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Resumo

A producéo de biohidrogénio através do processfemieentacdo anaerdbia tem
recebido grande atencdo nos ultimos tempos. O oraniento das etapas da
fermentacdo anaerdbia fornece relevantes infornsag@iere o bioprocesso. Deste
modo, o objetivo deste estudo foi propor uma mdogia para analise
simultanea de sacarose, glicose, frutose e dososacitético, propibnico,
isobutirico e butirico durante o processo fermardgtor Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). As condi¢cbes cromatogra$ otimizadas foram:
coluna Aminex HPX-87H e pré-coluna, fase moével wimglo de HSQ, 0,005
mol.L™, fluxo de 1,0 mL.mitt e temperatura de %5. Sacarose, glicose e frutose
foram analisadas através do detector de indiceefiacéo, enquanto os acidos
acético, propibénico, isobutirico e butirico foramaksados através do detector
UV a 210 nm. Alguns parametros analiticos foram liagas, tais como
linearidade, seletividade, repetibilidade, precis@dermediaria, limite de
deteccdao, limite de quantificacdo, exatidao e raus
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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 baseslasombustiveis alternativos. Dentro deste
contexto, o hidrogénio ()i produzido a partir do processo de fermentacaerab&a vem ganhando
grande destaque, devido principalmente a maior ygda de H quando comparada a outros
processos bhioldgicos e a possibilidade de utiliaatgidiferentes materiais residuais como substrato
(Mathews e Wang, 2009).

O processo de fermentacdo anaerdbia consiste sl@etapas principais: hidrolise, acidogénese e
metanogénese. Na primeira etapa do processo, ibadtédroliticas convertem substratos organicos
complexos em compostos mais simples. Esta etapgEist®ma etapa limitante do processo. Na



etapa acidogénica, os produtos solUveis oriundogtdpa anterior sdo convertidos em outros
compostos, tais como acidos organicos volateisi¢dcicético, propidnico, isobutirico e butirico),
H, e CQ. A identificacdo dos acidos organicos volateismados durante o processo fornece
valiosas indicagfes do caminho metabdlico segualospmicro-organismos. Além disso, a razdo
entre os acidos acético e butirico (HAc/HBuU) poeerslacionada a producéo de, Misto que o
aumento desta razdo é acompanhada pelo aumentodig@o de k(De Saet al, 2011). A etapa
final do processo de fermentacdo anaerdbia consssmnversao, pelas arqueias metanogénicas,
do H, e 4cido acético em GH CQ. Na producéo de biohidrogénio, o pré-tratamemmit®d do

lodo tem sido empregado na tentativa de inibir ediminar as arqueias metanogénicas e
maximizar a producao de;KDe S4, 2011).

Em geral, a analise de carboidratos e acidos argénplateis em meio fermentativo anaerébio tem
sido basicamente realizada através de métodosirnéloicos (Xiao e Liu, 2009) e cromatografia
gasosa (Muet al., 2006), respectivamente. Os métodos colorimétrifamaecem apenas a
quantidade total de carboidratos (Dubetigl.,1956). Deste modo, a maior desvantagem deste tipo
de andlise consiste na dificuldade de se avalmulsineamente diferentes carboidratos (Chavez-
Servin et al., 2004). A cromatografia gasosa (CG) tem sido tradaimente utilizada para
determinar os acidos organicos volateis em amosinaslvendo lodo anaerdbio. No entanto,
devido as caracteristicas peculiares destes a¢mmsexemplo, alta polaridade, volatilidade e
solubilidade em &gua), uma etapa de derivatizagde per necessaria para obtencdo de derivados
nao-polares, os quais podem ser facilmente anakgaor CG, permitindo uma analise mais precisa
(Abaloset al.,2000).

Deste modo, metodologias analiticas simples, rapida precisas sdo desejaveis para 0
monitoramento e controle do processo fermentativ@ebio. Neste contexto, a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com modo de defecdual, detector UV-VIS (UV) e detector de
indice de refracdo (IR), tem recebido grande atede&ido a capacidade de analisar carboidratos e
acidos organicos volateis em amostras de matra@plexas. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar uma metodologia para andliseltdnea de sacarose, glicose, frutose e dos
acidos acético, propibnico, butirico e isobutireao amostras de processo fermentativo anaerébio
por CLAE, para monitoramento da producédo de biaigénio.

