UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FRANCIELE PEREIRA CAMARGO

CARACTERIZACAO TAXONOMICA E FUNCIONAL DA COMUNIDADE
MICROBIANA ENVOLVIDA NA OBTENCAO DE BIOGAS E OUTROS
COMPOSTOS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO A PARTIR DE RESIDUOS
DO PROCESSAMENTO DE CITROS/LARANJA

Séo Carlos-SP
2021






FRANCIELE PEREIRA CAMARGO

CARACTERIZACAO TAXONOMICA E FUNCIONAL DA COMUNIDADE
MICROBIANA ENVOLVIDA NA OBTENCAO DE BIOGAS E OUTROS
COMPOSTOS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO A PARTIR DE RESIDUOS
DO PROCESSAMENTO DE CITROS/LARANJA

Tese apresentada a Escola de Engenharia de Séo Carlos da
Universidade de S&o Paulo, como parte dos requisitos
necessarios para obtencado do titulo de Doutora em Ciéncias:

Engenharia Hidréulica e Saneamento.

Orientadora: Dra. Maria Bernadete Améancio Varesche

Co-orientadora: Dra. lolanda Cristina Silveira Duarte

VERSAO CORRIGIDA
Séo Carlos-SP
2021



AUTORIZO A REPRODUCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO,
POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS
DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha catalografica elaborada Biblioteca Prof. Dr. Sérgio Rodrigues Fontes da
EESC/USP com os dados Insen%.gsa pelo(a) autor(a).

Camargo, Franciele Pereira

ci72¢c Caracterizagdo taxbnomica e funcional da
comunidade microbiana envolvida na obtencdo de bicgés e
outros compostos de interesse biotecnolégico a partir
de residuos do processamento de citros/laranja /
Franciele Pereira Camargo; orientadora Maria Bernadete
Amdncio Varesche; coorientadora Iclanda Cristina
Silveira Duarte. S&o Carles, 2021.

Tese (Doutorado) = Programa de Pds~Graduagdo em
Engenharia Hidraulica e Saneamento e Area de
Concentraglic em Hidraulica e Saneamento -=- Escola de
Engenharia de S3o Carles da Universidade de $3o Paulo,
2021,

1. Acetogénese. 2. Bicmassa lignocelulésica. 3.
Caracterizacdo metataxendmica. 4. Limoneno. 5.
Metagendmica shotgun. 6. Planejamento Fatorial. I.
Titulo.

Eduardo Graziesi Silva - CRB - 8/8907



FOLHA DE JULGAMENTO

Candidato: Licenciada FRANCIELE PEREIRA CAMARGO.

Titule da tese: "Caracterizagdo taxénomica e funcional da oblencao de
biogds e oufros composios de inleresse biotecnoldgico o partir de residuos
do processamento de citros/laranja™.

Data da defesa: 11/03/2021,

IssGo Jul a Resultado

Profa. Associada Maria Bernadete Amancio Varesche Silva Q e
(Orientadora)

|Escole de Engenharia gé Sao Carlos/EESC-USP)

Prof. Titular Marcelo Zaiat s “_\_ :
(Escolo de Engenharia de $&o Corlos/EESC-USP)

Profa, Dra. Tania Forster Carneiro < ._tx'\ﬁ\[ (‘_\c.\_&,_
(Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP)

Prota. Dro. Siivana de Queiroz Silva Q‘% \M\é‘;;‘u
[Universidade Federol de Ouro Preto/UFOP)

Profa. Dra. Fabiana Fantinatti Garboggini Q"%\W C‘*}‘K’--

[Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP)

Coordenador do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Hidraulica e
Saneamento;

Prof. Dr. Eduardo Mario Mendiondo

Presidenie da Comissao de Pés-Graduag@o:
Prof. Tiluler Murilo Arauje Romero






Dedicatoria

A todos os brasileiros que, mesmo em tempos dificeis,
continuam acreditando e lutando pela pesquisa cientifica e

pelo ensino pablico de qualidade em nosso pais.






AGRADECIMENTOS

Aqueles que realizaram um doutorado sabem que nem sempre é facil ou divertido,
e que, definitivamente, ndo € possivel ter sucesso sem muito apoio, ajuda, orientagdo,
compreensdo, companheirismo e incentivo das pessoas a seu redor. Mas estes sabem
também que poucas coisas neste caminho sao mais gratificantes que olhar para tras e ver
que nada disso ficou em falta. Aproveito esta secdo para humildemente mencionar as
pessoas que me proporcionaram este enorme sentimento de gratidao.

A minha orientadora, Prof. Dr. Maria Bernadete Amancio Varesche, pela confianca
depositada em mim ao longo dos anos, correcdo minuciosa dos trabalhos e apoio nas
dificuldades enfrentadas ao longo da pesquisa. A minha co-orientadora, Prof. Dr. lolanda
Silveira Duarte, a todo o auxilio prestado e a recomendacéo a Prof. Bernadete. Ao Prof. Dr.
Edson Luiz Silva (Tininho), a grande participagdo em minha pesquisa e colaboragdo ao
longo do processo de escrita.

Ao imensuravel apoio técnico de Maria Angela Adorno, Carolina Sabatini, Isabel
Sakamoto, Eloisa Pozzi, Juliana Custddio e Fernando Moura, por toda ajuda, colabora¢Ges
e agradavel convivéncia nestes anos. Aos professores do Laboratério de Processos
Biologicos (LPB), Prof. Dr. Eugénio Foresti e Marcelo Zaiat, as enriquecedoras discussfes
durante as pausas para o café.

A Université Paris-Saclay, Institut National de Recherche pour [’Agriculture,
[’Alimentation et [’Environnement (IRSTEA/INRAE), e a todo grupo de pesquisa
PRocédés biOtechnologiques au Service de 1’Environnement (PROSE), a gentileza e
carinho com que me acolheram ao longo de meu intercdmbio na Franca, especialmente a
minha supervisora de estagio, Dr. Ariane Bize, e ao bioinformata Dr. Cédric Midoux, por
toda paciéncia com que me ensinaram as ferramentas de bioinformaética e auxiliaram na
analise de dados de sequenciamento, nos artigos cientificos e no idioma.

Ao Syndicat Interdépartemental Pour [I'Assainissement de [I'Agglomération
Parisienne (SIAAP), a confianca e parceria no projeto Modélisation, Contréle et
Optimisation des Procedés d Epuration des Eaux (MOCOPEE), e a todos os demais
pesquisadores participantes, especialmente a responsavel Dr. Céline Roose-Amsaleg.

Ao MIGALE Bioinformatics Facility (doi: 10.15454/1.5572390655343293E12), ao
apoio concedido com as ferramentas computacionais armazenamento das sequéncias de
metagendmica shotgun, especialmente aos bioestaticistas Dr. Mahendra Mariadassou, Dr.

Valentin Loux e Dr. Cédric Midoux.



A Usina Sdo Martinho (Praddpolis- SP) por conceder o lodo granular termofilico
de reator anaerdbio aplicado ao processamento de vinhaca de cana-de-agUcar, utilizado
como indculo nesta pesquisa, e aos colegas responsaveis por coletar este material.

A Prof. Dr. Maria do Carmo Calijuri e a técnica do Laboratério de Biotoxicologia
de Aguas Continentais e Efluentes (BIOTACE), Adriana Miwa, por gentilmente conceder
acesso ao moinho de facas (Wiley TE-650/1).

Ao técnico da Central de Analises Quimicas e Instrumentais (CAQI) do Instituto de
Quimica de Séo Carlos (IQSC), Aldimar Constante, pelo auxilio no processamento das
amostras de Espectrometria de Infravermelho por Transformada Fourier (FT-IR).

Ao Prof. Dr. Arnaldo Sarti e ao técnico Alberto Camilo Alécio, do Departamento
de Bioquimica e Tecnologia Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista
(UNESP Araraquara), a receptividade e auxilio nas analises de quantificacdo de limoneno.

A cuidadosa leitura e sugestdes dos membros da minha banca de qualificagéo, Prof.
Dr. Sandra Imaculada Maintinguer e Prof. Tit. Marcelo Zaiat. Aos membros titulares da
banca de defesa desta tese, pelo pronto aceite e pelas colaboracbes que ajudaram na
melhoria da versdo final desta pesquisa: Prof. Dr. Tania Forster Carneiro, Profa. Dra.
Silvana de Queiroz Silva, Prof. Tit. Marcelo Zaiat e Prof. Dr. Fabiana Fantinatti
Garboggini. Agradeco ainda aos membros suplentes pela disponibilidade.

Ao Dr. Tiago Palladino Delforno, a ajuda fornecida em todo o processo de
intercambio, por facilitar o meu primeiro contato com minha supervisora do exterior, ajuda
na elaboracdo do projeto de pesquisa, burocracias de visto, moradia e demais dificuldades
relacionadas a estadia em Paris.

A todos os colegas do LPB/SHS, tanto aos que me ajudaram direta ou indiretamente
incontaveis vezes na rotina do laboratdrio, quanto aos que, além disso, me ofereceram
companheirismo e amizade. Agradeco aos amigos Jean Oliveira, Mirabelle Cunha, Rachel
Costa, Adriana Maluf, Camila Rabelo, Alana Moura, Carol Granatto, Carol Garcia,
Cristiane Arruda, Guilherme Soares, Elis W. Nogueira, Jamille Sandes, Tiago Cebola, Elias
Neto, Felipe Augusto e Lidia Moura. Em especial, agradeco as “Bernadete’s”, Raissa
Mazareli, Alejandra Villas e Fabricio Motteran, a amizade e ajuda inestimavel no inicio e
ao longo de minha pesquisa.

Aos amigos Henrique Dornelles (e nosso anexo felino, Mabel), Marina Gomes e
Schayanna Macario, cuja amizade foi meu porto seguro enquanto estive em Sao Carlos, e

cujo apoio e carinho foi o0 que me manteve forte nos eventuais obstaculos.



Aos queridos amigos do intercambio, Tugg¢e Katipoglu, Subrata Dev, Aya Bahi,
Lays Leonel, Stephane Benmaddi, Florent Bouchon e Francesc Puig-Castellvi, os quais me
ensinaram a conviver, respeitar e principalmente a rir muito de toda nossa bela diversidade
cultural, pois agora sei que nunca estarei S6 em nenhum canto do mundo.

A todos 0s meus amigos e amigas, a compreensdo com minhas auséncias ao
decorrer desta longa jornada académica, e que continuaram ao meu lado em todos estes
anos. Mais do que especialmente, agradeco a Luiza Alves, Daniela Martins Alves e Luis
Salles, ao qual sou eternamente grata pois, além da valiosa amizade, sempre me socorreu
em minhas dificuldades com estatistica e linguagem de programacao.

Ao0s meus pais, Alzira e Walter, minha irma Ellen, meu cunhado André, e nossas
preciosidades caninas Frida e Nina (em memaria), ao apoio e compreensdo que sempre tive
em todas as decisdes e caminhos que percorri em toda minha vida. Serei eternamente grata
a confianga e amor irrestrito que sempre me ofereceram. Ser familia de vocés sempre sera
meu titulo mais valioso.

As agéncias de fomento Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES, cddigo 001) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPQ).

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), a bolsa de
doutorado (processo n° 2017/01722-0), bolsa de Estagio em Pesquisa no Exterior (BEPE
processo n° 2018/26182-1), e suporte financeiro via Projeto Tematico (processo n°
2015/06246-7) concedidos, sem 0s quais esta pesquisa nao seria possivel.

Por fim, refor¢o que estar em um programa multidisciplinar nos obriga o tempo
todo a sair da nossa zona de conforto, portanto, agradeco a todos onde encontrei este
conforto e que me ajudaram de alguma forma na realizacdo desta pesquisa e em minha

trajetéria. Muito obrigada!

“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes”.

Isaac Newton


https://www.pensador.com/autor/isaac_newton/




“Eu me seguro em minha palavra,
em minha mao, em minha lavra”

O Rappa






RESUMO
CAMARGDO, F. P. Caracterizacao taxénomica e funcional da comunidade microbiana
envolvida na obtencdo de biogés e outros compostos de interesse biotecnoldgico a
partir de residuos do processamento de citros/laranja. 312 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Escola de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2021.

A recuperacao de energia a partir de biomassa lignocelulésica, como os residuos sélidos de
citros (RSC), vem sendo estudada como alternativa para seu reaproveitamento. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar a utilizacdo de RSC como substrato para a obtencdo de H> e
demais bioprodutos em reatores em batelada, bem como caracterizar a comunidade
microbiana envolvida neste processo. Foi possivel obter um consorcio autdctone por meio
da autofermentacdo do RSC, além de isolar uma cepa similar a Enterococcus casseliflavus
(99%), e obter os parametros cinéticos de seu crescimento em glicose, como crescimento
especifico (u= 0,35 h), tempo de geracdo celular (Tg= 1,98 h'l), potencial maximo de
concentragdo de Hz (P= 9,1 mmol H2.L?), velocidade especifica maxima de obtencéo de
Hz (Rm= 1,99 mmol H..L1) e tempo de inicio da obtencdo de H. (A= 4,08 h). Na etapa
seguinte, foram avaliados dois diferentes pré-tratamentos, sendo que a maior concentracdo
de Hz ocorreu nos reatores contendo RSC in natura (13,31 mmol H..L?), quando
comparado a hidrotermdlise (P= 8,19 mmol H..L?) e deslignificacdo alcalina (P= 7,27
mmol Hz.L™Y). Por meio do método de Plackett & Burman, foram avaliadas as variaveis pH
(5,5, 7,0 e 8,5), temperatura (30, 37 e 44 °C), concentracdo de inéculo al6ctone (1, 2 e 3
gSTV.L1) ede RSC (5, 10 e 15 g.L 1), volume do headspace (40, 50 e 60%) e componentes
do meio de cultura, como extrato de levedura (0, 0,5 e 1 g.L?), CaCOs (0, 2,5e 5 g.L™D),
NaCl (0,2,5e5g.L™) e peptona (0, 2,5e 5 g.L ). O pH, concentragéo de indculo e substrato
(RSC) foram as varidveis significativas. A condicdo 6tima estabelecida por meio de
Delineamento do Composto Central Rotacional foi de 4 gSTV.L* de indculo (lodo granular
aplicado ao processamento termofilico de vinhaga de cana-de-agtcar), 29,8 g.L* de RSC e
pH 8,98, com P= 48,47 mmol H..L. A partir do sequenciamento shotgun, foi possivel
confirmar a partir da expressdo génica diferencial que as vias de degradacéo da celulose
pela via acetogénica foram superexpressas nos reatores otimizados, sendo Clostridium e

Paraclostridium os géneros mais abundantes.

Palavras-chave: Acetogénese; Biomassa lignocelulosica; Caracterizagéo

metataxondmica; Limoneno; Metagendmica shotgun; Planejamento Fatorial.






ABSTRACT
CAMARGO, F. P. Taxonomic and functional characterization of the microbial
community involved in obtaining biogas and other compounds of biotechnological
interest from citrus peel waste. 312 p. Thesis (Doctor of Science) — Sdo Carlos School of

Engineering, Univesity of S&o Paulo, Sdo Carlos, Brazil, 2021.

Energy recovery from lignocellulosic biomass, such as citrus peel waste (CPW), has been
studied as an alternative to its reuse. This research aimed at evaluating the use of CPW as
substrate to obtain H> and other by-products in batch reactors, as well as characterizing the
microbial community involved in this process. It was possible to obtain an autochthonous
consortium through the self-fermentation of CPW, in addition to isolating a strain similar
to Enterococcus casseliflavus (99%), as well as obtaining its growth kinetic parameters in
glucose, namely specific growth (u= 0.35 h), generation time (Tg= 1.98 h1), maximum H.
concentration potential (P= 9.1 mmol Hz.L™!), maximum H: production rate (Rm= 1.99
mmol H2.ht) and starting time of H, production (A= 4.08 h). The effect of hydrothermolysis
(180 °C; 15 minutes) and alkaline delignification (NaOH 5 mol.L; 1% H2O; 24 hours)
pretreatments in CPW were evaluated, where it was observed that the H» obtainment was
higher in reactors containing fresh CPW (13.31 mmol H..L) when compared to
hydrothermolysis (P = 8.19 mmol H.L?) and alkaline delignification (P = 7.27 mmol Ha.L"
1. By means of applying the Plackett & Burman statistical method, the variables pH (5.5,
7.0 and 8.5), temperature (30, 37 and 44 °C), inoculum (1, 2 and 3 gSTV.L™) and CPW (5,
10 and 15 g.L™) concentrations, headspace volume (40, 50 and 60%) and components of
the culture medium were evaluated, namely yeast extract (0, 0.5 and 1 g.L ), CaCOs, NaCl
and peptone (0, 2.5 and 5 g.L1) concentrations, with pH, inoculum and CPW concentration
the most significant variables. The optimal condition established by the Rotational Central
Composite Design was 4 gSTV.L? of inoculum (sludge of sugarcane vinasse anaerobic
treatment), 29.8 g.L* of CPW and pH 8.98, with maximum production of 48.47 mmol Ha.L-
1 After the shotgun sequencing, it was possible to confirm, from differential gene
expression, that the cellulose degradation acetogenic pathways were overexpressed in the

optimized reactor, with Clostridium and Paraclostridium the most abundant genera.

Keywords: Acetogenesis; Lignocellulosic biomass; Metataxonomic characterization;

Limonene; Shotgun metagenomics; Factorial design.
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1. INTRODUCAO

O aumento populacional e o desenvolvimento da atividade econémica tém como
consequéncia o acumulo de residuos de origem antrOpica provenientes da atividade
domeéstica e industrial, como os residuos agroidustriais. Além disso, surge com este
desenvolvimento a necessidade de se buscar novas fontes de energia alternativas aquelas
oriundas de combustiveis fosseis. A obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico
conciliada ao uso de biomassa residual é uma das propostas que vem ganhando destaque,
minimizando os impactos ambientais de sua disposic¢ao direta no ambiente.

O uso de biocombustiveis, como o biogas (hidrogénio e metano), seria indicado
para substituicdo dos combustiveis derivados do petréleo. Sua obtencdo vem sendo
estudada a partir de diversos inéculos e substratos, como residuos alimenticios de
restaurantes (FORSTER-CARNEIRO; PEREZ; ROMERO, 2008), bagaco de cana-de-
actcar (LEITAO et al., 2013), residuos do processamento de citros (FORGACS et al.,
2012; CALABRO et al., 2016; SU; TAN; XU, 2016), entre outros. Um dos obstaculos para
a reutilizacdo de residuos sélidos orgénicos é a presenca dos componentes de dificil
degradacédo, como a celulose e a lignina, que podem restringir este processo devido a sua
dificil assimilacdo pelos microrganismos (FRUNZO; PIROZZI, 2015). Desta forma, sdo
necessarias novas possibilidades e também a otimizacdo dos métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos de pré-tratamentos e hidrdlise dos componentes lignocelulésicos dos residuos
organicos.

Os residuos industriais do processamento de citros sdo potenciais substratos para a
obtenc&o de bioprodutos, sendo o Brasil o principal produtor (CALABRO et al., 2016). O
residuo sélido de citros é composto por cascas e bagaco da fruta, sendo produzidas 500
toneladas (t) a cada 1.000 t de fruta processadas (RUIZ; FLOTATS, 2016). Considerando-
se safra de aproximadamente 92,5 mil t de residuos de frutas processadas, 44,8% sao
direcionados a compostagem, reciclagem e coprocessamento/refinamento, enquanto o
restante, aproximadamente 54,9% do residuo é considerado como excedente, sendo
destinados a incineragcdo, armazenamento local ou aterros sanitarios (KOPPAR,;
PULLAMMANAPPALLIL, 2013; CITROSUCO, 2016). Uma vez que ndo ha
padronizacdo para o reuso e disposicdo final do residuo excedente (CALABRO et al.,
2016), a abordagem de biorrefinaria vem ganhando destaque como possibilidade de
destinacdo final, conciliando seu tratamento a obtencio de biogas (LOPEZ; LI;
THOMPSON, 2010).
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Calabro et al. (2016) utilizaram diversos indculos para a obtengdo de metano a partir
de residuos de citros, tais como residuos industriais e residuos agroindustriais, sendo
obtidos os melhores resultados em experimentos em condicdo mesoéfila e reatores em
batelada; ou seja, de 33 mmol CHa4.L™. Além disso, destaca-se também a obtencio de 0,01
mmol CHa.L™ utilizando residuo pré-tratado de citros com indculo de estrume de suino e
lodo de esgoto (SU; TAN; XU, 2016). Forgacs et al. (2012) obtiveram concentracdo
maxima de 247,7 mmol CH..L™ utilizando residuo de citros tratado por explosdo a vapor
com inoculo de reator de producéo de biogas.

Outra possibilidade ¢ o uso de residuos solidos de citros como substrato
fermentativo para obtencdo de compostos de interesse biotecnoldgico (FORGACS et al.,
2012; RUIZ; FLOTATS, 2014; CALABRO et al., 2016). Todavia, destaca-se nestes
residuos a presenca de inibidores, como compostos fenolicos e limoneno, 0s quais podem
inibir o crescimento de algumas bactérias e arqueias metanogénicas (CALABRO et al.,
2016). Sendo assim, a obtencdo de microrganismos autdctones adaptados aos inibidores
pode ser fundamental para o sucesso do processo fermentativo.

A determinacdo da prevaléncia de microrganismos presentes em citros torna-se
informativa no estudo de grupos resistentes aos inibidores deste substrato, como a matriz
lignocelul6sica e, ainda, o limoneno, que vem sendo relatado como um dos obstaculos ao
seu reuso. A possibilidade de uso de consorcios ao invés de culturas puras pode ser
vantajosa, uma vez gque ha reducao de custos em manutencdo de cepas e meios especificos.
Entretanto, o entendimento da composicao do indculo € fundamental, uma vez que as cepas
isoladas podem ser aplicadas em processos de bioaumentagdo, como alternativa a melhoria
de processos biotecnoldgicos e industriais e, recentemente, na producdo bioldgica de H»
(MAINTINGUER et al., 2017).

A avaliacdo da comunidade microbiana, bem como a predicdo das enzimas
envolvidas no processo fermentativo, é fundamental para o entendimento dos mecanismos
de conversdo da biomassa residual em produtos de valor agregado, como biogas e
compostos organicos soliveis (COLOMBO et al., 2016). Uma vez que apenas uma pequena
porcentagem de procariotos € cultivavel, o uso de técnicas de biologia molecular, como o
sequenciamento de nova geracdo (NGS) aplicados a amostras ambientais sdo Uteis na
caracterizagdo destas comunidades, possibilitando o estudo de seu papel funcional e
taxénomico na degradacdo de residuos organicos (COLOMBO et al., 2016; KESKIN et al.,
2018).
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As técnicas NGS podem ser aplicadas para 0 sequenciamento massivo do gene
RNAr 16S (metabarcoding), ou ainda via metagenémica shotgun, por sequenciamento em
plataforma Illumina (GUO et al., 2015), sendo as ferramentas meta-6micas consideradas
mais informativas para o entendimento da comunidade microbiana. Por meio da
metagendmica shotgun, € possivel acessar informagfes funcionais da comunidade,
enquanto o sequenciamento massivo do gene RNAr 16S fornece informacdes diretas
apenas sobre a identidade dos microrganismos. Além disso, por meio das ferramentas meta-
Omicas tem-se a possibilidade de entendimento sobre como o consoércio microbiano se
relaciona com as variaveis operacionais, e ainda sobre as rotas metabdlicas envolvidas em
sistemas complexos de aproveitamento de biomassa lignoceluldsica (BRUCE et al., 2010;
DELFORNO et al., 2017).

Além da composicdo do inoculo, outras variaveis sdo relevantes ao processo de
obtencdo de H> em reatores anaerobios, como temperatura, pH inicial, concentracdo de
nutrientes e o tipo de substrato utilizado. Desta forma, o uso de ferramentas estatisticas
torna-se Gtil no estabelecimento das condi¢cBes operacionais 6timas para cada processo
fermentativo. A obtencdo de produtos de interesse biotecnolégico pode ser otimizada a
partir da manipulacédo das variaveis operacionais, bem como das condi¢des nutricionais do
meio de cultivo, a fim de obter condi¢cdes economicamente viaveis e com maior producgédo
do metabolito de interesse. Entretanto, uma vez que ndo ha consenso sobre as condicoes
6timas para obtencao de biogas a partir de residuos de citros, como pH, temperatura (faixa
mesofilica ou termofilica), condi¢cdes nutricionais, concentracdo ideal de indculo ou de
substrato, se fazem necessarios novos estudos acerca destas variaveis.

O método mais comum para selecdo de variaveis operacionais € o unidimensional,
ou também conhecido como “one factor at a time”, em que se varia uma categoria por vez
e as demais sdo mantidas como constantes (MATHUR et al., 2013; KORAYEM et al.,
2015; WU et al., 2018). Entretanto, este método pode ser inviavel quando hd muitas
variaveis a serem estudadas, aléem de ndo garantir que as melhores condigdes serdo
alcancadas (NAVEENA et al., 2005). O delineamento experimental de Plackett & Burman
(PLACKETT; BURMAN J.P., 1946) é ferramenta de screening de variaveis significativas
e seus efeitos em diferentes processos (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Sitthikitpanya et al. (SITTHIKITPANYA; REUNGSANG; PRASERTSAN, 2018)
analisaram o efeito de diferentes varidveis (concentracgao de substrato, enzima, inoculo, pH
e temperatura) na obtencdo de hidrogénio e metano a partir de biomassa lignocelulésica

(tronco de 6leo de palma) por Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum. Os autores
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observaram que o pH inicial e concentracdo de substrato foram as variaveis mais influentes
no processo, enquanto as demais nao foram significativas (p <0,05) e fixadas em niveis
menores, reduzindo os custos relacionados aos reagentes.

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) possibilita a obtengédo de
um modelo polinomial, que pode ser utilizado para descrever tanto o efeito de cada fator
estudado, quanto a interacdo entre diferentes fatores em uma resposta de interesse
(RODRIGUES; IEMMA, 2014), e.g., obtencdo de H. A partir do modelo de regressao, €
possivel estabelecer as condi¢des 6timas de operacdo, a fim de maximizar a obtencao do
subproduto de interesse. Villa-Montoya et al. (2020) obtiveram 29,46 mmol Hz.L™ apos
otimizacgdo usando DCCR em reatores em batelada, avaliando a concentragdo do substrato
(residuos de café), pH (4,82-8,18) e volume do headspace (33,18-66,82%). As condicdes
6timas identificadas foram pH 7,0, com 7 g.L™* de substrato e 30% de headspace, sendo
que o acido butirico foi o principal metabdlito obtido (3.838 mg.L™).

Neste contexto, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a utilizacéo de residuos
solidos de citros como substrato para a obtencdo de produtos de interesse biotecnolégico e
biogds em reatores em batelada, além de isolar, identificar e caracterizar bactérias
anaerodbias potencialmente celuloliticas a partir dos residuos de citros in natura. Para tanto,
utilizou-se os métodos estatisticos de Plackett & Burman seguido de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), além de técnicas de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) em plataforma Illumina HiSeq, via metagendmica metabarcoding e

shotgun.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS
2.1 HIPOTESE E OBJETIVO GERAL
2.1.1 Hipotese geral
Os experimentos conduzidos foram baseados na hipotese geral de que 0s residuos
do beneficiamento de citros, tanto as cascas, quanto os bagacos, devido a sua composi¢édo
rica em material lignocelul6sico, podem ser usados como substratos na digestdo anaerdbia
em reatores em batelada, possibilitando a obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico
(acidos organicos, alcoois e biogas), e como fonte de microrganismos fermentativos
autoctones potencialmente celuloliticos.
2.1.2 Obijetivo geral
O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a utilizacdo de residuos sélidos de citros
como substrato para a obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico e biogas em
reatores em batelada, além de isolar, identificar e caracterizar bactérias anaerdbias

potencialmente celuloliticas a partir dos residuos de citros in natura.

2.2 HIPOTESES E OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1 Hipotese e objetivo especifico 1

Hipdtese 1- Os residuos de citros in natura sdo fonte de microrganismos
celuloliticos e fermentativos.

Objetivo 1.1- Avaliar consorcio fermentativo de bactérias anaerdbias celuloliticas e
fermentativas a partir do enriquecimento de microbiota autdctone de residuos de citros
(cascas e bagaco in natura) em relacéo a obtencao de produtos de interesse biotecnoldgico.

Obijetivo 1.2- Caracterizar bactérias anaerdbias potencialmente celuloliticas a partir

do consércio autofermentativo do residuo de citros.

2.2.2 Hipotese e objetivo especifico 2

Hipdtese 2- Os granulos de reatores UASB aplicados ao processamento de dguas
residudrias provenientes de avicolas ou vinhaca de cana-de-agucar podem ser considerados
fonte de microrganismos fermentativos e metanogénicos para obtencdo de biogas e demais
produtos de interesse biotecnoldgico, a partir da fermentacao de residuo de citros.

Objetivo 2.1- Comparar o efeito da adicdo de lodo granulado termofilico e
mesofilico de reator UASB como fonte de biomassa anaerdbia na obtencdo de produtos de
interesse biotecnoldgico a partir de residuos de citros, bem como avaliar a faixa de

temperatura mais adequada para 0 processo.
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2.2.3 Hipotese e objetivo especifico 3

Hipdtese 3- O aumento da obtencdo de biogés é possivel por meio da aplicacéo de
pré-tratamentos de hidrotermolise e deslignificacdo alcalina, com a finalidade de romper a
estrutura lignocelulosica dos residuos de citros e facilitar o acesso microbiano. A aplicacao
dos pré-tratamentos de hidrotermolise e deslignificacdo alcalina causa modificagdes na
estrutura lignocelulosica das cascas e bagaco de citros, como a deslignificacdo, rompimento
das fibras de hemicelulose e também de celulose cristalina.

Obijetivo 3.1- Comparar e caracterizar morfologicamente a estrutura lignocelulésica

apos diferentes estratégias de rompimento da casca e bagaco dos residuos solidos de citros.

2.2.4 Hipotese e objetivo especifico 4

Hipdtese 4- E possivel definir as condicbes operacionais 6timas a obtencdo de
biogas e outros produtos de interesse biotecnoldgico a partir de residuos de citros por meio
do método estatistico de Planejamento Experimental.

Obijetivo 4.1- Avaliar as melhores condicdes para obtencao de produtos de interesse
biotecnoldgico a partir de residuos de citros por meio da ferramenta de screening design
Plackett & Burman para avaliacdo da significancia de diferentes variaveis operacionais, e
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para obtencdo de superficie de

resposta indicando as regies 6timas para 0 processo.

2.2.5 Hipotese e objetivo especifico 5

Hipotese 5- A obtencgéo de H> a partir de residuos solidos de citros em reatores em
batelada tem como consequéncia uma fracdo liquida rica em metabolitos, que podem ser
utilizados como substrato por microrganismos sintroficos e/ou metanogénicos, como
acidos organicos volateis (acido acético, acido butirico e 4&cido propibnico) e
oligo/monossacarideos oriundos da degradacdo dos residuos lignoceluldsicos.

Objetivo 5.1- Avaliar o potencial metanogénico da fracéo liquida acidificada obtida
apos a fermentacgéo dos residuos solidos de citros em reatores em batelada, simulando um

reator em batelada de dois estagios (fase acidogénica e fase metanogénica).

2.2.6 Hipotese e objetivo especifico 6
Hipdtese 6- E possivel determinar via Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS) o teor de limoneno, um dos principais inibidores da
fermentagdo e metanogénese envolvidos na reutilizacdo de residuos solidos de citros em

reatores anaerobios para recuperagdo de produtos de interesse biotecnoldgico.
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Objetivo 6.1- Desenvolver e validar um método de determinacdo do teor de
limoneno em amostras liquidas via GC-MS, além de aplicar o método desenvolvido no
monitoramento de reatores em batelada operados em temperatura mesofilica (30 °C) para

obtencdo de hidrogénio.

2.2.7 Hipotese e objetivo especifico 7
Hipdtese 7- As diferentes condicGes operacionais aplicadas em diferentes etapas da
presente pesquisa influenciam diretamente a comunidade microbiana envolvida no
processo, bem como as vias metabdlicas predominantes.
Objetivo 7.1- Avaliar as comunidades microbianas envolvidas em diferentes etapas
da fermentacdo de residuos de citros, por meio de técnicas de sequenciamento de nova
geracdo, bem como estimar sua contribuicdo nas diferentes etapas e vias metabolicas

envolvidas na degradacédo de residuos lignocelulésicos e digestdo anaerdbia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIORREFINARIAS E BIOPRODUTOS

Um dos grandes desafios da sociedade moderna é tornar-se mais sustentavel, ndo
apenas no que diz respeito a emissdo e disposi¢do de residuos, mas também a exploracao
de recursos naturais. A biorrefinaria, cuja instalacdo visa a integracdo entre processos e
equipamentos de conversdo da biomassa para a obtencdo de combustiveis, energia e
produtos quimicos a partir de biomassa residual, € considerada tecnologia emergente,
implantada com a finalidade principal de impulsionar o desenvolvimento rural a partir do
uso desta biomassa residual e integracdo entre os processos de obtencdo de produtos de
interesse biotecnoldgico a partir de residuos. O objetivo deste processo é aproveitar ao
maximo a matéria prima inicial bruta, bem como seus diferentes componentes e
intermediarios, maximizando seu valor agregado e diminuindo a emissdo de residuos
(BORGES; COSTA, 2006; LOPEZ; LI; THOMPSON, 2010).

Por meio da Agencia Internacional de Energia tem-se estimativa que até 2035 a
demanda por combustiveis podera aumentar em até 30% (MARQUES et al., 2013). Desta
forma, a obtencdo de biocombustiveis e bioprodutos é uma das propostas que vem
ganhando destaque, uma vez que permite conciliar a obtencéo de energia a reutilizacdo de
residuos, minimizando os impactos ambientais de sua disposicdo direta no ambiente. Os
bioprodutos sdo produzidos a partir de matéria-prima bioldgica, por meio de reagdes
termoquimicas ou bioquimicas que podem gerar etanol, metanol, butanol, 6leos vegetais,
biodiesel, biogés, entre outros, podendo ser aproveitados por meio da energia liberada em
sua combustdo direta ou para obtencdo de energia elétrica (BALAT, 2011).

A alternativa mais indicada para a obtencdo dos bioprodutos é a utilizacdo de
residuos sélidos organicos, como os residuos agroindustriais ou residuos resultantes do
processamento de alimentos, sendo que os residuos alimenticios mais comuns provém de
vegetais, carnes, frutas, grdos e laticinios (KIRAN et al., 2014). A utilizacdo de matéria-
prima organica ndo residual, a principio, ndo é recomendada, pois pode acarretar na redugéo
da quantidade de suprimentos e no aumento de seu preco, levando a instabilidade
sociopolitica (SU; TAN; XU, 2016).

O uso de biocombustiveis, como o biogas, seria indicado para substituicdo dos
combustiveis oriundos do petréleo (MARQUES et al., 2013). Sua obtencdo vem sendo
estudada a partir de diversos indculos e substratos, como residuos alimenticios de
restaurantes (MASIH-DAS; TAO, 2018; JIANG et al., 2019), bagaco de cana-de-agUcar
(LEITAOetal., 2013; AHMAD et al., 2018; RABELO et al., 2018a; SOARES et al., 2018),
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banana (MAZARELI et al.,, 2020), residuos do processamento de café (VILLA
MONTOYA et al., 2020) e também os residuos do processamento de citros (FORGACS et
al., 2012; CALABRO et al., 2016; SU; TAN; XU, 2016).

A utilizacdo do biogas resultante da fermentacdo de matéria organica como
biocombustivel pode ser considerada como uma via de duplo propoésito, uma vez que além
de promover a destinacdo adequada para diversos residuos organicos, como as cascas e
bagaco de citros, a captacdo desse gas impede sua liberacdo para a atmosfera (RUIZ;
FLOTATS, 2016). Considera-se que este processo fomenta destinacdo mais adequada para
0s residuos organicos, pois apos a producao de biogas, o residuo solido resultante € rico em
nutrientes, podendo ser utilizado como fertilizantes ou condicionantes do solo (LOPEZ; L1,
THOMPSON, 2010; KIRAN et al., 2014).

O metano, o hidrocarboneto mais simples e principal componente do biogas, vem
sendo amplamente estudado como carreador energético, uma vez que produz mais energia
por unidade de massa (55,7 kJ.g!) quando comparado a outros hidrocarbonetos, além de
produzir menos dioxido de carbono como subproduto. Desta forma, o metano pode ser
utilizado para producao de energia elétrica por meio de sua queima em turbinas de gas ou
caldeiras de vapor, além de que, desde meados de 1930, seu uso sob a forma de gas natural
comprimido como combustivel em veiculos vem ganhando destaque (AZMAN et al., 2015;
SHEN et al., 2016; WEI; GENG, 2016).

O hidrogénio é o elemento mais abundante do universo, compreendendo
aproximadamente trés quartos de toda a matéria, sendo que a superficie terrestre contém
cerca de 0,14% deste elemento na forma gasosa (H2). Uma vez que o principal produto da
combustdo deste gas é a dgua e possui alto rendimento energético (122 kJ.g %), pode ser
considerado como um combustivel ndo poluente e como alternativa ao uso de combustiveis
fosseis (DAS; VEZIROGLU, 2001; ILGI KAPDAN; KARGI, 2006;
SIVAGURUNATHAN et al., 2017).

O H: pode ser util para 0 armazenamento e transmissdo da energia gerada em
sistemas nucleares ou de energia solar. Além disso, a hidrogenacdo tem outras aplicaces
além do uso como combustivel, como eliminador de Oz a fim de prevenir a oxidagéo e
corrosdo de materiais ou também como refrigerante em geradores elétricos. O H> pode ser
obtido a partir de combustiveis fosseis ou, alternativamente, a partir de biomassa, por meio
de processos de eletrdlise, fotolise, processos termoquimicos ou processos bioldgicos, foco

deste estudo, que tem como principais vantagens a possibilidade de realizagdo a
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temperaturas e pressdes ambiente e, principalmente, o uso de biomassa residual como
substrato de fermentacdo (DAS; VEZIROGLU, 2001; NIKOLAIDIS; POULLIKKAS,
2017).

3.2 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Os monossacarideos podem ser estocados nas células animais e vegetais na forma
de polimeros de alta massa molecular (glicogénio e amido, respectivamente) e que mantém
a osmolaridade citosolica consideravelmente baixa, sendo liberadas e utilizadas para a
sintese de ATP em situacgdes de alta demanda energética, por meio do metabolismo aerobio,
em que o0 monossacarideo sera completamente oxidado a CO. e &gua, ou também
anaerobio, por meio da fermentacgéo destes acUcares a diversos produtos finais, como acidos
organicos e/ou alcoois, dependendo da rota metabolica favorecida (NELSON; COX, 2011).
Entretanto, existem outros polissacarideos abundantes nas células, que possuem funcédo
estrutural e ndo de armazenamento energético, mas que também podem conter elevada
energia potencial.

A biomassa lignocelulosica, oriunda de atividades municipais, florestais e também
agroindustriais, pode ser considerada como fonte abundante de recursos organicos, uma
vez que grandes quantidades deste residuo sdo acumulados anualmente (ZHENG et al.,
2014). Um dos fatores limitantes da destinacdo destes residuos como substrato é a sua
dificil assimilacdo, o que impede a bioconversao direta desta biomassa a glicose (DE LA
RUBIAetal., 2011). Sua composicao é complexa, uma vez que é formada majoritariamente
por celulose, hemicelulose e lignina, variando de acordo com fatores ambientais ou com as
caracteristicas vegetais, sendo que normalmente a proporcéo destes € em média 70-78% de
celulose e hemicelulose e 18-28% de lignina (DEMIRBAS, 2005; SUNDBERG, 2010;
FRUNZO; PIROZZI, 2015), mas que podem variar de acordo com a origem do residuo,
sendo que residuos agroflorestais geralmente possuem maior teor de lignina em relacdo aos
residuos agricolas (SUNDBERG, 2010).

A celulose, principal componente dos materiais lignocelul6sicos, € um biopolimero
linear de celobiose (dissacarideo de glicose), fortemente ligado e coberto por lignina nas
estruturas lignoceluldsicas, que por sua vez é um grande complexo aromatico de
heteropolimeros hidrofébicos, o que confere a resisténcia do material a biodegradacéo
(ZHENG et al., 2014). A resisténcia da lignina a torna a principal responsavel pela

dificuldade de se converter os polissacarideos a monossacarideos, entretanto, apesar de sua
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insolubilidade em agua, a lignina pode se dissolver em temperaturas elevadas (180 °C),
condices &cidas ou alcalinas (GRABBER, 2005).

Sintetizada pelas plantas na magnitude de aproximadamente 10*! toneladas por ano,
a celulose (Figura 3.1) é considerada um dos compostos mais abundantes da biosfera, e é
um polissacarideo polimérico linear e fibroso de celobiose, cuja principal funcéo bioldgica
é a funcéo estrutural na parede celular vegetal (NELSON; COX, 2011). E formada por
dissacarideos de glicose, fortemente ligados via ligaces glicosidicas B-1,4. As cadeias
celuloésicas possuem grande quantidade de grupos hidroxila, o que leva a formacéo de
ligacGes de hidrogénio nestas mesmas cadeias ou em cadeias adjacentes, interligadas por
ligagOes de hidrogénio e forgas de Van der Waals, resultando em microfibras de alta
resisténcia (ZHENG et al., 2014).

Outra caracteristica que confere resisténcia a celulose sdo as diferentes
possibilidades de orientacdo das moléculas ao longo das fibras, resultando em diferentes
niveis de cristalinidade, podendo, ser subdividida em duas regides principais: amorfa (baixa
cristalinidade) e cristalina (alta cristalinidade), sendo que quanto mais cristalina a estrutura,
mais resistente (ATALLA; VANDERHART, 1984; ZHENG et al., 2014).

Figura 3.1. Conformacéo em cadeira da celulose e da hemicelulose e seus mondémeros originados apos
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Fonte: Modificado de Kobayashi et al. (2016).
Outros homopolissacarideos, como o amido, diferem da celulose devido a sua

configuracdo molecular em a-1,4 ao invés de -1,4. Esta diferenca é importante, uma vez
que as enzimas produzidas pelos animais e pela maior parte dos microrganismos possuem
afinidade por moléculas na configuracdo a (amilases e glicosidades) e apenas alguns
microrganismos restritos a ambientes especificos (como o trato digestivo ou rimem de
herbivoros) ou decompositores de biomassa vegetal possuem enzimas celulases ou demais
enzimas do complexo celulolitico (NELSON; COX, 2011).
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A hemicelulose, segundo componente mais abundante da estrutura lignocelulésica,
difere em relacdo a celulose no que diz respeito a sua conformacgéo e composicao, pois sao
amorfas e também heterogéneas, compostas de vérias pentoses, (como a xilose e a
arabinose), hexoses (glicose, galactose, manose, ramnose) e também de &cidos
(glucurdnico, metil glucurénico e galacturénico). As cadeias de hemicelulose séo as
responsaveis pela interligacdo entre a celulose e a lignina, além de que sdo mais suscetiveis
a hidrdlise devido a sua estrutura amorfa (ZHENG et al., 2014).

Por fim, a lignina € um complexo aromatico amorfo, hidrofébico e heterogéneo,
composto de unidades de fenilpropano (&lcool coniferilico e sinapilico) com grupos
hidroxila, metoxila e carbonila. A lignina é a responsavel pela rigidez da estrutura
tridimensional da lignocelulose (DE LA RUBIA et al., 2011; ZHENG et al., 2014).
(GRABBER, 2005; LEITAO et al., 2013). De acordo com Grabber (2005) e Leit#o et al.
(2013), a estrutura da lignina pode ser desestabilizada em altas temperaturas (180 °C) e em
condicdes acidas ou alcalinas.

A obtencdo de bioprodutos depende da hidrdlise dos residuos lignocelulésicos a
carboidratos mais assimilaveis, ou seja, a quebra das ligagdes glicosidicas dos
polissacarideos a monossacarideos e oligossacarideos (KIRAN et al., 2014), e também a
diminuicao da cristalinidade da estrutura celulosica (ZHENG et al., 2014) sendo para tanto,

utilizados métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos no pré-tratamento destes residuos.

3.3 RESIDUOS SOLIDOS AGROIDUSTRIAIS

A agroindustria constitui uma das principais parcelas da economia, tanto para o
abastecimento interno, quanto para exportacdo (SPADOTTO; RIBEIRO, 2007). As
atividades da agroindlstria podem provocar impactos ambientais consequentes do
desmatamento, gqueimadas em pastagens e florestas, polui¢do relacionada ao uso de
agrotoxicos, entre outros. No Brasil, dado seu potencial agricola, a gestdo dos residuos da
agroindustria € de vital importancia. Em 2013, estima-se que o agronegécio foi responsavel
por 22,54% do PIB nacional (CEPEA, 2013), ou seja, a atividade agricola se traduz em
beneficios ao pais, com geracdo de empregos e maior contribuicdo ao desenvolvimento
econémico e social (SCHNEIDER et al., 2012). Diversos motivos vém incentivando as
empresas a buscar alternativas para a disposicdo dos residuos gerados durante o
processamento de diferentes matérias primas, sendo que além dos riscos de danos
ambientais, também podem ser citados os prejuizos financeiros advindos do néo

cumprimento da legislagdo ambiental vigente.
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Os residuos agroidustriais podem ser divididos em inorganicos e organicos, sendo
os primeiros aqueles relacionados a embalagens de agrotoxicos e fertilizantes, além de
insumos veterinarios, enquanto os residuos organicos, foco desta pesquisa, compreendem
os residuos agricolas/agroindustriais (culturas permanentes ou temporéarias), dejetos de
animais e residuos florestais/silviculturais (ABNT, 2004).

Quando analisadas as principais fontes de residuos solidos agroidustriais e
organicos de culturas permanentes nacionais, Schneider et al. (2012) apontam que 0s
residuos de citros sdo os mais criticos (aproximadamente 8.825.276 t por ano), seguido pelo
café (1.220.029 t por ano), coco-da-baia (405.009 t por ano), banana (99.640 t por ano) e
castanha-de-caju (80.484 t por ano). Todos estes residuos tém potencial para uso em
reaproveitamento energético (FORSTER-CARNEIRO; PEREZ; ROMERO, 2008;
FORGACS et al., 2012; LEITAO et al., 2013; CALABRO et al., 2016; SU; TAN; XU,
2016), embora ainda ndo haja legislacbes especificas para este fim. Estes dados
compreendem apenas os residuos do processamento industrial de citros, excluindo os
residuos de feiras e residéncias, pois estes sdo considerados junto aos residuos urbanos, os
quais ndo fazem parte do escopo deste estudo; além dos residuos organicos gerados
diretamente na atividade de agricultura, uma vez que estes sdo utilizados como
complemento nutritivo aos solos no proprio local de producdo, ndao sendo, portanto,
indicado seu uso em outras finalidades (SCHNEIDER et al., 2012).

