suprimiu a atividade das

archaeas metanogénicas, resultando no maior nHy.

Do ponto de vista de grau de impacto, o pré-tratamento térmico afetou
negativamente a comunidade microbiana, diminuindo o indice de diversidade. Pré-
tratamentos menos fortes (como adigédo de quimicos) ou o controle de parametros
operacionais (carga organica, pH, temperatura) séo suficientes para gerar uma alta
diversidade geral de espécies. Essa alta diversidade também esta relacionada de

maneira direta com a produtividade e estabilidade do sistema.

Confirmando os resultados deste trabalho, lodos de estagbes de tratamento de
esgoto doméstico sem qualquer pré-tratamento por possuirem uma alta diversidade,
ja foram usados como in6culo de reatores hidrogenogénicos com sucesso por outros

autores, que os estudaram também apdés diversos tipos de pré-tratamentos.

Outro aspecto fundamental, € que a composicao do inéculo determina a
efetividade do pré-tratamento. E esses estresses seletivos, dependentemente da
fonte de indculo, pré-tratamentos como térmico e acido podem inativar também
bactérias hidrogenogénicas nao formadoras de esporos, ou nao eliminar
completamente a atividade de metanogénicas em lodo granular. A alteragdo da
diversidade € dependente, portanto, de fatores como, temperatura, concentracao do
acido e tempo de contato, pois estes fatores irdo determinar o grau de impacto da

perturbacao.

Desta forma, conclui-se que a diminuigdo do pH, provocada pela elevada
concentragéo de substrato, € suficiente para inibir a metanogénese, apesar de que
cada in6culo tenha um tempo de resposta diferente, a producéo de acidos organicos
que ocorre, suprime a atividade metanogénica. A aplicacdo de altas cargas
organicas a inoculos que nao estejam previamente adaptados a (como lodos de

estacdes de tratamento de esgoto domeéstico), resulta em taxa de acidogénese
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maior que a metanogénese, causando acumulagao de acidos organicos, o que inibe

o consumo de H; pelas metanogénicas hidrogenotréficas.

Foi possivel observar, também, que apenas o controle de pH provoca
mudangas na comunidade microbiana, aumentando a abundancia relativa de
algumas espécies de bactérias, e enriquecendo a comunidade com aumento da
produtividade. No entanto, sdo necessarios estudos posteriores a fim de identificar
esses microrganismos e conhecer de maneira mais detalhada suas rotas
metabdlicas, bem como os principais produtos formados além do hidrogénio. Esses
aspectos devem ser levados em conta para a aplicagdo em escala real de reatores

produtores de H, com estabilidade do sistema e redundancia funcional.
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