MATERIAIS E METODOS

Meio reacional

Utilizou-se como inéculo, lodo anaerobio oriundoEitacao de Tratamento de Esgoto Municipal
localizada no Rio de Janeiro, Brasil. Os experioefdram conduzidos em frascos tipo penicilina
de volume de 100 mL. O meio reacional foi compodt 52 mL de indculo pré-tratado
termicamente, 36,5 mL do substrato sintético ($mude sacarose 10 g)Le 1,5 mL de uma
solucdo de nutrientes. A solucdo de nutrientefeparada a partir de duas solugdes (Mg.L
solugédo 1 (KHPO, 2500, KHPO, 2500 e NHCI 20000) e solucdo 2 (FeC2000, ZnCj 50,
CuChL.2H,O 30, MnC}. 4H,0 500, (NH)sM07024.4H,0O 50, AICE 50, CoC}.6H,O 2000, HCI
concentrado 1 mL). No momento da utilizacdo dagsmwde nutrientes, 10 mL da solug&o 2 foram
adicionados a 1000 mL da solucéo 1, perfazendosatngdo Unica que foi adicionada ao frasco. O
pH do meio reacional foi ajustado para 5,5 + 0sh ¢tCl 10 mol.L* e os frascos purgados com N
por 60 segundos para manutencao das condicdesadehiose. Os reatores foram incubados em
shaker a 3% e a 100 rpm de agitagdo. Os ensaios tiveram @ume 24 horas. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. As amostras do nfeimentativo anaerobio foram centrifugadas
durante 5 minutos a 3000 rpm, e entdo filtradasme@mbrana Millipore de porosidade 0,@th
antes de serem injetadas no sistema cromatog(afi).

Instrumentacéo

Utilizou-se um cromatografo Shimadzu (Shimadzu ©rapon, Japdo) composto dos seguintes
modulos: degaseificador (modelo DGU-14A), bomba detl@ LC-10AT), auto-injetor (modelo
SIL-20A), forno para coluna (modelo CTO-10AS) e edtdr UV-VIS (modelo SPD-10AV)



conectado em série com detector de indice de &fréqmodelo RID-10A). A aquisicdo e 0
tratamento dos dados foram controlados pelo soft@éass VP 6.1 (Shimadzu, Japao).

Preparacéo das curvas analiticas

As curvas analiticas foram preparadas usando odwmétle adicdo padrdo e o método de
padronizacdo externa nos seguintes niveis de cwacén: 10, 30, 50, 70 e 100 mmét.LNa
preparacdo da curva de adicdo padréo foram utigz2dmL de sobrenadante do lodo anaerdbio
(matriz). As solucdes de ambas as curvas foramapadps em triplicata e filtradas em membrana
Millipore de porosidade 0,2@m antes de serem injetadas no sistema cromatogr@fic3). As
curvas foram obtidas por regresséo linear atrawéaétodo dos minimos quadrados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes preliminares foram realizados para seleciasacondigcbes cromatograficas iniciais para
determinacao simultanea de sacarose, glicosesé&uézido acético (HAc), acido propiénico (HPr),
acido isobutirico (HIb) e acido butirico (HBu) emtmastras do processo fermentativo para a
producao de K A condicdo cromatografica 6tima encontrada folusa Aminex HPX-87H com
pré-coluna, fase mével consistindo deSBy 0,005 mol.L*, fluxo de 1.0 mL.miit e temperatura de
55°C. A Figura lapresenta o cromatograma obtido sob as condicéeasdpara uma mistura de
padrdes adicionados a amostra de meio de cultiunadar de processo fermentativo para producgéo
de H. Sacarose, glicose e frutose foram determinadaséat do detector de indice de refracdo
(IR), enquanto os acidos organicos volateis foraterchinados através do detector UV-VIS a 210
nm.
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Figura 1: Cromatogramas da mistura de padrdes adicionadowstra de meio de cultura do processo de produgéd,.dA =
Detector UV-VIS a 210nm e B = Detector IR. Picoxasase (1), glicose (2), frutose (3), acido acéfitp acido propibnico (5),
&cido isobutirico (8) e acido butirico (7). A contacdo dos analitos adicionados foi de 100 mrfol.L

Apoés a determinacédo das condi¢cbes cromatografadgsns parametros de validagcao, tais como
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,ténde deteccdo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ) e robustez, foram avaliados.

Seletividade e linearidade

A seletividade do método foi avaliada através daparacédo entre os coeficientes angulares das
curvas analiticas obtidas pelo método de adicacipaal curvas analiticas obtidas pelo método de
padronizacdo externa. A similaridade dos coefiergngulares das curvas analiticas (Tabela 1)
indica que o método apresenta apropriada seletigida

Para avaliagcdo dos modelos propostos, foi realiaaat#élise de variancia. O teste de falta de ajuste
para as curvas analiticas apresentaram em todoasos 0 EjculadoMeNOr que o ico (2,84)
(Tabela 1), o que indica, com 95% de confianca, mfie ocorre falta de ajuste para os modelos
propostos, 0 que confere ao método aceitavel iotede (Montgomery, 2004).