Uma das vantagens do uso dos residuos sélidos organicos em sistemas de
reaproveitamento energético é a consequente reducdo anual de material aterrado ou
disposto de forma inadequada, diminuindo assim a necessidade de implantacéo de aterros
sanitarios em novas areas. Além disso, a disposicdo de residuos organicos de forma
inadequada pode agravar a emissao de gases do efeito estufa, como o metano e dioxido de
carbono (DEPPENMEIER, 2002). Desta forma, planos de gestdo de residuos cada vez mais
adequados ambientalmente e vantajosos economicamente devem ser estudados, uma vez
que as atividades agroidustriais ndo trazem apenas prejuizos para os estados e municipios
que os abrigam, mas também beneficios proporcionais ao crescimento deste setor, portanto,
n&o devem ser desestimuladas.

Com o desenvolvimento da atividade econémica e 0 crescente aumento
populacional, problemas como o acimulo de residuos de origem antropica provenientes da
atividade domeéstica e agroindustrial, e também a necessidade de novas fontes de energia

renovaveis e menos poluentes, ainda permanecem sem solucdo adequada. A obtencgdo de
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biocombustiveis e bioprodutos € uma das propostas que vem ganhando destaque, pois
permite conciliar a producéo de energia a utilizacdo de residuos, minimizando os impactos

ambientais de sua disposicao direta no ambiente.

3.4 RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE CITROS

O Brasil € o principal produtor de citros do mundo, sendo responsavel por
aproximadamente 35% da producdo mundial de laranja e 81,6% da exportacdo de suco
concentrado (BORGES; COSTA, 2006; CALABRO et al., 2016), seguido pelos Estados
Unidos da América, india e China. No Brasil, a atividade de exportagéo citricola teve inicio
na década de 80 no Estado do Rio de Janeiro. A partir de 1957, o Estado de S&o Paulo
tornou-se o principal produtor devido as suas condi¢bes edafoclimaticas favoraveis
(BORGES; COSTA, 2006).

A laranja (Citrus sinensis L.) pode ser considerada como uma das frutas mais
cultivadas, sendo associada a obtencéo de diversos produtos, como geleias, 6leo essencial,
mel de flor de laranjeira e conservas (LOPEZ; LI; THOMPSON, 2010), entretanto, a sua
principal destinacdo é a producdo de suco, compreendendo 70% do total (FAOSTAT, 2014;
CALABRO et al., 2016), de 88 milhdes de toneladas por ano.

Apos o seu beneficiamento, entre 50-60% do volume de frutas produzidas tornam-
se residuos, incluindo suas cascas, bagago, sementes e membranas, sendo que sua via de
destinacdo mais comum ¢é a sua utilizacdo como matéria prima para a fabricacédo de racédo
para gado, compostagem ou incineracdo do residuo excedente (LOPEZ; LI; THOMPSON,
2010). Esses residuos possuem em sua composicdo elevada quantidade de carboidratos,
portanto, sdo considerados como potencial substrato para a obtencéo de biogas e bioetanol,
em biorrefinarias. Entretanto, a presenca de limoneno e lignina tornam a degradacdo mais
dificil, limitando a obtencdo de produtos de interesse biotecnolégico (POURBAFRANI et
al., 2010).

Apenas no Brasil, estima-se que sdo produzidas aproximadamente 68 Mt por ano,
dos quais 25-30 Mt séo convertidos em residuos. Devido a sua composigéo, sendo 75-85%
de agua, 17% de monossacarideos soltveis, 0,8% de lignina (C10H11035), 9,2% de celulose
(CH1,6700,83), 10,5% de hemicelulose (CH1,6400,7s), 42,5% de pectina (CeH100s)n € 0,3-
0,5% de 6leos essenciais, como o limoneno (CioHis) (BICAS et al., 2008; LOPEZ; LI;
THOMPSON, 2010; CALABRO et al., 2016), os residuos dos cultivares e do
processamento de citros vem sendo estudados como matéria prima alternativa e de baixo

custo para a obtencdo de produtos de interesse biotecnologico.
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Forgacs et al. (2012) obtiveram concentracdo maxima de 247,7 mmol CHa.L?
utilizando residuo de citros tratado por explosdo a vapor com indculo de reator de planta
de producéo de biogas. Calabro et al. (2016) utilizaram diversos inoculos para a obtencéo
de metano a partir de residuos de citros, tais como residuos industriais e residuos
agroindustriais, sendo obtidos os melhores resultados em experimentos em condicdo
mesofila em reatores em batelada, com concentragio de 33 mmol CH4.L. Além disso,
destaca-se também a obtencdo de 0,01 mmol CHa4.L? utilizando residuo pré-tratado de
citros com indculo de estrume suino e lodo de esgoto (SU; TAN; XU, 2016).

Destaca-se que a obtencdo de metano pode ser conciliada a obtencdo de gas
hidrogénio (FORSTER-CARNEIRO; PEREZ; ROMERO, 2008; KIRAN et al., 2014) e
que ndo apenas os residuos solidos do processamento de citros podem ser utilizados como
substrato para a obtencdo de biogas, mas também a agua residuaria oriunda de sua
prensagem, processo realizado quando ha o objetivo de reducédo do volume dos residuos ou
sua posterior destinagdo como matéria prima para ragio animal (LOPEZ; LI; THOMPSON,
2010).

Anjum et al. (2017) avaliaram o efeito da co-digestdo de residuos do processamento
de citros e residuos de restaurantes em reatores em batelada incubados por 80 dias a 30 °C.
Os autores verificaram que a proporcao ideal seria de 1:1 de cada residuo, a fim de reduzir
a concentracdo de potenciais inibidores dos residuos citricos (e.g., limoneno) e aumentar a
eficiéncia da obtencdo de biogas. Saidi et al. (2018) obtiveram concentracdo maxima de
446 mmol H..L, em condicdes hiperterméfilas (80 °C) em pH 7,0 e reator de tanque de
agitacdo continua, utilizando como in6culo cultura pura da bactéria Thermotoga maritima
e residuos de vegetais e frutas, incluindo citros/laranja, como fonte alternativa de carbono.

Além da dificil degradacdo dos componentes dos residuos do processamento de
citros, sua acidez e quantidades consideraveis de 6leos essenciais (OES), como o limoneno,
podem inibir o desenvolvimento microbiano, uma vez que induz a lise celular (BAKKALI
et al., 2008). Estima-se que a inibi¢cdo microbiana pelo limoneno ocorra em concentragdes
acima de 25-75 mg.L*d?, mas ainda sobre isso ndo ha valores definidos (RUIZ;
FLOTATS, 2016). Todavia, sdo poucas as pesquisas envolvendo a obtencao de hidrogénio
a partir de residuos de citros, bem como pesquisas sobre o efeito destes OE, como o
limoneno, em processos fermentativos.

Os 06leos essenciais (OEs) sdo compostos aromaticos naturais e volateis, formados

como metabdlitos secundarios por algumas espécies de plantas, compreendendo entre 0,3-
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0,5% dos residuos solidos de citros in natura (CALABRO et al., 2016). Sua sintese ocorre
em todos os orgaos das plantas (caule, flores, folhas, sementes, frutos, raizes, lenho) e é
armazenada em células secretoras especializadas ou tricomas. Devido as suas propriedades
medicinais, anti-sépticas e microbicidas, além de sua fragrancia, os 6leos essenciais séo
utilizados como aditivos em produtos farmacéuticos e da industria de alimentos, como
anestésicos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, entre outros (NEGRO et al., 2017,
LOTITO et al., 2018).

Tendo em vista que os dleos essenciais sdo metabolizados principalmente como
mecanismo de defesa das plantas, esses compostos podem ser tOXicos para outros
organismos devido a sua afinidade lipofilica (JUSTINO DE ARAUJO et al., 2020). Esta
natureza lipofilica possibilita a passagem do 6leo essencial pela parede celular e pela
membrana citoplasmatica, desestabilizando polissacarideos e &cidos graxos, além de
ocasionar a perda de ions nas células bacterianas, levando-os a lise (BAKKALI et al.,
2008). O limoneno, um monoterpeno monociclico conhecido como D-limoneno ou (R)-
(+)-4-isoproprenil-1-metilciclohexano (Figura 3.2), é o principal constituinte dos éleos
essenciais na maioria das espécies citricas, como limao, laranja, tangerina, liméo e toranja
(LOPRESTO, 2015; RUIZ; FLOTATS, 2016).

Figura 3.2. Estrutura quimica do limoneno.

HaCx~CHs

CH,
Fonte: Elaborada em ChemSketch (ACD, 2019).

O teor de limoneno nos residuos de processamento de citros é considerado um dos
principais obstaculos a sua reutilizacdo na obtencdo de biogas. Sua concentracdo minima
para inibicdo é estimada em aproximadamente 200 mg.kg™* (POURBAFRANI et al., 2010;
CALABRO et al., 2016; RUIZ; FLOTATS, 2016), e como as concentracdes em residuos
solidos de citros geralmente excedem esse limite, o efeito inibitdrio dessa substancia é
sempre esperado (RUIZ; FLOTATS, 2014).



46

Em aerobiose, a degradacdo do limoneno ocorre em aproximadamente 14 dias, no
entanto, ndo ha dados sobre esse processo em condi¢cdes anaerdbias. Sabe-se que em
anaerobiose, o limoneno apresenta maior toxicidade; no entanto, 0s mecanismos ainda nao
séo claros. A toxicidade do limoneno pode ser atribuida tanto a maior sensibilidade dos
organismos anaerdbios quanto a baixa pressao parcial de oxigénio no sistema, resultando
em menor oxidacao deste composto (RUIZ; FLOTATS, 2014).

Calabro et al. (2016) descreveram a formacdo de p-cimeno apos a biodegradacéo
do limoneno em condic¢des anaerdbias, nos quais o limoneno é mais toxico que o p-cimeno
(DORMAN; DEANS, 2000), justificando o maior tempo de adaptacdo da biomassa,
proporcional as maiores concentraces de limoneno e a adaptacdo microbiana apds esse
periodo. Os autores observaram maior tempo de inicio da obtencdo de H2 (A) em ensaios
com maior concentracdo de limoneno; no entanto, a obtencdo de metano atingiu valores
finais de concentragéo (33 mmol CHa.L™?) similares aos do controle.

Diversos métodos descritos na literatura podem ser utilizados para determinagdo do
contetido de limoneno, como Espectroscopia de Absorcdo Molecular (UV-Vis) (AHRO et
al., 2001), Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chama (GC-FID),
Espectrometria de Mssa de Monitoramento de fons Selecionados (SIM) (BLANCH;
NICHOLSON, 1998), Cromatografia a Gas com Colunas Capilares de Vidro (SONG et al.,
2000), Espectrometria de Mobilidade por lons Ultravioleta (IMS) (VAUTZ;
SIELEMANN; BAUMBACH, 2004), Cromatografia Liquida de Alta Performance (RP-
HPLC) (VILLA et al., 2007) e diferentes condi¢cdes em Cromatografia em Fase Gasosa
Acopladas a Espectrometria de Massa (GC-MS) (SONG et al., 2000; MARINE;
CLEMONS, 2003; MILLER et al., 2008). De acordo com Adorno et al. (2014), métodos
que envolvem analise direta do headspace sdo mais vantajosos quando comparados aqueles
com injecdo de amostra liquida na coluna cromatografica, preservando seu tempo de vida.

Em pesquisas anteriores, o método via GC-MS foi utilizado para determinacédo de
limoneno em amostras de citros (DAVIDOWSKI; DIMARCO, 2009), entretanto, ainda séo
escassos 0s dados referentes & sua aplicagdo em amostras de reatores anaerdbios,

comumente alimentados com aguas residuarias.

3.5 PRE-TRATAMENTOS DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Diversos residuos organicos podem ser utilizados para a obtencéo de bioprodutos a
partir da digest@o anaerobia da matéria organica, entretanto, um dos obstaculos ¢ a presenca
dos componentes de dificil degradagéo, como a celulose e a lignina, que podem restringir
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este processo devido a sua dificil assimilagdo pelos microrganismos responsaveis pela
decomposicdo (FRUNZO; PIROZZI, 2015). Desta forma, é necessaria a aplicacdo de
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos de hidrolise dos componentes lignocelulésicos dos
residuos orgénicos. A Figura 3.3 sumariza os diferentes tipos de pré-tratamentos aplicaveis

a biomassa lignocelul6sica.

Figura 3.3. Resumo dos principais métodos fisicos, quimicos e biol6gicos de tratamento da biomassa

lignocelulésica.

o
0 Fisicos Quimicos Biologicos
'/

A

- Explosdo por fibra de

amonia;

- Fragmentac3o; - Explosdo por CO,;
% . - Hidrdlise acida;
- Explos3o a vapor; 5 2k - Inoculacdo com culturas
- Hidrotermolise; - Hidrolise alcalina; puras;
- Pirclise; - Tratamento oxidativo; - Inoculagdo com
T - Adicdo de liquidos consorcios;
\rradiacio ionicos; - Aplicagdo de enzimas
' - Adi¢do de solventes hidroliticas.
organicos.
Pré-tratamentos

Fonte: Elaboracéo propria.

A obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico a partir de diversos residuos,
entre eles os residuos lignocelulésicos, vem sendo estudada como forma de solucionar,
tanto a problemaética de seu descarte inadequado, quanto a necessidade de se buscar novas
fontes de carbono para a obtencéo de produtos de interesse biotecnolégico.

A etapa de pré-tratamento é importante para reduzir a rigidez da lignina (Figura
3.4), possibilitando a hidrélise da celulose e hemicelulose e, consequentemente, a
converséo dos carboidratos polimeéricos a monémeros fermentaveis (SUNDBERG, 2010).
A eficiéncia da etapa de pré-tratamento depende de um orcamento positivo (HJORTH et
al., 2011), uma vez que esta etapa é considerada a mais onerosa do processo de conversdo
de biomassa em acucares fermentaveis para a obtencdo de produtos de interesse
biotecnologico (CABRERA et al., 2014), logo, faz-se necessario que o metodo mais
eficiente seja escolhido. As principais vantagens e limitacdes de cada método estdo

descritas na Tabela 3.1.
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Figura 3.4. Esquematizagdo simplificada do rompimento da estrutura lignoceluldsica apds pré-tratamento.

Lignina

Regido
Cristalina

— o/

Fonte: Modificado de Mosier et al. (2005).

Pré tratamento

Celulose

/i

Wil -

Hemicelulose

Tabela 3.1. Comparagdo entre os métodos fisicos, quimicos e biol6gicos de tratamento de biomassa

lignocelulésica.

Método Pré-tratamento LimitacOes
Trituragdo mecénica - Consumo de energia
< - Degradacéo da xilose
Exploséo a vapor N L . .
Fisico - Geracéo de inibidores microbianos
- - Consumo de energia
Pirdlise < .

- Formacao de cinzas
Hidrotermdlise - Consumo de energia

« . . - Baixa eficiéncia em biomassa com alto teor de

Exploséo por fibra de aménia -
lignina
Exploséo de CO; - Néo afeta a lignina e a hemicelulose
Ozondlise - Oneroso, requer grandes quantidades de O3
Quimico - Alto custo de reagentes
Hidrdlise acida - Risco de corroséo dos reatores
- Risco de poluigdo secundéria
- o - Longo tempo de exposicéo requerido
Hidrolise por alcalinizacéo g ~p XP ¢ q .
- Formacéo de sais irrecuperaveis

Bioldgico Biodegradacgdo - Processo muito lento

Fonte: Modificado de Balat (2011).

Ainda ndo ha um consenso sobre o método mais adequado para o tratamento de

residuos organicos com composicao lignocelulésica, uma vez que todos os metodos fisicos,

quimicos e biologicos possuem vantagens e limitacbes (BALAT, 2011). Desta forma,

maiores estudos sobre o potencial de diferentes métodos no pré-tratamento deste tipo de

residuo, entre eles os de citros, visando a posterior obtencdo de produtos de interesse

biotecnologico torna-se desejavel. A importancia de se reduzir o conteudo lignocelulosico
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do substrato comeca a ser evidenciada em meados da década de 80 com os trabalhos de
Song e Lee (1984) e Sharma, Madan e Vasudevan (1989). Tais autores indicam que a
obtengdo de metano é maior quando s&o utilizados como substrato tecidos vegetais jovens,
provavelmente devido a menor lignificacdo em relagdo aos tecidos adultos. Além disso,
também fica evidente o aumento na concentracdo de glicose nos reatores apos aplicacéo do
método de hidrélise &cida do substrato lignocelulosico, tornando-o mais biodisponivel.

A obtencdo de biogas a partir de residuos celulésicos/lignocelulésicos vem sendo
avaliada pelo Grupo de Pesquisa em Processos Anaerobios do Laboratorio de Processos
Biologicos (LPB) da Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo
campus Sao Carlos (EESC-USP). Botta et al. (2016), utilizaram consorcio microbiano
obtido a partir de fluido de rumem pré-tratado com &cido, mantendo-se este fluido durante
24 h a 37 °C e em pH 3,0, ajustado com HCI 3M e reajustado apos este periodo para pH
7,0 com NaOH 1 mol.L. O indculo pré-tratado foi utilizado em bateladas com o objetivo
de avaliar a obtengéo de H. a partir de residuo de escritorio (papel) como substrato. Além
disso, os autores adicionaram celulase, a fim de aumentar a disponibilidade de aglcares
fermentéveis a partir da celulose do papel, obtendo-se degradagdo de aproximadamente
65,5% do substrato com 5,51 mmol.g™t DQO.

O bagaco de cana-de-agucar foi avaliado como substrato apds diferentes pré-
tratamentos e diferentes indculos (SOARES et al., 2017; AHMAD et al., 2020) para a
obtencdo de H2 e CH4. Soares et al. (2017a), avaliaram a obtencéo de H> a partir de bagaco
de cana-de-agucar apoOs hidrotermdlise (200 °C, 10 minutos, 16 bar), em reatores em
batelada em condic6es termofilicas (60 °C). Os autores obtiveram concentra¢cdo maxima
de 17,7 mmol Ha.L™, além de acido acético (50,44 mg.L™), &cido butirico (209,71 mg.L™),
etanol (38,4 mg.L 1) e metano (6,27 mmol CH4.L™Y).

Rabelo et al. (2018b) avaliaram diferentes concentra¢fes de bagaco de cana-de-
acucar (0,8 a9,2 g.L ) como substrato e pH inicial do meio reacional (4,6 a 7,4 g.L ) a fim
de otimizar a obtencdo de H.. A partir do método estatistico de Delineamento Composto
Central, os autores obtiveram 19,84 mmol H2.L? nas condigdes otimizadas, de pH inicial
7,2 e 7 9.L de substrato (bagago de cana-de-agticar). Além disso, os autores identificaram
0s microrganismos endogenos do bagaco de cana-de-agucar, os quais foram semelhantes a
Clostridium sp., Bacteroides sp., Paenibacillus sp.

Ahmad et al. (2020) também utilizaram o método de Delineamento Composto
Central para otimizagdo da obtengdo de produtos de interesse biotecnoldgico a partir de

bagaco de cana-de-acUcar. Neste estudo, o principal objetivo foi a avaliacdo dos efeitos da
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aplicacdo de pré-tratamento de deslignificacdo alcalina conciliado a hidrotermolise, a fim
de promover a deslignificacdo do substrato. As varidveis operacionais estudadas foram
temperatura do pré-tratamento (160, 180 e 200 °C), tempo de exposi¢do do substrato a
hidrotermdlise (5, 12 e 19 minutos) e concentracao de perdxido de hidrogénio (2, 4 e 6%).
Os autores observaram que apds o pré-tratamento otimizado (180 °C, 12 min, 7,36% H.0>),
houve 73,09% de deslignificacdo, 75,83% de remocdo de xilose e 139,21% de aumento do
contetido de glicanas. Além disso, obtiveram 13,1 mmol CHa4.L™* para os residuos pré-
tratados.

Além dos trabalhos citados, novas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de avaliar residuos lignocelulésicos, tais como, cascas de frutas (banana), cascas
de café e residuos de cervejaria, como substratos para a obtencdo de biogas e demais
compostos de interesse biotecnolégico (VILLA MONTOYA et al.,, 2019, 2020;
MAZARELI et al., 2020), incluindo os residuos de citros, foco desta pesquisa.

Uma das limitagGes associadas a aplicacéo de pré-tratamentos € a possivel formacéao
de inibidores. Os principais inibidores da fermentacdo sdo os acidos fracos, furanos e
compostos fenolicos. A geracdo destes compostos varia de acordo com o pH, tempo de
exposicdo da biomassa ao pré-tratamento no processo de hidrolise e temperatura. Apés a
hidrélise, a hemicelulose é convertida em xilose, manose, galactose, glicose e &cido acético.
Entretanto, Sundberg (2010) aponta que em pré-tratamentos sob temperaturas muito
elevadas, acima de 200 °C ha aumento da formacédo de compostos inibidores, como furfural
e 5-hydroxymetil furfural (HMF), a partir da degradacdo da Xxilose e hexoses,
respectivamente.

Com base nos dados apresentados na Tabela 3.2, pode-se observar para os residuos
de citros de forma geral, maior obtencdo de metano, quando comparado aos demais
residuos, como o bagaco de cana-de-acucar. Além disso, também é possivel observar que
entre os diversos tipos de pré-tratamento, a aplicacdo dos quimicos (deslignificacdo &cida
e alcalina) e fisicos (moagem e trituracdo, hidrotermolise e explosé@o a vapor) oferecem
melhores resultados em relacdo aos pré-tratamentos bioldgicos, como a biodegradacéo.

Observa-se ainda que os residuos de citros ja foram utilizados como substrato para
a obtencdo de metano a partir de diferentes pré-tratametos. Calabro et al. (2016) utilizaram
apenas a moagem e trituracdo em residuos de citros e, ainda assim, obtiveram valores
maiores em relagcdo aqueles obtidos por Su, Tan e Xu (SU; TAN; XU, 2016), que

utilizaram, também em residuos de citros, a biodegradacdo por fungos das espécies
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Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus niger. Forgacs et al. (2012) utilizaram o
método de hidrotermdlise (150 °C durante 20 minutos) aplicado aos residuos de citros que,
de acordo com Zheng et al. (2014), é um dos métodos mais recomendados quando se tem
como objetivo a obtengdo de metano (247,7 mmol CHa.L™Y).

Além dos residuos de citros, a obtengdo de metano pode ser obtida a partir de outros
residuos lignocelulésicos, como residuos do processamento de semente de girassol (DE LA
RUBIA et al., 2011), bagaco de cana-de-agucar (LEITAO et al., 2013), palha e grama
(HJORTH et al., 2011) e residuos do processamento de farinha de milho, linho, palha de
trigo, canhamo (SCHROYEN et al., 2015).

De La Rubia et al. (2011) avaliaram a obtencdo de CH4 em ensaios em batelada na
faixa mesofilica (35 °C) e com lodo de esgoto anaerébio como indculo, a partir de residuos
do processamento de semente de girassol sem pré-tratamento, além da moagem e trituracao
do residuo. Os autores compararam diferentes tamanhos de particulas dos residuos, cujos
melhores resultados foram aqueles dos ensaios contendo particulas maiores (0,7, 1,0, 1,4 e
2 mm), em relacdo aqueles com particulas menores (0,3 e 0,5 mm). Os autores atribuiram
maior obtencdo de CH4 nos ensaios com particulas de 2 mm, e concentragdo maxima de
71,31 mmol CHa4.L™ & menor produc&o de acido propionico, ao contrario dos ensaios com
particulas menores (0,3 mm), onde elevada producdo do mesmo acido e menor
concentragdo de CHa (60,93 mmol CH4.L™t) foram reportadas.

Diferentes residuos sélidos foram estudados por Hjorth et al. (2011) em reatores em
batelada em temperatura mesofilica (35 °C), com estrume (suino e bovino) como indculo.
Os autores obtiveram concentragdo maxima de aproximadamente 31,5 mmol CH4.L™ nos
ensaios contendo residuo de palha pré-tratado por extrusdo apds 28 dias de incubacdo,
enquanto nos demais ensaios para as mesmas condicdes foi verificado 28,1 mmol CHa4.L*
para serrapilheira, 29,2 mmol CHa.Lpara fracdo sdlida de esterco (de bovinos e suinos),
22,5 mmol CHa.L? para fragdo sélida de esterco (de bovinos e suinos) prensado e 5,6 mmol
CHa.L™ para grama.

Leitdo et al. (2013) compararam pre-tratamentos quimicos, como a deslignificacédo
acida e alcalina, além da hidrotermdlise, aplicados ao bagaco de cana-de-agucar, em
reatores em batelada na faixa mesofilica (35 °C) contendo rimen de caprinos, lodo UASB
e efluente de cervejaria como indculo. Os autores verificaram que a melhor concentragéo
de metano (66,12 mmol CHa.L™) foi obtida nos ensaios contendo o residuo pré-tratado em
hidrotermdlise, emquanto aqueles apos deslignificacdo &cida e alcalina foram inferiores, de

40,91 e 46,47 mmol CHa4.L™?, respectivamente.
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Schroyen et al. (2015) avaliaram a influéncia da adicdo de enzimas (lacase e
peroxidase) em residuos de farinha de milho, linho, palha de trigo, canhamo, obtendo
concentragdes entre 21,5-25,71 mmol CHa.L, em bateladas incubadas em condicdes
mesofilica (27 °C) com estrume bovino como inéculo. Além disso, os autores obtiveram
concentracdo de 40 mmol CH4.L™ em reatores nas mesmas condigdes, com ensilagem de
milho como substrato, atribuindo essa maior obtencdo a partir deste residuo, quando

comparado aos residuos de farinha de milho, linho, palha de trigo, canhamo.
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Pré- 1 . , Volume Incubacéo Temperatura .
tratamento mmol CHa.L Substrato Pré-tratamento In6culo liquido (mL) (dias) °C) Referéncia
Residuos de Moagem e Calabro et al.
33 citros trituracdo Estrume 500 30 35 (2016)
Badaco de Rumem de caprinos, lodo Leitdo et al
66,1 gago ¢ Hidrotermolise UASB, efluente de 200 30 35 '
cana-de-agUcar L (2013)
cervejaria
2477 Re5|gluos de Explosdo a Residuo Qe u,nldade de 600 50 55 Forgacs et al.
A citros vapor biogas (2012)
2 Residuos do
o processamento Moagem e Lodo de esgoto De La Rubia et
3 de semente de trituracdo anaerobio 250 08 35 al. (2011)
girassol
393 Palha de trigo Micro-ondas Estrume suino e lodo de 500 26 35 Jackowiak et al.
esgoto (2011)
31,5 Palha Extrusdo Estrume suino e bovino 450 28 35 HJ?;?S) al.
Lo Rumem de caprinos, lodo o
2 40,9 opgagode  Deslignifieacdo " asp, effuente de 200 30 35 Le'(tza(‘)’legt)a"
E ¢ cervejaria
= S Rumem de caprinos, lodo o
= ’
& 465 Bagaco qe Desllgnlflcagao UASB, efluente de 200 30 35 Leitdo et al.
cana-de-agUcar alcalina L (2013)
cervejaria
. . . x Estrume suino e lodo de Su, Tane Xu
8 0,01 Citros Biodegradacédo esgoto 4000 30 25 (2016)
g Farinha de Enzimatica Schroven et al
.DSD’ 25,7 milho, palha de (lacase e Estrume bovino 250 30 27 (23615) '

trigo, cAnhamo

peroxidase)

Fonte: Elaborag&o propria.
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Por fim, entre os pré-tratamentos mencionados, nota-se que os resultados obtidos
por Calabro et al. (2016), utilizando residuos de citros sem outros pré-tratamentos além da
moagem do residuo, foram superiores em relacdo a obtencdo de metano em comparagédo
aos demais autores estudados. Entretanto, € importante salientar a influéncia do substrato
utilizado, bem como de outras varidveis operacionais, como a origem do inéculo e faixa de
temperatura.

Apesar do nimero reduzido de estudos com foco na obtencdo de hidrogénio em
comparacgdo aos estudos voltados a obtencao de metano, € possivel encontrar pesquisas nas
quais sua obtencdo é feita a partir do uso de residuos do processamento de alimentos e
biomassa lignocelul6sica como substrato (Tabela 3.3).

Por exemplo, Rabelo et al. (2018) obtiveram 39,2 mmol Hz.L ! a partir de celulose
(5 g.L™Y) como fonte de carbono em reatores em batelada sob condiges mesofilicas (37 °C)
ao longo de 16 dias de incubacdo. Os autores utilizaram lodo de lagoa facultativa de
tratamento de efluente da industria de papel como fonte de microrganismos celuloliticos e
produtores de H», sendo que apds a caracterizagdo filogenética deste inoculo por meio de
ferramentas de biologia molecular (clonagem e sequenciamento) foram identificados
géneros relacionados a atividade celulolitica e fermentativa, como Clostridium, Klebsiella
e Raoultella.

Apesar das vantagens relacionadas a aplicacdo de pré-tratamentos a fim de
promover a deslignificacdo da biomassa e aumentar sua biodegradabilidade, uma de suas
principais desvantagens é a formagéo de subprodutos potencialmente toxicos e inibitorios
ao processo fermentativo, como compostos fenélicos, furanos e 5-hydroxymetilfurfural (5-
HMF). Quéméneur et al. (2012) investigaram os efeitos de furfural, 5-HMF, fenol e lignina-
Kraft na obtencdo de H> a partir de xilose e lignina em reatores em batelada em condi¢oes
mesofilicas (37 °C), utilizando lodo granulado anaerdbio pré-tratado por choque térmico
(90 °C durante 10 min) como inéculo. Os autores concluiram que apesar de que todos 0s
compostos estudados foram considerados significativos em relacdo ao efeito inibitorio na
obtencéo de Hz, os furanos (0,40-0,51 mol Hz por mol de xilose) foram relacionados a
maiores impactos do que os compostos fendlicos (1,28-1,39 mol H2 por mol de xilose),
quando comparados ao controle contendo apenas xilose (1,67 mol Hz por mol de xilose).

Soares et al. (2017a) aplicaram o método de superficie de respostas, a fim de obter
as faixas operacionais 6timas em relacdo a temperatura de incubacdo e suplementacéo do

meio reacional com extrato de levedura em reatores em batelada, utilizando bagaco de
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cana-de-aclcar pré-tratado por hidrotermélise e lodo granulado diluido (10%) como
indculo. Os autores obtiveram 17,7 mmol H..L™ nas condigBes otimizadas preditas pelo
modelo de segunda ordem, a 60 °C e 3 g.L™* de extrato de levedura.

Gonzales et al. (2017) avaliaram trés diferentes substratos lignoceluldsicos (casca
de fruto de palmeira, cascas de arroz e pellet de madeira de pinheiro) pre-tratados por
moagem (<2 mm) ¢ hidrélise acida com H2SO4 (5%) em autoclave a 121 °C durante 60
minutos. Os ensaios foram realizados em batelada em faixa termofilica e lodo anaerdbio
pré-tratado por choque térmico (90 °C durante 30 min) como in6culo. A maior
concentracio de Hz observada foi de 44,9, 54,3 e 48,4 mmol Hz.L™ para os residuos de
frutos de palmeira, casca de arroz e madeira de pinheiro, respectivamente.

Além da utilizacdo de consorcios microbianos, a obtencdo de H, também é possivel
a partir da utilizacdo de culturas puras como in6culo. Braga et al. (2017) utilizaram cepa
de Clostridium cellulolyticum (atual Ruminiclostridium cellulolyticum) em reatores em
batelada na faixa mesofilica (37 °C) utilizando bagaco de cana-de-agucar como substrato e
pré-tratado por hidrotermdlise. Sob tais condicdes foi obtido 7,6 mmol Hz.L™. Zhao et al.
(2012) utilizaram cultura pura de Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum como
inéculo para obtencdo de 71,6 mmol H2.L em reatores em batelada com sabugo de milho
como substrato, pré-tratado por meio da biodegradacdo durante 21 dias com os fungos
Phanerochaete chrysosporium e Trichoderma viride, a 50 °C e 130 rpm de agitagé&o.

Com base no que foi mencionado, fica nitida a importancia de se estudar cada
processo com base em suas singularidades, como temperatura de incubacdo, composicao
do indculo e especialmente no que diz respeito a origem do substrato e possiveis pré-
tratamentos a serem aplicados na biomassa lignocelulésica, bem como a formacdo de

compostos potencialmente toxicos como consequéncia do processo de deslignificacéo.
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Tabela 3.3. Comparacdo da obtencdo de hidrogénio em reator em batelada a partir de diferentes substratos e condi¢Ges experimentais.

Pre- mmol Haz.L*! Substrato Pré-tratamento Inbculo Incu_bagao Tempoe ratura Referéncia
tratamento (dias) (°C)
2 Lodo de lagoa facultativa de Rabelo et al
& 39,2 Celulose Nenhum tratamento de efluente da 16 37 '
3 e (2018)
I industria de papel
dcé?ir\]/qapdo;stodsa Lodo granulado anaerébio pré- Quéméneur et
29,2 - Nenhum tratado por choque térmico (90 50 37
lignocelulose o . al. (2012)
; L C/10 min)
(xilose/lignina)
Bagaco de . - Lodo granulado termofilico Soares et al.
11 cana-de-aglcar Hidrotermolise diluido (10%) 16,6 60 (2017a)
[72}
8 Bagaco de . - Clostridium cellulolyticum Braga et al.
2 .6 cana-de-agUcar Hidrotermolise (atual R. cellulolyticum) 16,6 37 (2017)
Exolosio a Lodo anaerdbio pré-tratado por Datar et al
92,8 Palha de milho P choque térmico (220 °C/3 min) 2,5 35 '
vapor (2007)
3
2 S Lodo anaerdbio pré-tratado por Gonzales et al.
% 54,3 Casca de arroz  Hidrolise &cida choque térmico (90 °C/30 min) 03 35 (2017)
o
Biodegradacéo
9 (Phanerochaete
= 716 Sabugo de chrysosporium) Thermoanaerobacterium 14 60 Zhao et al.
S ' milho + Enzimatica thermosaccharolyticum ' (2012)
o) (Trichoderma
viride)

Fonte: Elaboracdo propria.
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3.5.1 Pré-tratamentos quimicos

Os pré-tratamentos quimicos geralmente envolvem a adi¢do de reagentes, como a
explosdo por fibra de aménia, explosdo por CO», deslignificacdo &cida (SONG; LEE, 1984;
LEITAO et al., 2013) e alcalina (CHANDRA et al., 2012; KIM; HAN, 2012; LEITAO et
al., 2013), tratamento oxidativo (CABRERA et al., 2014), adicdo de liquidos idnicos e a
adicdo de solventes organicos, a fim de alterar, tanto as caracteristicas quimicas, quanto
fisicas da biomassa. Os métodos de pré-tratamento quimicos foram amplamente estudados
para a producdo de bioetanol, entretanto, sua aplicacdo para a obtencdo de biogas ainda é
reduzida (ZHENG et al., 2014).

Na exploséo por fibra de aménia, a biomassa € exposta a amonia em estado liquido,
quente e sob alta pressdo, havendo a despressurizacdo subita e ocasionando a
desestabilizacdo da estrutura lignocelulosica, além da descristalizacdo da celulose. Este
método € indicado especialmente para o tratamento de biomassa de residuos agricolas, uma
vez que tem pouco efeito sob a lignina e a hemicelulose, embora seu alto custo possa
restringir sua aplicacdo. Uma alternativa ao método quimico de explosdo por fibra de
amonia é a exploséo por CO3, cuja metodologia é similar, porém o reagente utilizado é
economicamente mais vidvel (SUNDBERG, 2010). Estes processos, apesar de
extensivamente estudados para a producdo de bioetanol, ainda ndo sdo aplicados no pré-
tratamento para posterior obtencdo de biogas (ZHENG et al., 2014).

O pré-tratamento acido € considerado como um dos mais efetivos e, como o préprio
nome sugere, envolve a adicdo de reagentes acidos organicos ou inorganicos, comumente
o0 acido sulfarico (H2SOa4). Pode ser feito, tanto com acidos em altas concentracdes (30-
70%) e baixas temperaturas (e.g., 40 °C), quanto com baixas concentracdes (0,1%) e altas
temperaturas (e.g., 230 °C) (ZHENG et al., 2014).

O éacido pode ser adicionado a biomassa e ser aquecido indiretamente ou também
via injecdo direta de vapor, de forma similar ao método fisico conhecido como exploséao a
vapor. Um dos maiores problemas relacionados a este método é a formacao de residuos
acidos que carecem de neutralizacdo apés o tratamento da biomassa (SUNDBERG, 2010),
além da baixa fermentabilidade dos agUcares liberados apos a hidrélise (SONG; LEE, 1984)
e de sua toxicidade e corrosividade, requerendo, consequentemente, materiais caros para

sua manipulagéo, armazenamento e utilizagdo (ZHENG et al., 2014).
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Leitdo et al. (2013) utilizaram o0 método de deslignificacdo acida aplicado ao bagago
de cana-de-acucar. O tempo de reagdo entre o &cido utilizado (HCI 0,63 M) foi de 6,4
minutos a 136 °C, sendo que foram obtidos 40,9 mmol CHa.L* ap6s 30 dias de incubag&o
em condicdes mesofilicas (35 °C), utilizando ramem de caprinos, lodo de UASB e efluente
de cervejaria como indculos.

A deslignificagdo alcalina envolve a adigdo de bases, como o hidroxido de sodio
(NaOH), hidréxido de potassio (KOH), hidroxido de calcio (Ca(OH)2) ou também
hidroxido de amonio (NH4OH) a fim de promover a solubilizagéo da lignina e também da
hemicelulose (SUNDBERG, 2010), aumentando a porosidade do material e reduzindo o
grau de polimerizacdo da lignina com outros polimeros e de cristalinidade (KIM; HAN,
2012; ZHENG et al., 2014), além do aumento do grau de hidratacdo da celulose
(CABRERA et al., 2014).

Entre as diversas possibilidades de bases que podem ser adicionadas ao substrato
na deslignificacdo alcalina, a mais utilizada em estudos para obtencdo de biogas € o
hidroxido de sddio (NaOH). Kim e Han (2012) obtiveram rendimento de glicose de 254,6
g.kg? de biomassa de palha de arroz apds aplicacdo deslignificacdo alcalina com NaOH
(1,33 mol.L) a 80 °C durante 60 minutos, sendo que houve remoc&o de aproximadamente
43% da lignina. Chandra et al. (2012) apontam que a eficiéncia da obtencéo de metano a
partir de palha de trigo aumentou até 112% apds deslignificacdo alcalina com hidroxido de
sodio (NaOH) (4% dos ST) a 37 °C durante cinco dias, aumentando de 3,5 para 7,4 mmol
CHa.L™

O pré-tratamento oxidativo ocorre por meio da adi¢do de um composto oxidante,
como oxigénio (Oz), peroxido de hidrogénio (H202), acido peracético (CH3COsH) ou
0zonio (Oz) na biomassa suspensa em agua, sendo que seu principal efeito é a degradacédo
da lignina. Um dos problemas relacionados a este pré-tratamento é a perda dos
monossacarideos, uma vez que a oxidagdo ndo é seletiva (SUNDBERG, 2010). Os
perdxidos sdo transformados in situ em radicais hidroxil (OH®) que por sua vez sdo mais
potentes do que o peréxido em si. E mais comum no tratamento da biomassa com uso
posterior de obtencdo de bioetanol, havendo poucos estudos sobre sua aplicagcdo para
processos de obtencdo de biogas (ZHENG et al., 2014).

A unido dos métodos de deslignificacdo alcalina com o pré-tratamento oxidativo
utilizando peroxido de hidrogénio (H202) é um dos tratamentos quimicos mais efetivos

para residuos agroindustriais, pois além de favorecer a quebra da lignina, é considerado um
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processo ambientalmente mais vantajoso, uma vez que o reagente utilizado ndo representa
grandes riscos ambientais e é utilizado em baixas concentragdes. As espécies superdxidas
altamente reativas e radical hidroxila sdo formados de acordo com a Equacdo 3.1 e Equacéo
3.2 (CABRERA et al., 2014).

H,0, & H* + HOO™ (Eq.3.1)
H,0, + HOO™ - HO" + 05 + H,0 (Eq.3.2)

O pre-tratamento via adicdo de solventes orgénicos, também conhecido como
Organosolv, utiliza preferencialmente alcoois de baixo custo, como metanol e etanol. A
adicdo de liquidos idnicos, como sais com cations organicos ou anions inorganicos em
baixas temperaturas, € um tipo de pré-tratamento quimico promissor devido a sua grande
eficiéncia na quebra da celulose e a possibilidade de recuperacdo de 100% do reagente
utilizado ao término do tratamento. Entretanto, apesar de promissores, 0 Organosolv e 0s
liquidos i6nicos sdo considerados altamente dispendiosos e, portanto, pouco utilizados
(SUNDBERG, 2010).

3.5.2 Pré-tratamentos fisicos

Os tratamentos fisicos sdo aqueles que ndo carecem de reagentes quimicos e nem
de microrganismos para promover a hidrélise da estrutura lignoceluldsica (LEITAO et al.,
2013). Os tratamentos fisicos mais recorrentes na literatura sdo a fragmentacdo (como a
moagem e a trituracdo) (FORSTER-CARNEIRO; PEREZ; ROMERO, 2008; DE LA
RUBIA et al., 2011), a explosdo de vapor (auto hidrolise) (JACQUET et al., 2011;
FORGACS et al., 2012), aplicacdo de agua em estado liquido em elevadas temperaturas
(hidrotermdlise) (LEITAO et al., 2013), pir6lise, extrusdo e, por fim, a irradiacio
(ultrassom e micro-ondas) (JACKOWIAK et al., 2011). Os tratamentos fisicos sdo
favoraveis de aplicacdo para posterior obtencdo de metano a partir de residuos
agroindustriais (ZHENG et al., 2014).

A fragmentacdo € um método utilizado como etapa anterior aos demais tipos de pré-
tratamento, ndo havendo consenso na literatura se pode ser considerado por si s6 um tipo
de pré-tratamento ou nédo, sendo empregada principalmente com a finalidade de reduzir o
tamanho das particulas e facilitar o manuseio e armazenamento do residuo, podendo

aumentar sua superficie de contato. Os métodos de fragmentacdo mais comuns sdo 0s
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realizados por meio de maquinas de moagem ou trituracdo, como moinhos, martelo, facas,
rolos e extrusores, dependendo do teor de umidade do substrato (ZHENG et al., 2014;
CALABRO et al., 2016).

Kivaisi e Eliapenda (1994) afirmam que a reducéo das particulas de bagaco de coco
de 5 mm para 0,85 mm aumentou a obtencdo de metano a partir deste residuo em até 30%.
Entretanto, outros autores como De La Rubia (2011) apontam redugdo na obtencéo de
metano proporcional a reducdo no tamanho das particulas da biomassa (residuos do
processamento de semente de girassol), sendo que nos ensaios com particulas entre 1,4-2,0
mm observaram-se maiores concentragdes de metano (71,3 mmol CH4.L™), quando
comparado aos ensaios com particulas entre 0,36-0,55 mm e 0,71-1,0 mm (62,2 mmol
CHa.L), sendo uma possivel explicacdo o aumento na producdo de acidos organicos
volateis. A partir destes resultados verifica-se a necessidade de considerar as diferencas
entre o tipo de matéria-prima a ser tratada antes da escolha do pré-tratamento ideal, além
de conciliar diferentes tipos de pré-tratamentos.

O método de exploséo a vapor, um dos mais difundidos, consiste na submissdo do
substrato a elevadas temperaturas (160-260 °C) e (0,69-4,83 Mpa) durante curto intervalo
de tempo, para que a pressdo seja rapidamente reduzida, finalizando as reacOes e
possibilitando a descompressdo explosiva da biomassa, ocasionando a hidrélise da
biomassa em acucares (SUNDBERG, 2010; ZHENG et al., 2014).

A explosao a vapor vem sendo aplicada em diversos substratos como pré-tratamento
para a obtencdo de metano, entre eles o bagaco de citros. Forgacs et al. (2012) obtiveram
concentragdo maxima de 247,7 mmol CH..L? utilizando residuo de citros tratado por
explosdo a vapor como substrato e lodo terméfilo (55 °C) de unidade de biogas como
in6culo. Além disso, estimou-se que houve reducdo de 94,3% da concentracdo de 6leo
essencial (limoneno) no residuo ap0s o pre-tratamento, e a concentragdo de metano
aumentou cerca de 426% em comparagdo com o residuo sem pré-tratamento.

Na hidrotermdlise, reatores pressurizados sdo utilizados para manter a dgua no
estado liquido em elevadas temperaturas, geralmente em torno de 200 °C, condicdo
favoravel a penetragdo da agua na estrutura da biomassa, hidratando a celulose,
solubilizando a hemicelulose e removendo a lignina, facilitando sua degradabilidade, além
de prover produto final com menor concentracdo de inibidores. Nestas condigdes
experimentais a agua tem uma constante dielétrica elevada, agindo como um é&cido e

possibilitando a dissociacdo da hemicelulose e dissolugdo parcial da lignina (ZHENG et
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al., 2014). Apesar de sua demanda por energia elétrica, este método vem sendo apontado
como uma possibilidade de pré-tratamento de biomassa lignocelulésica, uma vez que ndo
carece de adicdo de reagentes quimicos (SUNDBERG, 2010).

A hidrotermoélise pode aumentar a producdo de metano a partir de diversos
substratos. Chandra et al. (2012) verificaram que a obtengédo de metano a partir de palha de
trigo aumentou 20% ap0s o pré-tratamento via hidrotermolise (200 °C e 1,55 Mpa durante
10 minutos). Em outro trabalho, Chandra, Takeuchi e Hasegawa (2012) também comparam
a obtencdo de metano nas mesmas condi¢des, usando palha de arroz como substrato ao
invés de palha de trigo. Sob tais condi¢des, 0s autores obtiveram resultados melhores
quando comparados aos do estudo anterior, uma vez que nos ensaios com substrato pré-
tratado, concentracGes de CH4 aproximadamente 222% superiores em relacdo ao substrato
sem pré-tratamento. Essa variacdo ocorre devido as diferencas quimicas e estruturais
particulares de cada tipo de residuo.

A hidrotermolise é promissora para aplicacdes futuras até mesmo em larga escala
(ZHENG et al., 2014) e bons resultados tem sido observados para residuos lignoceluldsicos
(LEITAO et al., 2013). Este método foi escolhido para aplicaco no pré-tratamento de
residuo de citros neste estudo.

