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Resumo

A producgéo de biohidrogénio através do processfemmheentacdo anaerdbia tem
recebido grande destaque nos ultimos tempos. Quamimento do indculo
através de pré-tratamento elimina e/ou inibi mmmanismos consumidores de
H, ndo formadores de esporo e favorece a selecdo ide-onganismos
produtores de K dentre os quais se destacam 0s micro-organismagaero
Clostridium.Os efeitos dos diferentes pré-tratamentos do Indéeido, alcalino

e térmico) sobre o desempenho das comunidadesribaete responsaveis pela
producédo de kforam avaliados através dos niveis de expresssibideogenases
de Clostridium associados aos rendimentos maximos deobtidos. O pré-
tratamento térmico apresentou o maior rendimentd,d@,62 mol de H/mol de
sacarose) e o maior nivel de expressao das hicaegen64 vezes superior ao do
in6culoin natura,em 72 h de fermentacdo. Elevados rendimentos,dambém
foram obtidos pelos inéculos com pré-tratamental@o (3,93 mol de kWmol de
sacarose) e acido (3,85 mol deg/riol de sacarose) em diferentes tempos, 48 e
120 h, respectivamente. A razdo dos acidos acétimdirico (HAc/HBuU) auxiliou
na avaliacdo do desempenho das comunidades baatepeodutoras de,H
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INTRODUCAO

O aumento das necessidades energéticas mundidisjirruicdo das reservas de combustiveis
fésseis e o0s problemas ambientais relacionados sao continuo destes combustiveis, tém
estimulado o desenvolvimento de pesquisas basesmdasmbustiveis alternativos. Dentro deste
contexto, o hidrogénio () vem ganhando grande destaque, visto que a subustdo direta
produz uma quantidade significativa de energiderdi apenas 4@ (H, +1/20, - H,0) (Mathews

e Wang, 2009). Além disso, o hidrogénio apresemta elevada densidade energética (da ordem de
143 KJ.gY), sendo aproximadamente trés vezes superior quemuiparada aos combustiveis a
base de hidrocarbonetos pesados e pode ser uiiliicelamente como combustivel em motores de
combustdo ou em células a combustivel (Das e \fgrmird008).



Os processos biologicos para a producdo det@rh despertado grande interesse, devido a
possibilidade de utilizacdo de fontes renovaveisedergia, bem como o reaproveitamento de

materiais residuais, diminuindo assim a quantiddelesubprodutos gerados nas industrias. Além

disso, estes processos sao geralmente operadoperétura e pressdo ambientes, levando assim a
um menor consumo de energia e a balancos enegéioaraveis (Das e Veziroglu, 2001).

O hidrogénio bioldgico, também conhecido como liatgénio, pode ser produzido através dos
seguintes processos: biofotolise direta da aguzptbiise indireta da agua, foto-fermentacéo,
fermentacdo anaerdbia e através de sistemas ldbfiKiday, 2011). Dentre estes sistemas, a
producdo de hidrogénio por fermentacdo anaerolom se destacado, devido principalmente a
maior producdo de Hquando comparada aos outros processos biologicopassibilidade de
utilizacao de diferentes materiais residuais coufissato (Mathews e Wang, 2009).

Durante a fermentacdo anaerObia, substratos rioosmatéria organica sao convertidos em
compostos mais simples, tais como acidos orgamaidgeis, H e CQ. A identificacdo dos acidos
organicos volateis formados durante o processoedmeintacdo anaerobia revela informacoes
importantes sobre o caminho metabdlico seguidospei@ro-organismos. Além disso, a maior
producado tedrica de JHpode ser associada com a formacédo de acido ac#ino produto da
fermentacdo, visto que neste caso, € possivel atited mol de KHpor mol de sacarose consumida
(reacdo 1). O mesmo ndo acontece quando o acidocbué obtido como produto, ja que o
rendimento tedrico maximo diminui para até 2 molHigpor mol de sacarose consumida (reacéo
2). No entanto, na pratica, elevados rendimentad,d&o obtidos quando se observa a producgéo
da mistura dos acidos acético e butirico como pozdda fermentacdo anaerdbia (Leeinal.,
2004). Além disso, estudos prévios mostram quezaorantre o acido acético (HAc) e o acido
butirico (HBu) pode ser relacionada a producéo gevisto que um aumento da razdo HAc/HBuU é
acompanhada por um aumento da producéo,deeiSéet al.,2011).