Tabela 1Resultados estatisticos obtidos no célculo donpeiréd seletividade.

Analitos Coeficiente angular Coeficiente linear r caldado

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

curva analitica de padronizacéo externa (n“c8jva analitica de adicéo padréo (n=3)

Precisao

A precisédo deste método foi avaliada em dois nivepetibilidade e preciséo intermediaria. Tanto
a repetibilidade quanto a preciséo intermedianianodeterminadas através da avaliagdo do desvio
padréo relativo (RSD) calculado a partir das ad@s picos obtidos para os padrbes e para as

amostras fortificadas nos seguintes niveis de coramgio: 10, 50 e 100 mmol:L(ANVISA,

2003). A diferenca € que no caso da precisdo i@iara os estudos foram realizados 30 dias apés
os estudos iniciais. A Tabela 2 mostra que os galde RSD (%) obtidos para ambos os parametros
sdo menores que 3 % tanto para os padroes quamat@pamostras fortificadas. Deste modo, o0s
valores de RSD (%) obtidos para ambos os estudospadibilidade e precisao intermediaria séo

considerados aceitaveis (menores que 5 %) (ANVERA3).

Tabela 2/alores de RSD (%) obtidos no estudo do paranupreciséo intermedidria.

Repetibilidade

Concentracéo RSD (%) para padrdgs

(mmoI.L'l) Sacarose Glicose Frutose HAC HPr Hib HBu
10 2,30 2,65 2,99 2,08 1,86 1,17 0,83
50 1,69 1,50 2,70 1,83 1,78 1,61 1,10
100 2,49 2,60 0,97 0,54 0,77 1,14 0,97

Concentracéo RSD (%) para amostras fortificadas
adicionada (mmol.) Sacarose  Glicose  Frutose HAc HPr  Hib  HBu
10 0,88 2,32 2,17 090 284 089 1,94
50 0,63 1,05 2,28 1,80 0,76 0,88 0,76
100 1,37 1,36 2,31 0,98 1,03 1,24 2,09

Precisdo intermediaria
Concentracéo RSD (%) para padrdes

(mmoI.L'l) Sacarose Glicose Frutose HAC HPr Hib HBu
10 0,55 1,47 1,20 086 102 19 0,440
50 1,17 1,51 1,76 0,31 0,58 1,17 0,44
100 0,92 0,82 1,62 0,46 0,96 1,88 0,75

Concentracao RSD (%) para amostras fortificadas
adicionada (mmol.) Sacarose  Glicose  Frutose HAc HPr  Hib  HBu
10 1,30 0,54 0,26 199 1,43 053 0,72
50 1,93 1,53 2,36 1,02 2,12 155 1,87
100 0,97 2,45 2,19 2,53 0,20 0,85 0,59




Exatidao

A exatiddo foi determinada através da porcentagemeduperacdo de quantidades conhecidas de
analitos adicionados as amostras. Os testes dperagdo foram realizados através da adicéo de
quantidades conhecidas de padrées (10, 50 e 100.Iihmas amostras oriundas do processo
fermentativo antes do processo de centrifugacaoeste apos a adicdo dos padrbes, procedeu-se a
centrifugacdo das amostras. O sobrenadante olaiditrtado em membrana Millipore de 0,22n

e analisado por CLAE. As porcentagens de recuperabfidas foram: sacarose (99%), glicose
(113%), frutose (111%), acido acético (83%), agquopionico (71%), acido isobutirico (92%) e
acido butirico (100%). Como pode ser observadqaasentagens de recuperacdo obtidas estao
dentro da faixa de 70-120%, o que demonstra quétodun apresenta aceitavel exatiddo (Rileni

al., 2004).

Limite de deteccéo (LOD) e Limite de Quantifica¢d@oQ)

Neste estudo, o LOD e o LOQ foram determinados/é@sralos parametros das curvas analiticas
(Ribaniet al., 2004). Os valores de LOD e LOQ obtidos foram retp@mente: sacarose (0,54 e
1,80 mmol.L%), glicose (0,13 e 0,43 mmolY), frutose (0,48 e 1,59 mmolY, 4cido acético (0,28

e 0,94 mmol.[}), acido propidnico (0,68 e 2,27 mmot), acido isobutirico (0,39 e 1,32 mmof)L

e &cido butirico (0,36 e 1,19 mmot)L Os baixos valores obtidos para estes dois parasné OD |

e LOQ, permitem a determinacao precisa dos anaitobaixas concentracdes.