O processo de extrusdo, outro método fisico de pré-tratamento, possibilita
resultados similares aos da hidrotermdlise, uma vez que a parede celular do material €
quebrada ap0s o alivio da pressdo, causando a despolimerizacdo da celulose, hemicelulose,
lignina e também de proteinas. Hjorth et al. (2011) indicam que a eficiéncia na obtencao de
metano a partir de biomassa agricola (palha e grama) aumentou até 70% quando submetidas
a este pré-tratamento.

Os métodos de irradiacao incluem as micro-ondas, ultrassom, raios-gama e feixe de
elétrons, sendo a primeira a mais estudada, na qual a energia é gerada por campo
eletromagnético, fornecendo aquecimento rapido e uniforme com gradientes térmicos
reduzidos. Possuem como vantagem a capacidade de aquecer rapidamente grandes
volumes, levando a economia de energia, entretanto, sdo excessivamente 0nerosos
(ZHENG et al., 2014). Jackowiak et al. (2011) obtiveram otimizacao de 28% na obtencéo
de metano a partir de palha de trigo apos pré-tratamento com radiacdo micro-ondas

utilizando lodo de esgoto e estrume como indculo.



62

3.5.3 Pré-tratamentos bioldgicos

Os pré-tratamentos biologicos geralmente envolvem o uso de culturas puras,
consorcios microbianos ou também enzimas hidroliticas (celulases, hemicelulases e
lacases) produzidas por microorganismos, sendo este Ultima possibilidade mais raramente
aplicada por ser economicamente onerosa (ZHENG et al., 2014).

Os fungos filamentosos sé&o os microrganismos mais estudados para aplicagdo no
tratamento bioldgico, especialmente aqueles que sdo capazes de hidrolisar a biomassa
lignocelulosica, mas utilizam principalmente lignina e hemicelulose, em vez da celulose, o
que diminui a possibilidade de competicdo por substrato com as bactérias fermentativas
(ZHENG et al., 2014; SU; TAN; XU, 2016). Além de microrganismos isolados, outra
possibilidade é a utilizacdo de consorcios, ou seja, microrganismos obtidos apos a partir
dos proprios materiais lignoceluldsicos em decomposicao.

Schroyen et al. (2015) utilizaram as enzimas lacase e peroxidase com o objetivo de
degradar a lignina de residuos de farinha de milho, linho, palha de trigo e cAnhamo, em
reatores batelada com estrume bovino e silagem de milho como indculo. Os autores
observaram concentragdes de metano de até 40 mmol CHa.L! para a silagem de milho ap6s
30 dias de experimento. Para os demais substratos avaliados, a concentracdo de metano foi
inferior, de aproximadamente 17,8 mmol CH4.L™. A biodegradacdo foi utilizada por Su,
Tan e Xu (2016) por meio da coinoculacdo de fungos Phanerochaete chrysosporium e
Aspergillus niger com residuos de citros como substrato e uma mistura de estrume suino e
lodo de esgoto como indculo, resultando na concentragdo de 0,01 mmol CHa.L™2.

Apesar das vantagens dos métodos de pré-tratamentos bioldgicos quando
comparadas aos fisicos e quimicos, como a baixa demanda por energia e reagentes e a
menor probabilidade de impacto ambiental, este tipo de pré-tratamento requere longo
periodo de exposicdo entre microrganismo (ou enzima) e substrato, geralmente semanas ou
meses, 0 que pode limitar seu uso em larga escala (ZHENG et al., 2014).

Neste cenério, optou-se pela aplicacdo do método de pré-tratamento fisico por
hidrotermdlise e pre-tratamento quimico de deslignificacdo alcalina, comparando seus
efeitos na obtencéo de biogas (hidrogénio e metano) a partir de residuos de citros como

substrato.
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36  MICRORGANISMOS FERMENTATIVOS E METANOGENICOS
3.6.1 Bactérias fermentativas e celuloliticas

Na digestao anaerobia, é possivel obter outros produtos de interesse biotecnoldgico
como por exemplo, os &cidos organicos e alcoois produzidos na etapa fermentativa
acidogénica e acetogénica, além do biogas. Os &cidos organicos comumente formados
nestas etapas sdo 0s seguintes: acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico,
valérico, latico, crotbnico e caproico, além dos principais alcoois, tais como metanol, etanol
e isobutanol. A formacdo destes produtos depende de diversos fatores, dentre eles a
temperatura, tipo de substrato, pH do meio reacional e principalmente a origem do indculo,
uma vez que as populagdes microbianas presentes podem determinar as rotas metabolicas
predominantes.

Miceli et al. (2018) relacionaram a diferentes doadores de elétrons (glicose,
sacarose, lactato e melago) com os principais metabolitos produzidos (acido acético, acido
propibnico, &cido butirico, hidrogénio e metano) e as populagdes microbianas
predominantes no processo. Os autores concluiram que o doador de elétrons é um dos
principais fatores no estabelecimento dessas populacdes nos reatores anaerdbios.

O processo de obtencdo biolégica do gas hidrogénio envolve diferentes
microrganismos, uma vez que pode ocorrer por meio da biofotolise da agua usando algas e
cianobactérias, pela fotodecomposicdo de compostos organicos por bactérias
fotossintéticas ou também pela fermentacdo de compostos organicos. A obtencdo de
hidrogénio na via fermentativa é baseada na geracdo de elétrons em organismos
heterotréficos a partir do crescimento oxidativo anaerdbio, no qual ha a eliminagdo dos
elétrons excedentes na forma de hidrogénio molecular devido a presenca da enzima
ferredoxina e também pela enzima hidrogenase, transferindo elétrons para o H* (DAS;
VEZIROGLU, 2001; SIVAGURUNATHAN et al., 2017).

Os principais microrganismos anaerdbios envolvidos no processo de obtencéo de
hidrogénio sdo as bactérias acidogénicas do género Clostridium, que inclui bactérias
anaerodbias obrigatdrias e fermentativas como C. cellobioparum (atual Ruminiclostridium
cellobioparum), C. thermocellum, C. butyricum, entre outros (DAS; VEZIROGLU, 2001,
YUTIN; GALPERIN, 2013), que podem atingir o balango redox por meio da excregéo de
produtos da fermentacao, como &cidos organicos e alcoois, ou pela produgéo de hidrogénio

molecular.
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Uma vez que, tanto a obtencdo de hidrogénio, quanto de &cidos organicos consiste
de uma etapa intermediaria da digestdo anaerobia, quando o objetivo do processo € a
obtencdo de um destes produtos finais, a reacdo deve ser interrompida nesta fase, caso
contrario havera consumo destes produtos como substrato para a metanogénese
hidrogenotréfica e acetoclastica, respectivamente. Para tanto, é importante que as
condigcbes operacionais sejam bem estabelecidas e controladas, o que justifica a
importancia do estudo das faixas ideais de temperatura, pH, condi¢des nutricionais do meio,
entre outros.

Em relacéo as principais populacfes envolvidas na fermentacéo, os clostridios séo
acidogénicos e produtores de hidrogénio, sendo muito estudado, devido ao seu carater
ubiquo e diversidade metabolica. Entretanto, géneros como Bacillus, Klebsiella e
Enterobacter sdo associados ao processo de obtencdo de produtos de interesse
biotecnoldgico por meio de processos anaerdbios (MAINTINGUER et al., 2017; RABELO
etal., 2018a; MAZARELI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).

Converti e Perego (2002) avaliaram o uso de glicdse como fonte de carbono em
condicdes de anaerobiose por espécie anaerdbia facultativa Enterobacter aerogenes,
demonstrando que seu principal produto fermentativo, além do H> foi o butanodiol. Kotay
e Das (2007) obtiveram rendimento maximo de Hz (2,28 mol H2 por mol de glicose)
utilizando cepa isolada de lodo de esgoto anaerdbio, identificada como Bacillus coagulans,
também anaerdbia facultativa, capaz de utilizar fontes alternativas de carbono, bem como
residuos lignocelul6sicos, sendo relacionada a producgéo de &cido acético, &cido butirico e
etanol, dependendo das condi¢des do meio de cultivo.

Lopez et al. (2010) relacionam o uso de residuo sélido de citros como matéria prima
principalmente para a producdo de etanol de segunda geracdo, comumente em processos
aerobios, e &cido succinico em processos anaerobios. Li et al. (2010) estudaram a producao
de &cido succinico em batelada a partir de residuos de citros pré-tratados com destilacdo a
vapor como substrato, utilizando cepa celulolitica-fermentativa Fibrobacter succinogenes,
obtendo 1,9 g.L* deste acido.

Lin et al. (2007) avaliaram variadas espécies de clostridios, como C.
acetobutylicum, C. butyricum, C. tyrobutyricum e C. beijerinckii. Os autores verificaram
para as condigdes experimentais com a Gltima espécie melhor rendimento de Hz em relacéo
as demais (2,1 mmol H> por mmol de glicose). Os autores demonstraram ainda que 0s

principais produtos da fermentacao da glicose por espécies deste género séo acido butirico
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(0,37-0,67 mmol por mmol glicose) e acético (0,34-0,42 mmol por mmol glicose) em pH
acima de 5, uma vez que abaixo deste valor, houve mudanca da via metabdlica de
acetico/butirico para lactico/etanol em algumas cepas, como C. butyricum.

Clostridium acetobutyricum é uma espécie conhecida por seu potencial de formagéo
de solventes, como acetona, butanol e etanol, em pH igual ou abaixo de 5 e limitacdo de
ferro e fosfato. Desta forma, para favorecer a via metabdlica na qual hd obtengdo de
hidrogénio, deve se manter o pH acima de 5 (HAWKES et al., 2002).

Ainda que Clostridium acetobutyricum seja conhecidamente anaerdbio, sabe-se que
esta espécie é capaz de tolerar baixas concentra¢fes de O no meio durante curtos periodos
de exposicdo (entre 4 e 6 h), apesar de reduzir o consumo de agucares e consequentemente
a sintese de biomoléculas como DNA, RNA e proteinas, podendo causar danos celulares
irreversiveis quando ha exposi¢édo em longos periodos.

Espécies de Clostridium caracterizam-se pela producéao de &cidos organicos volateis
em maior quantidade na fase exponencial do crescimento e alcoois na fase estacionaria,
provavelmente devido a diminuicdo do pH do meio, apds a fase exponencial e consequente
favorecimento de vias metabdlicas redutoras. A espécie comumente conhecida como
produtora de cido propi6nico é C. propionicum (atual Tyzzerella propionica) (DURRE,
1998; HAWKES et al., 2002; YUTIN; GALPERIN, 2013), além de bactérias do género
Propionibacterium, que também produzem é&cido propiénico como um dos principais
produtos finais da fermentacdo, a partir de glicose ou lactato como substrato (SOLLI et al.,
2014).

Quando o processo tem como principal objetivo a obtencdo de hidrogénio como
produto final, as rotas metabdlicas desejaveis sdo as que produzem &cido acético e acido
butirico como principais produtos finais da fermentacdo, além da baixa producdo de
propidnico e de produtos finais reduzidos, como alcoois e acido latico (HAWKES et al.,
2002). Pela via do &cido acetico tem-se rendimento de 4 moléculas de H> para cada
molécula de glicose (Equagdo 3.3), enquanto pela via do acido butirico tem-se 2 moléculas

de H2 para cada molécula de glicose (Equagéo 3.4).

CsHy,04 + 6H,0 — 2C0, + 2CH;COOH + 4H, (Eq.3.3)
CoHy,04 + 6H,0 — 2C0, + CH;CH,CH,COOH + 2H, (Eq.3.4)
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Na reacdo de oxidacdo da glicose a &cido acético, os atomos de hidrogénio séo
primeiramente transferidos para o dinucle6tido de nicotinamida e adenina oxidado (NAD™),
que atua como carreador de elétrons em sua forma reduzida (NADH), sendo liberados como
hidrogénio dissolvido (MOSEY, 1983). Em condi¢fes com excesso de energia disponivel,
h& desvio das rotas metabolicas para a formacdo de compostos organicos mais reduzidos,
consequentemente diminuindo a obtengdo de hidrogénio (MOSEY, 1983; AQUINO;
CHERNICHARO, 2005).

A producdo de acido propibnico esta associada a baixa obtencéo de hidrogénio, uma
vez que h& consumo de duas moléculas de hidrogénio para sua formacao, como ilustrado

na Equacéo 3.5 a partir da glicose como substrato.
C¢H,,0¢ + 2H, - 2CH;CH,COOH + 2H,0 (Eq.3.5)

Todavia, a formacéo de &cido propidnico pode ser desejavel quando o objetivo do
processo é a obtencdo de metano como produto final, uma vez que o consumo de hidrogénio
€ necessario para manter a pressao parcial do reator dentro dos limites necessarios para a
atividade metanogénica (HAWKES et al., 2002).

Uma vez que a reacao de producdo de acido acético gera dois mols deste acido por
mol de glicose, enquanto a producdo de acido butirico gera um mol de &cido por mol de
glicose, fica claro que a predominancia da rota metabdlica acetogénica causa maior
acidificacdo do meio. Além disso, a reacdo de formacdo de acido acético é favorecida em
menores concentracdes de hidrogénio e desfavorecida quando a pressao parcial deste gas
no meio torna-se elevada (acima de 0,0006 atm), momento em que as rotas de producéo de
acido butirico e propidnico sdo mais favoraveis (MOSEY, 1983; MICELI; TORRES;
KRAIJMALNIK-BROWN, 2016). Isto ocorre como consequéncia da falta de NAD™ no
meio intracelular, e sua regeneragdo por meio de outras vias mais favoraveis nestas
condicdes, nas quais a fermentacdo do acido piruvico acarreta na formacdo de &acido
propidnico, latico e etanol, ou ainda pela fermentacdo do Acetil-CoA a acido butirico.

E importante salientar que, como mencionado por Guo et al. (2014), nem sempre a
producdo de acido acético esté diretamente relacionada a obtencao de hidrogénio, uma vez
que sua formacdo também pode ocorrer durante a homoacetogénese, via comum em
reatores em batelada, na qual ha consumo de H; e CO, ou também de monossacarideos de

hexose por bactérias do género Clostridium.
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A reacéo de formacéo do etanol (Equacéo 3.6), conhecida como via solvetogénica,
é desvantajosa para o processo de obtengdo de hidrogénio, apesar de ndo haver consumo
direto de atomos de hidrogénio, a prevaléncia da via solvetogénica acarreta em competicao
pelo mesmo substrato necessario para a formacdo de hidrogénio nas vias acidogénica e
acetogénica, sendo que sua producdo ocorre a partir do composto intermediario comum as

reacoes, Acetil-CoA.
C¢H,,05 - CH3;CH,0H + 2CO0, (Eq.3.6)

A inddstria de fabricacdo de acido acético ja é consolidada, movimentando entre
1200 a 1600 dolares no ano de 2015, o que corresponde a demanda de aproximadamente
13 milhGes de toneladas deste produto puro. Sua principal aplicacdo é na producédo
oxidativa de mondmero de acetato de vinil, usado como mateéria prima para a fabricacéo de
tintas e adesivos, além da producéo de anidrido acético por meio de sua condensacéo, sendo
utilizado para a producédo do acetato de celulose, matéria prima da industria téxtil e filmes
fotogréficos. O &cido acético glacial (livre de agua) é um excelente solvente com diversas
aplicacdes (PAL; NAYAK, 2017).

Os processos de obtencdo bioldgica do acido acético sdo comumente realizados
utilizando bactérias aerdbias, especialmente as dos géneros Acetobacter, Gluconobacter e
Acidomonas oxidantes de agucares, alcoois e etanol (YAMADA; HOSHINO; ISHIKAWA,
1997), que produzem &cido acético como produto final deste processo. O substrato
preferencial de Acetobacter é etanol, que é um produto final valioso e utilizado como
matéria prima em diversos processos industriais, gerando apenas 1 mol de &cido acético
para cada mol de etanol oxidado (RASPOR; GORANOVIC, 2008).

Apesar de a obtencdo de acido acético ser maior em processos oxidativo aerobios
em relacdo aos processos de fermentagdo, no primeiro caso, envolve mais gasto de
operacdo, uma vez que as bactérias envolvidas sdo aerobias obrigatdrias e, portanto,
carecem de oxigénio livre no sistema, acarretando em gastos com aeracdo constante
(RASPOR; GORANOVIC, 2008). Além disso, a possibilidade de uso de consorcio
bacteriano na obtencéo de &cido acético em processos anaerobios ao invés de culturas puras
também pode ser considerada como vantajosa, uma vez que reduz os gastos em meio de
cultivos especificos e possibilita a obtencéo de demais produtos de interesse biotecnoldgico

conciliados ao processo, como o hidrogénio gasoso.
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Neste cenario, estudos sobre novas formas de obtencdo de acidos organicos e
solventes a partir de processos biologicos anaerdbios vém sendo estimulados,
especialmente quando conciliadas a digestdo anaerdbia, uma vez que ha a possibilidade de
obtencdo de hidrogénio e/ou metano ao longo do processo, além do tratamento de residuos
organicos de dificil degradacdo, como os lignocelulésicos.

Em relagdo a conversdo de biomassa lignoceluldsica em produtos de interesse
biotecnologico tem-se duas formas: (1) via hidrolise dos polissacarideos a monossacarideos
fermentaveis ou (2) via fermentacdo dos agucares em solventes, acidos organicos e biogas
(ZVERLOV; SCHWARZ, 2008). O papel dos microrganismos celuloliticos, bem como sua
participacdo fundamental no ciclo do carbono, estd intimamente relacionado com a
primeira situacdo (WILSON, 2011).

Os microrganismos celuloliticos sdo capazes de hidrolisar a biomassa
lignocelulésica em celulose e hemicelulose, que por sua vez, em ambientes anaerébios, é
catabolizada a celobiose e xilobiose e, posteriormente, hidrolisada por organismos
fermentativos em acidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) alem de
alcoois (etanol, butanol) e gases (Hz2, CO2). Hidrogénio e &cido acético podem ser
consumidos diretamente na metanogénese, enquanto os demais compostos requerem a
atividade dos organismos sintroficos, que ira converté-los em Hz, CO2 e demais produtos,
como acido acético, etanol e acido lactico (RATTANAPAN et al., 2019).

Estima-se que 90% da celulose presente na biomassa residual, em teoria, poderia
ser convertida a metano (AZMAN et al., 2015). Desta forma, levando-se em consideracao
que a hidrélise da celulose ¢ uma das etapas limitantes para o aproveitamento da maior
parte da biomassa residual, a procura por fontes de obtencédo de enzimas celuloliticas vem
aumentando cada vez mais (SADHU; MAITI, 2013).

As celulases sdo enzimas responsaveis pela atividade celulolitica e compostas por
exoglicanases, endoglicanases ¢ B-glicosidases, variando de acordo com sua agao catalitica
(SADHU; MAITI, 2013). A atividade celulolitica é comumente associada a
microrganismos aerobios, entretanto, bactérias semelhantes a Clostridium e
Ruminiclostridium s&o conhecidas por sua eficiéncia em hidrolisar, em anaerobiose, 0s
polissacarideos que compde o0s vegetais, por meio do celulossoma, um complexo
enzimatico extracelular responsavel pela despolimerizacdo da celulose, constituido por
uma proteina integradora (CipA), que contém diversos compostos cataliticos e coenzimas
(CHAPLEUR et al., 2016).



69

Apesar de haver diferentes mecanismos de degradacdo bioldgica da celulose, sabe-
se que as celulases séo enzimas chave, presentes em todos estes mecanismos. Estas enzimas
catalisam a reagao de hidrélise das liga¢des B-1,4 entre as moléculas de glicose presentes
nos polimeros de celulose. A maior diferenca entre as celulases e demais enzimas, é que ao
contrario das enzimas que catalisam reagdes com substratos que se ligam aos seus sitios
ativos, as celulases catalisam reacBes com matrizes insolUveis, dependendo, portanto, da
adesdo do microrganismo celulolitico ao substrato, devido ao dominio conhecido como
modulo de ligacdo de carboidratos (WILSON, 2011).

Estima-se que existem pelo menos onze familias de celulases, sendo que a
similaridade entre elas se baseia em sua sequéncia de aminoacidos, que determinam as
dobras destas proteinas e sua especificidade, de acordo com diferentes tipos de substrato e
diferentes niveis de cristalinidade da celulose. Em microrganismos anaerobios, é comum a
presenca do complexo enzimatico celulossoma, que apesar de ndo conter modulos de
ligacdo de carboidratos, sdo anexados a proteinas “andaimes” que contém este sitio ativo
(WILSON, 2011).

Diversos fatores podem afetar a atividade destas enzimas, como pH do meio
reacional, temperatura de incubacdo e também a concentracdo de substrato e/ou produtos
finais formados (celobiose e glicose) (SARATALE et al., 2008).

Os macronutrientes e micronutrientes, por exemplo, sdo elementos essenciais no
metabolismo microbiano, necessarios para 0 crescimento celular, tanto para sua
composicédo (parede celular, membranas, DNA), e como também na forma de cofatores
enzimaticos. Alguns destes micronutrientes, como Ca, Na e Fe, sdo imprescindiveis para o
estabelecimento de populacGes de bactérias produtoras de hidrogénio (WU; CHU; SHEN,
2012). Da mesma forma, em concentracdes elevadas, 0s micronutrientes podem ser toxicos
aos microrganismos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia, especialmente pelos
metais Cu e Zn (LIN; SHEI, 2008), que apesar de essenciais aos processos fermentativos,
podem apresentar efeitos inibitdrios em concentracdes acima de 250 e 400 mg.L™,
respectivamente (ZHENG; YU, 2004).

Uma das principais limitagdes para a compreensdo dos aspectos fisioldgicos dos
microrganismos celuloliticos ocorre devido ao fato de que a maior parte destes
microrganismos ndo sdo cultivaveis. Diversas espécies da ordem Clostridiales sdo

associadas a atividade celulolitica de biomassa lignocelulésica residual, como polpa de
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papel, residuos agroindustriais e bagaco de cana-de-agucar (SADHU; MAITI, 2013). As
espécies de clostridios conhecidamente celuloliticas sdo: Clostridium thermocellum (atual
Ruminiclostridium thermocellum), C. aldrichii (atual R. aldrichii), C. alkalicellulosi (atual
R. alkalicellulosi), C. caenicola (atual R. caenicola), C. cellobioparum (atual R.
cellobioparum), C. cellulolyticum (atual R. cellulolyticum), C. cellulosi (atual R. cellulosi),
C. clariflavum (atual R. clariflavum), C. hungatei (atual R. hungatei), C. josui (atual R.
josui), C. leptum (atual R. leptum), C. methylpentosum (atual R. methylpentosum), C.
papyrosolvens (atual R. papyrosolvens), C. sporosphaeroides (atual R. sporosphaeroides),
C. stercorarium (atual R. stercorarium), C. straminisolvens (atual R. straminisolvens), C.
sufflavum (atual R. sufflavum), C. termitidis (atual R. termitidis), C. thermosuccinogenes
(atual R. thermosuccinogenes) e C. viride (atual R. viride) (AZMAN et al., 2015). E
possivel notar, a maior parte das espécies celuloliticas anteriormente consideradas junto ao
género Clostridium foram reclassificadas no género Ruminiclostridium (YUTIN;
GALPERIN, 2013).

Guedon et al. (2002) estudaram a influéncia de subprodutos do metabolismo
anaerobio na atividade celulolitica, e verificaram que o acimulo de &cido lactico inibiu o
crescimento de C. cellulolyticum (atual Ruminiclostridium cellulolyticum) em ensaios
contendo celulose como fonte de carbono, enquanto o acimulo de &cido acético e etanol
ndo representaram o mesmo efeito.

Rabelo et al. (2018) identificaram por sequenciamento massivo do gene 16S RNAr
bactérias similares a Clostridium sp., Bacteroides sp., Paenibacillus sp., Lactobacillus
paracasei, Escherichia hermannii e Enterobacter aerogenes em ensaios contendo bagaco
de cana-de-aclcar como substrato para a obtencdo de Hy, sendo C. cellobioparum (atual
Ruminiclostridium cellobioparum), C. sartagoforme e C. cellulolyticum (atual
Ruminiclostridium cellulolyticum), bacterias tanto celuloliticas quanto produtoras de Ho.

As bactérias mais comuns associadas a atividade hidrolitica em ambientes
anaerobios, especialmente em reatores, pertencem ao filo Firmicutes, tais como
Clostridium, Ruminococcus, Caldicellulosiruptor, Caldanaerobacter, Butyrivibrio,
Acetivibrio, Halocella e Eubacterium, além de outras pertencentes aos filos Bacteroidetes,
Fibrobacter, Spirochaetes e Thermotogae (AZMAN et al., 2015).

Em relagéo aos habitats mais frequentes em que sdo encontrados organismos com
potencial celulolitico, o rimen é certamente o mais estudado, sendo que se estima que ha

cerca de 10'° NMP por mL, sendo 10% delas celuloliticas. Além do rimen, as composteiras
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séo outro tipo de ambiente amplamente estudado acerca de sua comunidade microbiana
com potencial celulolitico, no qual a degradacao da biomassa recalcitrante ocorre devido a
atividade de bactérias celuloliticas termofilicas e mesofilicas, dependendo da etapa de
degradacdo (WILSON, 2011).

Heerden et al. (2002) estudaram a microbiota do processo de compostagem
contendo residuos solidos de citros. Os autores concluiram que o0s microrganismos
predominantes do Dominio Bacteria durante a fase termofilica da compostagem foram
semelhantes a Bacillus (B. licheniformis, B. macerans e B. stearothermophilus), além de
Pseudomonas (P. aeruginosa, P. fluorescens e P. luteola). Bicas e Pastore (2008) também
isolaram organismos predominantemente dos géneros Bacillus e Pseudomonas em ensaios
contendo residuos de citros com até 0,1% de limoneno.

H& poucos relatos sobre o uso de residuos solidos de citros como substrato
fermentativo para obtencdo de compostos de interesse biotecnoldgico, especialmente
biogas (hidrogénio e metano) (FORGACS et al., 2012; RUIZ; FLOTATS, 2014;
CALABRO et al., 2016), especialmente sobre a comunidade microbiana autoctone deste
material. Desse modo, justifica-se a realizacdo de novos estudos acerca deste tema,
especialmente em reatores anaerdbios, uma vez que 0s poucos dados existentes sao
relacionados apenas a comunidade microbiana aer6bia ou anaerdbia facultativa e passiveis
de serem isoladas.

Lacava et al. (2006) realizaram a caracterizacdo da comunidade bacteriana
endofitica de citros, por meio das técnicas de isolamento e PCR/DGGE. Os autores
identificaram bactérias semelhantes a Methylobacterium mesophilicum, Xyllela fastidiosa,
Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Bacillus spp.

Da mesma forma, Corréa (2008) isolou organismos endofiticos de citros, sendo
fungos filamentosos, leveduras e bactérias de diferentes partes da planta (folhas, ramos e
fruto). Nesse ultimo caso, verificaram que os fungos filamentosos contribuiram com
85,24% da abundancia relativa deste vegetal, 0,75% de leveduras e, finalmente, 13,99% de
bactérias da comunidade endofitica de citros, sendo 4,32% nos frutos.

Desta forma, a determinacdo da prevaléncia de microrganismos em citros, bem

como sua relacdo com inoculos aldctones utilizados em reatores anaerobios, torna-se
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amatriz lignocelulésica e, ainda, o limoneno, que vem sendo relatado como um dos grandes
obstéculos ao seu reuso.

A utilizacdo de residuos sélidos aplicada a obtencdo de Hz, CH4 e demais compostos
organicos com potencial biotecnoldgico, como AOV e alcoois, vem sendo estudada pelo
Grupo de Pesquisa em Processos Anaerdbios do LPB da EESC-USP, bem como os
principais microrganismos associados a digestdo anaerdbia destes residuos (Tabela 3.4),
sendo possivel observar a ubiquidade dos clostrideos. Entre os diversos residuos solidos
estudados, destaca-se o bagaco de cana-de-agucar (AHMAD et al., 2018; BRAGA et al.,
2018; RABELO et al., 2018b; SOARES et al., 2020), banana (MAZARELI et al., 2020), e
residuos do processamento de café (VILLA MONTOYA et al., 2019).

Tabela 3.4. Principais bactérias identificadas a partir de diferentes residuos solidos aplicados a obtencéo de

produtos de interesse biotecnolégico em reatores em bateladas.

Residuo H Principais
1 _Pr °C In6culo Principais bactérias compostos Referéncia
solido inicial P
organicos
Dysgonomonas,
Bagaco Consércio obtido a Coprococcus,
decana- 6,0 37 partir de residuo de Sporomusa, Hz, CHse  Soares etal.
, . EtOH (2020)
de-agucar compostagem Bacteroides e
Sedimentibacter
Hz, HAC,
x Clostridium e HBu, Mazareli et al.
Banana 7,5 44 Autofermentacéo Lactobacillus HLac e (2020)
EtOH
Cascas ~ - Hz, HAce Villa-Montoya
de café 7,0 30 Autofermentacgéo Clostridium HLac etal. (2019)
Bagaco Consorcio obtido a Clostridium
de cana- 6,8 37 partir d? eflyente Klebsiella, Routellae  H; e HBu Rabelo et al.
, da fabricacéo de . (2018)
de-agUcar Desulfovibrio
celulose e papel
Bagaco lodo UASB de Clostridium, Hz, CHse Braga et al.
de cana- 6,0 37 .
q . avicola Enterococcus HAc (2018)
e-agucar
Thermotogaceae,
Bagaco lodo UASB de Anaerolinaceae, CHse Ahmad et al.
de cana- - 37 . Syntrophaceae,
. avicola ; HAc (2018)
de-agUcar Spirochaetaceae e

Clostridiaceae

Nota: (-)= N&o especificado. Temperatura de incubacéo (°C).

3.6.2 Arqueias metanogéncias

A metanogénese € a ultima etapa do processo de degradacao anaerdbia e realizada
por microrganismos do Dominio Archaea, que sdo anaerobios estritos, cujo produto final é
0 gas metano (CHa) e dioxido de carbono (COz), sendo um processo essencial para o ciclo

do carbono. As arqueias metanogénicas podem ser encontradas em diversos ambientes
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anaerobios e limitados em relagdo a luminosidade, nitrato e sulfato, mas com
disponibilidade de compostos organicos complexos, como fontes termais, sedimentos de
agua doce, digestor anaerdbio e também no intestino de animais de sangue quente e rimen
(DEPPENMEIER, 2002).

A obtencdo de metano ocorre ao final das reacGes realizadas por consorcio
microbiano, de hidrélise, acidogénese, acetogénese, para que finalmente a matéria organica
seja convertida em biogas na etapa de metanogénese, sendo que do total de biogas formado,
geralmente 50-80% é metano (WALTER et al.,, 2016). A metanogénese pode ser
acetoclastica (Equacdo 3.7), ou seja, realizada a partir do acetato gerado durante a
acetogénese ou hidrogenotréfica (Equacdo 3.8), a partir do H> e CO, (DEPPENMEIER,
2002; ZHENG et al., 2014).

CH,C00~ + H* > CH, + CO, AG™ — 36 kJ.mol™! (Eq.3.7)
4H, + CO, » CH, + 2H,0 AG'® — 131kJ.mol™t (Eq.3.8)

Os organismos metanogénicos sdo diversos, tanto geneticamente quanto
morfologicamente (DEPPENMEIER, 2002). Os principais géneros associados a
metanogénese em condicdes mesofilicas sdo Methanobacterium, Methanocaldococcus e
Methanosarcina e, em condi¢cdes termofilicas, os géneros mais frequentes sdo
Methanothermobacter e Methanoculleus, aléem da espécie Methanosarcina thermophilus
(CHAPLEUR et al., 2016). As arqueias metanogénicas semelhantes a Methanosarcina sao
consideradas dominantes em reatores mesofilicos cujo indculo ou substrato provém de
estercos, uma vez que estes microrganismos possuem metabolismo versatil, podendo
consumir Hz, COz, metanol, metilamina e também &cido acético como substrato
(DEPPENMEIER, 2002; WALTER et al., 2016). As principais familias e géneros de
argueias metanogénicas, bem como 0s substratos utilizados para a metanogénese estdo

sumarizados na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Principais géneros de arqueias envolvidos no processo de metanogénese e suas respectivas ordens

e familias taxonémicas.

Methanosphaero
Methanobacteriales t i Methanobacteriaceae | : Methanobacterium
Methanobrevitacter
Methanococcales 1 Methanococcaceae { t Methanococcus
Methanamicroblumm
Methanomicrobiales | Methanomicrobiaceae | Methanogenium
Methanoplanas
Methanopyrales ‘ i Methanospirillaceae r { Methanaspirillum
| Methanococcoides |
Methanosarcinaceae :
{ Metspaaipain \ D Hidrogenaotroficos
Methanosarcinales I ‘ [:] Hidrogenotréficos
efou acetoclasticos
} Methanosaetaceae ] l Methonosoeta | [ Acetoctssticos

Fonte: Modificado de Deppenmeier (2002).

Apesar da diversidade de organismos hidrogenotroficos conhecida ser maior em
relacdo aos acetoclasticos, com predominancia de géneros pertencentes a ordem
Methanosarcinales, sdo 0s acetoclasticos os principais responsaveis pela metanogénese em
reatores anaerobios voltados a obtencdo de biogéas (SOLLI et al., 2014). Além disso, as
arqueias hidrogenotréficas possuem velocidade de crescimento superior em relacdo as
acetoclasticas (MERLIN CHRISTY; GOPINATH; DIVYA, 2014).

A temperatura pode influenciar a comunidade microbiana dos reatores anaerébios
durante a metanogénese (CHAPLEUR et al., 2016). No estudo realizado por Walter et al.
(2016), utilizando estrume bovino como indculo e residuos da inddstria de papel como
substrato, os autores apontam que o desenvolvimento de arqueias semelhantes a
Methanoculleus é favorecido em condicdes termofilicas. Além disso, os autores avaliaram
a influéncia de seis diferentes pré-tratamentos (térmico, ultrassom, enzimatico,
biodegradacgdo, deslignificacdo alcalina e ultrassom mais deslignificagdo alcalina) e
observaram que o género dominante em todos os reatores utilizando os substratos pré-
tratados foi Methanosarcina, acompanhado por consércio de microrganismos
hidrogenotraoficos.

Os indculos utilizados com mais frequéncia para favorecer a obtengéo de biogas séo
lodos de diversos tipos de estagdo de tratamento de aguas residuarias (FORSTER-
CARNEIRO; PEREZ; ROMERO, 2008; FORGACS et al., 2012; LEITAO et al., 2013; SU;
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TAN; XU, 2016), estrume (CALABRO et al., 2016; SU; TAN; XU, 2016) e também o
rimem de bovinos ou caprinos, na tentativa de prover consorcio rico em bactérias
celuloliticas, fermentativas e metanogénicas (LEITAO et al., 2013). Além da ampla
variedade de in6culos aplicaveis aos processos metanogénicos tem-se verificado potencial
de obtencdo de CH4 a partir de residuos sélidos, tais como aqueles provenientes do
processamento de alimentos (JIANG et al., 2019; YUSOF et al., 2019) e bagaco de cana-
de-acucar (AHMAD et al., 2018; BRAGA et al., 2018) (Tabela 3.5). Entretanto, pesquisas
acerca do potencial de obtencdo de CHs a partir de residuos solidos ainda sdo escassas na

literatura, quando comparadas aquelas a partir de dguas residuarias.
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Tabela 3.5. Principais arquéias identificadas a partir de diferentes residuos sélidos aplicados a obtenc¢éo de

metano em reatores em batelada.

Residuo pH  Temperatura

s6lido inicial (°C) Inoculo Principais arqueias Referéncia
Residuos esterco Yusof et al
de 7,0 35 de Methanosaeta '
) , (2019)
alimentos avicola
, lodo de
Residuos )
de i 37 esgoto e Methanoculle_us, Jiang et al.
. esterco Methanosarcina (2018)
alimentos ,
suino
Methanobacteriales,
Bagaco lodo Methanomassiliicoccales, Braga et al
de cana- 6,0 37 UASB de . ) ' 9 :
, ; Methanomicrobiales e (2018)
de-acucar avicola .
Methanosarcinales
Bagaco lodo Methanolinea,
de cana- - 37 UASB de Methanobacterium e Ahmad et
i . al. (2018)
de-acucar avicola Methanosaeta

Nota: (-)= N&o especificado.

3.7  TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADAS AO ESTUDO
DE MICRORGANISMOS EM REATORES ANAEROBIOS

Devido a ampla diversidade de microrganismos envolvidos na bioconversdo de
residuos lignocelulésicos a produtos de valor agregado nas diferentes etapas do processo
de digestdo anaerébia, como organismos sintréficos, celuloliticos, acidogénicos e
acetogénicos, produtores de hidrogénio e metanogénicos, enfatiza-se a necessidade da
aplicacdo de técnicas de biologia molecular para melhor entendimento do papel das
diferentes comunidades microbianas envolvidas na assimilacdo de diferentes substratos,
especialmente se tratando de biomassa residual complexa.

A caracterizacdo da microbiota envolvida na degradacdo de residuos solidos é de
grande importancia para o entendimento deste processo, que pode ser conciliado a obtencéo
de produtos de interesse biotecnoldgico. Para identificacdo de microrganismos, comumente
se utiliza como na analise comparativa os genes que codificam subunidades ribossémicas,
envolvidos na tradugdo das informagdes do DNA em proteinas. Em procariotos 0s
ribossomos sao constituidos de trés subunidades, a saber: 5S, 16S e 23S, com 120, 1.650
e 3.300 pares de base, respectivamente. O uso do gene que codifica a subunidade 16S para
classificacdo taxénomica de procariotos foi difundido, uma vez que este gene é observado

em todos os microrganismos do Dominio Bacteria e Archaea, cuja regido € conservada,
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além de possuir variagdes suficientes, possibilitando o célculo de distancias evolutivas
(SCHLEIFER, 2009) e construgdo de dendrogramas de distancia genética.

Uma vez que apenas 1% dos microrganismos conhecidos sdo cultivaveis em
laboratdrio, técnicas baseadas em identificacdo por caracterizacdo morfofisiologica e/ou
biomolecular (amplificagdo do gene RNAr 16S), além de demandarem muito tempo,
podem ndo fornecer resultados representativos acerca da comunidade envolvida em
determinado processo (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2008).

As técnicas tradicionalmente utilizadas para identificacdo em larga escala de
comunidades microbianas de amostras ambientais, como sequenciamento de Sanger
(SANGER; COULSON, 1975) utilizando preparo de bibliotecas de clones, geram dados
com menor robustez (1.000 bases por corrida), quando comparados as técnicas mais
modernas, como 0s sequenciamentos de terceira geracdo (pirossequenciamento, 10°-10*2
bases por corrida) e sequenciamentos de nova geragdo (DANIEL, 2005).

Entre as técnicas de Biologia molecular mais frequentes aplicadas ao estudo de
reatores anaerobios, é possivel citar aquelas conhecidas como fingerprint (impressao
digital) por meio da Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE), e mais
recentemente, as técnicas que envolvem o uso de sequenciamento de alta performance ou
de nova geracdo, como o0 sequenciamento massivo do gene RNAr 16S (metabarcoding)
ou, mais recentemente, o sequenciamento shotgun metagendmico, utilizando plataformas
como Illumina HiSeq (GUO et al., 2015).

As técnicas de fingerprint, apesar de Uteis para avaliacdo dos indices ecoldgicos
microbianos de amostras de reatores, ndo possibilitam a caracterizacdo microbiana das
amostras de interesse, tampouco fornecem informagdes concretas sobre seu metabolismo
ao longo do processo, como as enzimas produzidas e o potencial funcional do consorcio
microbiano do inoculo utilizado em diferentes condi¢Ges operacionais. Desta forma, se
justifica a anélise metagenémica da comunidade microbiana na avaliacdo de diferentes
condi¢bes experimentais, especialmente em condi¢Oes otimizadas para obtencdo de
produtos de interesse biotecnologico (VOGEL, 1996).

Em relacdo as técnicas citadas de sequenciamento de nova geracdo, O
metabarcoding (sequenciamento massivo de um gene de interesse, como RNAr 16S)
possibilita apenas informagdes acerca da identidade dos microrganismos em determinada

comunidade (metataxondmia), além da avaliagdo dos indices ecoldgicos pertinentes, como
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indices de diversidade e dominancia. Em contrapartida, o uso do shotgun metagendémico,
assim como no metabarcoding tem-se acesso as informagdes para analise taxdnomica e
funcional da comunidade (BRUCE et al., 2010; COLOMBO et al., 2016). Por meio da
técnica de shotgun, ndo se tem apenas sua identificacdo e estabelecimento de relacGes
taxébnomicas, mas também informac@es sobre genes codificadores de enzimas de interesse.
Tal possibilidade € baseada no sequenciamento randémico do genoma, possibilitando o
entendimento da diversidade fisioldgica da microbiota do indculo para possivel relacdo
com as variaveis operacionais em cada processo, e com as rotas metabdlicas envolvidas na
degradacéo da lignocelulose (BRUCE et al., 2010; COLOMBO et al., 2016; DELFORNO
etal., 2017).

Apesar do estudo da comunidade microbiana envolvida no processo de digestdo
anaerobia ser essencial para a compreensdo do comportamento dos reatores anaerobios sob
diferentes condicGes operacionais e como estas afetam as vias metabdlicas predominantes
e consequentemente os metabdlitos obtidos, além de informacgdes acerca da resisténcia a
potenciais agentes toxicos e/ou recalcitrantes, diversas pesquisas ainda se baseiam apenas
em dados fisico-quimicos para avaliacdo dos resultados obtidos (DATAR et al., 2007,
MILLATI et al., 2018). Entretanto, é fundamental a obtencdo de dados fisico-quimicos e
bioldgicos para melhor compreensao de diferentes configuraces de reatores anaerdbios.
Encontram-se resumidas na Tabela 3.6 algumas das principais técnicas de Biologia
molecular utilizadas com esta finalidade, bem como os géneros mais abundantes em cada

reator.

Tabela 3.6. Comparacéo entre técnicas de biologia molecular utilizadas em reatores anaerébios.

Géneros mais

Substrato Aplicacdo  Reator  Indculo Técnica Referéncia
abundantes
Bagaco Clostridium, Obtencéo lodo [llumina Braga et al.
de cana- Enterococcus de Hy, CH, Datelada  UASB/ -y uco16s)  (2018)
de-aclcar € Fz, LHa avicola g
Bagaco Coprothermobacter, ~ Obtencéo lodo [llumina Soares et
de cana- Anaerobaculum de H, Batelada  UASB/ MiSeq (16S)  al. (2018)
de-acucar vinhaca '
x lodo 16S + Quéméneur
Xilose Clostridium Ot()jter;'(;ao Batelada anaerobio  Biblioteca de etal.
€M digerido clones (2012)
Producéo Lodo . .
Palha de Ruminococcaceae de Acidos Batelada  UASB Pirosequencia- - Woo et al.
arroz As e mento (2015)
Organicos doméstico

Fonte: Elaboragéo propria.
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Quémeéneur et al. (2012), avaliaram a influéncia de potenciais agentes inibidores
comumente formados no processo de degradacdo de compostos lignocelulésicos em
populacdes de cultura bacteriana mista (lodo anaerobio digerido). Para tanto, os autores
avaliaram a obtencdo de H. em reatores em batelada contendo xilose, furfural, 5-HMF
(hidroxi metil furfural), furano, fenol e lignina (Kraft e Organosolv).

Toxicidade ao processo fermentativo foi observada para todos esses compostos,
todavia, os mais inibitérios foram lignina e furanos, enquanto os fenois 0s menos
inibitérios. Além disso, os autores verificaram que os clostridios foram predominantes
independente do inibidor, e C. beijerinkii identificada em todos o0s ensaios, sendo
considerada a cepa ideal para processos de obtencdo de H» a partir da lignocelulose.
Todavia, espécies comumente associadas a obtencdo de Hz, como C. acetobutylicum e C.
pasteurianum foram afetadas negativamente pela adicdo dos inibidores.

Braga et al. (2018) avaliaram a biomassa envolvida na obtencéo de H, (Fase I) e
CHs (Fase Il) em reatores em batelada, sendo a Fase Il alimentada com o efluente
acidificado e rico em metabdlitos gerado na Fase I, alimentada com bagaco de cana-de-
acucar. A partir do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S foi possivel identificar na
Fase | géneros produtores de celulases, como Clostridium e Enterococcus, enquanto na
Fase Il foram identificadas bactérias pertencentes as familias Methanoregulaceae e
Methanosaetaceae de arqueias metanogénicas. Este caso exemplifica como o estudo das
comunidades microbianas envolvidas no processo de obtencdo de biogas é relevante,
possibilitando o ajuste das condi¢Ges operacionais mais indicados para cada fase, bem
como o enriquecimento prévio deste in6culo com a finalidade de obtencdo de maior

eficiéncia do processo.

3.7.1 Ferramentas de bioinformatica aplicadas a metagenémica
O campo de estudos em ecologia microbiana vem sendo revolucionado por técnicas
de sequenciamento de alto rendimento. Uma das maiores vantagens relacionadas a estas
técnicas é a possibilidade de analise simultanea de centenas de comunidades, permitindo a
analise de padrbes anteriormente inacessiveis por tecnicas de sequenciamento de menor
rendimento. No entanto, sabe-se que ha certa limitacdo de técnicas comuns para atribuicéo

taxonémica e analise de dados de sequenciamento massivo (CAPORASO et al., 2010).
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A qualidade do sequenciamento é uma das barreiras na obtengdo de uma analise
precisa, uma vez que 0s possiveis problemas nesta etapa podem levar & superestimativa da
diversidade microbiana. Este tipo de dado pode ser suscetivel as falhas quimicas e
mecanicas ou contaminacdes, tanto no contetdo do adaptador quanto no viés do contetido
base, devido a problemas na obtengéo de sequéncias e na preparacdo de bibliotecas. Desta
forma, um dos principais passos na anélise de dados de sequenciamento massivo é o
controle da qualidade das sequéncias. Uma das ferramentas que podem ser usadas para o
controle de qualidade de dados de sequenciamento massivo, como shotgun, é o Fastp, que
fornece vérios recursos, como qualidade da sequéncia base, pontuacdo da qualidade por
sequéncia, conteudo da sequéncia base, Contetdo (GC), distribuicdo de comprimento de
sequéncia, nivel de duplicacdo de sequéncia, sequéncias super-representadas e conteudo do
adaptador, tanto para dados de sequenciamento paired-end quanto single-end (CHEN et
al., 2018).

Em relacdo as sequéncias analisadas via metabarcoding, o Quantitative Insights
Microbial Ecology (QIIME) é um pipeline que permite a analise de microbiomas a partir
de sequéncias de DNA brutas, obtidas a partir de vérias técnicas de sequenciamento, como
[llumina, lon Torrent, entre outros. Essa ferramenta é amplamente usada para
desmultiplexacdo e filtragem de qualidade, coleta de OTU, atribuicdo taxondmica e
reconstrucdo filogenética, além de analises e visualizacdes de diversidade (CAPORASO et
al., 2010).