Cy,H »,0;; +5H,0 — 4CH,COOH +4CO, +8H, (1)
CyoH 2,044 + H,0 — 2CH,CH,CH,COOH +4CO, +4H, (2)

Estudos na literatura mostram que micro-organisomsyéneroClostridium sdo os principais
responsaveis pela producdo dend processo de fermentacdo anaerdbia (SkoniecXargeu,
2009). Estes micro-organismos dispdem de enzintaisgenases que catalisam a reacao reversivel

de oxidagdo do hidrogénio2H™ +2e” ~ H,) (Das et al., 2006). As [FeFe]-hidrogenases

normalmente ocorrem em micro-organismos produtoleesd, como 0s micro-organismos do
géneroClostridiunm enquanto as [NiFe] e [NiFeSe]-hidrogenases sfguéntemente encontradas
em micro-organismos consumidores dg Ebmo as arqueias metanogénicas (Blaal., 2006).
Recentemente o nivel de expressdo das hidrogemnasessido utilizado como indicador da
producao de KHem diferentes sistemas (Chaetal.,2008; Wanget al.,2008).

Na tentativa de inibir as arqueias metanogénicaax@mizar a producao de,Hvarios tipos de preé-
tratamento do inoculo tém sido estudados, tais cosnpré-tratamentos fisicos (térmico, aeracéo,
congelamento/descongelamento) e os quimicos (&licklino, adicdo de compostos quimicos). O
pré-tratamento do inoculo possui a finalidade diirine/ou eliminar 0s micro-organismos
consumidores de 41 bem como selecionar 0s micro-organismos prodsitate H. O pré-
tratamento 6timo para cada sistema vai dependieiideeros fatores dentre os quais se destacam o
tipo e origem do in6culo, o tipo de substrato e@slicdes empregadas durante o pré-tratamento e
durante o processo fermentativo (Reral.,2008).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliafesto de diferentes tipos de pré-tratamentos do
in6culo na producgdo de,HA raz&o entre o acido acético e o acido butifitc/HBU) e o nivel de
expressdo das hidrogenases funcionaram como impestaferramentas na avaliacdo do
desempenho das comunidades bacterianas produekas d



MATERIAIS E METODOS

Inéculo

Utilizou-se como inéculo, lodo anaerobio oriundoEitacao de Tratamento de Esgoto Municipal
localizada no Rio de Janeiro, Brasil. O teor dedsdl suspensos volateis (SSV) do inéculo foi
obtido de acordo com normas recomendadas por netdais (Standard Methods, 1998).

Pré-tratamento do inoculo

Neste trabalho foram avaliados trés tipos de @t@tmento do indculo: térmico (o indculo foi

aquecido a 100°C durante 60 minutos), alcalinaHap inéculo foi ajustado para 12 com NaOH 5
mol.L?, sendo mantido durante 60 minutos, apds este tempd foi ajustado a 7 com HCI 10

mol.L'™Y) e &cido (o pH do inéculo foi ajustado para 2 dé@l 10 mol.L!, sendo mantido durante

60 minutos, ap6s este tempo o pH foi ajustado@¥ daOH 5 mol.[}).

Meio reacional

Os experimentos foram conduzidos em frascos tipociea de volume de 100 mL. O meio
reacional foi composto de 52 mL do in6cidonaturaou pré-tratado (térmico, acido ou alcalino),
36,5 mL do substrato sintético (solucdo de sacaldsey.l') e 1,5 mL de uma solucdo de
nutrientes. A solucdo de nutrientes foi preparadsawir de duas solucdes (m)L solucdo 1
(KH2PO, 2500, KHPO, 2500 e NHCI 20000) e solucao 2 (Fef2000, ZnC} 50, CuC4.2H,0 30,
MnCl,. 4H,0 500, (NH)sM070,4.4H,0 50, AICE 50, CoC}.6H,O 2000, HCI concentrado 1 mL).
No momento da utilizacdo da solucéo de nutriedi@snL da solucdo 2 foram adicionados a 1000
mL da solucédo 1, perfazendo uma solucéo Unica guadicionada ao frasco reacional. O pH do
meio reacional foi ajustado para 5,5 + 0,1 com HCMmol.L'*. Para manutencéo das condicées de
anaerobiose, 0s reatores anaerobios foram purgadositrogénio por 60 segundos cada e entéo
vedados. Os reatores foram incubados em shakePGi &% 100 rpm de agitacdo. Os ensaios
tiveram duracdo de 120 horas, com amostragens do fie@nentativo e do biogas produzido
realizadas ap0s 24, 48, 72 e 120 h de fermentdgQéos os ensaios foram realizados em triplicata.