Robustez

Neste trabalho, a robustez foi avaliada utilizandoplanejamento fatorial completo de trés fatores
em trés niveis @: temperatura da coluna (54, 55 e 56°C), fluxdad® mével (0,9; 1,0 e 1,1
mL.min%) e concentracdo de,B80; na fase mével (4,8; 5,0 e 5,2 mmal)L Para o teste de
robustez, as amostras foram fortificadas com padde carboidratos e acidos organicos na
concentracdo de 50 mmoticada.

A Tabela 3 apresenta os experimentos realizadesgvaliacdo da robustez e os resultados obtidos
em relagcdo a porcentagem de recuperacdo. Como geEd@bservado, as porcentagens de
recuperacdo se encontram dentro da faixa de 70-1Z2¥%te modo, pequenas variacdes nos
parametros cromatograficos, tais como temperatareotina, fluxo da fase mével e concentracao
da fase movel, ndo apresentam significativas muangs valores de recuperagdo, pois estes se
encontram dentro do intervalo de referéncia (Rileaal.,2004).

Tabela 3: Resultados de robustez de amostras da fermerdag&odbia em relacdo a porcentagem de recuperacao.

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

98+534 115+524 11630 95+344 81+408 75+328 85+%5738

X;- Temperatura da coluna (°C): (-) 54; (0) 55; (6) %, Fluxo da fase mével (mL.mitx: (-) 0,9; (0) 1,0; (+) 1,1; % Concentracéo da fase movel
(mmol.L™Y): (-) 4,8; (0) 5,0; (+) 5,2média + desvio padréo (n=3)

Ferramentas de andlise estatistica (analise dénesgi— ANOVA) foram utilizadas para identificar
os efeitos significativos (Tabela 4). Um fator ipdedente possui efeito significativo sobre uma
resposta quando ele possui um p-valor < 0,05. Sidteelos indicaram que todos os fatores tiveram
efeito ndo significativo sobre as respostas degfie acido propidnico. Os fatores temperatura da



coluna (%) e fluxo da fase movel X sdo significativos para a frutose e acido isolmatj
respectivamente. A interacdo entre o fluxo e aeomacao da fase movel £Xs) apresentou efeito
significativo para a sacarose, acido acético eoabigtirico. Embora alguns efeitos tenham sido
significativos no intervalo de confianca de 95%método pode ser considerado robusto, visto que
a dispersao das respostas (porcentagem de recaiper&9o) foi relativamente baixa (Tabela 3).

Tabela 4: Resultados da anélise de variancia (ANOVA) paptaoejamento fatorial completd.3

Fatores Sacarose Glicose Frutose HAc HPr Hlb HBu
E p~ E* p E p E* p™ E p~ E* p™ E p

X1 -2,17 0,09 3,50 0,10 3,85 <0,05 -1,63 0,24 -3,34 0,19 -2,48 0,09 -2,18 0,26
X2 -1,26 0,23 -1,45 0,34 0,51 0,61 -1,16 0,36 -1,71 ,420 -4,00 <0,05 -6,13 0,05
X3 -3,07 0,05 -1,76 0,27 -2,46 0,10 -1,78 0,22 0,97 620 1,99 0,13 -1,10 0,51
XXz -1,04 0,30 3,22 0,11 -0,69 0,51 0,47 0,68 -1,65 430, -1,07 0,31 -0,23 0,88
X1X3 1,19 0,25 -0,16 0,90 2,35 0,11 -1,47 0,28 -0,91 640, -1,52 0,20 4,36 0,09
X2X3 10,26 <0,05 -2,17 0,20 2,12 0,13 6,31 <0,05 7,02 0,05 3,23 0,06 7,42 <0,05

X1XoX3 -0,85 0,37 2,37 0,18 -3,54 0,05 -1,72 0,23 -1,71 ,420 -2,82 0,07 2,06 0,28

*E = efeito; **p= p-valor

CONCLUSOES

A simultédnea determinacéo de carboidratos (sacagtisese e frutose) e acidos organicos volateis
(acidos acético, propiodnico, isobutirico e butiyipor CLAE foi aplicada com éxito em amostras
do processo fermentativo para a producdo geTbdos os parametros de validagdo do método
estudados obedeceram a faixa dos limites estatbeteqior protocolos oficiais. Deste modo, a
metodologia proposta neste trabalho pode ser dplica monitoramento da producdo de
fermentacao anaerobia.
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