Um dos pipelines mais utilizados para atribui¢do taxonémica a partir de dados de
metabolismo € o Find Rapidly OTU with Galaxy Solution (FROGS) (ESCUDIE et al.,
2018), que inclui varias ferramentas de bioinformatica para pré-tratamento, limpeza,
desreplicacdo, remocdo de quimera, agrupamento de OTUs e, finalmente, para anotacéo
taxonémica de sequéncias. Apos a anotacdo, o pacote phyloseq, usado na linguagem de
programacdo R, € uma alternativa a analise de dados metabarcoding ja agrupados em
Unidades Taxond6micas Operacionais (OTUs), permitindo sua importacéo,
armazenamento, analise estatistica e exibicdo grafica de dados complexos de
sequenciamento filogenético (MCMURDIE; HOLMES, 2013).

Em dados metagendmicos obtidos via shotgun, a avaliagdo da significancia
biologica (classificacdo e analise filogenética) pode ser realizada usando diversas
ferramentas, como o SortMeRNA, no qual alinhamentos locais de alta qualidade das

leituras de RNAr sdo comparados com banco de dados de RNAr, como BLASTn
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(KOPYLOVA; NOE; TOUZET, 2012), enquanto a anotacio taxondmica pode ser realizada
via Kaiju nr (MENZEL; NG; KROGH, 20186).

Além da significancia biologica, a analise metagenémica via shotgun permite o
estudo de genes e vias metabdlicas, ou seja, uma oportunidade para elucidar a atividade e
também interagdes ambientais. Para tanto, uma etapa importante na analise de dados é a
montagem da sequéncia, ou seja, a montagem de reads (fragmentos curtos de RNA) em
contigs (sequéncia montada), por meio de ferramentas como metaSPAdes e Quality
Assessment Tool for Genome Assemblies (QUAST), para realizacdo do controle de
qualidade dos contigs e reads (GUREVICH et al., 2013; NURK et al., 2017).

Embora a etapa de montagem seja comumente aplicada, seu uso € controverso entre
os bioinformatas, pois pode levar tempo e levar a erros na montagem do genoma. A
FragGeneScan € uma ferramenta alternativa que permite a previsdo de genes a partir de
reads ao invés de contigs (RHO; TANG; YE, 2010), assim como o Bowtie (LANGMEAD,
2010), que alinha os reads por meio de um indice do genéma de referéncia (http://bowtie-
bio.sf.net).

Além da anotacdo taxonémica, por meio da técnica de metagenémica shotgun tem-
se a anotagéo funcional, ou seja, a identificacdo e caracterizacao das regides funcionais de
um genoma. Para tanto, existem servidores de anotagdo automatica, como 0 GhostK OALA
(KANEHISA; SATO; MORISHIMA, 2016), nos quais as atribuicdes sao feitas em
compara¢do com o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e a base de dados
KEGG Orthology (KO) (KANEHISA, 2000), sendo que a anota¢do do genoma é realizada
por meio da atribuicdo de identificadores KO (nimero K) as regides de codificacdo. As
vias metabolicas podem ser mapeadas, integradas e visualizadas a partir de diversas
ferramentas, sendo o Pathview uma das mais utilizadas (LUO; BROUWER, 2013).

Por fim, os dados obtidos podem ser analisados em relacdo a sua relevancia
estatistica e tambeém visualizados graficamente por meio de pacotes especificos, como o
ggplot2 (WICKHAM, 2009), tanto para dados de metabarcoding quanto shotgun. Dados
de sequenciamento shotgun podem ser analisados estatisticamente quanto a variancia
média e a expressao diferencial baseada em modelo usando distribui¢do binomial negativa,
atraves do pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

Uma vez que a analise de dados de sequenciamento massivo € um topico emergente

em bioinformatica, nesta sessdo apenas as principais ferramentas aplicadas nesta pesquisa
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foram mencionadas (Tabela 3.7). Além disso, € importante mencionar que as ferramentas

utilizadas podem variar de acordo com a técnica de sequenciamento.

Tabela 3.7. Principais ferramentas para analise massiva de dados de sequenciamento (shotgun ou

metabarcoding) utilizados nesta pesquisa.

Ferramenta Aplicacdo Funcionalidade Referéncia
. . Chenetal.
Fastp Shotgun filtragem, controle de qualidade (2018)
pré-tratamento, limpeza,
. desreplicacéo, remogéo de Escudié et al.
FROGS Metabarcoding, Shotgun guimera, agrupamento em OTU, (2018)
atribuicdo taxonémica
montagem de sequéncia (reads em Nurk et al.
metaSPAdes Shotgun contigs) (2017)
. « I Menzel, Ng,
Kaiju nr Shotgun anotagdo taxonémica Krogh (2016)
GhostKOALA Shotgun anotacao funcional Kan(esgllegiz tal.
. visualizacdo gréafica e analise Love et al.
DESeq2 Metabarcoding, Shotgun ostatistica (2014)
. visualizaco grafica e analise McMurdie e
phyloseq Metabarcoding estatistica Holmes (2013)
QUAST Shotgun controle de qualidade (contigs) Gur<z\2/6c1h3;e tal.
PathView Shotgun Mapeamento de vias metabolicas Luo (eZ(I)Blrg;J wer
controle de qualidade, Kopylova et al.
SortMeRNA Shotgun caracterizacao filogenética (2012)
desmultiplexac&o e filtragem de
qualidade, coleta de OTU,
. atribuicdo taxonémica e Caporas et al.
QIIME Metabarcoding, Shotgun reconstrucao filogenética e (2010)
andlises e visualizacdes de
diversidade
alinhamento de sequéncia,
FragGeneScan Shotgun detec¢cdo e mapeamento de genes Rho&g}g’ e
(reads)
. alinhamento de sequéncia, Langmeand
Bowtie Shotgun deteccdo e mapeamento de genes (2010)
. visualizacdo grafica e analise .
ggplot2 Metabarcoding, Shotgun ostatistica Wickham (2009)

Fonte: Elaboragdo propria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ESQUEMA OPERACIONAL

A fim de avaliar o potencial de uso de residuos solidos de citros para obtencéo de
produtos de interesse biotecnologico, como Hz, CH4, AOV e alcoois, foram realizados
ensaios fermentativos e ensaios metanogénicos em diferentes condigdes operacionais.
Primeiramente, foram realizados ensaios fermentativos a fim de comparar diferentes
inoculos (autoctones, como o consorcio autofermentativo, e aldctones, como lodos de
reator UASB de diferentes origens), diferentes faixas de temperatura (mesofilica, a 37°C,
e termofilica, a 55 °C) e, finalmente, duas diferentes formas de pré-tratamento do substrato
utilizado (via hidrotermdlise, desliginificaco alcalina ou in natura). Além disso, realizou-
se o0 isolamento e caracterizacdo de bactérias anaerobias potencialmente celuloliticas a
partir do consércio autofermentativo.

Apos estes ensaios preliminares, onde adotou-se os indculos, faixa de temperatura
e substrato cuja maior obtencdo de H» foi observada, foram realizados novos ensaios
fermentativos utilizando o método estatistico de Planejamento Sequencial (Plackett &
Burman e Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR). Nos ensaios de Plackett
& Burman, avaliaram-se dez diferentes variaveis operacionais (temperatura, pH,
concentracdo de inoculo autoctone e aléctone, concentracdo de substrato, volume do
headspace, e concentracdo dos componentes do meio reacional: NaCl, CaCOs3, extrato de
levedura e peptona. As variaveis que foram consideradas mais significativas para obtencédo
de H2 a partir dos residuos de citros foram adotadas para os ensaios de DCCR (pH,
concentracdo de indculo aloctone e substrato), onde faixa étima para estas variaveis por
meio de superficie de resposta foi estimada e posteriormente confirmada por meio de um
ensaio de validacéo.

Os ensaios metanogénicos foram realizados apos a fermentacédo dos residuos sélidos
de citros, utilizando como substrato a fracdo liquida obtida apods acidificacdo, a fim de
simular um sistema de duas fases (acidogénica e metanogénica).

Diferentes técnicas de biologia molecular foram empregadas para caracterizacao
microbiana das diferentes etapas da pesquisa. Sequenciamento de Sanger (gene RNAr 16S)
foi utilizado para afiliagdo filogenética da bactéria anaerdbia celulolitica isolada a partir do
consorcio autofermentativo dos residuos de citros, enquanto sequenciamento massivo do

gene RNAr 16S (metabarcoding) foi utilizado para caracterizagdo das comunidades
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microbianas envolvidas nos ensaios fermentativos contendo residuo solido de citros ap6s
diferentes pré-tratamentos (in natura moido e apds hidrotermdlise), bem como para
comparacdo entre a fase acidogénica (Fase I) e fase metanogénica (Fase Il) a partir da
fracdo liquida da Fase I. Por fim, utilizou-se a técnica de metagenémica shotgun para
avaliar a comunidade microbiana e as vias metabdlicas envolvidas no ensaio de validacao
da condi¢do otimizada, em comparagdo com o indculo aléctone utilizado nestas condi¢bes
(lodo UASB/vinhaca).

A comparacao entre os diferentes ensaios foi realizada por meio de dados obtidos
pela caracterizacdo do contetido de biogas (H2, CHa4), compostos organicos (AOV, alcoois),
carboidratos totais e fendis. Alem disso, realizou-se a quantificacdo do teor de limoneno na
fracdo liquida dos diferentes ensaios, a partir de metodologia via Cromatografia Liquida
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS), desenvolvida e validada no

presente estudo. Encontra-se resumida na Figura 4.1 as diferentes etapas da pesquisa.
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Figura 4.1. Fluxograma experimental simplificado, com destaque para os ensaios fermentativos (em verde), metanogénicos (rosa) e as etapas de caracterizacao

microbiana (em roxo).
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4.2 SUBSTRATO
4.2.1 Residuos de citros

Os residuos de citros in natura, utilizados como substrato para obtencdo de indculo
autoctone e para os ensaios de obtencdo de biogas, foram produzidos no Laboratorio de
Processos Biologicos da Universidade de S&o Paulo, campus Sdo Carlos, espremendo
laranjas do tipo pera (Citrus sinensis L. Osbeck, var. Pera-Rio), frescas e maduras, para
remocdo do suco e das sementes e separando suas cascas e bagacgos, a fim de obter um
residuo semelhante ao das plantas industriais.

O armazenamento foi realizado conforme descrito em Calabro et al. (2016), sendo
0 residuo desidratado em estufa de secagem a 50 °C durante 24 h e depois moido em
moinho de facas (tipo Wiley TE-650/1) até que particulas <Imm fossem obtidas e

acondicionadas em frascos plasticos a 4 °C até o momento de sua utilizacao.

4.2.2 Pré-tratamentos

Os residuos (cascas e bagaco) foram submetidos aos pré-tratamentos de
hidrotermdlise e deslignificacdo alcalina. Apods aplicacdo desses pré-tratamentos, a
separac¢do do residuo foi realizada por filtragdo em membrana com porosidade de 0,1 mm.
A fracdo sélida foi lavada com &gua ultrapura para remocdo dos acUcares residuais e
utilizada nos ensaios subsequentes.

Ensaios em reatores anaerdbios em batelada foram conduzidos com os residuos pré-
tratados e ensaios controle com residuos sem pré-tratamento utilizando as mesmas

proporgdes (15 g.L™?) de residuo de citros.

4.2.2.1 Hidrotermolise

O pré-tratamento do residuo (cascas e bagago) por meio de hidrotermolise foi
realizado em reator de bancada, sob pressdo de 10 bar a 180 °C por periodo de 15 minutos
e com a massa total de 1,5% de substrato, como descrito em Jacquet et al. (2011) e Soares
et al. (2017a). Apds a exploséo, a fragao solida foi levada para secagem em estufa a 50 °C
e a fracdo liquida foi armazenada em frascos plasticos a -20 °C.

O reator hidrotérmico utilizado (Figura 4.2) foi desenvolvido em parceria entre o
Laboratorio de Processos Biologicos (LPB) da Escola de Engenharia de Sdo Carlos da
Universidade de Sdo Paulo (EESC-USP) e o Departamento de Engenharia Mecanica da
mesma escola. Este reator foi confeccionado em ago e € composto pelo reservatorio, com

capacidade total de 200 mL, no qual ocorre o0 aquecimento da agua e da biomassa na
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temperatura programada via painel de controle derivativo integral proporcional (PID); e do
ciclone, no qual ocorre a separacao da fracdo sélida e liquida apds a abertura da valvula de
explosdo, sendo o residuo pré-tratado coletado no funil de captacdo. A pressdo maxima

alcancada neste equipamento é de 50 bar.

Figura 4.2. Esquema do reator hidrotérmico.
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Fonte: Elaborag&o propria.

A severidade do tratamento foi calculada de acordo com Jacquet et al. (2011), por

meio da Equacéo 4.1

t

Severidade = f (Eq.4.1)

T(t) — 1001
0

exp l 14,75

sendo,
t=tempo (min),

T= temperatura (°C).

4.2.2.2 Deslignificacéo alcalina

Os ensaios de deslignificacdo alcalina foram realizados de acordo com Cabrera et
al. (2014). Para tanto, adicionou-se 2,5 g de residuo a solu¢do de hidroxido de sodio
(NaOH) e 1% de peroxido de hidrogénio (H20.), ajustada para pH 11,5 (+ 0,2) com NaOH
5 mol.L"! durante 24 h. A proporcéo de sélido/liquido utilizada foi de 1:20 (peso/volume).
A fracdo sdlida obtida apds centrifugacdo foi utilizada como substrato nos ensaios para

obtencéo de biogés.
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4.3 ENSAIOS CINETICOS EM BATELADA
4.3.1 Inoculo
4.3.1.1 Indculo autoctone

A obtencdo do indéculo autdctone foi realizada a partir da autofermentacdo das
cascas e bagaco in natura, separadamente e em conjunto foi realizada com o intuito de
avaliar a hipotese de que o proprio residuo de citros pode ser utilizado como fonte natural
de microrganismos autoctones celuloliticos/produtores de biogas e adaptados aos
potenciais agentes inibidores.

A estratégia utilizada para a obtencdo do inéculo autofermentativo foi adaptada de
Haruta et al. (2002) e Wang et al. (2011), sendo que a fonte de carbono foi substituida por
20 g.L* de residuo de citros in natura (cascas, bagaco e cascas + bagago) em frascos de
500 mL com volume reacional de 250 mL contendo meio Peptone Cellulose Solution (PCS)
(Tabela 4.1) em pH ajustado para 7,0 com HCI 1 mol.L™* e NaOH 1 mol.L™™.

Os reatores anaerobios em batelada foram submetidos a atmosfera de N2/CO>
(70/30%) durante 20 minutos (FORGACS et al., 2012) e fechados com tampa de butila e
rosca plastica. Os frascos foram incubados em estufa com temperatura ajustada a 37 °C e a
concentracdo de biogas foi o parametro adotados como indicador do crescimento
microbiano. Amostras de aproximadamente 500 ul. do headspace foram coletadas
periodicamente, a cada duas horas durante 48 horas ou até a estabilizacdo da concentracdo

de Hy, utilizando seringas gastight equipadas com trava.
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Tabela 4.1. Meio de cultivo Peptone Cellulose Solution (PCS) modificado e condicGes utilizadas no ensaio

de autofermentacado dos residuos de citros in natura.

Quantidades — g.s.p. 1000

Componentes mL de agua ultrapurificada Batelada (500 mL)
Peptona () 5,0 1,25
Extrato de levedura (g) 1,0 0,25
CaCOs (g) 50 1,25
NaCl (g) 5,0 1,25
Fonte de carbono (g)* 20 5,0
CondicOes
headspace (%) - 50
volume reacional (250 mL) - 250
temperatura (°C) - 37
pH - 7,0

Fonte: Adaptado de Haruta et al. (2002). *Fonte de carbono= cascas e/ou bagago de citros.

A fim de aumentar a densidade microbiana do inéculo, o meio foi transferido para
tubos Falcon de 50 mL e centrifugado durante 5 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e a biomassa recuperada transferida para um novo frasco contendo meio PCS
fresco, nas mesmas condic¢Oes reacionais definidas anteriormente, bem como mesmo

volume reacional. Repetiu-se o procedimento aproximadamente cinco vezes (Figura 4.3).

Figura 4.3. Fluxograma experimental de obtencdo de consdrcio celulolitico-fermentativo.
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Fonte: Elaboracdo propria.

43111 Atividade celulolitica

A atividade celulolitica potencial do consorcio bacteriano fermentativo foi
estimada. Para tanto, volume de 10% do consorcio obtido foi transferido para frascos de
antibidtico com capacidade de 100 mL e 50% de volume reacional contendo o meio PCS
em anaerobiose, contendo 5 g.L™* de papel filtro de celulose (0,3 cm?) como Unica fonte de

carbono, sendo que a atividade celulolitica foi avaliada por meio da desintegragéo da fibra
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de papel filtro apds 21 dias de incubacédo. Para tanto, a cultura foi filtrada e a fragdo solida
ressuspendida em 100 mL de solucdo de &cido acético-acido nitrico (1:1) aquecida a 100
°C por periodo de 30 minutos, a fim de remover o material biolégico.

O ensaio controle foi realizado substituindo-se o indculo por agua destilada. O
material celulésico restante foi lavado repetidas vezes com &gua destilada e, apds a
lavagem, o material foi centrifugado e o percentual de degradacdo foi determinado por
analise gravimétrica, de acordo com a Equacéo 4.2.

Mi—M,
My

Degradacdo (%) = x 100 (Eq.4.2)

sendo,
Mt= Massa Total de material celulésico;

Mr= Massa Residual.

4.3.1.2 Inoculo aléctone

Utilizou-se como indculo o lodo granulado proveniente de reator UASB operado a
55 °C aplicado ao processamento de vinhaca de cana-de-agucar e cedido pela Usina S&o
Martinho (Praddpolis, Sdo Paulo). Além disso, foi avaliado o potencial do mesmo lodo,
porém proveniente do tratamento de aguas residudrias de abatedouro de aves em
temperatura mesofilica, cedido pela Avicola Dacar, Tieté, Sdo Paulo, a fim de comparar
sua eficiéncia na obtencdo de biogéas a partir de residuos de citros.

Os in6culos foram transportados das empresas ao Laboratdrio de Processos
Bioldgicos em recipientes plasticos com capacidade de 30 L e armazenados a 4 °C a fim
de reduzir sua atividade biol6gica e quimica, até 0 momento do uso. Antes de sua utilizacao,
0 inoculo foi submetido a trituracdo em liquidificador doméstico a fim de promover a

desestruturacdo dos granulos.

4.3.2 Faixa de temperatura
Ensaios nas faixas de temperatura mesofilica (37 °C) e termofilica (55°) foram
realizados com os diferentes indculos exdgenos descritos (lodo granulado de reator UASB
aplicado as avicolas e a vinhaca de cana-de-agUcar), a fim de estabelecer a faixa ideal para
0s ensaios subsequentes.
O potencial de obtencdo de biogas em relagdo aos inoculos em adigdo ao consorcio
celulolitico autoctone obtido a partir da autofermentagéo dos residuos de citros foi avaliado.

Para tanto, utilizou-se 15 g.L™ do substrato de citros in natura moido em frascos Duran de
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250 mL, com 50% de headspace e 50% de volume reacional contendo meio PCS, em pH
ajustado para 7,0 com HCI 1 mol.Lt e NaOH 1 mol.L™. A concentracdo de indculo
adicionada foi de 2 gSTV.L* de consdrcio aloctone e 1,5 g STV.L™ de consorcio autoctone.
Os reatores anaerobios em batelada foram submetidos a atmosfera de N2/CO; (70/30%)
durante 20 minutos (FORGACS et al., 2012) e fechados com tampa de butila e rosca
plastica. Amostras de 500 uL. do headspace foram coletadas em intervalos de duas horas
durante aproximadamente 48 horas ou até que a concentracdo de biogas se estabilizasse,

utilizando seringas de gastight equipadas com trava.

4.3.3 Ensaios de pré-tratamento
Ensaios preliminares foram realizados para definicdo do pré-tratamento mais
adequado com residuos de citros. Os ensaios foram conduzidos em reatores em batelada
contendo 15 g.L! de substrato de citros moido pré-tratado ou sem pré-tratamento, de acordo
com as condi¢des descritas na Tabela 4.2. Os reatores foram mantidos a 37 °C até a

estabilizacdo da concentragéo de Ha.

Tabela 4.2. CondicGes utilizadas nos ensaios de comparagdo entre residuos de citros in natura e ap6s

diferentes pré-tratamentos (deslignificacdo alcalina e hidrotermdlise).

Deslignificacéo

Componentes In natura X Hidrotermdlise
alcalina
Peptona (g.L ™) 1,25 1,25 1,25
Extrato de levedura (g.L %) 0,25 0,25 0,25
CaCOs (gL 1,25 1,25 1,25
NaCl (g.L?) 1,25 1,25 1,25
Fonte de carbono (g.L™1)* 3,75 3,75 3,75
Condicbes
Volume do reator (mL) 500 500 500
Headspace (%) 50 50 50
Volume reacional (250 mL) 250 250 250
Temperatura (°C) 37 37 37
pH 7,0 7,0 7,0
Indculo aldctone (gSTV.LY) 2 2 2
In6culo autoctone (gSTV.L ™) 1,5 1,5 1,5

*Fonte de carbono= cascas e bagaco de citros (1:1) apds pré-tratamento ou in natura.

4.3.4 Ensaios fermentativos
4.3.4.1 Delineamento de Plackett & Burman
Para avaliacdo da obtencdo de produtos de interesse biotecnologico, utilizou-se o

método estatistico de Planejamento Experimental, por meio da superficie de respostas,
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baseado na matriz de Plackett & Burman (P&B) (RODRIGUES; IEMMA, 2014). Foram
realizados ensaios para avaliacdo do efeito da temperatura (30-44 °C), pH inicial (5,5-8,5),
concentragio de indculo autoctone (0,75-2,25 gSTV.L?) e aloctone (1-3 gSTV.L™D),
substrato (5-15 g.L1) e volume do headspace (40-60%).

As concentragdes dos componentes do meio de cultura foram avaliadas, sendo
extrato de levedura (0-1 g.L ), CaCOs (0-5 g.L ), NaCl (0-5 g.L%) e peptona (0-5 g.L ™).
Todos os ensaios foram realizados sob condigcfes estaticas. As condi¢cbes minimas e
maximas para cada parametro avaliado (Tabela 4.3) foram estabelecidas com base em
trabalhos anteriores realizados pelo Grupo de Pesquisa em Processos Anaerdbios
(LPB/EESC/USP) (SOARES et al., 2017; VILLA MONTOYA et al., 2019; MAZARELI
et al., 2020).

Optou-se por utilizar um planejamento de trés niveis (-1, 0, +1), resultando em uma
matriz com 16 condigdes experimentais (Tabela 4.4). A escolha desta matriz se deu devido
a necessidade de atender o minimo de quatro ensaios a mais do que o nimero de variaveis
(10) a serem estudadas no processo, a fim de garantir os graus de liberdade necessarios para
o calculo do erro padrdo (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Tabela 4.3. Condi¢Ges minimas (-1), maximas (+1) e do ponto central (0) para as diferentes variaveis.

Variavel -1 0 +1
X1 Temperatura (°C) 30 37 44
X2 pH 55 7 8,5
X3 Consorcio (gSTV.LY) 0,75 1,5 2,25
X4 Lodo (gSTV.LY) 1 2 3
X5 Substrato (g.L™?) 5 10 15
X6 Headspace (%) 40 50 60
X7 Extrato de levedura (g.L™?) 0 0,5 1
Xg CaCOs(g.L ™) 0 2,5 5
X9 NaCl (g.L?) 0 2,5 5
X10 Peptona (g.L?) 0 2,5 5
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Tabela 4.4. Matriz de Plackett & Burman codificada para o screening design com 16 condicfes experimentais

e trés repeticBes do ponto central.

Variaveis
X2 X3 X4  Xs X6 X7 X8 X9 X10
R1 +1 -1 -1 -1 1 -1 -1 +1 +1 -1
R2 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
R3 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1
R4 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1

Ensaios

RS -1 +1 +1  +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
R6 +1 -1 +1  +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
R7 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1

R8 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1
R9 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1
R10 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1
R11 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
R12 +1 -1 -1 +1  +1 -1 +1 -1 +1 +1
R13 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1
R14 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
R15 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1
R16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
R17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nota: Variaveis codificadas de acordo com a Tabela 4.2

4.3.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional

Apdbs o screening design para determinacdo das variaveis significativas para o
processo de obtencdo de H: a partir de residuos de citros via delineamento de Plackett &
Burman, foram realizados nesta etapa da pesquisa 0S ensaios de otimizacdo via
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

A influéncia das variaveis independentes de concentracdo de inoculo (x1; 2,32-5,68
gSTV.L™Y), concentragdo de substrato (xz; 1,55-28,45 g.L 1) e pH (Xs; 4,32-7,68) foi
estimada por meio de um delineamento fatorial completo de 23, incluindo 6 pontos axiais e

3 repeti¢des no ponto central, totalizando 17 ensaios (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Matriz experimental com valores reais e valores codificados para os ensaios do DCCR de 23,

com 6 pontos axiais e 3 repeti¢cdes no ponto central, totalizando 17 ensaios.

Valores reais

Valores codificados

Ensaios In6culo H Substrato In6culo H Substrato
(gsTv.LY) P QLY  (gSTV.LY P (g.LY)
El 3,0 7,0 45 -1 -1 -1
E2 5,0 7,0 4,5 1 -1 -1
E3 3,0 23,0 4,5 -1 1 -1
E4 5,0 23,0 4,5 1 1 -1
E5 3,0 7,0 7,5 -1 -1 1
E6 5,0 7,0 75 1 -1 1
E7 3,0 23,0 7,5 -1 1 1
E8 5,0 23,0 75 1 1 1
E9 2,3 15,0 6,0 -1,68 0 0
E10 5,7 15,0 6,0 1,68 0 0
El1l 4,0 1,5 6,0 0 -1,68 0
E12 4,0 28,5 6,0 0 1,68 0
E13 4,0 15,0 3,5 0 0 -1,68
E14 4,0 15,0 8,5 0 0 1,68
E15 4,0 15,0 6,0 0 0 0
E16 4,0 15,0 6,0 0 0 0
E17 4,0 15,0 6,0 0 0 0

Encontram-se resumidas na Tabela 4.6 as condi¢des experimentais adotadas para

0s ensaios de otimizacdo da obtengdo de H», sendo que a concentragdo de in6culo, pH

inicial e concentracdo de substrato foram as varidveis adotadas, enquanto a concentracédo

de consércio celulolitico, temperatura de incubacédo, volume do headspace e 0s parametros

ja citados relacionados as condic6es nutricionais do meio foram fixadas de acordo com os

resultados obtidos no ensaio de screening design.

Tabela 4.6. CondicGes experimentais dos ensaios de otimizacéo da obtengdo de H, por meio do método de

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

Variavel -168 -1 0 +1 +168
x1  Inéculo aloctone (gSTV.LY) 232 3 4 5 5,68
X2 p 432 5 6 7 7,68
X3 Substrato (g.L?) 155 7 15 23 28,45
Condicdes fixas Concentracéao
In6culo autdctone (gSTV.L™) 2,25
Temperatura (°C) 30
Headspace (%) 40
Peptona (g.L 1) 5

O ensaio de validacdo foi planejado de acordo com as condic¢des otimizadas de

acordo com a superficie de resposta obtida, sendo: 4 gSTV.L™ de indculo aldctone, 29,8
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g.Lt de residuo de citros in natura e pH 8,98, além das mesmas condic@es fixas descritas
na Tabela 4.6. Para fins comparativos entre os resultados da validacdo experimental nas
condi¢des otimizadas apos DCCR, considerou-se como condi¢cBes ndo otimizadas as
anteriores aos ensaios de Plackett & Burman e DCCR e com inoculo, tratamento do
substrato e temperatura similares. Desta forma, as condi¢des ndo otimizadas foram: 15 g.L"
! de residuo de citros in natura, 2 gSTV.L™ de in6culo aléctone, pH 7,0, 30 °C e meio de
cultura PCS (HARUTA et al., 2002), onde se obteve 13,31 mmol Ha.L™.

4.3.4.3 Obtencdo de bactérias anaerobias celuloliticas

Apds a obtencdo do consorcio celulolitico-fermentativo a partir da autofermentacao
das cascas e bagaco de citros in natura, as bactérias fermentativas produtoras de hidrogénio
potencialmente celuloliticas foram isoladas de acordo com Wang et al. (2011) (Figura 4.4).
Para tanto, realizou-se diluices seriadas (10 a 10°% do consércio em frascos de
antibidtico contendo meio PCS, submetidos ao fluxo de N2 por periodo de cinco minutos,
com volume reacional de 50% e incubados sob condicdo estatica e anaerdbia a 37 °C por
periodo de 24 h.

Aliquotas de 500 pl do headspace foram analisadas em cromatografia gasosa ap6s
0 periodo de incubacéo, e a presenga de H. foi adotada como parametro, uma vez que a
maior diluicdo na qual houve concentracéo de H foi plaqueada em meio solido (meio PCS

acrescido de 1,5% de agar bacteriol6gico) por meio da técnica de pour plate.
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Figura 4.4. Esquema da metodologia empregada para analise do consorcio celulolitico-fermentativo, desde
a determinacdo gravimétrica da degradacédo das fibras de celulose, isolamento de colénias em meio PCS até

a avaliacdo da comunidade microbiana por meio de técnicas de Biologia molecular.
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Fonte: Elaborag&o propria.

As placas foram incubadas em Jarra Gas-Pack com sache de anaerobiose (Oxo0id™
AnaeroGen™) durante 48 h. Diferentes colonias foram transferidas do meio sélido para
frascos Duran contendo meio PCS liquido e incubadas novamente por periodo de 48 h sob
condicdes estaticas.

A biomassa dos ensaios com producéo de Hz foram novamente plagueadas em meio
solido, a fim de verificar a pureza da cultura. As caracteristicas micromorfolédgicas da
cultura isolada foram observadas a partir do preparo de laminas a fresco (com agar 2%) e
coloracdo de Gram, em microscopio éptico Olympus BX60 com camera acoplada (software
Olympus cellSens Dimension) em aumento total de 1000x. As amostras foram
armazenadas em glicerina (1:1) a -80 °C, ap6s lavagem com tampdao PBS (NaCl 8%, KCI
0,2%, NazHPO4 1,44%, KH2PO4 0,24%) (GREEN; SAMBROOK, 2012).

43.43.1 Caracterizacdo da cepa isolada

Apbs a etapa de isolamento, a cepa de bactéria anaerdbia fermentativa produtora de
hidrogénio e com maior atividade celulolitica foi caracterizada como descrito em
Maintinguer et al. (2017) quanto aos seus requerimentos nutricionais. Foram realizados
ensaios em batelada com diferentes fontes de carbono (glicose, frutose, sacarose, xilose,
amido, glicerol, celobiose, celulose e lactose), além do residuo sélido de citros, em meio
PCS modificado, contendo 3 g.L! da respectiva fonte de carbono e utilizando 10% da
cultura isolada como indculo.

Ao final dos ensaios, foram quantificados os metabolitos produzidos (&cidos

organicos e/ou alcoois), enquanto a concentracdo acumulada de H> foi analisada ao longo
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de periodo de aproximadamente 30 h. Além disso, realizou-se a caracteriza¢do da fase
liquida apds o periodo de incubacdo quanto a matéria organica (DQO#iitrada), teor de solidos
suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV), quantificacdo de carboidratos
totais e fenois totais, bem como a determinacdo do consumo de substrato.

Apos o estabelecimento do substrato no qual houve maior obtencéo de hidrogénio
foram realizados novos ensaios cinéticos a fim de determinar o efeito de sua concentrag&o.
Foram avaliadas entre 0,5-6,5 g.L™ da respectiva fonte de carbono, utilizando as condicdes
de isolamento (37 °C; e meio reacional PCS com pH 7,0).

Os valores foram estabelecidos a fim de avaliar a condi¢do 6tima de crescimento da
cepa em relacdo a variavel fonte de carbono, por meio do método estatistico de
Planejamento Experimental, de acordo com (RODRIGUES; IEMMA, 2014), totalizando 4
condicdes experimentais e 3 repeticdes do ponto central para que fosse possivel obter os
graus de liberdade necessarios para o célculo do erro padrdo do experimento, obtencdo do
modelo de regressdo e ANOVA dos resultados obtidos.

Os parametros cinéticos foram estabelecidos por meio de ensaios em batelada a fim
de verificar a velocidade de crescimento (Rm), concentragdo maxima de Hz (P) e tempo
necessario para inicio da obtencdo de H> (1) do microrganismo isolado, a partir do modelo
de Gompertz modificado (ZWIETERING et al., 1994).

Construiu-se curva de crescimento microbiano relacionando a biomassa produzida
(densidade Optica ou massa seca). A partir do logaritmo natural (In) da fase exponencial do
ensaio cinético, o crescimento especifico (u) obtido por dados experimentais sobre a
concentragédo celular (ODsoo) em funcdo do tempo foi ajustado com curvas polinomiais
(R?=0,9882), a partir das quais se obteve um conjunto de valores de X = f (t), por meio do
qual foi estimado o p da reagdo (0,35 ht). Além disso, a partir da relagdo da densidade
Optica com a massa seca celular, calculou-se o tempo de geracdo celular (Tg) da cepa
utilizada (Equacdo 4.3). O valor obtido foi de 1,98 h.

In2 0,693

Tg =—
U U

(Eq.4.3)

4.3.5 Ensaios metanogénicos
Uma vez que apds o periodo de incubacao necessario para a obtencdo de hidrogénio

a partir de residuos de citros, ha como consequéncia a geracao de diversos metabdlitos,
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como 4acidos organicos, alcoois e oligo/monossacarideos, verificou-se o potencial desta
fracdo liquida na obtencdo de gas metano, simulando um sistema de digestdo anaerobia de
duas fases (fase acidogénica a partir de residuos solidos de citros + fase metanogénica a
partir da fracdo liquida do primeiro reator) (Figura 4.5).

As condigOes experimentais aplicadas na Fase | foram as mesmas do reator R5,
descritos nos ensaios de Plackett & Burman, sendo: 15 g.L™ de residuos de citros in natura,
2,25 gSTV.L e 3 gSTV.L* de in6culo autdctone e aloctone, respectivamente, 5 g.L™ de
NaCl, 40% de headspace, pH 8,5 e temperatura 30 °C.

Figura 4.5. Esquema operacional do sistema de duas fases para digestdo anaerobia dos residuos de citros,
sendo (A) fase acidogénica a partir dos residuos sélidos de citros e (B) fase metanogénica a partir da fracdo
liquida do primeiro reator.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Apos a Fase I, o contetdo do reator foi filtrado em membrana de <0,1 mm, sendo a
fracdo solida descartada e a fragdo liquida utilizada como substrato na Fase I, sendo os
ensaios realizados em frascos Duhran com volume total de 500 mL, sendo 250 mL de
volume reacional e 50% de headspace.

A fracdo liquida resultante da Fase | foi suplementada com a mesma composicao
do meio mineral de Zinder (ZINDER; KOCH, 1984) (Tabela 4.7) acrescido de solucéo

traco de metais (Tabela 4.8) e de solucéo traco de vitaminas (Tabela 4.9).
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Tabela 4.7. Composicdo do meio de Zinder modificado, utilizado nos ensaios de obtencdo de CHs e
condicOes utilizadas nos ensaios em batelada.

Quantidades — q.s.p. 1000 mL Ensaio em

Componentes

de agua ultrapurificada Batelada

NH4CI (g) 0,5 0,125
KH3PO4(Q) 0,4 0,1

MgCl..6H20 (Q) 0,1 0,025

CaCl,.2H20 (g) 0,05 0,012
Solucdo trago de metais (mL) 10 2,5
Solucdo de vitaminas (mL) 10 2,5
Extrato de levedura (g) 2 0,5
NaHCOs (g) 2 0,5

Condicdes

Volume do reator (mL) - 500
Headspace (%) - 50
Volume reacional (mL)* - 250
pH - 7,0
Temperatura (°C) - 37
In6culo aloctone (gSTV.L™) - 3,0

In6culo autoctone (gSTV.L?) - -
Fonte: Adaptado de Zinder et al. (1984). *Volume reacional= fragdo liquida acidificada oriunda do ensaio

fermentativo (fase acidogénica).

Tabela 4.8. Composicdo da solucdo de metais traco.

Componentes Quantidades — g.s.p. 1000 mL de &gua ultrapurificada
acido nitrilotriacético 459
FeSO4.7H,0 0,59
MnS0O4.H,0 0,08 g
CoCl2.6H20 0,17¢g
ZnS04.7H20 0,219
H3BO3 0,199
NiCl; 0,02 g
Na;M004.2H.0 0,019

Fonte: Adaptado de Hirasawa et al. (2007).
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Tabela 4.9. Composicdo da solucdo de vitaminas.

Componentes Quantidades — g.s.p. 1000 mL de &gua ultrapurificada
Biotina 0,002 g
Acido félico 0,002 g
Piridoxina HCI 0,010¢
Tiamina HCI.2H.0 0,005 g
Riboflavina 0,005 g
Acido nicotinico 0,005 g
D-pantotenato de calcio 0,005¢
Vitamina B12 0,0001 g
Acido p-aminobenzoico 0,005¢
Acido lipoico 0,005 g

Fonte: Adaptado de Hirasawa et al. (2007).
Apos a inoculagdo com 3 gSTV.L! de lodo UASB, o pH foi ajustado para 7,0 com

NaOH ou HCI 1 mol.L™. Os ensaios foram realizados em frascos Duhran de 250 mL, com
50% de headspace e 50% de volume reacional. Fluxionou-se N2/CO; (70/30%) nos frascos
(FORGACS et al., 2012), os quais foram fechados com tampa de butila e rosca pléstica e
incubados em condicdo mesofilica (30 °C) sob condic@es estéticas.

Os reatores foram monitorados quanto a composicdo do biogas (hidrogénio e
metano) ao longo de aproximadamente 700 h, a fim de calcular os parametros de
concentragdo méxima de CH4 (P), velocidade méxima da reacdo (Rm) e tempo de inicio da
obtencdo de CHa (A) a partir do modelo de Gompertz modificado (ZWIETERING et al.,
1994). Amostras para quantificacdo dos metabdlitos formados e produtos consumidos

foram coletadas ao longo do processo.

4.4 METODOS FiSICO-QUIMICOS
4.4.1 Andlises fisico-quimicas e cromatograficas
4.4.1.1 Caracterizagdo de macro e microelementos
A determinacéo do teor total dos elementos Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, K, Na e Zn,
bem como da concentracéo total de fosforo (P) e nitrogénio (N) foi realizada pela empresa
Bioagri Ambiental, de acordo com o método descrito em EPA 6010 D-3051 (USEPA,
2014).
4.4.1.2 Analises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas de monitoramento dos reatores em batelada, sua
periodicidade e métodos de referéncia, encontram-se resumidos na Tabela 4.10. Os S6lidos
Totais (ST) e Sélidos Totais Volateis (STV) foram quantificados de acordo com os métodos
2540B e 2540E, respectivamente (APHA/AWWA/WEF, 2012). A determinagéo dos acidos
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organicos volateis (AOV) acético (HAc), propiénico (HPr), butirico (HBu), caproico
(HCap) valérico (HVal) e etanol (EtOH) foi conduzida em cromatografo de gas Shimadzu®
(2010) de acordo com Adorno et al. (2014).

Ao inicio e final de cada ensaio, analisou-se o teor de Sélidos Suspensos Totais e
Voléateis (SST e SSV) e pH (APHA/AWWA/WEF, 2012), além de carboidratos totais
(DUBOQIS et al., 1956), fenéis (BUCHANAN; NICELL, 1997; APHA/AWWA/WEF,
2012), (APHAJAWWA/WEF, 2012) e acido latico (TAYLOR, 1996).

Tabela 4.10. Analises fisico-quimicas utilizadas para o monitoramento dos reatores em batelada.

Analise Frequéncia da andlise Referéncia
pH Inicial e final APHA/AWWA/WEF (2012)
DQO Inicial e final APHA/AWWA/WEF (2012)
SSe SSV Inicial e final APHA/AWWA/WEF (2012)
Acidos organicos e &lcoois  Inicial, intermediarios e final Adorno et al. (2014)
Acido lético Inicial, intermediarios e final Taylor (1996)
Fendis totais Inicial e final Buchanan e Nicell (1997)

4.4.1.3 Balanco de massa

O balango de massa da condicao otimizada foi realizado em termos de DQO, a partir
da caracterizacdo do efluente acidificado dos reatores. O balanco de massa da fase soltvel
(BMS) foi realizado de acordo com a Equacdo 4.4 (MAZARELLI, 2019).

(Eq.4.4)

BMS = <DQ0metabélitos + DQ0carboidratos + DQOfenéis> % 100

D QOexperimental

Sendo,
BMS= balanco de massa da fase soluvel (%);
DQOmetabslitos= DQO equivalente & soma dos metabdlitos sollveis (mg.L™);
DQOcaroidratos= DQO equivalente aos carboidratos totais da fase soltvel (mg.L™?);
DQOrensis= DQO equivalente aos fenois totais (mg.L™);
DQOexperimentai= DQO determinada experimentalmente.

Encontram-se resumidos na Tabela 4.11 os fatores de equivaléncia utilizados para

determinacdo da DQO equivalente, de acordo com o descrito em Mazareli (2019).
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Tabela 4.11. Fatores de equivaléncia utilizados para determinacdo da DQO equivalente. Os carboidratos

totais foram considerados em termos de g-glicose.

Metabolito soltvel Reacdo de oxidacéo Fator de equivaléncia
Acido lético C3HsO3 + 302 — 3CO; + 3H,0 1,07 gDQO.g™*
Acido acético C2H402 + O2 —» 2C0O; + 2H0 1,07 gDQO.g*t
Acido propi6nico C4HsOs + 302 — 4CO; + 3H20 1,51 gDQO.g*t
Acido butirico C4HgO, + 50, — 4CO; + 4H,0 1,82 gDQO.g*t
Acido valérico CsH1002 + 6,502 — 5CO2 + 5H,0 2,04 gDQO.g*t
Acido caproico CsH1202 + 80, — 6CO;, + 6H20 2,21 gDQO.g*
Etanol C2HsO + 302 — 2C0O3 + 3H20 2,09 gDQO.g*
Fenois CsHsO + 40, — 3CO2 + 3H20 1,36 gDQO.g*t
Carboidratos totais ~ CsH1206 + 602 — 6CO; + 6H20 1,07 gDQO.g*t

4.4.1.4 Analise da composicdo do biogas

A analise da composicdo do biogas em relacdo a concentracdo de gas hidrogénio,
metano e didxido de carbono foi realizada em cromatédgrafo de gas Shimadzu® (2010),
equipado com detector de condutividade térmica (DCT). A coluna utilizada foi a Carboxen
1010 PLOT, 30 m x 0,53 mm. A temperatura do injetor, do forno e do detector foram 220
°C, 130 °C e 230 °C, respectivamente. Utilizou-se gas argdnio como gas de arraste, com
fluxo na coluna de 5,66 mL.min"t com volume de Make-up de 12 mL.min. As amostras
de biogas do headspace foram coletadas periodicamente (a cada 2 h) com uma tampa de

butila usando seringa manual com trava (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Esquema de amostragem estatica do headspace. O conteldo de biogas no espaco superior é

coletado periodicamente (a cada 2 h) através da tampa de butila, usando seringa manual com trava.
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Fonte: Elaboracéo propria.

4.4.1.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada Fourier

A caracterizacdo dos grupos funcionais presentes dos residuos foi feita por meio do
método qualitativo de FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) na faixa entre
4000-400 cm™ e 32 scans, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) na
concentracdo de 1%. A analise foi realizada com o residuo seco em estufa a 40 °C até peso
constante. As analises foram realizadas na Central de Analises Quimicas e Instrumentais
(CAQI) do Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC), Universidade de Sdo Paulo (USP)
campus Sao Carlos. A verificacdo dos grupos funcionais correspondentes as bandas foi

realizada de acordo com Silverstein e Webster (1981).

4.4.1.6 Microscopia Eletrdnica de Varredura

Os residuos de citros, tanto cascas quanto bagaco, antes e apds 0s pré-tratamentos
empregados, foram submetidos a analise microscépica em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), de acordo com o metodo descrito em Nation (1983) e Soares (2017).
Para tanto, as amostras foram fixadas em solugdo tampé&o fosfato (0,1 M, pH 7,3) com
glutaraldeido (2,5%) por um periodo de 12 h a 4 °C e lavadas em tampéo fosfato (0,1 M,

pH 7,3) durante 10 minutos e desidratadas em solucdo de etanol no gradiente de
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concentragdes de 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100% durante 10 minutos em cada
concentragdo. Procedeu-se a secagem das amostras em estufa a 60 °C durante
aproximadamente duas horas fixadas em stub por meio de fitas de carbono e revestidas com
uma camada de 10 nm ouro.

As analises microscopicas foram realizadas em Microscopio Eletrénico de
Varredura ZEISS modelo SIGMA equipado com canh&o de elétrons por emissdo de campo
(MEV-FEG) modelo DSM-960 do Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise
(LMEA) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC), Universidade de Sao Paulo (USP)

campus S&o Carlos.

4.4.1.7 Microscopia Optica

As caracteristicas micromorfol6gicas do consorcio obtido foram observadas a partir
do preparo de laminas a fresco (com agar 2%) e coloracdo de Gram, em microscépio optico
Olympus BX60 com camera acoplada (software Olympus cellSens Dimension) em
aumento total de 1000X. As amostras foram armazenadas em glicerina (1:1) sob
refrigeracdo de -80 °C ap6s lavagem com tampédo PBS (NaCl 8%, KCI 0,2%, Na;HPO4
1,44%, KH2PO4 0,24%) (GREEN; SAMBROOK, 2012).

4.4.2 Determinacao do teor de limoneno via GC-MS

4.4.2.1 Reagentes

A solucdo padréo de limoneno foi feita com (R)-(+)-limoneno (C1oH1s) com 90%
de pureza (Sigma Aldrich-62122). Todos os demais reagentes (etanol e n-hexano)

utilizados foram de pureza analitica (>98%).

4.4.2.2 Preparagdo das amostras

Amostras liquidas de reator anaerébio foram coletadas no final do periodo de
incubacéo e centrifugadas a 9000 rpm por 5 minutos e preservadas a -20 °C, sem adi¢éo de
qualquer substancia. As amostras foram diluidas em agua MilliQ® conforme necessario,
para andlises posteriores na curva de calibracdo desenvolvida e descrita nos itens

subsequentes.
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4.4.2.3 Curva de calibracédo

A curva de calibracdo da solucdo padrao de limoneno foi realizada em triplicata. As
diluicdes foram realizadas em agua ultra-purificada. Etanol p.a. foi utilizado como solvente
para obter concentracdes de 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0 e 20,0 mg.L™.