Andlises cromatogréficas

As andlises dos carboidratos (sacarose, glicoset@sé) e dos acidos organicos volateis (acidos
acético, propidnico, isobutirico e butirico), pm®s no meio fermentativo, foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE —iladzu LC-10AT), empregando metodologia
desenvolvida para o presente trabalho (De S&, 28l1ahalise dos componentes do biogas, (H
CH, e CQ) foi realizada por Cromatografia Gasosa (CG —&dilCG6890) (De S4&, 2011).

Andalises microbiologicas

Extracdo de DNA e RNA

O DNA gendmico do pool bacteriano foi extraido effrado usando &it DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen Sciences, USA). O RNA total do pool baatewifoi extraido usando Kit RNeasy Plant
Mini (Qiagen Sciences, USA). Os procedimentos de anthasteacdes foram realizados de acordo
com as instrucdes dos respectivos Kits.

Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

A andlise qualitativa do DNA extraido do pool baeteo foi realizada através da técnica de PCR
empregando-seprimers especificos para o gene 16S rRNA @dostridium sp. (16S-f:
AGCGTTGTCCGGATTTACTG e 16S-rr TTCGCCACTGGTATTCTTCCg para 0 gene
hidrogenase de Clostridium sp. (HG-f: AAGAAGCTTTAGAAGATCCTAA e HG-r:
GGACAACATGAGGTAAACATTG) (De Sa, 2011).

RT-PCR em tempo real
A analise do nivel de expressao do gene hidrogeoasealizada utilizando a RT-PCR em tempo
real em dois estagios: a sintese do cDNA seguidCiaem tempo real (De S4&, 2011).



Contagem de bactérias anaerodbias

A contagem das bactérias anaerobias do meio feathemtfoi baseada na técnica dos tubos
multiplos para determinagdo do numero mais provéM&iP), empregando-se meio especifico
(Standard Methods, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sacarose, utilizada como substrato para as esférmentativas, foi consumida ao longo de 120
h de fermentagdo pelos micro-organismos presem&sndculosin naturae pré-tratados (acido,
alcalino e térmico). A Figura 1 apresenta a ciaétie consumo da sacarose no meio fermentativo.
O inéculoin naturaapresentou uma maior velocidade de consumo dacsacguando comparado
aos inoculos pré-tratados, 0 que pode estar ageoai fato do indculin naturando passar por
nenhum tipo de pré-tratamento para selecdo de +oiganismos, o que lhe confere uma maior
populacdo microbiana. O inéculo com pré-tratameidmo apresentou um perfil cinético de
consumo da sacarose similar ao do in6dnloatura. Possivelmente, hA um menor impacto deste
tipo de pré-tratamento frente as bactérias fernigata pois estas ja sdo habituadas a ambientes
acidos no processo natural de fermentacédo anagd@vi@o a etapa de acidogénese. O inéculo pré-
tratado termicamente apresentou uma menor veloeidé consumo da sacarose quando
comparado aos outros dois indculos pré-tratadgsiegpode estar relacionado ao maior impacto do
choque térmico frente a alteracdes no pH do meimdetativo. Estes resultados podem ser
confirmados pela contagem de bactérias anaerébiaseio fermentativo: indculm natura(> 2,4

x 10" NMP.mL%), inéculo com pré-tratamento térmico (2,3 ¥ NMP.mL?Y), inéculo com pré-
tratamento alcalino (4,3 x ioNMP.mLY) e inéculo com pré-tratamento &cido (> 2,4 X°10
NMP.mL?.
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Figura 1: Cinética de consumo da sacarose no meio fermemtad longo de 72 h de fermentacéo, a partir de
diferentes in6culos.

Na avaliacdo dos metabdlitos produzidos durant@ocesso fermentativo foi possivel observar
apenas a formacdo dos acidos acético e butirigerisdo deste modo a fermentagdo do tipo
butirica para todos os inoculos utilizadas fQatura e pré-tratados). A Tabela 1 apresenta os
rendimentos méaximos de,H as razdes HAc/HBu obtidas no processo fermeotafi possivel
observar uma correlacéo entre as razées HAc/HBad@mloin naturae as razées HAc/HBuU dos
in6culos pré-tratados com o0s respectivos rendinsed® H. Os indculos com pré-tratamento
térmico e alcalino apresentam valores de HAc/HBuopse maiores que os valores de HAc/HBu do
indculoin naturag ao longo das 120 h de fermentacdo. Os valorésAdéHBu para o indéculo com
pré-tratamento acido em 24 e 48 h sdo similarevaoses de HAc/HBu do in6culo natura e



nos tempos de 72 e 120 h os valores sdo supenooegportamentos similares sdo observados na
analise dos rendimentos maximos ge H

Tabela 1: Concentracdo dos metabdlitos formados durante hL2i@ fermentacdo utilizando inécuip natura e
inoculos pré-tratados (térmico, alcalino e acido).