4.4.2.4 Validacdo do método

A linearidade, preciséo instrumental e limites de deteccédo e quantificacdo foram
estabelecidos de acordo com as recomendac6es de Ribani et al. (2004), Duarte et al. (2006)
e Adorno et al. (2014), seguindo especificacbes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA, 2003).

A linearidade da resposta do detector para a curva de calibracdo foi avaliada por
regressdo linear, a partir de amostras com concentragdes de 3 a 20 mg.L™ de limoneno.
Trés réplicas de cada nivel padrdo foram usadas para elaboracdo da curva analitica. A
precisdo instrumental (coeficiente de variacdo, CV%) foi estimada pelo tempo de retengéo
de nove injecdes repetidas da solucéo padrdo com 12 mg.L* de limoneno.

O limite de detec¢édo (LD) foi calculado de acordo com a Equacéo 4.5.
LD = 3 X DesvPad/m (Eq.4.5)

Sendo:
DesvPad= desvio padrao;
m= coeficiente angular.
A menor concentracdo possivel de medida foi estabelecida pelo limite de

quantificacdo (LQ), calculado de acordo com a Equacao 4.6.
LQ =10 X DesvPad/m (Eq.4.6)

Sendo:
DesvPad = desvio padréo;

m= coeficiente angular.

4.4.2.5 Ensaio de adsor¢édo

Para estimar o potencial de adsorcdo do limoneno a matéria organica, sua

recuperacdo foi medida pela adigdo da concentragdo conhecida (2000 mg.L™) ao lodo de
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esgoto usado como indculo em reatores anaerobios. Os resultados foram calculados pela
Equacdo 4.7.

Recuperacao (%) = (concentracao estimada/tedrica ) X 100 (Eq.4.7)

A adsorc¢éo de limoneno foi estimada de acordo com Calabro et al. (2016), em uma
amostra controle (com agua ultrapura ao invés de lodo de esgoto) e em uma amostra com
2.000 mg.L™ de limoneno. A fim de extrair este composto, 1 mL de n-hexano (de pureza
analitica >98%) foi adicionado a cada 1 mL de biomassa e agitado no vortex por 5 minutos,
e o procedimento foi repetido trés vezes. A fracdo organica foi coletada e a porcentagem
de recuperacdo estimada pela razéo entre a concentracdo estimada na fase orgénica e a

concentracgdo teorica.

4.4.2.6 Aplicabilidade

Os ensaios foram conduzidos em batelada, com 5 g.L™? de glicose em frascos
Duhran de 250 mL, com 50% de headspace e 50% de volume reacional, em condicGes
estaticas a 30 °C. O meio de cultivo utilizado foi meio PCS (HARUTA et al., 2002), com
pH ajustado para 7,0 com NaOH ou HCI 1 mol.L?, com adicio de 0 a 2.000 mg.L™ de
limoneno (sem adi¢do de limoneno; 50; 100; 250; 500; 1.000; 1500 e 2.000 mg.L* de
limoneno). O indculo utilizado foi o lodo de reator UASB aplicado ao processamento
termofilico de vinhaga da cana-de-agticar (2 gSTV.L™).

Apos a inoculagdo, uma mistura de N2/CO- (70/30%) foi fluxionada nos reatores,
que foram fechados com tampa de butila e rosca plastica. A concentracdo de limoneno foi

estimada em amostras liquidas no inicio e no final do tempo de operacéo.

4.5 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A comunidade microbiana envolvida na digestdo anaerobia de residuos solidos de
citros foi avaliada por meio de diferentes ferramentas de biologia molecular. A analise de
Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante foi aplicada em diferentes amostras
(indculos autdctone e aldctone, biomassa apds hidrotermolise e deslignificacdo alcalina, e
biomassa de citros in natura) a fim de observar o efeito de pré-tratamentos por meio dos
indices de diversidade obtidos. Além disso, a técnica de sequenciamento massivo do gene
16S RNAr via Plataforma Illumina foi aplicada nas amostras onde foram observadas
maiores concentracdes de Hz (residuo in natura e apos hidrotermolise) a fim de caracterizar

e comparar sua comunidade microbiana.
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As amostras de reatores aplicados a matriz de Plackett & Burman nas condi¢des nas
quais houve maior concentracao de H> (R5 e R12) também foram analisadas via técnica de
sequenciamento massivo do gene 16S RNAr (metabarcoding) via Plataforma Illumina,
bem como do reator aplicado a obtencdo de metano a partir do efluente acidificado dos
ensaios otimizados. As colénias isoladas a partir da autofermentacdo do residuo de citros
in natura foram identificadas a partir do sequenciamento do gene RNAr16S via técnica de
Sanger.

Por fim, tanto o in6culo aloctone (lodo UASB) quanto a biomassa do reator de
validacdo das condicGes otimizadas via DCCR foram analisadas pela técnica de
metagenomica shotgun via Plataforma Illumina, a fim de comparar sua comunidade

microbiana e os genes que codificam enzimas relevantes para o0 processo.

45.1 Extracdo do DNA e amplificacdo da regido-alvo

Apds os ensaios cinéticos em batelada, as amostras para extracdo do DNA gendmico
foram coletadas apds o término dos experimentos e mantidas sob refrigeragdo (-20 °C).
Aproximadamente 50 mL do produto final de cada um dos reatores foram coletados e
transferidos para tubos Falcon e centrifugados a 9000 rpm em microcentrifuga durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi lavado em tampéao fosfato-
salino (PBS) (NaCl 8%, KCI 0,2%, Na;HPOs 1,44%, KH,PO, 0,24%) (GREEN;
SAMBROOK, 2012) e utilizado nas etapas posteriores. O DNA foi extraido utilizando o
kit Powersoil DNA (Mobio, Solana Beach, CA, USA), seguindo as recomendac6es do
fabricante.

A identificacdo das coldnias celuloliticas e produtoras de hidrogénio isoladas do
consorcio autofermentativo foi realizada via analise Amplicon 16S do DNA gen6mico,
utilizando para extracdo do DNA genémico o kit Pure Link TM Microbiome DNA
Purification Kit (Invitrogen) e para amplificacdo da regido de RNAr correspondente ao
gene 16S os primers 27F e 1492R.

O material genético amplificado foi purificado utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega), de acordo com as recomendacGes do fabricante. Os
resultados foram observados em eletroforese em gel de agarose (1%; 80 V; 1 hora), sendo

que o produto da amplificagdo foi observado por meio de comparagdes utilizando o Low
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DNA Mass Ladder (Thermo Fisher Scientific®) e o DNA foi quantificado utilizando
método espectrométrico (Nanodrop 2000).

45.2 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante

A regido de RNAr do gene 16S dos do Dominio Archaea e Bacteria foi amplificada
em reacdo em cadeia da polimeras (PCR) com os iniciadores 1100FGC — 1400R e 968FGC-
1401R, respectivamente, de acordo com o descrito por Ahmad et al. (2020). Os resultados
foram observados em eletroforese em gel de agarose (1,2%) e o marcador usado foi o Low
DNA Mass Ladder (Thermo Fisher Scientific®).

O produto da PCR foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
gradiente desnaturante de 45% a 65% a temperatura constante de 60 °C e 75 V durante 16
h (MUYZER; WAAL; UITIERLINDEN, 1993). O DGGE (Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante), foi realizado no DCode™ Universal Mutation Detection System
(Bio-Rad).

Apos a eletroforese, aplicou-se o corante brometo de etideo no gel por um periodo
de 15 minutos, para que as bandas fossem visualizadas em exposi¢do UV (254 nm) e
documentadas a partir do fotodocumentador L. PixTouch (Loccus Biotechnology)
(AHMAD et al., 2020).

A similaridade entre as bandas foi calculada com o coeficiente de correlacéo de
Pearson e apresentadas em dendograma, usando o software BioNumerics versdo 7.3
(Applied Maths). Os indices de diversidade foram calculados utilizando o software Past
versao 2.17¢c (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4.5.3 Sequenciamento e bioinformética

4.10.3.1 Bactérias anaerébias celuloliticas

O sequenciamento das col6nias celuloliticas e produtoras de hidrogénio isoladas do
consorcio autofermentativo foi realizado pelo Centro de Genbémica Funcional, do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da
Universidade de S&o Paulo campus Piracicaba (ESALQ/USP). As sequéncias obtidas
foram analisadas e alinhadas com o software BioEdit e foram comparadas com sequéncias
disponiveis em bancos de dados através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

As sequencias mais similares encontradas nesta base de dados (maior identidade,

menor E-valor e maior cobertura) foram incluidas para fins comparativos na analise
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filogenética. A fim de aumentar a representatividade da analise filogenética, também foram
incluidas sequéncias relacionadas em trabalhos similares, nos quais foram analisados
consorcios autofermentativos de residuos lignoceluldsicos.

Para inferéncia das relacbes do dendrograma de distancia genética, utilizou-se a
abordagem de estimativa por maxima verossimilhanga (ML), por meio do software MEGA
versdo 6 e com ramificagdes calculadas utilizando 1000 replicatas de bootstrap. O modelo
de substituicdo foi escolhido via Critério de Informacdo Akaike (AIC), ainda via MEGA
versdo 6. O grupo externo foi escolhido de acordo com a similaridade com os géneros
obtidos. As sequencias obtidas foram submetidas ao banco de dados NCBI sob os niumeros
de acesso MH999447 (IS_1), MH999448 (IS_02) e MH999449 (IS_3).

4.10.3.2 Metabarcoding

As amostras de RNAr analisadas por sequenciamento massivo do gene 16S das
regibes V3 e V4 foram processadas na plataforma Illumina HiSeq PE250, com 2x250 pb
ciclos, 100 reads e utilizando os primers universais para 0 dominio Bacteria 341F (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG -3") e 806 R (5'- GGACTACNNGGGTATCTAAT-3"). As
OTUs foram montadas com 97% de identidade e 80% de confianca na identificacdo dos
taxons. As sequéncias referentes aos ensaios de screening design e potencial metanogénico
foram submetidas ao banco de dados NCBI sob os numeros PRINA526842 e
PRINAG642905, respectivamente.

A inferéncia dos perfis funcionais nos ensaios de potencial metanogénico foi

realizada por meio do pipeline Piphillin (http://secondgenome.com/Piphillin/) (IWAI et al.,

2016) para a base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) de outubro
de 2018, com identidade de 97%. Esta ferramenta de inferéncia metagenémica é baseada
no conteudo funcional de genes de microrganismos com base em informagdes conhecidas
do genoma dos organismos mais proximos taxonomicamente (IBEKWE et al., 2020).

Os KO de interesse foram filtrados por meio de comandos basicos da linguagem R

(https://www.R-project.org/) e analisados por meio do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009).

Os KO de interesse para a via metanogénica foram filtrados de acordo com Macedo et al.
(2020). Os mapas metabolicos foram inferidos com base na ferramenta KEGG Mapper —
Reconstruct Pathway (KANEHISA; SATO; MORISHIMA, 2016). Os numeros EC
(Enzyme Commission Numbers) referentes a cada KO foram analisados na plataforma The
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Comprehensive Enzyme Information System (BRENDA) (https://www.brenda-
enzymes.org/).

4.10.3.3 Metagendmica shotgun
A preparacdo da biblioteca e o sequenciamento metagendmico foram realizados
pela empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil) em Plataforma Illumina
HiSeq (2x150 pb), seguindo as diretrizes do fabricante. As sequéncias no formato FASTAQ
obtidas ap6s o sequenciamento via plataforma Illumina HiSeq foram processadas, de
acordo com o esquema simplificado de pipeline na Figura 4.7. As sequéncias foram
submetidas no banco de dados NCBI sob 0 numero PRINA605706.

Figura 4.7. Pipeline aplicado ao tratamento de sequéncias obtidas ap6s o segeenciamento shotgun via

Plataforma Illumina HiSeq.

. umina HiSeq
Sequenciamento —»{ (2x150 pb) }—P fastQC
——  Triagem —>< fastp }—P multitQC

Montagem —» MetaSPAdes }—b guast

l

Predigdo de
genes

i

— Mapeamento ——» bowtie

l

— Prodigal ‘

Etapa = |
S Kaiju nr >/ NCBI ‘

— taxondmica
| |Ferramenta

Controle de qualidade l _ _
T Anotacéo KEGG/

B de dad >
(@ Base de dados funcional || [KofamKOALA dbCAN ‘

Fonte: Elaboracdo propria.

O controle de qualidade da sequéncia foi realizado por meio de analises em FastQC
e MultiQC em relacéo aos seguintes parametros: qualidade da sequéncia por base, escores
de qualidade da sequéncia, contetido da sequéncia base, contetido de GC por sequéncia,

conteudo N por base, distribuicdo de comprimento de sequéncia, nivel de duplicacdo de
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sequéncia, sequéncias super-representadas e contetido do adaptador. Os parametros foram
avaliados de acordo com Ewels et al. (2016).

As bases consideradas fora do padréo de qualidade minimo foram filtradas via Fastp
(CHEN et al., 2018), removendo as caudas de PoliG e PoliX nas extremidades de 3'. Apds
a triagem, as sequéncias curtas (reads) foram montadas em contigs através da montagem
comparativa metaSPAdes (NURK et al., 2017), com reconstrugdo do genoma a partir dos
dados obtidos e uma sequéncia comparativa especifica. O controle de qualidade dos contigs
foi realizado por meio do Quality Assessment Tool for Genome Assemblies (QUAST) em
relacdo ao seu tamanho e porcentagem de GC, de acordo com Gurevich (2013).

A ferramentas bowtie (LANGMEAD, 2010) foi aplicada para mapeamento de
genes. A anotacao taxonémica foi realizada via kaiju nr (MENZEL; NG; KROGH, 2016)
em comparacdo as sequéncias disponiveis no banco de dados NCBI. A anotacdo foi
realizada com um ponto de corte 1E-5 para o E-value e uma identidade >60%.

A anotacédo funcional e metabolica foi realizada via GhostKOALA (KANEHISA;
SATO; MORISHIMA, 2016) em comparacdo com Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG), KEGG Orthology (KO) (KANEHISA, 2000) e Carbohydrate-Active
Enzymes (CAZymes) (http://www.cazy.org/) via servidor HMMER. As vias metabolicas
foram mapeadas pelo banco de dados KEGG, utilizando o pacote Pathview (LUO;
BROUWER, 2013).

As analises de expressdo génica diferencial com base na distribuicdo binomial
negativa foram realizadas usando o pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014),
enquanto a visualizagdo de dados foi realizada com o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009)

e funcdes basicas R (https://www.R-project.org/).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado nos dados obtidos, a fim de
verificar sua parametricidade, ou seja, se possuem distribuicdo normal (p >0,05) ou
distribuicdo ndo normal (p <0,05), possibilitando assim a escolha dos testes estatisticos
mais adequados a serem utilizados posteriormente.

Os dados de distribuicdo normal e de amostras ndo pareadas foram comparados por
meio da Analise de Variancia (ANOVA) e via Teste de Tukey ou Teste t-Student,

avaliando-se desta forma sua relevancia estatistica, adotando-se um intervalo de confianca
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de 95%, enquanto dados de distribuicdo ndo normal de amostras ndo pareadas foram
comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis para 0 mesmo intervalo de confianca. Os
dados experimentais foram ajustados para valores médios obtidos de réplicas de reatores e
interpretados usando o software PAST versdo 2.17c (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001).

4.6.1 Ajuste dos dados experimentais
Os dados experimentais foram ajustados para valores médios obtidos de réplicas
(duplicatas ou triplicatas) dos ensaios em batelada realizados, sendo que os dados de
concentracdo acumulada de hidrogénio foram obtidos a partir do modelo cinético sigmoidal
de Gompertz modificado por Zwieterin et al. (1994), especifico para a modelagem preditiva
de crescimento microbiano, sendo que os parametros foram calculados por meio da

Equacao 4.8 no software OriginPro 9.0.
Rm.e
Y(t) = P.exp{— exp(T [A—t]+1)} (Eq.4.8)

sendo,

Y (t)=razéo logaritmica entre a concentracdo de H> no tempo t e a concentragdo inicial,
Rm= velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (umax/mmol Hz.h?),

e= constante de Euler (2,71828182)

A= tempo de inicio da obtencédo de Hz (h),

P= potencial maximo de concentracéo de Hz (mmol Ha.L™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAC}AO DO SUBSTRATO
5.1.1 Caracterizacao fisico quimica

Realizou-se a caracterizacgéo fisico-quimica do residuo de citros, apds moagem, em
relacdo a solidos totais (ST), sélidos totais volateis (STV), macronutrientes e
micronutrientes (Tabela 5.1). Foram quantificados Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, K, Na, Zn,
além nitrogénio total e fosforo total comparando-se composicao similar aos residuos de
citros ja relatados na literatura (MARTIN et al., 2010; ANJUM et al., 2017).

Apos a caracterizacao fisico-quimica dos residuos de citros, foi possivel notar que
as cascas possuem maior concentracdo de ST (300 g.kg™?) e STV (284,3 g.kg™), nitrogénio
(8.200 mg.kg?), Fe (50,1 mg.kg?), Mn (9,97 mg.kg?), K (10.700 mg.kg?) e Na (428
mg.kg?) quando comparadas ao bagaco, no qual foram observados valores inferiores para
ST (121,5 g.kg?), STV (117,9 g.kg?), nitrogénio (5.810 mg.kg?), Fe (42,9 mg.kg?), Mn
(8,99 mg.kg™l), K (8.440 mg.kg™t) e Na (345 mg.kg ). Em relagdo a fésforo, Ca, Cu, Mg e
Zn observadas verificou-se valores maiores para bagaco, de 5.650, 99, 1.270 e 26,6 mg.kg
1 respectivamente, enquanto para a casca os valores obtidos foram de 4.930, 25,9, 977 e

20,4 mg.kg?, respectivamente.

Tabela 5.1. Caracterizagdo fisico-quimica dos residuos de citros.

Sélidos (g.kg™) Cascas Bagaco

ST 300,6 121,5
STV 284,3 117,9
Macro e micronutrientes (mg.kg?)
Nitrogénio Total 8.200 5.810
Fosforo Total 847 917
Ca 4.930 5.650
Cu 25,9 99,0
Fe 50,1 42,9
Mg 977 1.270
Mn 9,97 8,99
Ni <1 <1
K 10.700 8.440
Na 428 345
Zn 20,4 26,6

Nota: ST= solidos totais, STV= sélidos totais volateis, Ca = calcio, Cu= cobre, Fe= ferro, Mg= magnésio,

Mn= manganés, Ni= niquel, K= potassio, Na= sédio, Zn= zinco.
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Tanto, nas cascas, quanto no bagaco de citros foi possivel quantificar nitrogénio
(8.200 e 5.810 mg.kg™?, respectivamente) e fosforo (847 e 917 mg.kg™, respectivamente).
Residuos organicos com concentracGes expressivas de N e P, como observado para os
residuos de citros, ndo devem ser dispostos diretamente no solo, devido ao risco de
agravamento de impactos ambientais, como eutrofizagdo, ou inibicdo das populacdes
microbianos do solo com prejuizo para a sua diversidade. Além disso, a incineracéo
tampouco é recomendada, uma vez que ndo elimina os metais potencialmente toxicos
(CECILIA et al., 2019).

Sabe-se que diversos macro e micronutrientes observados nos residuos solidos de
citros séo de grande relevancia para processos de digestdo anaerdbia, como Fe (42,9-50,01
mg.kg?), Cu (25,9-99,0 mg.kg?), Zn (20,4-26,6 mg.kg™?), Mn (8,99-9,97 mg.kg™?), Mg
(977-1.270 mg.kg™), Ni (<1 mg.kg™), Ca (4.930-5.650 mg.kg™) e K (8.840-10.700 mg.kg"
1), Especificamente, o Fe ¢é essencial para bactérias fermentativas produtoras de Ha, que
carecem deste elemento para atividade de suas enzimas que contém ferro ou enxofre
(RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).
fermentativo (FITZGERALD et al., 2019). A concentragéo de Fe nas cascas (50,01 mg.kg
1Y e no bagago de citros (42,9 mg.kg™?) foram consideradas abaixo do limite considerado
inibitorio para a producéo biologica de Hz (LEE et al., 2009). Até o momento, ndo ha relatos
sobre o efeito da concentracdo de Fe em reatores anaerébios contendo especificamente
residuos solidos de citros como substrato. Lee et al. (2009) avaliaram os efeitos de ions
metélicos na obtencdo de H, em reatores anaerdbios, utilizando glicose como fonte de
carbono (16 g.L™?). Os autores mencionados observaram reducdo da atividade da
hidrogenase e consequente reducdo da obtencdo de H2 em concentragGes de Fe acima de
125 mg.kg L.

Da mesma forma, Na (345-428 mg.kg™) e Ca (4.930-5.650 mg.kg™?), apesar de
observados na presente pesquisa abaixo do limite inibitério indicado por Khanna et al.
(2011) em 10 g.L* de glicose, de 27.000 mg.kg para Na e 10.000 mg.kg™* para Ca.

5.1.2 Exame Microscépico
Por meio da analise de MEV do bagaco de citros (Figura 5.1 C-F), foi possivel notar
diferenca estrutural quando comparado as cascas, uma vez que este residuo possui

superficie mais fibrosa em relagdo as cascas, onde foi possivel observar superficie mais
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regular (Figura 5.1 A-B), bem como diferenca na presenga de microrganismos aderidos a
sua superficie e reentrdncias, com destaque para a presenca de bacilos e cocos,
provavelmente de microrganismos autoctones do bagaco. Em relacédo as cascas, nao foram

observadas estruturas semelhantes a células microbianas em sua superficie.

Figura 5.1. Caracteristicas micromorfoldgicas das cascas (A-B) e bagago (C-F) de citros em Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). As setas brancas indicam a presenca de estruturas semelhantes a

bactérias/bacilos aderidas a superficie do material.

% |

513 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier
Os espectros de FT-IR das cascas e bagaco de laranja in natura (Figura 5.2) foram
obtidos a fim de observar possiveis diferencas em sua composicdo e estrutura, para que
posteriormente pudessem ser comparados aos espectros dos residuos apOs 0s pré-
tratamentos adotados, indicando possiveis alteracfes destas matrizes, especialmente em
picos de grupos funcionais caracteristicos para presenca de celulose, hemicelulose e
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lignina. Utilizou-se como base comparativa o espectro referente a estrutura da pectina de
citros. Os resultados sdo apresentados na frequéncia de 4.000 a 400 cm™.

Figura 5.2. Espectrograma vibracional na regido do infravermelho (FT-IR) dos residuos de citros (cascas e

bagaco in natura) (A) utilizados na presente pesquisa e espectro comparativo de pectina de citros (B).
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Em relagdo a regido entre 3.800 cm™ e 2.800 cm™ foi verificada duas bandas
principais, sendo que a primeira zona de absorcéo forte e larga em aproximadamente 3.400
cm, representa o alongamento de grupos —OH devido a ligacBes de hidrogénio inter e
intramoleculares, e a faixa de 2.900 cm representa o alongamento C-H, sendo CH, CHz e
CHs. Esta regido é comumente associada as vibragdes de deformacéo axial nos atomos de
hidrogénio ligados a carbono, oxigénio e nitrogénio (C-H, O-H e N-H).

Picos entre 2.848 a 2.912 cm™ em residuos alimentares estdo relacionadas as
vibracOes de estiramento assimétricas e simétricas de CH2 e CHs de 6leos vegetais, acidos
graxos, esteres, aldeidos de alto peso molecular e cetonas. Também é possivel notar picos
caracteristicos relacionados a lignina, uma vez que sua resolucdo é na faixa de 1.510 a 1.650
cm?® (NANDA et al., 2016). Bandas na regido entre 2.300-1.900 cm™ ndo foram
observadas, sendo tipicas de vibra¢fes de deformacdo axial de triplas ligacdes e duplas
acumuladas.

A absorcéo entre 1.500 a 600 cm™ ¢ associada a diversos tipos de vibragio, como
deformagdes axiais e angulares de ligagbes C-O, C-N, C-C e C-X. A presenca de

hemicelulose, no espectro correspondente as cascas e bagaco, pode ser notada a
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aproximadamente 1.700 cm™. Os picos na faixa entre 900 e 1.200 cm s&o relacionados a
ocorréncia de alcoois (O-H), acido carboxilico, ésteres e éteres em residuos de alimentos.
Picos entre 800 e 900 cm™ sugerem a presenca de ligagdes C-H aromaticas e 0s picos em
aproximadamente 700 cm™, de C-H alcanos (NANDA et al., 2016).

Em 1.718 cm? notou-se uma banda que pode ser atribuida as cetonas n&o
conjugadas de carbonilas (C=0), que sdo frequentes e importantes grupos funcionais das
cadeias laterais da estrutura da lignina. A faixa que compreende o0 pico em
aproximadamente 1.350 cm™ é atribuida ao alongamento com fenol hidroxila. As
deformagBes em aproximadamente 1.630 cm™ séo associadas a absorcdo de dgua (H-OH)
na amostra estudada. Por fim, a presenca de bandas préximas a 1.320 cm™ pode ser
atribuida as vibracdes de CH, de celulose e hemicelulose, enquanto em 1.160 cm™ é
representativa para os grupos C-O-C, presentes na celulose e hemicelulose. Picos na regido
entre 1.200 e 900 cm™ sdo caracteristicos de glicose, frutose e sacarose (ABID et al., 2017).
Bandas similares foram encontradas em espectros de citros analisados em Abid,
Cheikhrouhou, et al. (2017), He, Pang, et al. (2008) e Nanda, Isen, et al. (2016).

5.2 OBTENCAO DE INOCULO
5.2.1 Inoculo autoctone

As cascas e bagaco de laranja (separadamente e em conjunto) foram utilizados como
fonte de microrganismos fermentativos e potencialmente celuloliticos, autoctones dos
residuos de citros, por meio de ensaios de autofermentacdo e aumento da biomassa. Os
ensaios foram realizados em temperatura mesofilica (37 °C) em pH do meio de cultivo
(meio PCS) ajustado para 7,0.

Ap0s a obtencdo das curvas de concentracdo de hidrogénio, foi possivel comparar
com base nos parametros do modelo de Gompertz modificado (Tabela 5.2), as combinac6es
de in6culo para os quais obtiveram-se os melhores resultados. A maior concentragdo de
hidrogénio (P) de 7,78 mmol H,.L™ foi obtida no ensaio contendo a mistura de cascas e

bagaco de citros in natura.



118

Tabela 5.2. Parametros de Gompertz dos ensaios de autofermentacéo dos residuos de citros in natura para

obtencdo de H; a partir de casacas e bagaco de citros.

Paramet Substrato
arametro Cascas Bagaco Cascas + Bagaco
P (mmol H..L?) 7,05 6,70 7,78
Rm (mmol Hz.h't) 0,23 0,68 0,58
A (h) 4,75 9,13 8,08
R? 0,97 0,98 0,95

Nota: Potencial maximo de concentracdo de H; (P), velocidade especifica maxima de obtencdo de Hz (Rm),

tempo de inicio da obtencédo de H (1) e R? obtidos da equagdo de Gompertz modificada.

Aplicou-se o Teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% a fim de avaliar a
obtencdo de H2 nos ensaios autofermentativos contendo cascas, bagago e cascas e bagaco
em conjunto. Considerou-se que a diferenca da concentracdo de H. observada néo foi
significativa (p >0,05). Assim sendo, optou-se por utilizar a mistura entre cascas e bagacgo
de citros como fonte de microrganismos, uma vez que neste ensaio verificou-se maior
concentragdo média de hidrogénio (7,78 mmol Ha.L?).

Em relacdo aos AQOV e élcoois obtidos apos a fermentagdo (Figura 5.3), verificou-
se predominancia de HAc (80,27 mg.L™?) e HLac (39 mg.L™) no inicio dos ensaios, sendo
que apds a fermentagdo (24 h) verificou-se aumento do HLac para 61,1 mg.L?, e
diminuic&o da concentragdo de HAc para 68,22 mg.L™. Além disso, verificou-se HBu (22,1
mg.L ) e EtOH (15,65 mg.L™). Por meio da autofermentagéo de residuos de banana em
reatores em batelada (pH 7,5 e 44 °C), Mazareli et al. (2020) obtiveram compostos similares
aos do presente estudo a partir da autofermentacédo de residuos de citros, sendo HAc (20—
720 mg.L1), HBu (30-2.660 mg.L™?), HLac (260-5.140 mg.L ™) e EtOH (80-640 mg.L™Y).
A maior concentracdo destes compostos organicos a partir dos residuos de banana
provavelmente ocorreu devido a maior disponibilidade de carboidratos sollveis neste

residuo (15 g.L*) em comparagao aos residuos solidos de citros (1,2 g.L™).
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Figura 5.3. Acidos organicos e etanol nos ensaios de autofermentacdo dos residuos de citros in natura.
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Por meio de exames microscépicos foi possivel observar a prevaléncia de bactérias
Gram-positivas, morfologicamente caracterizadas como bacilos, de aproximadamente 5x1
um, além de diversas estruturas similares a enddsporos, endOsporos ovais e terminais
(Figura 5.4).

Apesar de ndo ser possivel afirmar apenas por meio de observaces morfologicas
em microscopia Optica, sabe-se que bactérias do filo Firmicutes, especialmente do género
Clostridium e Bacillus, sdo ubiquos e abundantes em condicdes de anaerobiose, além de
serem formadores de enddsporos (GALPERIN, 2013) e muitas vezes celuloliticos (WANG
et al., 2011; GALPERIN, 2013), que podem ser encontrados comumente em matéria
organica em decomposicdo (ZVERLOV; SCHWARZ, 2008), estando muitas vezes
relacionados a producao de hidrogénio (LIN; SHEI, 2008).
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Figura 5.4. Caracteristicas micromorfolédgicas do consorcio celulolitico autéctone das cascas e bagago de
laranja in natura em microscopia de contraste de fase. As setas apontam as estruturas similares a endésporos.
Aumento total de 1.000X.

O consorcio autdctone obtido a partir da autofermentacdo dos residuos de citros
também foi caracterizado em relacdo a sua atividade celulolitica, por meio da anélise
gravimétrica da desintegracdo de fibra de papel filtro. Apos periodo de 21 dias de
incubacéo, estimou-se 13,44% de desintegracdo da fibra de papel para os ensaios contendo
0 consorcio autofermentativo como indculo e 3,5% para os ensaios controle (sem inoculo).

Apos a comparagdo de médias via Teste t-Student, considerou-se que a diferenca
obtida foi significativa (p <0,05) para o intervalo de confianga adotado (95%). Além disso,
também se observou a mudanca de coloracdo nas fibras de papel ap6s o periodo de
incubacédo (Figura 5.5), uma vez que as fibras dos ensaios controle mantiveram-se com a
coloracdo original (brancas) e as fibras dos ensaios contendo o consércio celulolitico

tornaram-se amareladas.
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Figura 5.5. Fibras de papel ap6s o periodo de incubagdo. Ensaio controle (A) e ensaio contendo consorcio

celulolitico isolado de residuo de citros in natura (B).

A partir dos resultados obtidos nesta etapa optou-se por utilizar o consoércio obtido
a partir da autofermentacdo dos residuos de citros in natura como inoculo autoctone nos
ensaios subsequentes, a fim de aumentar a densidade de bactérias potencialmente

celuloliticas e adaptadas aos residuos de citros no processo.

5.2.2 Indculo aldctone

O objetivo desta etapa foi comparar dois diferentes consdrcios microbianos
aléctones, os lodos granulados de reator UASB aplicado ao tratamento mesofilico e
termofilico de aguas residuarias de abatedouro de aves e vinhaca de cana-de-agUcar,
respectivamente. Além disso, também foram avaliadas diferentes faixas de temperatura de
operacdo dos reatores em batelada, mesofilica (37 °C) e termofilica (55 °C), a fim de
determinar as melhores condicGes de operagao para 0s ensaios subsequentes.

Em todos os ensaios realizados com esses inoculos néo foi verificado concentracdo
significativa de metano, ou seja, os valores observados foram inferiores a 1,27 mmol (limite
de quantificacdo de metano do método utilizado). Desta forma, optou-se por prosseguir 0s
ensaios com o foco voltado para a obtencéo de hidrogénio e demais produtos de interesse
biotecnol6gico, como acidos organicos e alcoois.

Estima-se que o consorcio ideal para degradacdo de celulose é quando se tem ampla
diversidade de bactérias celuloliticas e ndo celuloliticas, assim como ocorre no ambiente.
Recentemente, a estratégia de uso de indculos autofermentativo aplicados a material
celulésico/lignocelulosico, conciliado a consorcios aloctones a fim de potencializar a
obtencéo de biogas (CH4 e/ou Hz2) vem sendo amplamente difundida (BRAGA et al., 2018;
RABELO et al., 2018a; MAZARELI et al., 2020; SOARES et al., 2020; VILLA
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MONTOYA et al., 2020). Desta forma, optou-se por utilizar consércio complexo, sendo
uma mistura de bactérias autoctones/endégenas dos residuos de citros, provavelmente,
adaptadas a seus potenciais inibidores e capazes de utilizar este residuo complexo como
substrato, aliado ao consorcio aloctone, rico em bactérias fermentativas produtoras de
biogas, como o lodo de reator UASB.

Apos a obtencdo das curvas de concentracdo de hidrogénio foi possivel comparar
com base nos parametros do modelo de Gompertz modificado (Tabela 5.3) as combinac6es
de inéculo com melhores resultados, a fim de determinar qual o melhor consorcio
microbiano aléctone para obtencdo de hidrogénio.

Notou-se que P e Rm foram maiores nos ensaios a 37 °C, embora a maior
concentracdo observada tenha sido obtida com o Lodo UASB/vinhaca (12,54 mmol Ho.L"
1), bem como a maior velocidade (2,64 mmol Hz.h'). A partir da comparacdo de médias
realizada via Teste de Tukey foi possivel afirmar que a diferenca de resultados obtidos em
diferentes temperaturas foi significativa (p <0,05), sendo assim, optou-se pelo Lodo UASB
oriundo do UASB de tratamento de vinhaca de cana-de-agucar para dar andamento aos

ensaios de obtencdo de hidrogénio nas etapas subsequentes.

Tabela 5.3. Pardmetros de Gompertz modificado dos reatores anaerébios com inoculos de diferentes origens,

aplicados a obtencdo de H; a partir de casacas e bagaco de citros.

Ensaios
37°C 55 °C
Parametros Lodo Lodo Consorcio Lodo Lodo Consércio
UASB/ UASB/ . UASB/ UASB/ .
. - autéctone . - autdctone
avicola vinhaca avicola vinhaca
P (mmol Ha.L?) 8,46 12,54 6,93 3,33 5,19 1,51
Rm (mmol Ha.h%) 1,07 2,64 1,69 0,06 0,39 0,15
A (h) 3,50 4,72 7,14 0,18 5,10 16,46
R? 0,99 0,98 0,94 0,89 0,84 0,95

Nota: Potencial maximo de concentracdo de Ha (P,), velocidade especifica maxima de obtencéo de Hz (Rm,),

tempo de inicio da obtengéo de H, (1) e R? obtidos da equagdo de Gompertz modificada.

Uma vez que a producdo de metano ndo foi significativa, optou-se por ndo realizar
nenhum tipo de pré-tratamento do indculo, tendo em vista que esta etapa ndo apenas inibe
a atividade metanogénica, mas também a atividade de bactérias celuloliticas-fermentativas
e produtoras de hidrogénio (REN et al., 2008; RATTI et al., 2015).

Assim como neste estudo, Lazaro et al. (2014) também observaram maior

concentracdo de hidrogénio em reatores em batelada contendo vinhaca de cana-de-agucar



123

como substrato e lodo de reator UASB como inoculo, na faixa mesofilica, quando
comparado a faixa termofilica, obtendo 28,4 e 6,7 mmol H.L™?, respectivamente.

Verificou-se para o Lodo UASB/vinhaga maior P (12,54 mmol Hz.LY) a partir do
residuo de citros em relacio ao Lodo UASB/avicola (8,46 mmol Hz.L ™), ambos incubados
a 37 °C. Harada et al. (1996) relataram que em compara¢do com lodos oriundos de
tratamento mesofilico, os lodos termofilicos comumente contém maiores concentragdes de
compostos organicos toxicos, o0 que pode justificar seu maior potencial de obtencdo de
biogéas a partir de substratos como os residuos de citros, uma vez que 0S microrganismos
autoctones deste tipo de lodo estdo mais adaptados a potenciais inibidores organicos. De
acordo com Harada et al. (1996), a temperatura 6tima para a atividade microbiana depende
do substrato e dos produtos de interesse, justificando a melhor faixa de obtencédo de biogas
na faixa mesofilica (37 °C).

Na Tabela 5.4 estdo incluidos os resultados referentes aos parametros fisico-
quimicos dos reatores incubados com o Lodo UASB/avicola, Lodo UASB/vinhaca e
consorcio autofermentativo a 37 °C e 55 °C. A partir da comparacao da variacdo inicial e
final dos diferentes parametros, notou-se que ndo houve um padrdo entre 0 aumento ou
reducdo de solidos, matéria organica, carboidratos totais e fendis totais, uma vez que se
obteve diferentes respostas para os diferentes ensaios.

Apdbs comparacao via Kruskal-Wallis, foi possivel observar diferenca significativa
para a variacao na concentracdo de ST e STV para todos os ensaios realizados na faixa de
37 °C, sendo que houve reducdo dos ST e STV em todos 0s ensaios, exceto para 0 Lodo
UASB/vinhaca, no qual foi observada maior concentracdo de Ho.

As andlises da variacdo de matéria organica, carboidratos e fendis foram
significativas (p >0,05) para todos os ensaios realizados. Em todos os ensaios a 37 °C
verificou-se aumento da matéria organica, sendo que o maior aumento foi para o Lodo
UASB/vinhaca, aléem de maior concentracdo de biogas. O aumento da matéria organica foi
menor nos ensaios a 55 °C. Nos ensaios com Lodo UASB/avicola e Lodo UASB/vinhaca
a 55 °C verificou-se reducdo da matéria organica (10 para 6,8 mg.L™! e de 7,2 para 5 g.L ™,
respectivamente). Apenas no ensaio com consorcio a 55 °C verificou-se aumento na
concentracéo de carboidratos (de 2,7 para 3,2 g.L ), enquanto, nos demais houve remogéo,
sendo gue nos ensaios nos quais houve mais reducgéo do teor de carboidratos (por faixa de

temperatura), foi observada maior concentragdo de biogés, como no ensaio com Lodo
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UASB/vinhaca a 37 °C, no qual a concentracdo de carboidratos inicial foi reduzida de 1,0
g.L "t para 0,8 g.L* ao final do periodo de incubago de 24 h.

A oscilacdo no pH ocorreu devido a producédo de acidos organicos (Figura 5.6). O
pH é uma das principais variaveis para a digestao anaerébia, sendo que na faixa acida (<4,5)
pode inibir a atividade da enzima hidrogenase e consequentemente a producdo de
hidrogénio, favorecendo, além disso, a solvetogénese (SIVAGURUNATHAN et al.,
2017b). Entre 4,5-6,0, a producdo de HAc e HBu € favorecida, enquanto na neutralidade
(>6,0) ha maior produgdo de HPr e metano, e consumo de hidrogénio.

Por fim, notou-se que houve aumento na concentragdo de fendis nos ensaios com
consorcio autofermentativo a 37 °C (18,6 para 19 mg.L™?) e Lodo UASB/avicola a 55 °C
(18,1 para 19,3 mg.L1). Nos ensaios com reducéo na concentragdo de fenois (de 23,3 para
19,3 mg.L?), como aquele a partir de Lodo UASB/vinhaga a 37 °C verificou-se melhor

desempenho em relagdo a concentragdo de hidrogénio (12,54 mmol Hz.L™?).

Tabela 5.4. Pardmetros fisico-quimicos dos reatores anaerébios com indculos de diferentes origens.

Aloctone- Aloctone-

UASB/ UASB/ Inoculo
] . autoctone

avicola vinhaga
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Sélidos (mg.L™?) 37°C
ST 245 22,0 23,7 232 25,8 22,4
STV 10,7 8,9 10,2 8,6 10,9 8,8
SS 2,7 1,1 0,9 1,2 1,0 0,9
SSV 2,1 1,3 0,6 0,9 0,6 0,8
DQO¥ittrada (g.L1) 3,4 9,6 4,1 12,3 51 10,8
Carboidratos Totais (g.L?) 1,0 0,8 1,3 0,7 1,2 1,0
Fenois Totais (mg.L™?) 23,3 193 218 192 18,6 19,0
pH 7,4 5,3 7,6 5,3 7,4 53

55 °C
ST 224 214 220 357 22,3 22,9
STV 9,4 13,4 9,5 8,0 8,9 54
SS 1,8 2,0 1,2 1,2 0,6 0,9
SSV 1,2 1,3 0,8 1,0 0,4 0,4
DQOriltrada (g.L?) 100 6,8 7,2 5,0 2,5 51
Carboidratos Totais (g.L?) 2,5 1,3 3,1 1,1 2,7 3,2
Fendis Totais (mg.L1) 181 19,3 192 17,6 19,0 18,6
pH 7,8 7,0 7,6 7,5 7,7 5,0

Notou-se relagdo entre a producdo de acidos orgéanicos e/ou EtOH e valor de P nos
ensaios com inéculos de diferentes origens (Figura 5.6). A concentracdo de H. foi

diretamente proporcional & producéo de HAc, ou seja, nos ensaios nos quais houve maior
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producio deste acido (Lodo UASB/vinhaca- 3,35 g.L ), houve ainda maior concentragio
de hidrogénio (12,54 mmol Ha.L%), e nos ensaios com menor produgdo de HAc (Inéculo
autdctone, 2,8 g.L1), houve menor concentragéo de Hz (6,93 mmol Hz.L™?).

Para todos os ensaios, além do HAc, verificou-se HBu, HLac e EtOH, porém em
menores propor¢des, apos 24 h de incubacdo. Provavelmente, a via predominante foi a
acetogénica, sendo o HAc o principal metabdlito produzido durante a fermentacdo de
bactérias do género Clostridium (VOS et al., 2009; GHIMIRE et al., 2015). Verificou-se
producdo de EtOH para os trés indculos analisados, sendo inversamente proporcional a
concentracdo de Hy; ou seja, nos ensaios com maior producéo de EtOH (Indculo autdctone,
0,64 g.L™) verificou-se menor concentragio de Ho.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa, considerou-se que o lodo granular
oriundo de reator UASB aplicado ao tratamento termofilico de vinhaca de cana-de-agUcar
seria mais adequado como fonte de microrganismos para obtencdo de H: a partir de residuo
solido de citros, tanto em condi¢des mesofilicas quanto termofilicas. Sendo assim, optou-
se por utiliza-lo como inoculo aloctone nos ensaios subsequentes, junto ao indculo
autoctone previamente estabelecido no item 5.2.1. Desta forma, o lodo granular oriundo de
reator UASB aplicado ao tratamento mesofilico de residuos de avicola ndo foi utilizado nas
demais etapas.
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Figura 5.6. Acidos organicos é &lcool no inicio e apds 24h dos ensaios em reator anaerébio em batelada a
37 °C (A) e 55 °C (B) com diferentes indculos.
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5.3 PRE-TRATAMENTOS APLICADOS AO RESIDUO SOLIDO DE CITROS
5.3.1 Efeitos dos pré-tratamentos nas caracteristicas fisico-quimicas e

morfoldgicas do substrato

A partir da analise em MEV do bagaco de citros in natura (Figura 5.7 A-B)
verificou-se diferencas estruturais entre a casca e bagaco. Para tanto, verificou-se superficie
mais fibrosa no bagago em relacdo as cascas, bem como diferencas em relacdo aos
microrganismos aderidos a superficie do bagaco, com destaque para bacilos e endosporos
autoctones desse residuo.

Na analise comparativa entre as caracteristicas morfologicas das cascas e bagago
apos os pre-tratamentos por hidrotermolise (Figura 5.7 C-D) e deslignificacdo alcalina

(Figura 5.7 E-F) verificou-se alteracdo na estrutura destes residuos, sendo possivel notar o
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aumento da fibrosidade das cascas e aplanamento do bagago, ap6s ambos os pré-
tratamentos. Além disso, é possivel inferir que houve eliminagdo dos microrganismos
autoctones, uma vez que estruturas semelhantes a bactérias ndo foram observadas apds 0s

pré-tratamentos.

Figura 5.7. MEV da superficie do residuo sélido de citros. Casca (A) e bagaco in natura (B), casca (C) e
bagaco (D) ap6s hidrotermdlise e casca (E) e bagago (F) ap6s deslignificacdo alcalina. As setas indicam

morfologias semelhantes a bactérias.

Ap0s a aplicacdo da hidrotermdlise e deslignificacdo alcalina foi possivel observar
mudanca estrutural no residuo sélido de citros por meio dos espectros de FT-IR, tanto nas
cascas, quanto no bagaco, quando comparado aos espectros obtidos para este residuo in
natura. Apds a hidrotermolise verificou-se diminui¢do na absorcdo na regido entre 3.800 e
2.800 cm™, além da regifo de 2.900 cm, provavelmente devido & reducdo dos grupos —
OH, e do grupo C-H, respectivamente, com destaque para provavel ruptura dos grupos
metil e metileno da celulose da casca apos este pré-tratamento. Em relacdo ao bagaco, ndo
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se verificou alteracBes na estrutura em relacdo a composi¢do e intensidade dos grupos
funcionais na anélise comparativa desse material in natura e apds ambos os pre-tratamentos
avaliados (Figura 5.8).

Apobs a deslignificacdo alcalina foi possivel notar modificagfes estruturais na zona
de absorgéo entre 2.100 e 2.500 cm™, com o surgimento de um pico de intensidade fraca,
sendo que a absorcao nesta regido pode ser associada as vibragdes de deformacéo axial de
ligacGes duplas acumuladas (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1981; HE et al., 2008). Além
disso, também fica nitida a reducdo da absorcao, tanto na regido entre 3.800 e 2.800 cm™,
provavelmente devido a reducdo dos grupos —OH apds o pré-tratamento, quanto na regido
em aproximadamente 2.900 cm, com redugéo do grupo C-H, e indicativo de ruptura dos
grupos metil e metileno da celulose (HE et al., 2008).

He et al. (2008) observaram a reducdo de ligacbes de hidrogénio na estrutura da
celulose, bem como a decomposicdo da cadeia lateral da lignina apds deslignificacdo
alcalina (NaOH 6%). Similarmente, no presente estudo, ap6s o pré-tratamento de
deslignificacdo alcalina, foi possivel observar o desaparecimento de picos caracteristicos
de ligaces C=0 de amidas na faixa de absorc&o entre 1.640-1.660 cm™ para os espectros
das cascas (Figura 5.8), indicando que em concentra¢fes mais brandas de NaOH, ainda
ocorre remocao de lignina.

No presente estudo, a deslignificacdo alcalina foi conciliada ao uso de peroxido de
hidrogénio (1%), uma vez que este reagente € considerado efetivo na liberacéo de aclcares
monoméricos e celulose de biomassa lignocelul6sica, a partir da remocgéo da hemicelulose
(MICHALSKA; LEDAKOWICZ, 2014). Ahmad et. al. (2020) modelaram a obtencéao de
CHs em reatores em batelada a partir de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado via
impregnacdo com H>O> (2-6%) seguida de hidrotermdlise. Os autores observaram
correlacdo positiva entre 0 aumento da concentracdo de H>O> e a obtencdo de CHa4. Os
autores concluiram que as condicdes ideais de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica
para uso como substrato para obtencdo de CH4 foram com impregnagao do residuo solido

de citros com H202 11% seguida de hidrotermolise a 138 °C, 14 bar e 31,45 minutos.
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Figura 5.8. Espectrograma vibracional na regido do infravermelho (FT-IR) do residuo sélido de citros,

cascas (A) e bagago in natura (B), ap6s hidrotermdlise e deslignificagdo alcalina.
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O percentual de lignina, teor de carboidratos totais e limoneno do residuo solido de
citros (cascas e bagaco, separadamente) in natura e ap0s 0s pré-tratamentos de

hidrotermdlise e deslignificacdo alcalina, estdo apresentados na Figura 5.9.

Figura5.9. Caracterizacdo fisico-quimica do residuo sélido de citros (cascas e bagaco) antes e apos diferentes

pré-tratamentos.
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Foi possivel observar menor teor de lignina no residuo sélido de citros in natura
(23,65 e 26,90% de ST para cascas e bagago, respectivamente), quando comparado ao
residuo sélido de citros apos hidrotermdlise (43,87% de ST para cascas e 42,17% de ST
para o bagaco) e deslignificacdo alcalina (47,51% de ST para cascas e 43,20% de ST para
0 bagaco). Com base nos resultados das analises por meio do teste de Kruskal-Wallis para
95% de confianca, a diferenca do teor de lignina entre o residuo sélido de citros (cascas e
bagaco) in natura e pré-tratados foi estatisticamente significativo (p <0,05).

Em relacdo aos carboidratos totais quantificados para o residuo sélido de citros, 0s
valores foram similares entre as cascas e bagacos do residuo sélido de citros in natura (6,1
e 6,5 g.kg?), apos hidrotermolise (4,9 e 4,9 g.kg™) e apos deslignificacéo alcalina (4,9 e 4,4
g.kg?). Entretanto, apenas a diferenca entre o residuo sélido de citros in natura (casca e
bagago) foi significativa quando comparada aos demais ensaios, isto &, p <0,05. E possivel
inferir que devido a aplicacdo dos pré-tratamentos ocorreu reducéo do teor de carboidratos
totais do residuo solido de citros, devido ao rompimento das fibras das cascas e bagaco e,
ainda, a hidrélise dos monossacarideos (glicose e xilose) no residuo sélido de citros
(WILKINS et al., 2007; CHOl et al., 2013, 2015).
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Por fim, em relacdo ao teor de limoneno do residuo solido de citros in natura,
obtiveram-se os valores de 15,7 g.kg™ para as cascas e 13,7 g.kg™ para o bagago. Apds a
aplicacdo dos pré-tratamentos, foi possivel notar reducdo desta concentracao, sendo 0,9
g.kg* para cascas e 0,8 g.kg™ para o bagaco ap6s a deslignificacéo alcalina, enquanto para
o residuo sélido de citros ap6s hidrotermdlise, foram obtidos 1,6 g.kg™* para cascas e 3,2
para o bagaco.

A reducdo do teor de limoneno apds a aplicacdo dos pré-tratamentos pode ser
justificada devido ao carater volatil deste composto (RUIZ; FLOTATS, 2014), ou, ainda,
devido a sua transferéncia para a fracdo liquida apds o pré-tratamento. Estudos anteriores
indicam que a concentracdo inibitéria minima de limoneno é estimada em
aproximadamente 0,2 mg.kg™* de residuo sélido de citros (CALABRO et al., 2016; RUIZ e
FLOTATS, 2016).

5.3.2 Efeitos dos pré-tratamentos na obtencéo de H2 e AOV

Nos ensaios cinéticos em batelada contendo 15 g.L™ de residuo sélido de citros
(cascas + bagaco; 1:1), foi possivel verificar a influéncia do substrato (in natura ou pré-
tratado) na obtengdo maxima de Hz (P), velocidade especifica maxima (Rm) e tempo de
inicio necessario para obtencdo de H» (1) (Figura 5.10).

Foram observados maiores valores de P (13,55 mmol Hz.L™), Rm (3,11 mmol H.h"
1) e X (4,85 h ) nos ensaios com residuo solido de citros in natura (Tabela 5.5). A partir das
analises por meio do teste de Kruskal-Wallis para 95% de confianca, foi possivel inferir
que a maior obtencdo de H> a partir do residuo sélido de citros in natura foi significativa
(p <0,05) em comparagédo aos pré-tratados (hidrotermolise e deslignificacdo alcalina).

A partir dos pardmetros cinéticos obtidos nos ensaios com residuo solido de citros
pré-tratado ndo se observou diferenga significativa (p >0,05) apds hidrotermolise e
deslignificacdo alcalina. Entretanto, com base nos valores médios observados, notou-se
maior tempo de inicio necessario para obtencdo de H. no ensaio contendo residuo solido
de citros ap6s hidrotermolise (8,65 h), quando comparado ao residuo solido de citros apos

deslignificacéo alcalina (7,21 h).
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Figura 5.10. Concentracdo de H a partir do residuo sdlido de citros in natura (e), hidrotermolise (m) e

deslignificagdo alcalina (A). Modelo de Gompertz modificado (—).
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Tabela 5.5. Parametros de Gompertz modificado dos ensaios apds diferentes pré-tratamentos do residuo
solido de citros. Potencial maximo de concentracdo de H; (P), velocidade especifica maxima de obtengdo
de H2 (Rm), tempo de inicio da obtengdo de H. (A) e R? obtidos da equagio de Gompertz modificada.

Parametros Substrato
in natura  Deslignificacdo alcalina Hidrotermdlise
P (mmol Ha.LY) 13,55 7,27 8,19
Rm (mmol Hz.h?) 1,27 0,96 1,08
A (h) 4,60 7,21 8,65
R? 0,94 0,98 0,99

Nota: Potencial méximo de concentracdo de H, (P), velocidade especifica méxima de obten¢do de H, (Rm),

tempo de inicio da obtencéo de H; (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

Apesar do maior A, obtiveram-se no ensaio contendo residuo solido de citros apds
hidrotermdlise valores superiores de P (8,19 mmol H2.L'Y) e Rm (1,08 mmol Hz.h) em
comparacdo com o residuo solido de citros apos deslignificacdo alcalina. Nessa ultima
condigéo, foram obtidos P de 7,27 mmol Hz.L* e Rm de 0,96 mmol Hz.h*. Provavelmente,
ocorreu favorecimento da biodegradacdo deste substrato apds hidrotermdlise, entretanto,
com aumento do tempo necessario de adaptacdo da biomassa antes do inicio da obtencéo
de Ha, provavelmente em funcéo da producéo de inibidores ap6s o rompimento das fibras
do residuo sélido de citros (QUEMENEUR et al., 2012; CALABRO et al., 2016).

Soares et al. (2017) obtiveram resultados positivos para obtencdo de H2 (17,7 mmol
H..L!) a partir de bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado via hidrotermdlise em ensaios em

batelada e em condicGes termofilicas (60 °C). Os autores conduziram o pré-tratamento a
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200 °C e 16 bar por 10 minutos, em severidade de 3,94, relativamente préxima a aplicada
no presente estudo (3,53).

A maior severidade utilizada por Soares et al. (2017) pode ter contribuido para o
rompimento das fibras do bagaco de cana-de-agucar, aumentando sua biodegradabilidade,
0 que justifica a maior obtengdo de Hz (17,7 mmol Hz.L ) quando comparado ao presente
estudo (8,19 mmol Hz.L™%). De acordo com Ahmad et al. (2018), o aumento da severidade
pode levar ao acumulo de inibidores, como furfural e compostos fendlicos, tendo como
consequéncia o aumento do tempo de adaptacdo da biomassa ao substrato (JACQUET et
al., 2011; QUEMENEUR et al., 2012; MONLAU et al., 2014).

Menor P (7,27 mmol H,.L™?) foi obtido para residuo pré-tratado por deslignificacio
alcalina. He et al. (2008) obtiveram aumento de até 64% da obtencdo de biogas a partir de
palha de arroz pré-tratada com NaOH (6%) como substrato, além de remocéo de 28,4% de
lignina, 36,8% de hemicelulose e 16,4% da celulose deste substrato. Chandra et al. (2012)
compararam os efeitos da deslignificacdo alcalina conciliada a hidrotermdlise a partir de
palha de arroz em temperatura mesofilica (37 °C) na obtencdo de metano. Os autores
obtiveram 3,8 e 2,1 mmol CH4.L™ para os ensaios contendo o residuo ap6s deslignificagéo
alcalina e hidrotermolise, respectivamente, comparados a 1,75 mmol CHa4.L ! para o residuo
in natura.

Além dos parametros relacionados a obtencdo de Hy, verificou-se a producéo de
AOQOV e élcoois ao longo do periodo de incubacdo dos ensaios em batelada. A via
acetogénica foi predominante, uma vez que o HAc foi o principal metabdlito observado em
residuo sélido de citros in natura (4.355 mg.L™?), pré-tratado por hidrotermolise (2.375
mg.L 1) e deslignificacdo alcalina (2.210 mg.L™?) (Figura 5.11). HBu foi observado em
todos os ensaios, sendo de 1.317 mg.L? residuo de citros in natura, 1.329 mg.L*

(hidrotermdlise) e 1.219 mg.L* (deslignificagdo alcalina).
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Figura 5.11. Acidos organicos e etanol dos ensaios de diferentes pré-tratamentos. (A) acido acético (HAc) e
acido butirico (HBu); (B) &cido latico (HLac) e etanol (EtOH).
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A partir da Figura 5.12, nota-se que houve consumo de carboidratos e acimulo de

fendis significativas (p <0,05) em todas as condigdes avaliadas (residuo solido de citros in

natura ou pré-tratado). O maior consumo de carboidratos foi observado ao final do periodo

de incubacdo do ensaio contendo residuo de citros pré-tratado por deslignificacdo alcalina,
de 0,26 g.L ! para 0,05 g.L* ao final da incubagéo (24 h).
Em todos os ensaios houve acumulo de fendis, sendo que no ensaio contendo

residuo solido de citros in natura verificou-se aumento da concentracao de fendis de 19,5
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para 23 mg.L?, enquanto nos demais ensaios 0 aumento foi de 8,4 para 9,8 mg.L? apos
deslignificagdo alcalina e de 8,9 para 9,5 mg.L* apds hidrotermdlise. Os resultados obtidos
estdo de acordo com o descrito por Ahmad et al. (2020), os quais indicam que a acimulo
de fenois pode causar alteracdes no fluxo de troca de elétrons, causando o acimulo de HAc,
bem como a inibi¢cdo da metanogénese. Na presente pesquisa, maiores concentragdes de H»
(13,55 mmol Hz.Lt) e HAc (4.355 mg HAc.L™?) foram relacionadas a condigdo de maior
acumulo de fendis, no ensaio contendo residuo in natura, provavelmente devido a maior
biodegradacdo da biomassa lignoceluldsica neste ensaio. De acordo com Monlau et al.
(2014), o aumento na concentracdo de compostos fendlicos pode estar relacionado a
biodegradacdo da lignina.

Quanto a concentracdo de ST e STV, tanto nos ensaios contendo residuo solidos de
citros in natura, quanto nos ensaios contendo residuo sélido de citros pré-tratado

(hidrotermdlise e deslignificacdo alcalina) a variagdo nao foi significativa (p >0,05).
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Figura 5.12. Parametros fisico-quimicos dos ensaios de comparacdo entre (I) residuo sélido de citros in
natura, (1) ap6s deslignificacdo alcalina e (I11) ap6s hidrotermdlise. (A) carboidratos totais, (B) ST, (C)
fenois totais e (D) STV.
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5.3.3 Andlise da comunidade microbiana
A estrutura da comunidade microbiana (Dominio Bacteria) envolvida na digestdo
anaerdbia dos residuos sdlidos de citros (in natura e pré-tratados) foi verificada por meio
do DGGE. A anélise foi realizada nas amostras dos indculos utilizados (indculo autoctone
e indculo aléctone), bem como da biomassa dos reatores em batelada ao final do periodo

de incubacdo (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Dendrograma do coeficiente de similaridade (Correlacdo Pearson) a partir do perfil de bandas

do DGGE para o Dominio Bacteria.
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A similaridade entre as bandas das amostras de residuo solido de citros in natura e
apos hidrotermolise foi de 90%. No entanto, a concentracdo de H, foi maior no ensaio
contendo residuo solido de citros in natura (P= 13,31 mmol H,.L™) em relagéo ao residuo
sélido de citros ap6s hidrotermélise (P= 8,19 mmol Ha.L™), bem como a produgéo de HAc,
de 4.355 mg.Lt e 2.375 mg.L?, respectivamente.

A menor similaridade observada foi entre as populacdes do indculo aloctone e as
demais amostras (50%). Provavelmente, ocorreu selecao das populagGes de bactérias apos
0 processo fermentativo em todos os ensaios. Em relacdo ao indculo autdctone, a
similaridade observada quando comparado ao residuo solido de citros in natura foi de
aproximadamente 80%, o que pode indicar que as populacdes celuloliticas do préprio
residuo foram favorecidas neste ensaio.

As amostras foram comparadas a partir dos indices da diversidade de Shannon-
Wiener e Dominancia (Figura 5.14), sendo observado maior diversidade para o indculo
aléctone (2,46), em relacédo as condigdes do residuo sélido de citros in natura (2,38) e pré-
tratado (2,31 e 2,38 para hidrotermdlise e deslignificacdo alcalina, respectivamente) e
também quando comparada ao inéculo autdctone (1,91).

Em relacdo a dominancia, verificou-se menor valor para o in6culo al6ctone (0,10),
qguando comparado ao residuo sélido de citros in natura (0,12) e pré-tratado (0,11 e 0,12
para hidrotermolise e deslignificacdo alcalina, respectivamente). A maior dominancia foi
observada para o inoculo autoctone (0,21). Desta forma, € possivel notar que a relacdo entre

diversidade e dominancia foi inversamente proporcional.
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Figura 5.14. Variacéo dos indices de diversidade de Shannon-Wiener e Dominancia para 0 Dominio Bacteria.
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Nota: H= hidrotermdlise; CONS= in natura; IAU= in6culo autdctone; IAL= indculo aléctone; A=

deslignificagéo alcalina.

Na andlise de metabarcoding das amostras do residuo sélido de citros in natura e
pré-tratado por hidrotermdlise, foi possivel avaliar a composicdo da comunidade
microbiana envolvida na biodegradacdo destes residuos. Ao todo, foram obtidas 274.549
sequencias de genes do RNAr 16S com tamanho médio de 456 pb, sendo 133.445
sequéncias para a amostra do ensaio com residuo sélido de citros in natura e 141.104
sequéncias para o ensaio com residuo sélido de citros apds hidrotermolise.

As Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU) obtidas foram agrupadas
considerando similaridade superior a 97% e, apds a remocdo de singletons, obtiveram-se
217 OTU para a amostra do ensaio contendo residuo sélido de citros in natura e 225 OTU
para o residuo sélido de citros apés hidrotermélise. Além disso, foram calculados os indices
de diversidade ecoldgica para cada amostra (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6. Indices ecoldgicos das sequencias obtidas a partir do sequenciamento massivo do gene RNAr
16S via Plataforma Illumina HiSeq para amostra (1) ensaio com residuo in natura e (2) ensaio apds
hidrotermdlise.

In natura Hidrotermdlise
Parametros sequenciamento (RNAr 16S)
Cobertura (%) 99,9 99,9
Numero total de sequéncias 133.445 141.104
Total de OTUs 217 225
Indices ecoldgicos
Diversidade de Shannon-Wiener 3,21 3,03
Dominancia 0,08 0,10
indice de riqueza (Chao-1) 2285 2425

A maior parte das populac@es microbianas foram acessadas e boa cobertura das
amostras analisadas (>99%). A partir da estimativa dos indices ecologicos, foi possivel
notar reducdo da diversidade bacteriana ap6s os pré-tratamentos do residuo sélido de citros,
de 3,21 para a amostra de residuo sélido de citros in natura para 3,03 ap6s hidrotermélise.

E possivel inferir que os microrganismos do filo Firmicutes, especialmente
semelhantes a Clostridium, possuem afinidade com o residuo sélido de citros (in natura e
pré-tratado), uma vez que no presente estudo foi observada maior abundancia relativa deste
grupo. A composicdo da comunidade bacteriana para os filos e géneros mais abundantes
(>0,01%) pode ser visualizada na Figura 5.15.
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Figura 5.15. Ideograma circular “Circos”. Géneros microbianos identificados nos residuos in natura e ap6s

hidrotermdlise. O circulo externo representa a abundancia relativa em fun¢éo do ndmero de leituras. N.I= ndo

identificado.
" |Blautia Il Thermoanaerobacterium [ Bifidobacterium [ Paenibacillus
B Lactobacillus Bl Escherichia B Pseudomonas [l Acetomicrobium
B Thermohydrogenium [ Lachnoclostridium B Enterococcus [l Sporanaerobacter

Verificou-se que os filos mais abundantes para residuo de citros in natura e apos
hidrotermélise foram Firmicutes (77,2 e 58,9%, respectivamente) e Proteobacteria (17,40
e 40,2%, respectivamente). Representantes pertencentes a Firmicutes sdo conhecidos
especialmente por suas relagdes sintréficas em reatores anaerdbios, bem com a producéo e
degradacdo de ampla diversidade de AOV (VOS et al., 2009). Em relacdo a composicao
microbiana do indculo aldctone, Soares et al. (2017) observaram abundancia relativa de
78,24% para o filo Firmicutes e 21,53% para o filo Synergistetes em reatores contendo
bagaco de cana-de-acUcar, sendo que os principais géneros identificados foram
Coprothermobacter (41,73%), Anaerobaculum (21,51%), Clostridium (6,42%),
Symbiobacterium (6,20%) e Thermoanaerobacterium (1,61%).

Bactérias semelhantes a Clostridium (Firmicutes) foram identificadas em ambas as

amostras analisadas, com 19,0% de abundancia relativa para o ensaio contendo residuo
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solido de citros in natura e 12,2% apds hidrotermdlise. Sdo bacilos Gram-positivos,
possuem metabolismo diverso, produzem AOV e élcoois (HBu, HAc, HFor, HLac e HSuc
e EtOH) a partir de carboidratos, peptonas e outros compostos organicos (VOS et al., 2009;
GHIMIRE et al., 2015).

A faixa 6tima de crescimento de Clostridium é entre 30-37 °C e pH 6,5-7,0 (VOS
et al., 2009), o que condiz tanto com a temperatura (30 °C) e pH (7,0) utilizados nesta
pesquisa, quanto aos principais metabolitos (HAc e HBuU) observados ao final da
fermentacao nos ensaios contendo residuo in natura e pré-tratado por hidrotermolise.

Resultados similares foram obtidos por Rabelo et al. (2018), que identificaram
diversas espécies da ordem Clostridiales em reatores anaerébios aplicados a obtencéo de
H> a partir de residuo lignoceluldsico (bagaco de cana-de-agucar), como C. bifermentans
(atual Paraclostridium bifermentans), C. cellobioparum (atual Ruminiclostridium
cellobioparum), C. cellulolyticum (atual Ruminiclostridium cellulolyticum) e C.
sartagoforme, sendo o principal metabdlito observado foi 0 HAc, compreendendo 60% do
total de &cidos organicos produzidos.

De acordo com Vos et al. (2009), a maior parte das espécies de Clostridium séo
capazes de hidrolisar a pectina, um dos principais componentes do residuo solido de citros,
0 que justifica a elevada abundancia relativa deste grupo no substrato utilizado na presente
pesquisa. Os autores afirmam que a biotina é a Unica vitamina requerida por Clostridium,
sendo que produtos derivados de leveduras sdo ricos em biotina, como o extrato de levedura
que compde o meio PCS utilizado nesta pesquisa, favorecendo o crescimento de
Clostridium.

Ruminiclostridium foi o segundo género identificado mais abundante, todavia,
houve reducédo de sua abundancia relativa, de 16,6% no ensaio contendo residuo de citros
in natura, para 1,0% no ensaio contendo residuo de citros apos hidrotermolise. Da mesma
forma, foi possivel notar reducdo da abundéancia relativa de Paraclostridium (0,70 para
0,01%), Trichococcus (0,15 para <0,01%) e Clostridioides (0,28 para 0,01%) no ensaio
contendo residuo sélido de citros apos hidrotermdlise.

Ruminiclostridium € comum em rdmen e em residuos lignocelulésicos, sendo de
grande interesse para a biodegradacdo desta biomassa (KEGGI; DORAN-PETERSON,
2019). Os organismos deste género, anteriormente classificados em Clostridium, possuem

diversas caracteristicas morfoldgicas e metabdlicas comuns a Clostridium.
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Diversas espécies de Ruminiclostridium hidrolisam pectina (VOS et al., 2009) e
celulose, com producdo de AOV (HAc e HLac) e alcoois (EtOH) (RAVACHOL et al.,
2015; DUMITRACHE et al., 2016). Uma vez que a aplicacdo da hidrotermdlise causa o
rompimento das fibras e hidrolise dos polissacarideos, como a pectina, é possivel inferir
que este género foi identificado em maior abundancia no ensaio contendo residuo sélido de
citros in natura devido & maior disponibilidade de carboidratos totais (6,3 g.kg™) em
relacdo ao residuo solido de citros apos hidrotermolise (4,9 g.kg™).

Houve reducdo da abundancia relativa de Acetomicrobium (filo Bacteroidetes), de
0,71% no residuo de citros in natura, para 0,16% no residuo de citros apds hidrotermolise.
Acetomicrobium sdo bactérias Gram-negativas, com faixa de crescimento 6tima em pH 6,2-
8,0 e temperaturas termofilicas (58-73 °C). Espécies deste género fermentam glicose em
acido acetico, lactico, EtOH, CO. e H2 (KRIEG et al., 2010). Desta forma, é possivel inferir
que este género contribuiu, tanto para a hidrélise do substrato, quanto para a maior
concentragdo de H, no ensaio contendo residuo in natura (P=13,31 mmol Hz.L?) em
relacdo ao residuo apos hidrotermdlise (P= 8,19 mmol Hz.L?).

De acordo com Kozianowski et al. (1997), Acetomicrobium ndo sdo capazes de
assimilar substratos complexos, como pectinas, sendo possivel inferir que os organismos
deste género identificados nas amostras dos reatores em batelada s&o oriundos do inéculo
aléctone utilizado (lodo de reator UASB), pois sdo comumente isoladas de lodos de
tratamento de esgoto sanitario (KRIEG et al., 2010).

Os géneros mais abundantes de Proteobacteria na amostra do ensaio contendo
residuo sélido de citros apds hidrotermolise foram Pseudomonas e Enterobacter. De acordo
com Heerden et al. (2002), bactérias semelhantes a Pseudomonas e Enterobacter sdo
comuns em residuo solido de citros. Zhong et al. (2011), reportaram a degradacdo de
celulose, hemicelulose e lignina por Pseudomonas, além de grupos bifenila (Bugg et al.,
2011) e pectinas (GEETHA et al., 2012).

Em relagdo a Pseudomonas, houve aumento da abundancia relativa de <0,01 para
0,40%, respectivamente, nos ensaios contendo residuo sélido de citros in natura e pré-
tratados por hidrotermolise. Apesar de Pseudomonas ser comum em residuos de citros,
Bakkali et al. (2008) apontam que concentragdes de limoneno superiores a 0,2 mg.kg™
podem ser tdxicas a organismos deste género. Sendo assim, é possivel supor que o residuo

solido de citros apds hidrotermdlise foi mais favoravel a estas bactérias, uma vez que seu
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teor de limoneno foi inferior ao observado para o residuo sélido de citros in natura (14,7 e
2,4 g.kg, respectivamente).

Enterobacter foi um dos géneros com maior abundancia relativa identificados na
amostra de residuo sélido de citros ap0s hidrotermdlise (15,74% e 9,32% no residuo sélido
de citros in natura). Organismos deste género sdo comumente identificados em amostras
de &gua, solo, lodos de esgoto e também vegetais e frutas, e sdo capazes de fermentar
carboidratos a AOV e gas, na estequiometria de 2CO2:1H2 (BRENNER; KRIEG; STALEY,
2005; MAINTINGUER et al., 2017). Desta forma, € possivel inferior que a presenca deste
género e ambas as amostras analisadas contribuiu para a obtencdo de H> a partir dos
residuos solidos de citros.

Park et al. (2003) isolaram uma cepa de Enterobacter aggromerans de citros (Citros
junos) e observaram seu potencial de crescimento em meio de cultura contendo limoneno
como Unica fonte de carbono, na faixa entre 0-5%. Os autores concluiram que o aumento
da concentracdo de limoneno foi diretamente proporcional ao efeito inibitorio deste
composto. Sendo assim, entende-se que o residuo de citros ap6s hidrotermdlise foi menos
toxico aos organismos deste género, devido ao seu menor teor de limoneno (2,4 g.kg™?) em
comparagcéo do residuo de citros in natura (14,7 g.kg™).

Apesar de menos abundantes, foi possivel observar aumento da abundancia relativa
de outros géneros identificados no ensaio contendo residuo sélido de citros apés
hidrotermdlise, como Thermoanaerobacterium (0,13 para 0,28%). A identificacdo de
organismos deste género em reatores fermentativos vem sendo relacionada, tanto as
temperaturas termofilicas, quanto a degradacdo de compostos lignocelul6sicos, como
espiga de milho e palha de trigo (CAO et al., 2014).

Apesar de comuns, tanto em residuos lignocelulésicos, quanto em lodo de esgoto
anaerobio, o baixo percentual observado para Thermoanaerobacterium pode estar
relacionado a sua temperatura 6tima de crescimento (65 °C) (KANOKSILAPATHAM et
al., 2015), uma vez que no presente estudo aplicou-se a faixa mesofilica (30 °C),
provavelmente desfavoravel ao estabelecimento de organismos deste género nos ensaios
realizados.

Vale ressaltar que, tanto o residuo sélido de citros in natura, quanto os pré-tratados
utilizados nos ensaios em batelada possuem teor de limoneno na faixa de inibicdo indicada
para este composto, de aproximadamente 0,2 g.kg! (POURBAFRANI et al., 2010;
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CALABRO et al., 2016; RUIZ; FLOTATS, 2016). A concentracdo de limoneno pode ser
considerada como um dos causadores de pressdo seletiva nas populagdes microbianas em
reatores contendo residuo solido de citros, além de favorecer a acidogénese e o consequente
acumulo de AOV, acarretando na inibicéo da atividade metanogénica (BICAS; PASTORE,
2007).

Uma vez que se observou nos ensaios contendo residuo solido de citros in natura
maior teor de carboidratos totais (soltveis), fendis totais e limoneno, é possivel inferir que
0s géneros com maior abundancia relativa no ensaio contendo residuo sélido de citros apos
hidrotermolise, podem ser menos resistentes a este 6leo essencial e aos compostos fendlicos
(CHAPLEUR et al., 2016), devido as menores concentracdes neste substrato (2,4 g de
limoneno.kg™?) quando comparado ao residuo sélido de citros in natura (14,7 g de
limoneno.kg™).

A reducdo da abundancia relativa de Clostridium, Anaerobacterium e
Ruminiclostridium, no ensaio contendo residuo solido de citros pré-tratado pode ter
contribuido para a menor obtencéo de H2 e AOV a partir deste residuo (Figura 5.16), uma
vez que todos os géneros citados sdo conhecidamente produtores de HAc e HBuU e, ainda,
produtores de H> em processos anaerébios (VOS et al., 2009; KRIEG et al., 2010;
KANOKSILAPATHAM et al., 2015; RABELO et al., 2018b).

Os géneros Lactococcus, Caldicoprobacter, Bacillus, Thermacetogenium,
Desulfotomaculum, Syntrophothermus, Fusobacterium, Thermobrachium,
Tepidanaerobacter, Soehngenia, Oscillibacter, Dialister, Desulfotomaculum e
Tepidimicrobium foram identificados com abundéncia relativa menor do que 0,1% em
ambos 0s ensaios. Entretanto, estes géneros podem ter contribuido para a obtencdo de H. e
AOQV, como destacado por Benomar et al. (2015), que indicam a importancia dos grupos
menos abundantes em consorcios, ocasionando aumento significativo na obtencéo de Ho,
ndo apenas devido a sintrofia mas, devido a interagdo célula-célula e a troca de metabolitos.

Em relagdo ao Dominio Archaea foram identificados microrganismos pertencentes
apenas ao filo Euryarchaeota, com abundancia relativa de 1,21% no ensaio contendo
residuo in natura, e 0,03% no ensaio contendo residuo ap6s hidrotermolise. A menor
abundancia relativa no residuo preé-tratado pode indicar que esta biomassa pré-tratada pode
ter sido desfavoravel a estes microrganismos.

Os principais géneros de arquéias identificados foram Methanosarcina,
Methanothermobacter (0,68 ¢ <0,01%), Methanoculleus (0,12 e 0,01%) e Methanosaeta
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(0,38 ¢ <0,01%), para os ensaios contendo residuo de citros in natura e pré-tratado via
hidrotermdlise, respectivamente.

Todos os géneros mencionados sdo capazes de produzir metano, entretanto,
Methanothermobacter e Methanosarcina sdo capazes de produzir este biogas a partir, tanto
do metabolismo acetoclastico, quanto hidrogenotréfico, enquanto Methanosaeta apresenta
metabolismo estritamente acetoclastico. Além disso, Methanosaeta e Methanosarcina vem
sendo relacionada a formacéo inicial de granulos em reatores anaerébios (SCHMIDT,;
AHRING, 1996). Vale ressaltar que ndo houve producdo detectavel de metano nos ensaios

contendo residuos de citros in natura ou pré-tratados.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa considerou-se que os residuos solidos de
citros in natura moidos foram mais favoraveis a obtencdo de H, em relacdo aqueles pré-
tratados via hidrotermolise ou deslignificacdo alcalina. Desta forma, utilizou-se residuos
sem pré-tratamento nas etapas subsequentes, junto ao indculo autoctone e aldctone

previamente estabelecidos nos itens 5.2.1 e 5.2.2, respectivamente.
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Figura 5.16. Rotas de conversdo do residuo sélido de citros (RSC) a carboidratos, AOV, H, e CHs e
abundancia relativa dos géneros envolvidos nas diferentes etapas da digestdo anaerobia, sendo I= residuo
sélido de citros in natura e H= residuo sélido de citros ap6s hidrotermélise. HAc= Acido acético; HBu=
Acido butirico; HLac= Acido latico; EtOH= etanol. (#) Produtores de Hz; (0) Produtores de CHa.
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54 SELECAO DE VARIAVEIS VIA PLACKETT & BURMAN

Os ensaios de screening design para selecdo das varidveis operacionais mais
significativas para obtencdo de H, foram realizados por meio do método de Plackett &
Burman (P&B), utilizando o indculo autoctone, inéculo aléctone (lodo UASB
termofilico/vinhaga) e residuo de citros in natura, conforme estabelecido nos ensaios
preliminares descritos nos itens 5.2.1, 5.2.2 e 5.3.2, respectivamente. As variaveis
analisadas foram pH (5,5, 7,0 e 8,5), temperatura (30, 37 e 44 °C), concentracao de indculo
aloctone (1, 2 e 3gSTV.L1) e de substrato (5, 10 e 15 g.L™?), volume do headspace (40, 50
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e 60%) e concentracdes de componentes do meio de cultura, sendo extrato de levedura (0,
0,5e1g.L1), CaCOs3(0,25e59.LY), NaCl (0, 2,5e5¢.L?) e peptona (0, 2,5e 5 g.L 7).

Apobs a realizacéo dos ensaios preditos pela matriz de Plackett & Burman e célculo
dos parametros do modelo de Gompertz modificado (P, Rm e A) (Tabela 5.7), obtiveram-
se as curvas de concentracdo de hidrogénio (Figura 5.17) para cada condicdo. A
significancia de cada uma das respostas foi avaliada para o intervalo de confianca de 90%,
como recomendado em Rodrigues & lemma (2014), por meio da comparacao dos efeitos e
do p-valor (Tabela 5.8) e diagrama de Pareto (Figura 5.18).

Foram obtidos P entre 13,29 e 0,03 mmol Ha.L, Rm entre 3,10 e 0,01 mmol H h-
1 e L entre 3,33 € 20,91 h. Em R5, maior P (13,55 mmol H.L™) foi obtido nas condigfes
de 30 °C, pH 8,5, 2,25 gSTV.L* de indculo autdctone, 3 gSTV.L? de indculo aldctone, 15
g.L ! de residuo sélido de citros, 40% de headspace, 5 g.L* de NaCl e sem suplementagéo
de extrato de levedura, carbonato de célcio (CaCOs) e peptona.

A curvatura dos resultados ndo foi significativa para as respostas P e Rm, o que
indica que os pontos centrais estabelecidos estdo entre os valores intermediarios entre 0s
pontos -1 e +1 adotados, ou seja, os dados obtidos foram ajustados ao modelo de 12
ordem/linear, ndo havendo curvatura (RODRIGUES; IEMMA, 2014). Para a resposta do
tempo de inicio da obtencdo de Hz (A), foi observado efeito positivo para curvatura,
indicando que a resposta ndo se encaixa no modelo de 1% ordem. Além disso, no ensaio R1
(44 °C, pH 5,5, in6culo 1 gSTV.L™, substrato 15 g.L!, headspace 40%, CaCO3 5 g.L*,
NaCl 5 g.L ) no se observou obtencéo de H, ao longo do periodo de incubagéo.
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Figura 5.17. Concentracdo acumulada de H: dos ensaios de screening design para selecdo de varidveis

significativas por meio da matriz de Plackett & Burman.

14

10

ddpen

¥+ on By

L]

R16
R17
R18

A RI19

1 w Confrole (R20)

10
Tempo de operacao (h)

Tabela 5.7. Matriz de Plackett & Burman codificada para o screening design com 16 condicfes experimentais e

trés repeti¢des do ponto central (x1-X10) € respostas obtidas para 0s ensaios cinéticos em batelada (Y1-Y4).

Ensaios X1 X2 X3 X4 Xs Xe X7 X8 Xo X0 R?> Y1 Y2 Y3 Y4
R1 +#1 -1 -1 -1 1 -1 -1 41 +1 -1 - - - - 0
R2 41 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 099 207 0,21 333 203
R3 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 0,97 532 114 6,21 0
R4 41 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +41 -1 -1 100 299 0,76 5,89 0
R5 -1 41 41 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 0,99 1329 246 8,73 1.340
R6 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 099 833 200 849 113
R7 -1 41 -1 +1 +1 41 +1 -1 -1 -1 099 953 209 8,20 1.118
R8 +41 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +41 -1 -1 099 0,03 0,01 20,91 0
R9 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +41 +1 -1 0,99 065 0,20 6,34 93
R10 -1 41 41 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 0,99 13,23 1,02 6,31 940
R11 -1 -1 41 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 097 3,26 046 497 140
R12 +#1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 099 1291 3,10 6,98 1.040
R13 -1 41 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 098 859 102 5,65 540
R14 -1 -1 +1 -1 -1 41 +1 -1 +1 -1 099 3,09 045 1066 213
R15 -1 -1 -1 +41 -1 -1 +1 +1 -1 +1 096 533 0,76 4,84 0
R16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 099 6,02 152 7,43 336
R17 O 0 0o 0 0 0O O O O O 094 7,78 1,00 539 140
R18 O 0 0 O O O O O O O 099 826 144 442 440
R19 o 0 o 0o 0 0 OO O O 097 779 1,09 573 130

Nota: x;= temperatura (°C); x2= pH; xs= indculo autéctone (gSTV.L?); xs= indculo aléctone (gSTV.L™Y); xs=

substrato (g.L?); xe= headspace (%); x;= extrato de levedura (g.L™); xs= CaCOs (g.L?); Xo= NaCl (g.L™); X10=
peptona (g.L™). Y1= P (mmol Hz.L?), Y= Rm (mmol Hz.hY), Ys= A (h), Y4= HAC (mg.L™Y).
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Tabela 5.8. Dados estatisticos obtidos ap0s a realizagdo dos ensaios para sele¢do de variaveis significativas para as respostas P, Rm, A e HAc para obtencéo de H; a partir

de residuos solidos de citros.

Parametros
P (mmol Hz.L? Rm (mmol Hz.h? A(h HAc (mg.L?
Variavel = ( Zt ) = ( Zt ) = (h) " = (mg z
Efeito 0 P Efeito "0 P Efeito "0 P Efeito ro d

padrdo calculado valor padrdo calculado  valor padrdo calculado valor padrdo calculado valor
Média 592 045 1311 00000 108 _ 0.10 1034 00000 837 047 1792 00000 37975 5051 1311 _ 0,0000
Curvatura 4,06 2,27 1,79 01173 020 052 039 07091 -638 235 271 00300 -28617 25422 179 0,173
Temperatura 3,75 0,90 416 00042 030 021 142 01988 254 093 272 00296 -39725 101,02  -416  0,0042
oH 209 090 231 00540 008 021 036 07289 -408 093 436 00033 299 101,02 231  0,0540
Cimzc::;'; 056 0,90 061 05581 -0,07 021 036 07289 -130 093 139 02068  -73 101,02 061 05581
Inoculo 224 090 248 00419 081 021 388 00060 -313 093 335 00122 2015 101,02 248  0,0419
Substrato 465 0,90 515 00013 078 021 373 00074 433 093 463 00024 51325 10102 515  0,0013
Headspace  -294 0,90 326 00139 -054 021 260 00355 040 093 042 06852 -1545 101,02  -326  0,0139
Elz\t/r:(gzr‘;e 069 090 077 04681 004 021 020 08438 087 093 093 03829 915 10102 077 04681
CaCO;s 331 0,90 367 00080 -109 021 526 00012 173 093 186 01058 -331,25 101,02  -367  0,0080
NaCl 030 090 033 07534 -017 021 084 04277 016 093 017 08669 23275 101,02 033  0,7534
Peptona 203 090 325 00141 028 021 133 02237 -505 093 540 00010 -155 101,02 325  0,0141

Nota: (-) efeito negativo. Potencial maximo de concentracdo de H; (P), velocidade especifica maxima de obtencio de Hz (Rm), tempo de inicio da obtengéo de H; (1) e R?
obtidos da equacdo de Gompertz modificada.
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Figura 5.18. Diagramas de Pareto e significancia das varidveis estudadas para o intervalo de confianca de
90%. (A) P, (B) Rm, (C) A e (D) HAc.
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As varidveis Xe e Xg (volume do headspace e concentracdo de CaCOs,
respectivamente) foram significativas, tanto para o pardmetro P (potencial méximo de
concentracdo de Hy), quanto para Rm (velocidade especifica maxima de obtencdo de Hy),
sendo seu efeito negativo, ou seja, quanto menor o volume do headspace e menor a
concentragdo de CaCOs, maior P e Rm de Ho.

De acordo com Liu et al. (2017), a pressdo parcial de H> esta intimamente
relacionada com a obtencdo de H> e HAc no processo de digestdo anaerdbia. O volume do
headspace esta relacionado com a presséao parcial de H no meio reacional, uma vez que o
seu acumulo altera o fluxo de elétrons e, consequentemente, as reacdes bioquimicas
catalisadas por microrganismos, reduzindo a concentracdo de H, (CAZIER et al., 2015;
VILLA MONTOYA et al., 2020). Desta forma, foi possivel notar que os maiores valores
de P e Rm (R5, R10 e R12) foram obtidos nos reatores com menores volumes de headspace
(40%). Wang et al. (2017) verificaram que quanto maior a porcentagem inicial de Hz no
headspace do reator, maior sera a concentracdo de H» durante o processo fermentativo a
partir de glicose. Assim como no presente estudo, Villa-Montoya et al. (2019) observaram

que menores volumes de headspace favoreceram maior obtencdo de Hy a partir de residuos
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do processamento de café, sendo obtido 29,46 mmol Ha.L™ em reatores operados com 40%
de headspace, mesmo volume considerado 6timo no presente estudo.

Concentracdo de peptona (Xio), pH (X2) e concentragdo de inodculo (X4) foram
significativas, tanto para P, quanto para a duracdo do tempo de inicio da obtencdo de Ho,
com efeito positivo para P e negativo para A. Neste estudo, o tempo de inicio da obtencéo
de H> foi entre 1,02-3,10 h, para 0os mesmos ensaios em que houve maior P de Hz (R5, R10
e R12). Resultados similares foram observados por Hwang et al. (2011), sendo que o tempo
de inicio da obtengéo de H observado foi entre 3-4 h para reatores operados com residuos
do processamento de uva e pH inicial de 5,5.

Resultados similares foram observados por Villa-Montoya (2019), que avaliaram
via delineamento de Plackett & Burman diversos fatores para a obtencao de H a partir de
residuos do processamento de café. Assim como na presente pesquisa, os fatores
considerados como mais significativos para obtencéo de H. foram pH (7,0), temperatura
(30 °C), volume de headspace (50%) e concentracdo de substrato (30 gDQO.L™ de agua
residuaria e 6 g.L de cascas de café). Nestas condigBes 6timas, 0s autores observaram
concentragcdo maxima de 29,46 mmol H..L™! e 1.956 mg.L? de HAc. Semelhante ao
presente estudo com residuo sélido de citros também foi observado 13,29 mmol Hz.Lt e
1.340 mg HAc.LY), em pH (8,5), temperatura (30 °C), volume de headspace (40%) e
concentragdo de residuo sélido de citros (15 gDQO.L™).

Cahyari et al. (2019) observaram que a faixa de temperatura termofilica (55 °C)
pode ser vantajosa em relacdo a mesofilica para obtencdo de Hz a partir de residuos de
alimentos, uma vez que pode reduzir compostos volateis potencialmente téxicos, como o
limoneno. Entretanto, na presente pesquisa 0 aumento da temperatura (X1) teve efeito
negativo em P (3,75 mmol Hz.L™?), o que pode justificar as menores valores nos ensaios R1
(0,01 mmol Hz.L'1) e R8 (0,03 mmol Ha.L™?), ambos em pH inicial de 5,5 e operados a 44
°C. Nota-se ainda que os maiores valores de P foram observados nos reatores operados a
30 °C, como R5 (13,29 mmol H.L?) e R10 (13,23 mmol Ha.L™?).

Em temperaturas elevadas, ha maior gasto de energia associada as vias catabodlicas
para manutencdo do pH intracelular, levando a menor sintese de biomassa (SSV)
(INFANTES et al., 2011; MAZARELI et al., 2019). Além disso, temperaturas elevadas
podem ser associadas ao aumento na permeabilidade da membrana celular aos acidos

organicos, acarretando em inibicao das bactérias produtoras de hidrogénio (INFANTES et
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al., 2011). Nos ensaios R1 e R8, houve menor tempo de inicio da obtencdo de Ho,
provavelmente devido as maiores temperaturas do processo (44 °C), que podem favorecer
a atividade da enzima Fe-hidrogenase (INFANTES et al., 2011; MAZARELI et al., 2019).
Assim como na presente pesquisa, Villa-Montoya et al. (2019) observaram que a elevacao
da temperatura, de 30 °C para 50 °C teve efeito negativo no potencial méximo de
concentragéo de Ho.

A resposta adotada como de maior relevancia para a presente pesquisa foi o valor
de P (potencial maximo de concentracdo de Hz), as variaveis escolhidas como mais
relevantes para o processo foram consideradas de acordo com os resultados de significancia
para esta resposta. Efeito significativo e positivo foi observado para concentracdo de
substrato (xs), enquanto concentracdo de NaCl (xo) e extrato de levedura (x7) ndo foram
significativas. Desta forma, considerou-se que as variaveis significativas mais indicadas
para otimizacdo da obtencdo de H» a partir dos residuos de citros foram concentracdo de
substrato, indculo e pH inicial do meio.

A suplementacdo com peptona teve efeito positivo e significativo no processo (2,93
mmol H2.LY), provavelmente, aumentou a disponibilidade de aminoacidos e peptideos. Em
R10 e R12, ensaios em que houve suplementacdo de 5 g.L de peptona, foram obtidos
13,23 e 12,91 mmol H..L?, enquanto nos reatores R1 e R8, foram observadas
concentragdes <0,03 mmol H2.L™, sem adigéo de peptona.

O extrato de levedura € rico em biotina, um dos principais nutrientes requeridos por
bactérias semelhantes a Clostridium (VOS et al., 2009). Todavia, ao contrario do observado
para peptona, o aumento da concentracdo de extrato de levedura ndo foi significativo (p=
0,4681) para P. Entretanto, observou-se efeito positivo significativo para Rm, ou seja, até
1 g.L! de extrato de levedura foi favoravel para ligeiro aumento de P (0,04 mmol Hz.h%).
Nos ensaios dos pontos centrais (R17, 18 e 19), a suplementacdo com extrato de levedura
foi de 0,5 g.L, e 0 Rm médio de 1,17 mmol Ha.h, enquanto em R12, observou-se maior
Rm (3,10 mmol Ha.h') e houve suplementacdo de 1 g.L* de extrato de levedura. Villa-
Montoya et al. (2019) verificaram efeito ndo significativo da suplementagdo com extrato
de levedura para a obtencdo de H. a partir de residuos de café, tanto para P, quanto para
Rm.

A fim de estabelecer possiveis relacfes entre os parametros fisico-quimicos

analisados (concentracdo de carboidratos e fendis totais, pH inicial e SSV) (Figura 5.19),
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realizou-se a Andlise de Componente Principal (PCA) entre estes pardmetros e as respostas
do modelo de Gompertz modificado (P, Rm e L) (Figura 5.20).