Tempo de Indculc In nature In6culo com pr-tratamento térmic
fermentagdo (N)  pac"  HBUY  HACHBU  H,” HAc* HBU  HAGHBU  H,”
24 10,29 9,91 1,04 3,04 16,82 10,31 1,63 3,65
48 10,95 13,40 0,82 3,65 17,48 13,66 1,28 4,22
72 7,14 10,05 0,71 2,30 16,05 14,08 1,14 4,62
120 9,86 10,98 0,90 0,87 13,06 13,96 0,94 1,27
Tempo de Inéculo com pr-tratamento alcene Inéculo com pré-tratamento acido
fermentagdo (N)  pac"  HBUY  HACHBU  H,” HAC  HBU  HAGHBU  H,”
24 16,28 9,38 1,74 3,19 8,02 7,36 1,09 3,05
48 19,03 9,67 1,97 3,93 10,97 13,74 0,80 3,54
72 20,51 11,26 1,82 3,78 13,65 15,81 0,86 2,79
120 16,76 15,08 1,11 2,42 8,99 8,44 1,06 3,85

*Concentragdo = mmd}. Rendimento maximo dez# mol de H/mol de sacarose

Como pode ser observado na Tabela 1, no tempo de 4o é possivel observar diferencas
significativas com relacdo a producao depélos in6culosn natura e pré-tratados. Todos eles
apresentaram perfis similares de aumento de prodied} de 24 a 48 h de fermentacao. A partir
de 48 h, diferentes comportamentos sao observ&asoculoin naturae o indéculo com pré-
tratamento alcalino apresentam seus maiores rentbsiem 48 h, 3,65 e 3,93 mol deg/Hol de
sacarose, respectivamente. O in6culo com pré-teattoracido apresenta uma queda de 20% na
producdo de KHem 72 h, e um aumento de aproximadamente 30% @nh.1Este tipo de pre-
tratamento talvez seja interessante para processumuos, abrindo possibilidades para estudos
posteriores. O in6culo pré-tratado termicamentessrta os maiores rendimentos de producéo de
H. ao longo de 95 h de fermentacéo, sendo o rendinmeaximo (4,62 mol de #mol de sacarose)
obtido no tempo de 72 h. Neste tempo, o inéculetnatédo termicamente apresenta rendimento de
H. 46% superior ao observado no indcuionaturano tempo de 48 h. Deste modo, dentro das
condicOes estudadas, o pré-tratamento térmico@uwlo, apresentou-se como 0 mais promissor na
producao de H

Estudos prévios mostram que micro-organismos dergétlostridium sdo capazes de esporular
quando em condi¢fes hostis resistindo deste magldigersos tipos de pré-tratamento do in6culo
(Chonget al., 2009). O desempenho deste tipo de micro-organismsistema fermentativo para
producdo de Kesta relacionado ao gene hidrogenase (Baghcheksdral., 2008; Hafezet al.,
2010). Dentro deste contexto, um estudo prelim@embiologia molecular através de PCR com
primers para deteccdo do gene 16S rRNA e gene hidrogereas¥odtridium foi realizado. A
amplificacdo dos produtos para o gene 16S rRNAufgi@A) e para o gene hidrogenase (Figura
2B) mostram qualitativamente a presenca de miggarosmos do géner@lostridiume a presenca
de hidrogenases delostridium para todas as condi¢cdes estudadas (inGouttaturae inodculos
pré-tratados) apos 72 h de fermentagéo, respeciviam
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Figura 2: Produtos de PCR para as amplificacdes dos geAp<LIpstridiumsp. 16S rRNA e (B) hidrogenase de
Clostridiumsp.. M = marcaddcow DNA Mass LaddeAl = indculoin naturaapés 72 h de fermentacao; A2 = inéculo
com pré-tratamento acido apds 72 h de fermenta&doz= in6culo com pré-tratamento alcalino ap6s 72léeh
fermentacéo e A4 = in6culo com pré-tratamento téorapds 72 h de fermentacao.