Figura 5.19. Parametros fisico-quimicos de carboidratos, SSV e pH, obtidos para 0s ensaios screening design
baseado na matriz de Plackett & Burman (P&B).
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Os maiores P de H> ocorreram nos reatores com pH inicial acima de 8,0, sendo de
13,29 mmol Hz.L? (R5), 9,53 mmol Hz.L? (R7), 13,23 mmol H.L? (R10) e 8,59 mmol
H..L! (R13). Todavia, ressalta-se que em pH inicial de 5,5 (R12) também foi observado P
de 12,91 mmol H..L. Além disso, maiores valores de Rm também foram associados a
estes reatores, sendo de 2,46, 2,09, 1,02, 1,02 e 3,10 mmol H.h, respectivamente. Villa-
Montoya et al. (2019) observaram maior P (29,46 mmol H,.L™* em pH >7,0, em reatores
em batelada operados com residuos do processamento de café como substrato. Além disso,
0s autores observaram que o aumento do pH na faixa de 4,0 a 7,0 teve efeito positivo em P
e Rm, de 22,67 mmol Ha.L e 1,18 mmol Hz.h, respectivamente.

Entretanto, em pH inicial de 5,5 (R8) e 60% de headspace, obteve-se menor P (0,03
mmol H,.L1), bem como maior tempo de inicio da obtencéo de H, (20,91 h). Em R5, R10
e R12 com 40% de headspace e pH de 8,5 (em R5 e R10) e 5,5 (em R12) foram obtidos

maiores valores de P e Rm.
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Figura 5.20. Analise de Componente Principal (PCA) dos parametros fisico-quimicos iniciais (concentragdo
de fenol e carboidratos, SSV e pH) e respostas do modelo de Gompertz (modificado) para os ensaios de
screening design. A primeira dimensdo (eixo x; 33%), estd relacionada as variaveis SSV e A, enquanto a
segunda dimensao (eixo y; 24,3%) esta relacionada as variaveis P, concentragdo de fendis e carboidratos, Rm

e pH, totalizando 57,3% da variancia das analises.
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Nota: A escala de cores representa o pH inicial dos diferentes ensaios. O primeiro e o segundo eixo do PCA

representam 57,3% da variancia total.

Os menores valores de P foram observados nos reatores com maiores valores de
fenois, como por exemplo, em R8, de 0,03 mmol H..L™! para 0,82 mg.L™ de fenois. Em
R12, com P de 12,91 mmol H2.L%, ndo foi observado actiimulo de compostos fendlicos
acima do limite de quantificagio de <0,3 mg.L™. Além disso, para o aumento da
concentracdo de compostos fenolicos, verificou-se efeito significativo para a varidvel
temperatura (p= 0,0265), sendo que o efeito de sua elevacio é positivo (2,58 mg.L?* de
fenois totais), ou seja, quanto maior a temperatura de incubacdo maior sera a geracao de
compostos fenolicos.

De acordo com Monlau et al. (2014), o aumento na concentragdo de compostos
fenolicos pode estar relacionado a biodegradacdo da lignina. Além disso, de acordo com
Sawatdeenarunat et al. (2015), temperaturas termofilicas podem favorecer a biodegradacéo

de residuos lignocelul6sicos. Soares et al. (2017) observaram que a temperatura foi um dos
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fatores mais influentes na obtencdo de H. a partir de bagaco de cana-de-agucar (pré-tratado
via hidrotermdlise), sendo que a concentragdo maxima de Hz (17,7 mmol H2.L™) ocorreu a
60 °C, enquanto a menor concentracdo de Hz (3,5 mmol H..L?) foi observada a 35,8 °C.

Para as variaveis P, Rm ¢ A, foi possivel quantificar os acidos organicos e alcoois
ao longo do processo fermentativo. A significancia dos resultados foi avaliada para o
intervalo de confianga de 90%, como recomendado em Rodrigues & lemma (2014), por
meio da comparacdo dos efeitos e do p-valor e Diagrama de Pareto (Figura 5.18). Entre 0s
compostos organicos analisados (HAc, HBu, HPr, HLac, EtOH), apenas a producdo de
HAC foi significativa (Figura 5.21 A), portanto, foi considerado como resposta do screening
design realizado, junto aos demais parametros de obtencdo de H> obtidos via modelo de
Gompertz (modificado).

Mesmo com resposta ndo significativa (p >0,1), entre os demais compostos
mencionados apenas HBu foi observado ao longo do periodo de incubagéo (Figura 5.21 B),
com concentragdo maxima em R10 e R12 (528 e 347 mg.L™, respectivamente). Stein et al.
(2017) compararam a producdo de HBu em condi¢bes mesofilicas (37 °C) em pH acido
(5,5) e alcalino (9,0), e concluiram que as condicdes alcalinas sdo mais favoraveis a
producdo de HBu, possivelmente devido a menor solubilizagdo do substrato. Sendo assim,
é possivel inferir que as condicGes avaliadas no presente estudo em R10 favoreceram a
producdo de HBu, possivelmente devido ao pH mais alcalino deste reator (8,5) em

comparac¢do ao R12 (5,5).



156

Figura 5.21. Concentragdo de HAc (A) e HBu (B) e potencial maximo de concentracdo de H; dos ensaios de

delineamento de Plackett & Burman.
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As variaveis significativas para producdo de HAc foram as mesmas para P, Rm e A
de Haz. Foi possivel observar efeito significativo (p <0,1) para concentra¢do de substrato,
temperatura, pH e concentracdo de CaCOs em relagdo a produgdo de HAc. As variaveis
relativas a concentracédo de inoculo, NaCl, extrato de levedura, consércio autofermentativo,
peptona e volume do headspace ndo foram consideradas significativas para produgéo de
HAc (p >0,1). Ainda, foi possivel observar efeito positivo da concentracdo de substrato e

pH do meio reacional, em relagdo ao HAc. Por outro lado, para as variaveis concentracéo
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de CaCOs e temperatura, efeito negativo em relagédo ao HAc foi observado, ou seja, quanto
maior a concentra¢do de CaCOs e maior a temperatura de incubagdo, menor a concentracéo
de HAc, possivelmente devido ao efeito tamponante do sistema reacional.

Nota-se que a menor producdo de HAc foi relacionada aos ensaios de menor
concentracdo de Hz (R1 e R8) de <0,01 e 0,07 mmol Ha.L?, respectivamente. Da mesma
forma, nos ensaios com maior producdo de HAc foram relacionados com o maior valor de
P, sendo de 13,29 mmol Hz.L* (R5), 9,53 mmol Ha.L? (R7), 13,23 mmol Hz.L* (R10) e
12,91 mmol H..L? (R12).

Em relagdo ao HBu foi possivel notar que houve maior concentracdo em R10 e R12
(528 e 347 mg.L?, respectivamente). Em R5, foram obtidos 700 mg.L™ de HBu ao longo
de 10 h de operacéo, entretanto, no final do processo (25 h de operacéo), esta concentracao
foi reduzida para apenas 31 mg.L™. Soares et al. (2019a) também observaram esse mesmo
padrdo a partir de bagaco de cana-de-acucar em condi¢des termofilicas (50-70 °C).
Entretanto, na presente pesquisa nenhuma das variaveis estudadas teve efeito significativo
na produgao de HBu (p >0,1).

Sabe-se que as vias metabolicas de producdo de HAc e HBu estdo intimamente
relacionadas a obtengdo de Hy; ou seja, a partir da glicose tem-se a formacéo de 4 mols
(Equacéo 3.3) e 2 mols (Equagéo 3.4), respectivamente.

Além da glicose, a xilose é outro monémero abundante em residuos sélidos de citros
(WILKINS et al., 2007; CHOI et al., 2013, 2015) e a formacéo de H; é de 3,33 mol via
HAc (Equacdo 5.1) e 1,67 mol via HBu (Equagdo 5.2) (MAKINEN; NISSILA,;
PUHAKKA, 2012).

CsHy0s + 1,67H,0 — 1,67C,H;05 + 1,67H* + 1,67C0, + 3,33H, (Eq.5.1)
CsHyo0s — 0,83C,H,05 + 0,83H" + 1,67C0, + 1,67H, (Eq.5.2)

Os efeitos dos diferentes parametros analisados sobre as respostas fisico-quimicas

envolvidas no processo encontram-se resumidos na Tabela 5.9.
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Tabela 5.9. Efeito dos diferentes parametros na obtencdo de Hz, AOV em reatores em batelada com residuo

sélido de citros.

Obtencdo de H: AOV Parametros fisico-quimicos
Variaveis Acumulo Consumo de
P Rm A HAc HBu
de Fendis  carboidratos
x1 (Temperatura) Ix11P NS tx1tA  [X1THAc NS 1x11phe NS
X2 (pH) 1x21P NS X214 ™X1HAc NS NS NS
X3 (Consorcio) NS NS NS NS NS NS NS
X4 (Lodo) 1x41P Tx4TRmM IXat4 T™XsTHAc NS NS NS
Xs (Substrato) 1x5TP Tx5TRm X571 ™xsTHACc NS NS Txs1carbs
Xs (Headspace) IX6TP [XstRm NS NS NS NS NS
X7 (YE) NS 1x7TRm NS NS NS NS Ix71carbs
Xg (CaCOs) IXsTP IXsTRm NS IXsTHACc NS NS IxsTcarbs
Xg (NaCl) NS NS NS T™XoTHAC NS NS NS
X10 (Peptona) Tx101P NS IX1014 NS NS NS NS

Nota: YE= extrato de levedura; acimulo de fendis= phe; consume de carboidratos= carbs. 1= aumento
devido ao efeito positivo; |= diminuicdo devido ao efeito negativo. Apenas o efeito das respostas
significativas (p <0,1) foram considerados, enquanto as demais foram representadas como néo significativas
(NS). Potencial maximo de concentragéo de H. (P), velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (Rm),

tempo de inicio da obtengéo de H, (1) e R? obtidos da equagdo de Gompertz modificada.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa, considerou-se as amostras dos reatores
R5 e R12 para sequenciamento e analise da comunidade microbiana, uma vez que foram
as condi¢Oes nas quais observaram-se maiores concentracdes de Hz (R5-13,29 e R12-12,91
mmol Ha.L1) e maiores concentracdes de HAc (R5-1340 e R12-1.040 mg.L™Y).

5.4.1 Andlise da comunidade microbiana
A partir das analises via metabarcoding (RNAr 16S), foi possivel caracterizar e
comparar a estrutura da comunidade microbiana (Dominio Bacteria) envolvida na
fermentacdo do residuo de citros, para os ensaios nos quais foram obtidos maiores P (R5-
13,29 e R12-12,91 mmol H,.L) e HAc (R5-1340 e R12-1.040 mg.L™?) (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Ideograma circular “Circos” representando os géneros bacterianos identificados nos reatores R5

e R12 dos ensaios de screening design via delineamento de Plackett & Burman.
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No total, foram obtidas 76.929 sequencias de RNAr 16S com tamanho médio de
412 pb (pares de base), sendo 35.485 sequéncias para R5 e 41.444 sequéncias para R12. As
OTUs obtidas foram agrupadas considerando-se similaridade > 97% e, remogdo de
singletons, sendo 648 para R5 e 581 OTUs para R12. Além disso, os indices de diversidade
ecologica foram calculados para cada amostra (Tabela 5.10). A partir dos valores de
cobertura (>99%) referentes a propor¢ao de sequéncias representativas, foi possivel notar
que a maioria das popula¢Ges microbianas foi acessada, indicando boa cobertura (Figura

5.23).
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Tabela 5.10. indices ecoldgicos para as sequencias do RNAr 16S via plataforma Illumina dos ensaios R5 e
R12.

Reatores Anaerobios

RS R12
Parametros sequenciamento (RNAr 16S)
Cobertura (%) 99,6 99,4
Numero total de sequéncias 35.485 41.444
Comprimento medio (nt) 418 406
GC (%) 55,12 53,24
Total de OTUs 648 581
Indices ecol6gicos
Shannon 3,936 2,789
Simpson 0,809 0,635
Chao-1 643,138 585,484

Figura 5.23. Curvas de rarefagdo do RNAr 16S via plataforma Illumina HiSeq para os reatores R5 e R12.
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Os reatores R5 e R12 foram inoculados com a mesma quantidade de in6culo
aléctone (3 gSTV.LY) e 0,75 e 2,25 g.L* de indculo autdctone, respectivamente. Apesar
disso, maior diversidade de Shannon foi observada em R5 (2,01), quando comparado a R12
(1,49), bem como para o indice de Simpson (0,76 e 0,59, respectivamente). Entretanto,
como mencionado anteriormente, 0 aumento da concentracdo de biomassa autoctone nos
reatores ndo foi considerado significativo para nenhum dos parametros avaliados no
processo fermentativo (p >0,1).

Os filos mais abundantes foram Firmicutes (88,87 e 40,69% para R5 e R12,
respectivamente) e Proteobacteria (4,11 e 47,93% para R5 e R12, respectivamente).
Organismos do filo Firmicutes sdo abundantes em reatores anaerdbios, comumente

associados as interacdes sintroficas e produgéo de diversos AOV, como HAc e HBu (VOS
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et al., 2009), condizente com os principais metabolitos obtidos na presente pesquisa (HAC
1.340 mg.L ! e HBu 528 mg.L?).

Clostridium foi identificado em ambos os reatores, sendo mais abundante em R12
(70,87%) em relacdo ao R5 (29,93%). De acordo com Vos et al. (2009), a biotina € uma
das principais vitaminas requeridas por Clostridium. Desta forma, a maior abundancia
relativa de Clostridium em R12 quando comparado a R5 pode ser justificada pela
composicao do meio reacional, uma vez que em R5 ndo houve suplementacdo com extrato
de levedura, rico em biotina (SATO et al., 1992). Entretanto, a partir dos dados
operacionais, constatou-se que a concentracdo de H» foi similar em ambos os ensaios (12,91
e 13,29 mmol H..L?, respectivamente), indicando que a influéncia deste componente no
meio de cultura ndo foi significativa para P. Desse modo, com a finalidade de tornar o
processo fermentativo mais vantajoso a auséncia de suplementacdo com extrato de levedura
poderd favorecer a reducdo dos custos, tornando atrativa sua ampliacdo a escala real
(GROOTSCHOLTEN et al., 2013).

Na caracterizacdo do indculo bruto, Soares et al. (2017) observaram apenas 6,42%
de abundancia relativa para Clostridium em lodo de reator UASB aplicado ao
processamento termofilico de vinhaca, semelhante ao utilizado no presente estudo.
Provavelmente, as condicgdes reacionais de R12 (44 °C, 40% de headspace, pH 5,5 e 15
g.L? de substrato) foram favoraveis para tais bactérias. De acordo com Valentin-Reyes
(2018), bacterias deste género sdo comumente resistentes a elevada presséo parcial de Ha.
Desta forma, é possivel inferir que menor volume de headspace (40%) utilizado na presente
pesquisa pode ter contribuido para a prevaléncia de Clostridium nestes reatores (R12 e R5).

Resultados similares foram observados também por Rabelo et al. (2018a), uma vez
que Clostridium foi o género mais abundante em reatores anaerébios aplicados a
fermentacdo mesofilica de bagaco de cana-de-aglcar. Da mesma forma, Villa-Montoya et
al. (2019) observaram maior abundéncia relativa de Clostridium em pH superior a 7,0 e
temperatura mesofilica (30 °C) a partir de residuos do processamento de café.

Paraclostridum foi o segundo género identificado em maior abundancia relativa no
ensaio R12 (12,89%), enquanto em R5, este género foi observado em apenas 1,52% de
abundancia relativa. Uma vez que, ao contrario de R5, no ensaio R12 houve suplementacéo
com 1 g.L? de extrato de levedura. Provavelmente, a composicdo do meio pode ter

favorecido estas bactérias em R12. Rabelo et al. (2020) isolaram uma cepa de
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Paraclostridium CR4 a partir de bagaco de cana-de-agucar, e indicaram sua recorréncia em
residuos lignoceluldsicos e seu potencial para obtencdo de H> a partir deste tipo de
substrato. Além disso, os autores supracitados suplementaram o meio de cultura utilizado
para isolamento desta cepa com 1 g.L! de extrato de levedura, mesma concentragio
utilizada na presente pesquisa em R12. De acordo com Yang et al. (2019), além de
Paraclostridium ser um dos géneros mais dominantes em lodo anaer6bio de esgoto
doméstico, a dominancia deste género pode ser comumente associada a elevada obtencéo
de H2 em reatores anaerobios, com concomitante produgéo de HAcC.

Escherichia é bactéria resistente ao limoneno, um dos principais inibidores
presentes em residuo sélido de citros (CALABRO et al., 2016), sendo identificada em
maior abundancia relativa em R5 (34,5%), enquanto em R12 a abundancia foi de apenas
1,18%. Da mesma forma, a abundancia relativa observada para Enterobacter nos ensaios
R5 e R12 foi de 8,55 e 0,26%, respectivamente, ambos do filo Proteobacteria (familia
Enterobacteriaceae) e geralmente crescem em temperatura 6tima na faixa mesofilica (22-
37 °C) e pH 7,0 (BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005). Provavelmente, as condi¢cfes
operacionais em R12 (44 °C, pH 8,5) nao foram favoraveis a estas bacterias. Além disso, é
importante salientar que HAc é o principal metabolito produzido por estes géneros, o que
condiz com o observado ao final do periodo de incubagdo em R5 (1.340 mg.L™), superior
ao observado em R12 (1.040 mg.L™?).

Coprothermobacter, foi identificado com abundancia relativa de 1,89% em R5 e
1,63% em R12. Soares et al. (2017) também identificaram esse género com abundancia
relativa de 41,73% no in6culo de mesma origem, possivelmente devido a sua afinidade as
condicdes termofilicas (50-70 °C) (GAGLIANO et al., 2015), como o reator UASB
aplicado ao processamento termofilico de vinhaca de cana-de-agucar. Além das menores
temperaturas utilizadas no presente estudo (30-44 °C), a menor abundancia relativa
observada em reatores aplicados a obtencdo de H> pode ser justificada porque bactérias
deste género sdo conhecidas por estabelecer relagGes sintréficas com arqueias
hidrogenotrodficas, as quais foram identificadas em abundancia relativa <0,01%.

As bactérias anaerobias termofilicas da familia Thermotogae (Defluviitoga e
Fervidobacterium) sdo comumente identificadas em reatores aplicados a digestdo
anaerodbia de residuos lignocelulésicos, como silagem de milho e cevada (MAUS et al.,
2015). Apesar de sua faixa Otima de crescimento a 55 °C (HANIA et al., 2012) foram

identificadas em maior abundancia em R5 (1,57 e 1,19%) quando comparado a R12 (1,33
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e 1,12%) operados a 30 e 44 °C, respectivamente. Maus et al. (2015) observaram que o
principal metabolito acumulado a partir da fermentacéo de carboidratos complexos (xilano
e celulose) por cepa de D. tunisiensis L3 foi HAc, com concomitante obtencdo de H.. Da
mesma forma, no presente estudo foi observada maior producdo de HAc em R5 (1.340
mg.L1), bem como maior abundancia relativa destes géneros.

Os demais géneros identificados com abundancia relativa superior a 1,0% foram
Trichococcus (4,19 e 0,11%) e Comamonas (1,04 e 0,49%) para 0s ensaios R5 e R12,
respectivamente. Membros do género Trichococcus séo comumente identificados em lodos
de esgoto, sendo que sua temperatura 6tima € entre 25-30 °C (PARSHINA et al., 2019), o
que pode explicar sua maior abundancia relativa em R5, operado a 30 °C, quando
comparado a R12, operado a 44 °C. Da mesma forma, Anaerobaculum, Symbiobacterium
e Thermoanaerobacterium, relatados por Soares et al. (2017) com abundancia relativa de
21,51%, 6,20% e 1,61% em lodo de reator UASB aplicado ao processamento termofilico
de vinhaca de cana-de-agUcar, foram identificados abaixo de 0,01%, tanto para R5, quanto
para R12 no presente estudo, no qual utilizou-se 0 mesmo indculo. Entretanto, como
enfatizado por Benomar et al. (2015), mesmo géneros pouco abundantes em determinado
sistema podem contribuir significativamente para a obtencdo de H> e demais metabolitos,
devido a sua importancia para reacgdes sintréficas e, ainda, interacdes célula-célula.

Na Figura 5.24, é possivel resumir a relacdo entre a comunidade microbiana
observada nas amostras nas quais houve maior potencial maximo de concentracdo de H>
(R5, 13,29 mmol H,.L!) e maior velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (3,10
mmol Ha.h't). Os géneros associados ao indculo aldctone utilizado foram Clostridium,
Coprothermobacter, Enterobacter, Escherichia e Defluviitoga (SOARES et al., 2017).

Além disso, foi possivel estabelecer relacdo direta entre 0 aumento de 1 para 2
gSTV.L? de indculo aléctone (xs) com o aumento de P, Rm e produgdo de HAc,
possivelmente porque, com excec¢éo de Escherichia, os demais géneros mencionados estéo
relacionados com a obtencédo de H2 e HAc durante o processo de fermentagéo (VOS et al.,
2009; HANIA et al., 2012; GAGLIANO et al., 2015; MAUS et al., 2015; RABELO et al.,
2018a; SOARES et al., 2019b). Ndo foi possivel estabelecer o mesmo tipo de relagdo para
0 indculo autdctone (x3), uma vez que este parametro ndo foi considerado como

significativo, entretanto, com base em trabalhos anteriores (BAKKALI et al., 2008;
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CALABRO et al., 2016; MUBARAK; SORAYA, 2018), os géneros identificados no
indculo autdctone foram Clostridium, Paraclostridium, Enterobacter e Escherichia.

Foi possivel relacionar as concentragdes de substrato (xs), extrato de levedura (X7)
e CaCOs (xg) com o consumo de carboidratos soltveis. Os principais géneros relacionados
com a etapa de hidrdlise na presente pesquisa foram Clostridium e Paraclostridium, ambos
em maior abundancia relativa em R12 (70,87 e 12,89%) quando comparados a R5 (29,93 e
1,52%, respectivamente). A maior abundancia relativa de grupos hidroliticos em R12 pode
ser um dos fatores responsaveis pelo maior Rm em R12 (3,10 mmol Hz.h') em relagéo a
R5 (2,46 mmol Hz.h%).

Por fim, os principais géneros envolvidos com a produgdo de HAc e concomitante
obtencdo de H> observados foram Paraclostridium, Clostridium, Enterobacter e
Defluviitoga (VOS et al., 2009; HANIA et al., 2012; GAGLIANO et al., 2015; MAUS et
al., 2015; RABELO et al., 2018a; SOARES et al., 2019b). Em relagdo a hidrdlise, a maior
abundéncia de Clostridium e Paraclostridium em R12 pode ter favorecido a maior
velocidade especifica maxima de obtencdo de H. neste ensaio (3,10 mmol Hz.h'1), apesar
de concentracbes similares de H, em R5 e R12 (13,29 e 12,91 mmol Ha.L7,

respectivamente).
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Figura 5.24. Possiveis vias de conversdo de residuos sélidos de citros (RSC) em carboidratos, AOV e H; e
abundancia relativa de géneros relacionados aos indculos aléctone e autdctone, hidrdlise e acidogénese. Os
valores entre parénteses representam abundancia relativa nos ensaios R5 e R12, respectivamente. As setas
vermelhas representam o efeito positivo (1) ou negativo (|) em cada variavel (x1-x10) em diferentes respostas

(P, Rm, &, HAC).
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Fonte: Elaboragéo propria.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa, considerou-se o pH, concentragdo de
indculo aldctone e concentracdo de substrato como variaveis significativas para obtengédo
de H a partir de residuos sélidos de citros. Além disso, uma vez que foi possivel estabelecer
entre os componentes do meio PCS (peptona, NaCl, extrato de levedura e CaCOs3), apenas
efeito significativo da peptona na obtencdo de Hz, os demais componentes nao foram

considerados nos ensaios realizados nas demais etapas.
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Desta forma, considerou-se como varidveis independentes para 0s ensaios de
otimizago via DCCR a concentracdo de indculo (x1; 2,32-5,68 gSTV.L?), concentragio
de substrato (x2; 1,55-28,45 g.L™) e pH (xs; 4,32-7,68).

55 OTIMIZACAO DA OBTENCAO DE H; VIA DELINEAMENTO

COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL
5.5.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi realizado de acordo com
os resultados obtidos no screening design via delineamento de Plackett & Burman, cujas
condicdes fixadas foram as seguintes: concentracdo de consoércio autoctone fermentativo-
celulolitico (5%), temperatura (30 °C), volume do headspace (40%) e concentracdo de
peptona (5 g.L ).

A fim de avaliar a influéncia das variaveis independentes de concentracdo de
inoculo (x1; 2,32-5,68 gSTV.L™), concentracdo de substrato (x2; 1,55-28,45 g.L 1) e pH
(Xs; 4,32-7,68), realizou-se o delineamento fatorial completo de 23, incluindo 6 pontos
axiais e 3 repeti¢des no ponto central, totalizando 17 ensaios em triplicata (Figura 5.25).

Figura 5.25. Variagdo da concentracéo de hidrogénio dos ensaios de DCCR.
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As condicgdes experimentais e 0s resultados obtidos para as respostas P (Y1), Rm
(Y2) e L (Y3) e valores de significancia para estas respostas e suas intera¢cdes encontram-se

resumidas na Tabela 5.11 e Tabela 5.12, respectivamente. Conforme as condicgdes
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estabelecidas para cada ensaio, foram obtidos P entre 0,01 (E11) e 29,26 mmol Hz.L* (ES),

Rm entre 0,01 (E11) e 2,48 mmol Ha.h* (E13) e A entre 3,74 (E4) ¢ 20 h (E8).

Tabela 5.11. Respostas relativas a obtencéo de hidrogénio nos ensaios de DCCR.

Variaveis Respostas

Ensaios Inéculo  Substrato P Rm Iy R?

(gSTV.LY (g.LY (mmol Hz.L.Y)  (mmol Hz.h?) (h)
El 3,0 7,0 4,5 7,44+0,1 0,91+0,1 13,22+0,3 0,98
E2 5,0 7,0 4,5 6,17+0,2 0,52+0,0 12,70£0,3 0,99
E3 3,0 23,0 4,5 11,24+2,6 0,37+0,0 10,21+1,1 0,97
E4 5,0 23,0 4,5 16,29+0,5 1,02+0,1 3,74+0,4 0,99
E5 3,0 7,0 7,5 2,3510,0 0,52+0,0 9,88+0,2 0,98
E6 5,0 7,0 7,5 2,7510,2 0,28+0,0 11,43+0,8 0,98
E7 3,0 23,0 7,5 27,39+1,2 1,72+1,1 15,0+0,5 0,99
E8 5,0 23,0 7,5 29,26+1,4 1,20+0,1 20,005 0,96
E9 2,3 15,0 6,0 15,66+1,1 1,56+0,3 15,41+0,8 0,98
E10 57 15,0 6,0 12,10+1,3 0,47+0,0 9,99+1,0 0,98
Ell 4,0 15 6,0 0,0145,2 0,01+0,0 8,52+0,3 0,98
E12 4,0 28,5 6,0 20,75+1,7 1,46+0,1 19,61+0,4 0,96
E13 4,0 15,0 3,5 14,90+0,6 2,48+0,5 14,89+0,6 0,97
El4 4,0 15,0 8,5 13,85+0,7 0,82+0,0 9,86+0,7 0,98
E15 4,0 15,0 6,0 19,69+6,9 0,76+0,1 12,80+1,3 0,95
E16 4,0 15,0 6,0 17,51+3,0 0,95+0,5 13,69+1,1 0,96
E17 4,0 15,0 6,0 15,69+0,3 1,63+0,1 12,47+0,3 0,99
Otimizado 4,0 29,8 8,98 48,47+2,2 4,69+0,6 17,35£0,6 0,97
Nao otimizado 2,0 15 7,0 13,31+0,7 1,27+0,2 4,60+1,0 0,94

Nota: Os erros apresentados (x) correspondem ao desvio padrdo calculado em cada condi¢do para 0s

resultados obtidos por meio do modelo de Gompertz. Potencial maximo de concentragdo de H. (P),

velocidade especifica maxima de obtenco de Hz (Rm), tempo de inicio da obtencéo de Ha (1) e R? obtidos

da equacdo de Gompertz modificada.
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Tabela 5.12. Valores de significancia para o intervalo de confianca de 10% das respostas para as variaveis
dos ensaios de DCCR.

p-valor
InteracOes P Rm A
X1 0,0000 0,0132 0,0005
X1? 0,9956 0,3256 0,5086
X2 0,2003 0,5730 0,7743
X2* 0,0000 0,0799 0,1812
X3 0,0267 0,2888 0,8938
X3? 0,1336 0,4198 0,5790
X1.X2 0,2626 0,5238 0,6997
X1.X3 0,3900 0,6664 0,8186
X2.X3 0,8641 0,5650 0,2382

Nota: x;= Concentragdo de indculo (gSTV.L?); x,= Concentragdo de substrato (g.L!); xs= pH. Potencial
méaximo de concentracdo de H, (P), velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (Rm), tempo de inicio

da obtencéo de H; (1) e R? obtidos da equagdo de Gompertz modificada.

Estudos envolvendo a variacéo de Unico fator por vez acabam ndo sendo totalmente
representativos, uma vez que a partir dessa possibilidade, ndo se tem andlise da influéncia
entre os diferentes fatores (JUNG et al., 2011). O aumento da temperatura, por exemplo,
esta relacionado com o aumento do metabolismo celular (INFANTES et al., 2011).
Entretanto, seu aumento também esté relacionado ao aumento da permeabilidade celular
em funcéo da inibicdo por AOV ndo dissociados, o que justifica o estabelecimento de uma
faixa 6tima para cada processo, uma vez que ha maior gasto de energia para manter o pH
intracelular e menor sintese de biomassa.

O modelo de regressédo (reparametrizado) obtido para a resposta P (Y1) ao nivel de
significancia de 10%, conta apenas com os termos estatisticamente significativos (p <0,1),
sendo dois termos lineares (X2 € Xs), um termo quadratico (x2?) e uma interagdo (X2.Xs),
referentes as varidveis de pH (x2) e concentragdo de substrato e pH (x3) (Equacdo 5.3). Para
a referida resposta, a variavel de concentracdo de indculo (x1) ndo foi considerada como
significativa (p=0,9972) dentro do intervalo de confianca de 10%, bem como sua interacao

com as demais variaveis (Figura 5.26).
Y; = 15,29 + 7,35x, — 1,97x2 + 1,38x3 + 4,70x,x3 (Eq.5.3)

sendo,
Y1= P, concentragdo méxima predita de Hy;
Xo= pH, efeito linear;

X2%= pH, efeito quadratico;
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X3= concentragdo de substrato (g.L™?), efeito linear;
XoX3= interagdo entre Xz e Xa.

Figura 5.26. Diagrama de Pareto ilustrando a significancia dos resultados obtidos para a resposta P para o
intervalo de confianga de 90%.
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Nota: x;= Concentragdo de indculo (g STV.L™?); x,= Concentracdo de substrato (g.L™); Xs= pH; Y1= P; Yo=
Rm; Y3=A. Potencial de concentracdo de H; (P), velocidade méxima de obteng¢do de H, (Rm), tempo de inicio
da obtencéo de H; (1) e R? obtidos da equacédo de Gompertz modificada.

A partir do teste ANOVA (Tabela 5.13) observa-se que o modelo obtido é
estatisticamente significativo, uma vez que a porcentagem de variagédo explicada (R?) foi
de 91,21% (Figura 5.27). O valor de F calculado para regressdo/residuos é
aproximadamente 12,5 vezes superior ao F tabelado (2,48) para experimentos com
intervalo de confianca de 10% e com 4 graus de liberdade de regressdo e 12 graus de
liberdade de residuos.

O F calculado da falta de ajuste/erro puro (1,3) é menor do que o F tabelado para 0s
experimentos com 10 graus de liberdade para falta de ajuste e 2 graus de liberdade para
erro puro (9,39) no mesmo intervalo de confianca, sugerindo um bom ajuste do modelo.

Além disso, observa-se que o p-valor da falta de ajuste (0,5053) n&o foi considerado
como significativo, enquanto o p-valor da regressdo foi considerado como altamente
significativo (p < 0,00001).
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Figura 5.27. Relacdo entre os valores experimentais e valores preditos obtidos para a resposta P.
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Nota: P= Potencial de concentracéo de Hz (Y1).

Tabela 5.13. Dados estatisticos (ANOVA) obtidos para os ensaios de DCCR, para a resposta P e intervalo

de confian¢a de 90%.

Fonte de Soma dos Grausde  Quadrado
F calculado p-valor

variacdo  quadrados liberdade medio
Regresséo 990,7 4 2477 31,1 0,00000
Residuos 95,5 12 8,0
Falta de 87,5 10 87 2.2 0,35505
ajuste
Erro puro 8,0 2 4,0
Total 1.086,2 16 246,79 30,93

Uma vez que foi possivel considerar o modelo de regressdo obtido como
significativo, foi possivel avaliar a superficie de resposta (Figura 5.28) para Y1. De acordo
com a superficie e com a derivacdo da funcdo do modelo considerou-se para a validacao
experimental como condicdo 6tima para obtengdo de Hz (P) as condicdes de 4 g.L™ de

inoculo, pH inicial do meio reacional de 8,98 e 29,8 g.L™? de residuo de citros como

substrato.
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Figura 5.28. Superficie de resposta (A) e superficie de contorno (B) obtida para a interagdo entre as variaveis
substrato (g.L™2) e pH.
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Nota: P= Potencial de concentragéo de Hz (Y1).

Para a resposta Rm (Y2), apenas um termo linear (x2) referente a concentracdo de
substrato foi considerado como estatisticamente significativo ao nivel de significancia
adotado (10%) (Figura 5.29). De acordo com a ANOVA (Tabela 5.14) obtida para esta
resposta, considera-se que a regressdo foi estatisticamente significativa (p <0,1) (Equacéo
5.4), ao contrario da falta de ajuste observada (p >0,1).

O F calculado para regressao/residuos (4,6) foi 1,5 vez maior do que o F tabelado
para experimentos com 1 grau de liberdade de regressao e 15 graus de liberdade de residuos
(3,07).

Y, = 0,98 4 0,33x, (Eq.5.4)
sendo,

Y= Rm, velocidade maxima da obtencdo de H, (mmol Hz.h™);

X2= pH, efeito linear.
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Figura 5.29. Diagrama de Pareto para a resposta Rm para o intervalo de confianca de 90%.
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Nota: x;= Concentragdo de indculo (g STV.L™?); x,= Concentracdo de substrato (g.L™); Xs= pH; Y1= P; Yo=

Rm; Y3= . Potencial maximo de concentracéo de H, (P), velocidade méxima de obtenc¢do de H, (Rm), tempo
de inicio da obtenc&o de H (1) e R? obtidos da equagdo de Gompertz modificada.

Tabela 5.14. Dados estatisticos (ANOVA) dos ensaios de DCCR para a resposta Rm e intervalo de confianca
de 90%.

Fonte de Soma dos Grausde  Quadrado

variacdo  quadrados liberdade meédio F calculado p-valor
Regresséo 1,5 1 1,5 4,57 0,0494
Residuos 4,9 15 0,3
Falta de
ajuste 4,5 13 0,3 1,65 0,4397
Erro puro 0,4 2 0,2
Total 6,4 16

Para o erro puro, que conta com 13 graus de liberdade para falta de ajuste e 2 graus
de liberdade para o erro puro, o F calculado (1,7) foi menor que o F tabelado (9,41).
Entretanto, o percentual de variagio obtido (R?) para esta resposta foi demasiadamente
baixo, de apenas 61% (Figura 5.30), ou seja, pouca variacdo foi observada dentro do erro
experimental de medicdo da andlise.

Para a faixa estudada no DCCR néo se verificou efeito das varidveis estabelecidas
referente a resposta Rm. Ainda assim, foi possivel notar que as condigdes experimentais
Otimas em relacdo a x» para otimizacdo desta resposta seriam proximas as obtidas para a

resposta P, com 28,45 g.L! de substrato para Rm méaximo de 1,54 mmol Hz.h.
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Figura 5.30. Relacdo entre os valores experimentais e valores preditos obtidos para a resposta Rm.
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Nota: Rm= velocidade méxima de obtencéo de Ha (Y2).

Por fim, para a resposta A (Y3), apenas a interacdo entre x» e x3 (concentracdo de
substrato e pH) verificou-se efeito significativo (p <0,1) (Figura 5.31). Apesar disso, para
os demais parametros da ANOVA (Tabela 5.15) calculada para esta resposta, foi observado
baixo percentual de variagio explicada (R?= 33,14%) (Figura 5.32). Ainda, a falta de ajuste

observada foi significativa (p <0,1) e demasiadamente alta (165,2).

Tabela 5.15. Dados estatisticos (ANOVA) dos ensaios de DCCR, para a resposta A e intervalo de confianga
de 90%.

Fonte de Soma dos Grausde  Quadrado
. F calculado p-valor

variagdo  quadrados liberdade médio
Regresséo 82,3 1 82,3 7,44 0,0156
Residuos 166,0 15 11,1
Falta de
ajuste 165,2 13 12,7 31,92 0,0308
Erro puro 0,8 2 0,4

Total 248,3 16




174

Figura 5.31. Diagrama de Pareto para a resposta A e intervalo de confianga de 90%.
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Nota: x;= Concentragdo de indculo (g STV.L™?); x,= Concentracdo de substrato (g.L™); Xs= pH; Y1= P; Yo=
Rm; Y= A. Potencial maximo de concentracdo de H. (P), velocidade maxima de obtencéo de H, (Rm), tempo

de inicio da obtencéo de H (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

Figura 5.32. Relagdo entre os valores experimentais e valores preditos obtidos para a resposta A.
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Nota: A = tempo de inicio da obtencdo de H; (Y3).

De acordo com o0 modelo de regresséo (Equacgéo 5.5) obtido para a resposta Y3 (1),
estimou-se que o pH ideal do meio reacional para que o tempo necessario para a producéo
de H. seja reduzido seria em torno de 3,0. Entretanto, verificou-se que este modelo néao foi
estatisticamente significativo e optou-se por manter o pH em torno de 8,0, na condigédo

otimizada indicada pelos modelos de regresséo obtidos para as respostas Y1 (P) e Y2 (Rm).
Y3 = 12,55 + 3,21xe3 (Eq 55)

sendo,
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Y3= A, tempo necessario para inicio da obtencdo de Hz (h);
Xo= pH, efeito linear;

X3= concentragdo de substrato (g.L™?), efeito linear.

5.5.1.1 Validagéo experimental

A partir da superficie de resposta obtida para a resposta Y (P) foi possivel avaliar
as regides Otimas para aumento da concentragdo de H» e optar pela regido na qual seria
possivel obter o maior valor de P e, ainda, maior Rm, sendo tais condigdes apresentadas na
Tabela 5.16.

Tabela 5.16. Teste ANOVA e valores 6timos para as respostas P e Rm dos ensaios de DCCR.

Variavel independente Y1 Y2 Y3
In6culo (gSTV.L?) Indiferente Indiferente Indiferente
Substrato (g.L™) +o. (28,45) +o. (28,45) Indiferente
pH +a. (8,52) Indiferente Indiferente

Nota: x;= Concentragdo de indculo (g STV.L™?); x,= Concentracdo de substrato (g.L™); Xs= pH; Y1= P; Yo=
Rm; Y= A. Potencial m&ximo de concentracéo de H; (P), velocidade méxima de obtencéo de H, (Rm), tempo

de inicio da obtencdo de H; (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

A condicdo adotada para o ensaio experimental de validacao (Figura 5.33) foi de 4
gSTV.L? de indculo, 29,8 g.L* de substrato e pH inicial do meio reacional de 8,98, além
de 5% de consorcio autofermentativo, 5 g.L™ de peptona, 40% de headspace e temperatura
de incubacdo de 30 °C, como definido no delineamento preliminar de Plackett & Burman.
Na Tabela 5.17 encontram-se resumidos os valores experimentais obtidos em comparagéo
com os valores preditos pelos modelos.

Os resultados obtidos no ensaio de comparacgdo entre diferentes pré-tratamentos
utilizando residuo de citros in natura foram usados como base comparativa, sendo
considerado como ensaio ndo otimizado. Assim, as condi¢cGes ndo otimizadas foram: 15
g.L1 de residuo de citros in natura, 2 gSTV.L™ de indculo aldctone, pH 7,0, 30 °C e meio
de cultura PCS (HARUTA et al., 2002), onde se obteve 13,31 mmol Ha.L™2.
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Figura 5.33. Concentracdo acumulada de Hz no ensaio de validagdo. Otimizado (#); No otimizado (e). Os

desvios padrdo foram calculados em cada condicdo para os resultados obtidos por meio do modelo de

Gompertz.
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Tabela 5.17. Comparacédo entre os resultados para concentracdo de H; (P) preditos pelo modelo obtido por

meio de DCCR e os resultados experimentais obtidos.

Resposta P experimental P predito
(mmol Ha.L?) (mmol Hz.L?)
Y1 48,47+2,2 42,18+5,1

Nota: Y= P.

A partir do ensaio experimental de validacdo é possivel afirmar que a obtencédo de
H. foi otimizada, uma vez que o valor de P obtido (48,47 mmol H..L) foi 3,87 vezes
superior ao valor de P obtido antes de sua otimizagéo (12,54 mmol Ha.L). Além disso, o
valor de Rm obtido (4,70 mmol H2.h'') também foi superior nos ensaios anteriores, nos
quais 0 Rm maximo observado foi de 2,64 mmol Hz.h™,

O balanco de massa de fase soluvel (BMS) da condicdo otimizada foi realizado em
termos de DQOriitrada, & partir da caracterizagao do efluente dos experimentos de validagao,

de acordo com a Equacdo 4.3. Os valores obtidos para as condigdes iniciais e finais foram
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22 e 63%, respectivamente. Os percentuais de acidificacdo dos metabdlitos considerados
para 0 BMS encontram-se resumidos na Figura 5.34.

Figura 5.34. Balanco de Massa da fase Soltvel (BMS) do reator em batelada nas condicGes otimizadas

aplicadas a obtencdo de H; a partir de residuos sélidos de citros.
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Nota: FNI= fragdo nfo identificada, HBu= acido butirico, HPr= Acido propi6nico, HAc= acido acético,
EtOH=etanol, CT= carboidratos totais.

Por meio da comparacdo da contribuicdo relativa de cada composto, nota-se que
HBu e HAc foram os compostos identificados que mais contribuiram para o aumento da
matéria organica em termos de DQOfsirada NO ensaio de validagdo (33 e 18%,
respectivamente). Destaca-se ainda contribuicdo consideravel da fracdo ndo identificada
(FNI) para a BMS (78 e 37%, respectivamente), sendo, tanto para os compostos do inicio
da reacao do residuo solido de citros e/ou indculo, quanto os compostos produzidos ao
longo da reacdo, como &cido citrico, acido galico, &cido vanilico, entre outros
(KANDASAMY'; ARADHYA, 2014).

5.5.1.2 Pardmetros fisico-quimicos e AOV

Os resultados das analises referéntes aos diferentes parametros cinéticos (P, Rm e
A) e fisico-quimicos (pH, concentracdo de carboidratos e fendis totais) encontram-se
resumidos na Tabela 5.18, tanto para os ensaios em diferentes condi¢des de DCCR, quanto
para comparacao entre o reator em condi¢6es otimizadas no ensaio de validacéo.

O pH é um fator influente na obtencéo de H: e, concomitantemente, na producdo de

AOV na digestdo anaerobia, especialmente devido ao seu efeito na enzima hidrogenase,
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uma vez que, em condigdes &cidas, o ATP é usado para garantir a neutralidade celular ao
invés de produzir hidrogénio (CHUENCHART et al., 2020). Além disso, o pH pode ter
influéncia na resisténcia de microrganismos ao limoneno, devido ao mecanismo de defesa
conhecido como adaptacdo homeoviscosa, onde as células tendem a manter a fluidez da
membrana constante, independentemente das condi¢Oes, por meio de alteragcbes no
contetdo e comprimento das cadeias de acidos graxos (RUIZ; FLOTATS, 2014). Neste
estudo, foi observada relacdo entre 0 pH e a concentracdo de substrato, uma vez que a
interacdo entre estes parametros foi significativa para P (p<0,1).

Resultados similares foram observados por Mu, Wang e Yu (2006), que otimizaram
P e Rm, indicando como condicdes 6timas o pH 5,5, 34,8 °C e 24,8 g.L* de sacarose, onde
obtiveram P de 139,5 mmol Ha.L™. Vale ressaltar que, assim como no presente estudo, 0s
autores supracitados indicaram as varidveis pH e concentracdo de substrato como
interdependentes (x2x3), onde 29,8 g.L* de residuo de citros e Rm de 4,17 mmol Hz.h?
foram obtidos ao final do tempo operacional em condic¢des otimizadas.

Nos ensaios de DCCR, os ensaios para os quais foram observados os menores
valores finais de pH, como E3 (4,51) e E7 (4,96), podem estar relacionados com maior A
(>10 h) e maiores concentracdes de substrato (23 g.L). Todavia, elevadas concentragfes
de H. foram observadas nesses ensaios (11,24 e 27,39 mmol Hz.L?, respectivamente).
Sendo assim, € possivel inferir que mesmo com maior periodo de adaptacdo necessario
devido ao acumulo de AOV e pH 4acido ocasionado pelo aumento da concentracdo do
substrato, essa limitacdo foi superada pelo consércio microbiano. Da mesma forma, menor
concentracdo de H> foi observada nos ensaios em que pH >6,0 foi alcangado ao final da
operagdo, como E6 (2,75 mmol Hz.L) e E11 (<0,01 mmol H2.L™Y), onde foram avaliadas
menores concentracdes de substrato (7,0 e 1,5 g.L ™).

Em suma, a concentragdo de compostos fendlicos e a remocdo de carboidratos
dissolvidos também foram quantificados nos ensaios de DCCR, no entanto, nenhum padrao
foi observado para os pardmetros de Gompertz (P, Rm ou A) para as concentragdes iniciais
e finais. Resultados similares foram observados por Villa-Montoya et al. (2020), uma vez
gque nenhum aumento na concentracdo (P) foi observado para 0S mesmos parametros,
usando residuos do processamento de café como substrato. Uma possivel explicacdo para
0s resultados obtidos € a relacdo entre as diferentes propor¢des entre o inoculo (2,0-5,7
gSTV.L?) e o substrato (1,5-29,8 g.L 1) com diferentes pH iniciais (3,5-8,9) utilizados na
presente pesquisa, 0 que pode alterar a disponibilidade e a interacdo entre os diferentes



179

components da biomassa lignoceluldsicas (celulose, hemicelulose, lignina, monémeros
dissolvidos, &cidos e alcoois).