Baseado nos resultados obtidos, um estudo subdequtiizando RT-PCR em tempo real foi
realizado, para se determinar o nivel de expredsd@ene hidrogenashy(d nas amostras apos 72

h de fermentacdo em todas as condi¢cbes estudadasli@iin naturae inoculos pré-tratados). Os
dados quantitativos obtidos por RT-PCR em tempb s&a apresentados na Figura 3. Todas as
amostras dos inoculos pré-tratados apdés 72 h deefeacdo (A2, A3 e A4) apresentaram
acentuados niveis de expresséo do gene hidroggnasdo comparadas ao indcutonatura O
indculo pré-tratado termicamente (A4) apresentawa®r nivel de expressdo, aproximadamente 64
vezes maior que o indcula natura (Al). Menores niveis de expressao foram observpdos o
in6culo com pré-tratamento acido e para o inécum @ré-tratamento alcalino, 15 e 49 vezes
maior que o inéculon natura respectivamente. Comportamentos semelhantes feesificados
com relacdo aos rendimentos maximos debtidos: térmico (4,62 mol deyihol de sacarose) >
alcalino (3,78 mol de ¥mol de sacarose) > acido (2,79 mol dg¢nibl de sacarose) im natura
(2,30 mol de HFmol de sacarose). Estes resultados demonstramci@nefa dos pré-tratamentos
efetuados para a sele¢cdo de micro-organismos resutle H e corroboram a relagéo direta entre
a expressao do gene hidrogenase e a producée. deTdbela 2 apresenta alguns estudos sobre a
avaliacdo de diferentes métodos de pré-tratamentodtulo para producéo de.H

Nivel de expressédo do gene hidrogenase

Al A2 A3 A4

Figura 3: Nivel de expressdo do gene hidrogenase. Al = indownaturaapos 72 h de fermentagéo; A2 = inoculo
com pré-tratamento acido ap6s 72 h de fermenta&8os in6culo com pré-tratamento alcalino apds 72ieh
fermentacéo e A4 = indculo com pré-tratamento t&orapos 72 h de fermentagéo.



Tabela 2: Estudos de métodos de pré-tratamento de inécubograducao de fvia fermentacdo anaerdbia.

. Modo 0 Tempo de Pré-tratamentos Pré-tratamento Rendimento .
Inéculo Substrato pH Temperatura™C) ~ o L Referéncias
reator fermentacgéo (h) testados otimo méximo de H
Lodo de planta de A L
tratamento de aguas Glicose Batelada - 35 50 Terr_mco, aC'dOL Aeracdo 1,96 mol (.je RENetal.,
N e alcalino e aeracgéo H./mol de glicose 2008
residuais municipais
. Térmico, acido,
Lodo de digestor . - alcalino, quimico, - 1,78 mol de WANG E
anaerébio de Glicose Batelada pH inicial 7 35 36 e " Térmico X
adicao de cloroférmio H,/mol de glicose WAN, 2008
tratamento de esgoto ~
e aeracao
Lodo anaerdbio de Alcalino, &cido,
reator de producao L i adicdo de BESA*, 1,96 mol de O-THONGet
de biogas de fabrica Sacarose Batelada pH inicial 5,5 60 choque de carga e Choque de carga H,/mol de hexose  al., 2009
de 6leo de palma térmico
Lodo anaerdbio de
reator de tratamento _— .
de efluente de Sacarose Batelada pH controlado 35 60 Term|c,0,.alcalln0 e Térmico 4 mol de H/mol MU et al.,
em5,5 acido de sacarose 2007
processamento de
soja
Térmico, aeracao,
Lodo de digestor 12 patelada: 120 acido, alcalino, 6,12 mol de ZHU E
anaeroébio de Sacarose Batelada - 35 ; adicéo de Alcalino H./mol de BELAND,
22 batelada: 120 . .
tratamento de esgoto iodopropano e adicédo sacarose 2006
de BESA*
Lodo anaerdbio de
© L . 4,62 mol de
estacdo de L Térmico, alcalino e o ’ NESTE
tratamento de Sacarose Batelada pH inicial 5,5 35 120 acido Térmico I-;g(g%gg TRABALHO

esgoto




CONCLUSOES

Todos os pré-tratamentos testados (acido, alcaligomico) foram eficientes na selecao de micro-
organismos produtores de, Wisto a maior producdo de,Hlos in6culos pré-tratados quando
comparados ao inécula natura O pré-tratamento térmico foi 0 mais promissovidi® ao maior
rendimento obtido no tempo de 72 h, 4,62 mol démidl de sacarose, frente aos outros preé-
tratamentos testados. O elevado nivel de expressagene hidrogenase no inoculo pré-tratado
termicamente, corrobora a relacao direta entrgpeeegao do gene hidrogenase e a produc¢ae.de H
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