Ao comparar apenas as condi¢des otimizadas e ndo otimizadas, é possivel inferir
que a maior remocao de carboidratos dissolvidos (51 e 42%) esteve relacionada as maiores
concentracdes de Hz (8,8 e 3,9 mmol Ha.g STV de indculo) nos mesmos ensaios, devido
a bioconversao de carboidratos em AOV, como HAc e HBu, com concomitante obtencdo
de H.. Além disso, nota-se que mesmo com pH inicial mais elevado nas condi¢Ges
otimizadas (8,98) em comparagdo com as ndo otimizadas (7,0), o pH final no primeiro caso
foi menor do que no segundo (4,80 e 5,30, respectivamente), o que pode estar relacionado
com a maior bioconversdo de carboidratos devido a sua maior disponibilidade (SHEN et
al., 2018).

Em relacdo as variagbes observadas na concentracdo de fendis nos ensaios do
DCCR, constatou-se que nos reatores em que houve menor acimulo de fendis apds a
fermentac&o (0,5-1,7 mg.L™), maiores valores de P foram observados (E4, E8 , E9, E10,
Otimizado e N4o otimizado, de 12,10-48,47 mmol H.L™t). Contudo, foi possivel observar
que na maioria dos ensaios verificou-se aumento da concentracao de fendis, o que pode ser
atribuido a despolimerizacdo da lignocelulose durante a hidrdlise, gerando compostos
derivados da lignocelulose (ou seja, derivados de furano, compostos fendlicos e lignina), e
pode afetar o crescimento microbiano, danificando suas membranas celulares
(QUEMENEUR et al., 2012). No presente estudo, as concentracdes de fenol foram de 16,69
a 22,82 mg.LY, o que sugere que esse pardmetro provavelmente ndo teve efeito
significativo nas condigdes aplicadas (BUITRON; CARVAJAL, 2010; TAl et al., 2010).
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Tabela 5.18. Parametros cinéticos e fisico-quimicos dos ensaios de DCCR e ensaio de validagdo (otimizado).

Variaveis Resultados
Reator In,éculo Substrato . pH , PH Produgéo Carboiratos totais ~ Eep Ois (mg.l_.'l)
aloctone 1 inicial P Rm A R . o - . Remogdo Inicial Final
(gSTV.LY) (g.L ™Y final especifica Inicial Final (%)
El 3,0 7,0 4,5 7,44+0,1 0,91+0,1 13,22+0,3 0,98 5,51 1,7 2,13+0,3 1,39+0,2 35 17,09+0,2 17,7240,4
E2 5,0 7,0 4,5 6,17+0,2 0,52+0,0 12,70+0,3 0,99 6,14 0,9 0,96+0,3 0,51+0,1 47 16,81+0,2 18,90+1,3
E3 3,0 23 45 11,24+2,6 0,37£0,0 10,21+1,1 0,97 4,51 2,5 0,96+0,1 0,7410,4 23 19,77+0,3 20,86%0,3
E4 5,0 23 45  16,29+05 1,02+0,1 3,74+0,4 099 534 2,5 2,11+0,3 1,03+0,4 51 21,61+£3,1 20,03%0,2
E5 3,0 7,0 75 2,35+0,0 0,52+0,0 9,88+0,2 0,98 5,73 0,5 1,09+0,1 0,54+0,1 50 17,06+1,2 17,3740,1
E6 5,0 7,0 75 2,75+0,2 0,28+0,0 11,43+0,8 0,98 6,63 0,4 2,11+0,1 1,03%0,2 51 16,69+2,1 18,48%0,1
E7 3,0 23 75  27,39+1.2 1,72+1,1  15,0+05 0,99 4,96 6,1 0,89+0,1 0,49+0,3 45 19,67+0,4 20,8810,4
E8 5,0 23 75 29,2614 1,20+0,1 20,0+0,5 0,96 5,58 45 2,30+0,6 1,09+0,3 53 21,13+3,4 20,63%3,2
E9 2,3 15 6,0 15,66+1,1 1,56+0,3 15,41+0,8 0,98 5,53 4,1 1,39+0,8 0,74+0,5 47 20,35+3,0 18,64+0,5
E10 5,7 15 6,0 12,10+1,3 0,4740,0 9,99+1,0 0,98 6,18 1,7 1,10+0,1 0,44+0,2 60 21,50+0,2 19,07+1,3
E1l 4,0 1,5 6,0 0,0145,2 0,01+0,0 8,52+0,3 0,98 7,34 0,0 0,30+0,1 0,25+0,1 17 16,37+1,2 17,2540,3
E12 4,0 28,5 6,0 20,75%1,7 1,46+0,1 19,61+04 0,96 5,10 3,8 3,43+0,8 1,1310,1 67 20,91+0,8 32,82%0,3
E13 4,0 15 35  14,90+0,6 2,48+0,5 14,89+0,6 0,97 5,05 2,7 1,99+0,4 0,88+0,5 56 18,55+0,8 19,14+1,1
El4 4,0 15 8,5  13,85t0,7 0,82+0,0 9,86+0,7 0,98 5,37 2,5 1,68+0,2 0,94+0,4 44 18,63+1,3 20,44%0,5
E15 4,0 15 6,0 19,69+6,9 0,76+0,1 12,80+1,3 0,95 5,43 3,6 1,60+0,3 0,80+0,4 50 17,73+1,4 18,9010,4
E16 4,0 15 6,0 17,51£3,0 0,95+0,5 13,69+1,1 0,96 5,43 32 1,60+0,3 0,80+0,4 50 17,73+1,4 18,9010,4
E17 4,0 15 6,0 15,69+0,3 1,63+0,1 12,47+0,3 0,99 5,43 2,9 1,60+0,3 0,80+0,4 50 17,73+1,4 18,9040,4
Validagdo 4,0 29,8 8,98 48,47+2.2 4,69+0,6 17,35+0,6 0,97 4,80 8,8 3,25+0,2 1,58+0,3 51 22,82+0,0 22,1640,0
Néo-otim. 2,0 15 7,0  13,31+0,7 1,27+0,2 4,60+1,0 0,94 5,30 3,9 1,25+0,1 0,73+0,1 42 21,76+0,1 19,21+0,1

Nota: Potencial maximo de concentracdo de Hz (P, mmol H,.L™), Producédo especifica= mmol H..gt STV (indculo autéctone + aldctone), velocidade especifica maxima

de obtengdo de H, (Rm, mmol H.h'%), tempo de inicio da obtengdo de H, (, h). As barras de erros () correspondem ao desvio padrdo calculado em cada condig&o.
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Em relacdo a concentracdo de substrato, Desvaux (2005) indica que este parametro
é relevante para a fermentacdo da biomassa lignocelulésica, uma vez que microrganismos
celuloliticos devem aderir ao substrato para poder hidrolisa-lo, o que justifica as altas
concentracdes de residuos solidos de citros nas condicdes otimizadas (29,8 g.L ™). Além
disso, altas concentragdes de substrato tem como consequéncia o0 aumento da concentracdo
de carboidratos sollveis prontamente assimilaveis, resultando em rapida hidrolise e maior
acumulo de AOV (JIANG et al., 2018).

Sabe-se que altas concentracdes de AOV ionizados no ambiente podem levar ao
acumulo excessivo de anions no citoplasma, e a acidificacdo pode ocorrer devido aos AOV
que atravessam livremente a membrana cellular e se dissociam dentro da célula, diminuindo
a forca motriz de prétons através da membrana, afetando o metabolismo celular e reduzindo
seu potencial de crescimento (JIANG et al., 2018). A maior producdo de AOV ao longo do
tempo de operagdo teve como consequéncia diminuicdo do pH no final do periodo de
operacdo e também o maior A observado no ensaio otimizado (17,35 h, pH 4,80), quando
comparado com o ensaio ndo otimizado (4,60 h, pH 5,30). Provavelmente, seja necessario
tempo maior de adaptacdo para as bactérias consumidoras de AOV e produtoras de H>
(JIANG et al., 2018); além disso, a elevada recalcitrancia da celulose e a toxicidade da
lignina e seus derivados podem afetar a atividade hidrolitica, uma vez que as enzimas
celuloliticas podem ficar adsorvidas irreversivelmente na lignina dissolvida (MASIH-DAS;
TAO, 2018).

A partir da andlise dos AOV produzidos ao longo das diferentes condigdes
operacionais estudadas nos ensaios de DCCR (Figura 5.35), é possivel notar que os
principais metabdlitos produzidos foram HAc e HBu. Nas condic¢des operacionais do raetor
R8 reator foram observadas as maiores concentracdes destes compostos, sendo 2.244 mg.L"
1 de HAc e 1.683 mg.L™ de HBu ao final do periodo operacional (35 h). Vale ressaltar que,
no mesmo ensaio, foi observada a maior concentragdo de H, (29,26 mmol H..L%). Da
mesma forma, os principais AOV observados nos demais reatores com maior concentragéo
de Hz (P >20 mmol H.L) foram HAc e HBu, como em R12 (20,75 mmol Hz.L%, 797 mg
HAc.L? e 3.181 mg HBu.L™) e R0O7 (27,39 mmol H,.L?%, 1.228 mg HAc.L? e 1.815 mg
HBu.L?). Todos os ensaios mencionados foram operados com residuo solido de citros

acima de 20 g.L* e pH acima de 7,0.
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As maiores concentragOes de HPr e HVal foram observadas em R3 (1.353 e 691
mg.L, respectivamente). Sob tais condicdes, foram obtidas concentragdes maximas de P=
11,24 mmol Ha.L™%, devido & produgéo concomitante de HAc (2.713 mg.L ™). E possivel
inferir que a elevada producdo de AOV tenha ocorrido devido ao menor pH deste ensaio
(4,5) e maior concentracio de substrato utilizada (23 g.L). Além disso, foi possivel
observar producéo de EtOH em R4, onde foi aplicada a mesma concentragao de substrato
e mesmo pH, sendo observada P de 16,29 mmol Hz.L? para essas condicoes.

O reator R5 foi operado com maior pH (7,5) e menor concentracdo de substrato (7
g.L 1), sendo que o principal composto organico produzido ao longo do tempo operacional
foi 0 EtOH (2.777 mg.L™Y). Neste ensaio, foi observada uma das menores producdes de H,
(P= 2,35 mmol H.L?), provavelmente devido ao predominio da via solvetogénica
(LUKAIJTIS et al., 2018).

No ensaio de otimizagdo, os principais metabdlitos observados foram HBu (3.731
mg.L?) e HAc (3.516 mg.L). A concentracdo de HBu em condigBes otimizadas foi
superior a observada no reator ndo otimizado (1.317 mg.L ™). Além disso, as concentragGes
de EtOH e HPr foram sutilmente superiores no reator otimizado (188 e 324 mg.L ™) quando
comparado com o ndo otimizado (116 e 209 mg.L™).

Sabe-se que a producdo de HPr ndo é favoravel a obtencdo de Ho, sendo inclusive
um indicador de inibicdo da digestdo anaerdbia (XING et al., 2020). Entretanto, em nenhum
dos experimentos foram obtidas concentra¢fes superiores ao limite inibitorio, de 1.000
mg.Lt (SHEN et al., 2018). Além disso, o HPr pode ser convertido em HAc, com
concomitante obtencdo de H> (Equacéo 5.6) (MAZARELI et al., 2019).

CH,CH,COOH + 3H,0 - CH,COOH + 7HCO3 + H* + 3H, (Eq.5.6)

Woo, Charles e Kwonsu (2015) otimizaram a producdo de AOV a partir de palha
de arroz como substrato em reatores em batelada. Os autores concluiram a partir da
superficie de resposta obtida que as variaveis temperatura, concentracdo de substrato e pH
inicial foram significativas no processo de fermentacdo, com producdo maxima de AOV
de 12,37 g.L1a 39,23 °C, 52,23 g.L* de substrato e pH 10. Assim como no presente estudo,
0S autores observaram que a interacdo entre as variaveis temperatura e concentracdo de

substrato ndo foi significativa (p >0,05).
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Figura 5.35. Concentracdo de AOV e alcoois ao longo do periodo operacional nos ensaios de DCCR (R01-R15), validagdo (Otim) e ndo otimizado (Nao-Otim). As

amostras foram coletadas entre 0-35 h periodicamente (~ 6 h) ao longo do periodo operacional.
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5.5.2 Caracterizacdo microbiana

Ao final do periodo de incubagdo em condi¢Oes otimizadas, a comunidade
microbiana foi comparada com amostras do indculo aloctone utilizado, a partir da técnica
de metagenémica shotgun. Esta abordagem teve como objetivo obter informacdes sobre os
mecanismos de fermentacdo do residuo sélido de citros e obtencdo de Hy, identificando os
microrganismos e as vias metabdlicas envolvidas no processo. As anotagdes taxondmicas
e funcionais foram atribuidas a cada gene detectado, permitindo uma analise taxofuncional
das comunidades microbianas.

Apbs a analise das leituras via fastp e ordenacdo via fastQC foi possivel obter
andlise estatistica global das sequéncias (Tabela 5.19). O tamanho médio das sequéncias
foi de 150 pares de bases (pb), conforme esperado via aplicagdo da plataforma Illumina
HiSeq. Nota-se que a proporcao entre os quatro pares de bases foi satisfatoria, ou seja,
manteve-se proporcionalidade. Além disso, nenhuma cauda de PoliG ou PoliX, comum
neste tipo de sequenciamento foi detectada (CHEN et al., 2018).

Para evitar que a abundancia de determinadas sequencias seja superestimada,
espera-se que a taxa de duplicacdo seja baixa, em uma biblioteca diversificada e sem
qualquer tipo de contaminacdo ou viés (EWELS et al., 2016). Vale ressaltar que a analise
em fastQC ndo suporta dados emparelhados, sendo que a detecgdo é feita a partir de cada
leitura individual, o que pode resultar em superestimativa da taxa de duplicagcdo. Assim,
esse parametro foi considerado satisfatorio para todas as amostras analisadas, uma vez que
ocorreram apenas leituras >85% em todas as amostras. Além disso, € possivel notar que a
maioria das sequéncias apresenta baixo indice de duplicacao.

O numero de bases “N” ¢ outro pardmetro importante para a analise da qualidade
das sequéncias, ou seja, posi¢cdes com bases desconhecidas e substituidas por N, que podem
comprometer a confiabilidade dos dados gerados. A quantidade esperada de bases N em
uma amostra foi abaixo de 5% (EWELS et al., 2016), e todas as amostras analisadas foram
consideradas dentro da faixa esperada, e para apenas uma amostra bruta (Amostra 2)
verificou-se 0,22% de bases N, enquanto nas demais amostras, ndo foram observadas. Além
disso, as sequéncias brutas foram filtradas usando a ferramenta fastp. O contetdo dos
adaptadores das sequéncias obtido foi considerado de boa qualidade, ou seja, representam
menos de 5% do total das sequéncias.

Em suma, € possivel concluir que as sequéncias obtidas estdo dentro dos padrdes

considerados nas etapas de controle de qualidade, como por qualidade de sequéncia de base,
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por score de qualidade de sequéncia, conteudo de sequéncia de base, contetudo de base
citosina-guanina (GC), conteudo GC, contetdo por base N, distribuicdo de comprimento
de sequéncia, nivel de duplicacéo de sequéncia, sequéncias super-representadas e conteudo
do adaptador.

Por meio da anéalise dos indices ecoldgicos (Tabela 5.20), foi possivel comparar 0s
valores obtidos para amostras de biomassa em condic¢des otimizadas e indculo. O indice de
diversidade de Shannon-Wiener (H') leva em consideracdo o nimero de taxons e sua
dominancia, indicando maior diversidade nas amostras de inéculo (H' = 6,0) em
comparacdo aquelas do ensaio otimizado (H'= 2,7). A partir do indice de Simpson, foi
possivel observar que menor dominancia ocorreu nas amostras do ensaio otimizado (0,8),
em relacdo a biomassa do indculo (1,0), provavelmente devido a selecdo das populagdes
apos a aplicacdo das condi¢des otimizadas, o que levou ao aumento da dominancia e
consequentemente diminuicdo da diversidade.

A riqueza das amostras foi comparada por meio do indice Chao-1 e nimero
observado de taxons, sendo possivel observar maior riqueza e nimero de taxons para a
amostra de inoculo (10.204,6 e 10.202, respectivamente) em comparacao as amostras das
condigOes otimizadas (9.222,7 e 8.216, respectivamente). Vale salientar que a diferenga
entre os valores de riqueza calculados via Chao-1 e o nimero Observado refere-se a
correcdo da variancia adotado no célculo do primeiro indice, uma vez que se assume que 0
nimero de observagdes para um taxon tem uma distribuicdo de Poisson (distribuicdo de
probabilidade de variavel aleatdria discreta) e corrige sua variancia. Desta forma, os valores
de Chao-1 sdo ligeiramente maiores em relacdo ao nimero observado de taxons, uma vez
que este indice é calculado como Chao-1=Sp+ao, onde So € 0 nUmero de taxons observados
a0 Menos uma vez em na amostra, e ao € a inferéncia do nimero desconhecido de taxons
presente na comunidade, mas que nao foi observado nas amostras (HUGHES et al., 2001).
Além disso, para a varia¢do estimada por meio do erro padrdo (Chao-1 se), verificou-se
boa reprodutibilidade, tanto para as amostras de indculo (se= 3.2, 10.198, 10.199 e 10.209),

guanto para as amostras do ensaio otimizado (se= 84,5, 7.708, 8.140 e 8.800).
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Tabela 5.19. Pardmetros estatisticos e de qualidade para as sequéncias brutas e filtradas obtidas a partir do indculo (Amostras 1-3) e do ensaio otimizado (Amostra 4-6).

Parametros

Total reads
Tamanho médio (pb)
Duplicagéo foward (%)
Duplicag&o reverse (%)
GC foward (%)

GC reverse (%)

Falha foward (%)
Falha reverse (%)

Total de sequencias (milhdes)

Total
Mapeadas
Filtradas
Duplicacdo (%)
GC (%)
reads filtrados (%)
Adaptadores removidos (%)

Amostras
In6culo Otimizado
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
reads brutos
17.290.172 12.526.754 19.814.318 10.345.642 9.309.040 16.350.010
150 150 150 150 150 150
9,0 12,0 11,2 12,7 12,4 14,4
7,7 11,5 6,4 12,1 11,9 12,9
43 44 43 32 32 32
43 44 43 32 32 33
8 9 8 9 9 17
17 9 17 9 9 17
8,6 6,3 9,95 5,2 4,7 8,2
reads filtrados
16.921.042 12.473.842 19.084.252 10.314.652 9.288.216 15.850.520
12.254.406 8.801.212 13.999.335 7.176.259 6.406.724 10.980.601
11.533.978 8.223.774 13.178.577 7.015.467 6.250.879 10.701.743
8,2 13,3 8,0 11,7 12,3 16,2
43,3 44,3 43,7 32,0 32,8 32,8
97,9 99,6 96,3 99,7 99,8 96,9
0,4 0,4 0,4 1,0 0,7 0,9
Montagem
contigs (total) 78.123 Comprimento total 289.363.813 N50 6.819
contigs (= 0 pb) 78.123 >0pb 289.363.813 N75 2.191
contigs (= 1.000 pb) 78.123 >1.000 pb 289.363.813 L50 6.406
contigs (= 5.000 pb) 9.331 >5.000 pb 161.611.757 L75 26.860
contigs (> 1.0000 pb) 3.949 >10.000 pb 124.512.722 GC (%) 46,52
contigs (>25.000 pb) 1.250 >25.000 pb 83.880.261 N 0
contigs (> 50.000 pb) 478 >50.000 pb 57.094.463 N's/100 kpb 0
Maior contig 932.907
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Tabela 5.20. indices ecoldgicos (Observado, Chao-1, Shannon-Wiener e Simpson) para sequéncias filtradas
obtidas a partir do in6culo (Amostras 1-3) e ensaio otimizado (Amostras 4-6). se = Erro Padrdo calculado a

partir de triplicatas.

Amostras
indice ecoldgico Inoculo Otimizado
Observado 10.202 8.216
Chao-1 10.204,6 9.222,7
Chao-1 (se) 3,2 84,5
Shannon-Wiener 6,0 2,7
Simpson 1,0 0,8

As variagdes na comunidade microbiana ap6s a otimizacdo foram analisadas para
diferentes niveis taxondmicos. O conjunto de dados foi associado a 3 dominios diferentes
(Archaea, Bacteria, Eukaryota) e Virus, 163 filos, 466 ordens, 423 classes, 848 familias e
2581 géneros. Proteobacteria (40,51%), Bacterioidetes (21,24%), Firmicutes (9,76%) e
Thermotogae (8,04%) foram os filos mais abundantes no indculo. Nas amostras do ensaio
otimizado verificou aumento da dominancia de Firmicutes (89,54%), enquanto a
abundancia dos demais filos citados diminuiu drasticamente (4,78; 0,55 e 1,57%,
respectivamente) (Figura 5.36).

As bactérias do filo Firmicutes sdo conhecidas principalmente por suas relacées
sintréficas em reatores anaerdbios, bem como pela producdo e degradacdo de ampla
diversidade de AQV, como HAc e HBu (YUTIN; GALPERIN, 2013). Os principais
metabolitos obtidos nos reatores otimizados foram HAc (3516 mg.L ™) e HBu (3731 mg.L
1. Woo, Charles e Kwonsu (2015) aplicaram DCCR a fim de otimizar a produco de AOV
a partir da palha de arroz, e verificaram que as varidveis temperatura (39,23 °C),
concentragdo de substrato (52,23 g.L ™) e pH inicial (10) foram significativas na obtencdo
da concentracio maxima de AOV (12370 mg.L™). Assim como no presente estudo, 0s

autores relataram Firmicutes como o filo mais dominante nestas condiges.
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Figura 5.36. Abundancia relativa dos filos (A) e géneros (B) de bactérias mais abundantes no inéculo

(Amostras 1-3) e amostras otimizadas (Amostras 4-6). NA = ndo identificado. As abundancias relativas foram

calculadas considerando o nimero total de leituras pré-processadas nas amostras.
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Consistente com os valores do indice ecol6gico, maior diversidade foi observada

nas amostras de in6culo em comparacdo com aquelas obtidas do ensaio de otimizacao.

Vaérios géneros foram identificados no indculo em abundancias médias semelhantes, como
Coprothermobacter (4,32%), Defluviitoga (4,36%), Fervidobacterium (2,93%), Fluviicola
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(5,01%), Marinospirilum (2,75%), Pseudomonas (2,14%) e Sulfirimonas (11,68%). Em
relacdo ao ensaio de otimizacdo ficou evidente forte selecdo do género Clostridium, cuja
abundéancia relativa foi de 0,43% no indculo a 79,78% nas amostras dos reatores
otimizados. Além disso, foi observado ligeiro aumento na abundéancia relativa de
Paraclostridium, de <0,01% no indculo para 1,93% nos reatores otimizados.

Organismos do género Clostridium s&o bacilos Gram-positivos que possuem
metabolismos diversos, produzem AQV e alcoois (HBu, HAc, HLac, HFor e EtOH) a partir
de carboidratos, peptonas e outros compostos organicos (YUTIN; GALPERIN, 2013).
Rabelo et al. (2018), identificaram vérias espécies da ordem Clostidiales em reatores
anaerobios aplicados na obtencdo de H. a partir de residuo lignocelul6sico (bagaco de cana-
de-acucar). As espécies identificadas pelos autores supracitados foram Paraclostridium
bifermentans (anteriormente C. bifermentans), Ruminiclostridium celobioparum
(anteriormente C. cellobioparum), R. cellulolyticum (anteriormente C. cellulolyticum) e C.
sartagoforme.

C. beijerinckii, uma das espécies frequentemente identificada em reatores
anaerobios, tem sua fisiologia ainda pouco compreendida, mas sabe-se que é capaz de
produzir HAc, HBu, EtOH, isopropanol e acetona em diferentes condi¢des operacionais
(FONSECA et al., 2019). Esta espécie pode consumir diversos agucares, como glicose,
amido, xilose, celobiose, e ndo apresenta preferéncia entre glicose e xilose como substrato,
podendo consumi-los simultaneamente (CEBREIROS; FERRARI; LAREO, 2019), o que
é relevante para a presente pesquisa, uma vez que a xilose é um dos principais monémeros
em residuos solidos de citros (CHOI et al., 2015).

De acordo com Gomez-Flores et al. (2017), C. beijerinckii ndo é capaz de hidrolisar
celulose. No entanto, Cebreiros et al. (2019) relataram produtos de hidrdlise de celulose
levando & producéo de butanol (4,2 g.L 1), usando uma cepa C. beijerinckii DSM6423 ap0s
pré-tratamento enzimatico de serragem de eucalipto como substrato principal. No presente
estudo, ndo foi observada producdo de butanol, provavelmente devido as diferentes
condicdes operacionais aplicadas. Deve-se destacar que Cebreiros et al. (2019) utilizaram
uma cepa isolada, ou seja, sem interagOes sintroficas, importantes uma vez que essas
interacdes podem determinar as principais vias de fermentacéo de C. beijerinckii (GOMEZ-
FLORES; NAKHLA; HAFEZ, 2017), levando a acetogénese em vez de solvetogénese.
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A despeito dos poucos estudos relacionando a capacidade de C. beijerinckii em
produzir H> (GOMEZ-FLORES; NAKHLA; HAFEZ, 2017; WU et al.,, 2019), C.
butyricum, é amplamente conhecida por ser produtora de H2 em reatores anaerobios pela
conversao de aclcares em HBu, pela via glicolitica, ou alternativamente, HLac e HAc
também podem ser convertidos em HBu (DETMAN et al., 2019). Neste estudo foram
observadas concentragdes de HBu de 3.731 mg.L? ao longo do tempo operacional,
provavelmente devido a conversdo de monémeros soluveis.

A maioria das espécies de Clostridium sdo capazes de hidrolisar pectina (YUTIN;
GALPERIN, 2013), um dos componentes dos residuos de citros, ressaltando a sua alta
abundéncia relativa no ensaio otimizado. Além disso, a biotina é a Unica vitamina exigida
por Clostridium (YUTIN; GALPERIN, 2013), e os produtos derivados da levedura sédo
ricos em biotina, como o extrato de levedura, componente do meio PCS utilizado nesta
pesquisa, favorecendo o crescimento de Clostridium.

Resultados semelhantes foram observados por Villa-Montoya (2019), com maior
abundéancia de Clostridium (88%) em pH >7,0 e 30 °C, durante a obtencao de H a partir
dos residuos do processamento do café. Soares et al. (2018) também indicaram a partir do
bagaco da cana-de-acucar a predominancia de Clostridium (33%) nas condi¢6es otimizadas
(2,77 g.Lt de extrato de levedura e 5,84 g.L! de cana-de-agticar). Rabelo et al. (2018)
identificaram Paraclostridium bifermentats (62,69%) como um dos principais géneros em
reatores otimizados (7,0 g.L* de bagaco de cana-de-aglcar e pH 7,2) e concentracéo de
23,10 mmol H2.L™. No presente estudo, houve abundancia relativa de Clostridium de até
79,78% nas condicOes otimizadas.

Nas condi¢des ndo otimizadas (15 g.L™* de residuo in natura, 2 gSTV.L de in6culo
aléctone, pH 7,0, 30 °C e meio de cultura PCS), foi possivel observar menor abundancia
relativa de Clostridium (18,67%) com 15 g.L™* de residuo sdlido de citros in natura, 2 g.L"
! de indculo aldctone, 37 °C e meio de crescimento PCS em pH inicial de 7,0. Nestas
condigdes, 13,31 mmol H2.L* e 4.355 mg.L* de HAc foram obtidos. Provavelmente, as
condigBes aplicadas aos reatores otimizados (4 gSTV.L™ de in6culo, 29,8 gLt de substrato
e pH 8,98) foram favoraveis para este género cuja abundanica relativa observada foi de
79,78%.

Coprothermobacter foi identificada em abundancia relativa de 4,32% no indculo e
<0,01% para as amostras otimizadas. Soares et al. (2017) usaram in6culo semelhante (lodo

de reatores UASB aplicado ao processamento termofilico da vinhaca de cana-de-agucar)
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do presente estudo e observaram 41,73% de abundancia relativa para o indculo. Da mesma
forma, a abundancia relativa de Defluviitoga foi reduzida (4,36 para <0,01%,
respectivamente), nas amostras do inéculo e reator otimizado, respectivamente. Tais
géneros sdo identificados em reatores aplicados a digestdo anaerobia de residuos
lignocelulosicos, como silagem de milho e cevada, mas tem afinidade com temperaturas
termofilicas (55 °C) (MAUS et al., 2015).

Coprothermobacter ¢ comumente associada a atividade hidrolitica devido a
producdo de proteases extracelulares, com concomitante obtencdo de Hz, majoritariamente
via acetogénese, que atua como um dos principais responsaveis pela transferéncia de
elétrons entre estas bactérias e arqueias metanogénicas hidrogenotroficas (TANDISHABO
etal., 2012; GAGLIANO et al., 2015). Entretanto, de acordo com Tandishabo et al. (2012),
a abundancia deste género em reatores ndo esta associada apenas a termodinamica de
producdo de H2 no sistema, mas principalmente com as caracteristicas do residuo utilizado
como substrato. Desta forma, é possivel inferir, que além da faixa de temperatura aplicada
na presente pesquisa (30 °C) destoar da faixa 6tima de crescimento deste género (55 °C),
provavelmente um dos motivos para a reducdo de sua abundancia relativa nos ensaios
otimizados foi o maior teor de carboidratos e menor teor de proteinas (58 g.kg?) nos
residuos solidos de citros, por se tratar de biomassa lignocelulésica (MAMMA;
CHRISTAKOPOQULOS, 2014).

Defluviitoga, apesar de também ser considerada como um género majoritariamente
proteolitico, pode consumir diferentes carboidratos na auséncia de proteinas, como
arabinose, celobiose, frutose, galactose, glicose, sacarose, xilose, celulose, entre outros,
sendo Hz, CO2, HAc e EtOH os principais produtos finais de sua atividade fermentativa
(HANIA et al., 2012; MAUS et al., 2016). Desta forma, é possivel inferir que, neste caso,
os reatores em condi¢des otimizadas ndo foram favoraveis aos organismos deste género
quando comparados ao inéculo, principalmente, sendo unicamente, devido a temperatura
utilizada, uma vez que Hania et al. (2012) indicam que ndo ha crescimento de Defluviitoga
a 30 °C, enquanto o in6culo provém de reator operado a 55 °C, dentro da faixa de

crescimento Otima deste género.



192

5.5.2.1 Anotacdo funcional e mapeamento de vias metabolicas

Apds a anotacdo de genes e comparacao entre as diferentes amostras, foi possivel
observar boa reprodutibilidade entre as repeticdes bioldgicas, uma vez que houve
agrupamento entre as amostras de inéculo (8.884 genes em comum) e as amostras de
biomassa dos reatores otimizados (25.388 genes em comum) (Figura 5.37).

Vale ressaltar que, devido a homologia, diferentes genes podem expressar 0s
mesmos numero KO, especialmente quando se trata de amostra composta/consorcio. Além
disso, existem mais genes em comum entre as amostras do reator otimizado devido ao
maior dominio e maior Chao-1 tornando-se mais distintos em relacdo as amostras do

inoculo (genes mais exclusivos).

Figura 5.37. Viséo geral do nimero de genes para todos os niveis metabdlicos entre as amostras analisadas
e suas intersecGes por meio do gréfico Upset.
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Metabolismo foi o primeiro nivel mais abundante (12,15 e 13,70%) (Figura 5.38)
entre as categorias de KEGG, as quais 0s genes identificados puderam ser atribuidos, tanto
para o indculo, quanto para as amostras do ensaio otimizado, respectivamente. Nenhuma
categoria KEGG foi atribuida para 78,90% das amostras do indculo e 83,50% das amostras
do ensaio otimizado. Vale ressaltar que a impossibilidade de aumentar a porcentagem de

genes anotados com sucesso € uma limitacdo atual da metagendmica, uma vez que baixos
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percentuais podem levar ao entendimento incompleto da taxonomia e do potencial
funcional da comunidade microbiana.

Figura 5.38. Abundancia relativa das vias metabélicas predominantes nas amostras de inéculo (Amostras 1-
3) e do ensaio otimizado (Amostras 4-6) para os niveis de KEGG.
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Na categoria Metabolismo, as principais vias observadas foram relacionadas a
carboidratos (5,64 e 8,14%), nucleotideos (0,66 e 0,74%), amino&cidos (1,87 e 1,71%),
biossintese de glicano (1,29 e 0,99%), vitaminas e cofatores (1,84 e 1,54%), terpendides e
policetideos (0,40 e 0,28%), metabdlitos secundarios (0,39 e 0,28%), entre outros (0,012 e
0,04%), para o indculo e ensaio de otimizacdo, respectivamente (Figura 5.39).

Uma vez que houve aumento apenas de genes relacionados ao metabolismo de
carboidratos, apenas as vias metabolicas relacionadas a essa categoria foram consideradas
para analises posteriores. Entre as principais vias, destacam-se glicolise e gliconeogénese
(0,50 e 0,56%), ciclo de Krebs (0,55 e 0,19%), pentose fosfato (0,52 e 0,61%), galactose
(0, 32 e 0,99%), amido e sacarose (0,42 e 1,78 %), aminoagucares e nucleotideo (0,45 e
0,57%), piruvato (0,83 e 1,11%), glioxilato e dicarboxilato (0,70 e 0,43%), butanoato (0,45
e 0,49%), entre outros (0,91 e 1,41%), para o indculo e as amostras do ensaio de otimizacao,
respectivamente.
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Figura 5.39. Abundancia relativa das vias metabdlicas predominantes nas amostras do indculo (Amostras 1-

3) e do ensaio de otimizagao (Amostras 4-6) para todos os niveis metabdlicos (A) e filtradas para metabolismo

de carboidratos (B).
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Visivelmente, Clostridium foi o principal género associado ao aumento de genes

relacionados ao metabolismo de carboidratos. De fato, seu aumento foi observado na

glicélise e gliconeogénese (0,18 a 83,93%), pentose fosfato (0,33 a 77,05%), galactose
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(0,10 a 86,87%), piruvato (0,90 a 84,68%) e, principalmente, metabolismos de amido e
sacarose (1,69 a 86,52 %) (Figura 5.40).

Figura 5.40. Abundancia relativa das vias metabdlicas predominantes nas amostras de indculo (A) e do

ensaio de otimizacao (B) para a categoria de metabolismo de carboidratos, com as contribuicées dos 10

géneros mais abundantes. As proporgdes foram calculadas considerando as médias do nimero total de leituras

pré-processadas em triplicata.
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Da mesma forma, foram verificados os KO mais abundantes na categoria
metabolismo de carboidratos (Figura 5.41), bem como os principais géneros relacionados
com cada um deles, principalmente aguelas com maiores propor¢Ges nas amostras do
ensaio de otimizacdo em relagdo ao indculo. E possivel notar que Clostridium foi o
principal género relacionado a estas alteragdes nas condig¢des otimizadas. KO0615, uma
transcetolase [EC: 2.2.1.1] envolvida na via da pentose fosfato, teve proporgdes de cerca

de 0,10% no indculo e 0,17% nas amostras do ensaio de otimizacao.
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Figura 5.41. Proporc¢do dos 30 KO mais abundantes nas amostras de indculo (A) e do ensaio de otimizacdo
(B) para o metabolismo de carboidratos, com os 10 géneros mais abundantes associados a estes KO. As

proporcoes foram calculadas considerando o ndmero total de leituras em triplicata.
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Nota: K21071= fosfofrutoquinase dependente de ATP/fosfofrutoquinase dependente de difosfato, K12308=
B-galactosidase, = KO07407=  a-galactosidase, = K05349=  B-glicosidase, = K03737=  piruvato-
ferredoxina/flavodoxina oxidoredutase, K02761= componente EIIC do sistema PTS de celobiose, K01915=
glutamina sintetase, K01689= enolase, KO01681= aconitato hidratase, K01652= acetolactato sintase I/11/111,
K01649= 2-isopropilmalato sintase, K01223= 6-fosfo-p-glicosidase, K01200= pululanase, K01187= a-
glicosidase, K01176= a-glicosidase, K01006= piruvato, ortofosfato diquinase, K00948= ribose-fosfato
pirofosfoquinase, KO0873= piruvato quinase, K00820= frutose-6-fosfato transaminase, KO0700= enzima de
ramificacdo de 1,4-a-glicano, K00686= glicogénio fosforilase, K00686= glicogénio fosforilase C-
acetiltransferase, KO00615= transcetolase, KO00600= glicina hidroximetiltransferase, K00174= 2-
oxoglutarato/2-oxoacido ferredoxina oxidoredutase subunidade a, KO00134= gliceraldeido 3-fosfato

desidrogenase, K00104= glicolato desidrogenase, K00104= lactolato desidrogenase.
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O KO00656, formiato C-acetiltransferase [EC: 2.3.1.54] envolvido no metabolismo
de piruvato (piruvato formiato liase), também foi observado em propor¢des mais altas nas
amostras do ensaio de otimizacdo (0,21%) do que no inéculo (0,01%). Esta enzima é
importante na catalise da conversao da coenzima A em formiato e acetil-CoA em condicGes
anaerobias (SRIVASTAVA et al., 2017). A reacdo envolvendo K00656 é uma etapa
intermediaria na producdo de acido acético a partir de acetil-CoA, com producdo
concomitante de H (SRIVASTAVA et al., 2017); geralmente associada a varias espécies
de Clostridium (LEVIN et al.,, 2006). Nesta reacdo reversivel, piruvato e CoA séo
convertidos em formiato e acetil-CoA que por sua vez, pode ser convertido pela formiato
desidrogenase em Hz e CO2 (JIA et al., 2017) (Figura 5.42).

Figura 5.42. Acéo da piruvato formiato liase na clivagem do piruvato em formiato e acetil-CoA.

Piruvato
Acetil-CoA +—i Piruvato formiato liase
/ Formiato
Acetato / \ formiato desidrogenase
Ho CO2

Fonte: Modificado de Jia et al. (2017).

O K01223 foi um dos mais abundantes (<0,001% e 0,26%, respectivamente no
indculo e ensaio de otimizagdo). Este KO refere-se a uma hidrolase 6-fosfo-p-glicosidase
[EC: 3.2.1.86] envolvida na glicélise (Equacdo 5.7). Esta enzima catalisa a hidrolise do
monofosfato de celobiose (6-fosfo-p-D-glicosil-1,4-D-glicose) em D-glicose + D-glicose
6-fosfato. O mesmo KO foi observado em reatores em batelada aplicados a obtencéo de H:
a partir de substrato lignocelulosico (residuo de processamento de café) por Villa-Montoya
et al. (2020) e em condicBes operacionais semelhantes (reatores em batelada operadas a 30
°C em pH 7,0).

6 fosfo B Dglicosil(1,4) Dglicose + H, < D glicose + D glicose 6 fosfato  (Eq.5.7)

O KO02761 e uma enzima do sistema de fosfotransferase (PTS) dependente de
fosfoenolpiruvato de celobiose, relacionada com o metabolismo do amido e sacarose, €

catalisa a fosforilagdo de aglcar com sua translocacdo atraves da membrana celular
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(KEYHANI; BACIA; ROSEMAN, 2000). Este KO foi observado em porcentagens
<0,001% no in6culo e 0,19% nas amostras do ensaio de otimizagao.

K03737 € uma piruvato-ferredoxina/flavodoxina oxidoredutase [EC: 1.2.7.1, 1.2.7 .-
] e catalisa a interconversao entre piruvato e acetil-CoA. Esta enzima pode estar relacionada
com o metabolismo de piruvato, propanoato e também butanoato (NAKAYAMA et al.,
2013). Este KO foi observado em 0,02% nas amostras de indculo e 0,19% nas amostras do
ensaio de otimizacdo. Além disso, ao analisar apenas os KO envolvidos em vias
conhecidamente relacionadas a obtencéo de H> (VILLA MONTOYA et al., 2020) (Figura
5.43), ficou claro que K03737 foi mais abundante e verificado em maior porcentagem nas
amostras do ensaio de otimizacao.

Outros KO relacionados com a producdo de H. foram observados em maiores
proporcGes nas amostras do ensaio de otimizagdo, a saber: K04072 (0,1%) e K00016
(0,08%). K04072 é uma acetaldeido desidrogenase/alcool desidrogenase [EC: 1.2.1.10,
1.1.1.1] envolvida em diversas vias, como glicdlise, degradacdo de &cidos graxos,
degradacdo de compostos aromaticos, metabolismo de piruvato e butanoato, entre outras.
Estas desidrogenases podem catalisar a conversdo de acetaldeido em &cido acético
(Equacdo 5.8), além da fermentacdo de glicose em etanol e CO. (Equacdo 5.9)
(GOODLOVE et al., 1989).

Acetaldeido + NAD* + Coenzima A < AcetilCoA + NADH + H* (Eq.5.8)
Glicose + 2ADP + 2Pi — 2 EtOH + 2C0, + 2ATP + 2H,0 (Eq.5.9)

Finalmente, KO0016 é uma L-lactato desidrogenase [EC: 1.1.1.27] que ativa as vias
da glicolise/gliconeogénese e usual em todos os seres vivos. Segundo Villa-Montoya
(2020), essa enzima poderia estar envolvida, tanto na sintese de &cido latico e alcoois,
quanto na rota inversa, que permite a obtencdo de H> a partir dos mesmos metabolitos.
Nessa via, o acido latico pode ser convertido em acido piravico apds reducdo do NAD*

(Equacdo 5.10), que pode ser convertido em Hz, CO2 e HBu.

— lactato + — piruvato + + q.5.
(S) =1 NAD* > pi NADH + H* Eq.5.10
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Figura 5.43. Proporcdes de KO relacionadas com a obtencdo de H, nas amostras de indculo (A) e do ensaio
de otimizacdo (B), com os 10 géneros associados mais abundantes. As proporcBes foram calculadas

considerando o nimero total de leituras processadas em triplicata.

K04072 A
KO3778
K03737
K00172
K00171 .
Género
B Acetomicrobium
KO0170 B Arkalbmnicola
B Ciostngium !
Coprothermobacter
K00169| _ Defitoge I ]
| Fervidobacterium :
B Paraciostridium
K00123| M Sutturimonas .
Weaisssia
NA
2 e = 2 = e - 3
& ) B 0 =) 0 - 0 ™
s ; o =] : - &
= = 2 o Proporgio = = =)

Nota: K04072= acetaldeido desidrogenase/alcool desidrogenase, KO3778= D-lactato desidrogenase, KO3737
= piruvato-ferredoxina/flavodoxina oxidoredutase, K00172= piruvato ferredoxina oxidoredutase vy-
subunidade, KO00171= piruvato-ferredoxina subunidade (-16001 piruvato oxidoredutase, K00171=
subunidade deluvato de oxidoreduto-subunitase, KO0171= subunidade de oxidoreduto-oxidato-K0016701
piruvato ferredoxina oxidoredutase o subunidade, K00123= subunidade principal formato desidrogenase,
K00016 = L-lactato desidrogenase.

Visivelmente, diversos KO relacionados a obtencdo de H, foram observados em
menores propor¢des nas amostras do ensaio de otimizacdo em relacdo ao in6culo, como
K00172, K00171, K00170, KO0169 e K00123. A maioria destes KO foi relacionada a
Coprothermobacter, Defluviitoga, Helicobacter e Sulfirimonas. Pode-se supor que as
condicdes operacionais utilizadas nos ensaios de otimizacdo ndo foram favoraveis a estas
bactérias, uma vez que a maioria delas sdo termofilicas (GAGLIANO et al., 2015; MAUS
et al., 2015) e os ensaios no presente estudo foram realizados a 30 °C.

As enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) no inoculo e nas amostras do ensaio
de otimizacdo foram analisadas, com enfoque naquelas diretamente relacionadas com a
degradacéo de celulose/hemicelulose ou lignina (XIA et al., 2014; JANUSZ et al., 2017).
Além de quantificadas, foram relacionadas aos 10 géneros mais abundantes associadas a

cada CAZy (Figura 5.44). Vale ressaltar que as CAZymes foram definidas de acordo com a
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homologia de proteinas, ou seja, a mesma CAZy pode representar enzimas distintas com
atividades distintas (YIN et al., 2012).

O grupo liguinolitico das Atividades Auxiliares (AA) ndo corresponde
adequadamente as enzimas ativas dos carboidratos, mas por ser composto por enzimas
redox que atuam de forma complementar sdo consideradas em conjunto. A lignina, por
exemplo, ndo é um carboidrato, mas esté invariavelmente associada a polissacarideos na
parede celular da planta, na qual as fibras de celulose séo incorporadas em uma matriz de
lignina (JANUSZ et al., 2017). Neste estudo, alguns genes AA foram identificados, mas
um aumento entre a amostra do ensaio de otimizacgdo e o indculo foi observado para apenas
dois deles: AA7 (de <0,001 a 0,04%, respectivamente) ¢ AA4 (de <0,01 a 0,02%,
respectivamente). De acordo com Li et al. (2019), a maioria das enzimas relacionadas a
despolimerizacdo da lignina, como as peroxidases e lacases liguinoliticas, sdo produzidas
por fungos e poucas bactérias aerdbias, as quais oxidam os polimeros heterogéneos a
pequenas moléculas aromaticas, sendo as cepas e mecanismos envolvidos em sua
degradacdo em anaerobiose ainda pouco conhecido.

A familia lignolitica AA7 estd associada as atividades de glicoligossacarideos e
quitoligossacarideos oxidase [EC 1.1.3.-], reduzindo os residuos de glicosila finais de
oligossacarideos ligados por ligagdes a ou B-1,4-glicose. AA4 é um grupo &lcool vanilico
oxidase [EC 1.1.3.38] cujas enzimas podem catalisar a conversdo de compostos fenolicos
com cadeias laterais em seus anéis aroméaticos em aldeidos.

E importante ressaltar que o grupo AA3, principalmente relacionado a atividade da
celobiose desidrogenase [EC 1.1.99.18] foi observado em menor proporgdo nas amostras
do ensaio de otimizacdo (0,001%), quando comparado ao indculo (0,054%). No in6culo,
0s principais géneros relacionados com este grupo foram Aureimonas (24,07%) e
Burkholderia (22,22%). Zamocky et al. (2004) e Melo-Nascimento et al. (2018)
relacionaram o género Burkholderia a producdo extracelular de celobiose desidrogenase.
Nas amostras do indculo, o género Burkholderia foi altamente relacionado (22,22%) com
AA3 (celobiose desidrogenase), sendo importante mencionar a capacidade metabdlica
dessas bactérias em degradar lignina (AKITA et al., 2017), porém, foram obtidos 0,14 e
0,046% de abundancia relativa nas amostras do ensaio de otimizagdo e indculo,
respectivamente, provavelmente devido ao ambiente anaerébio das condigdes

experimentais.
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Figura 5.44. Proporcfes das Enzimas Ativas por Carboidrato (CAZymes) das classes Atividades Auxiliares
(AA) ou Hidrolise Glicosidica (GH) nas amostras de indculo (A) e do ensaio de otimizacdo (B), com os 10

géneros mais abundantes associados. As proporcoes foram calculadas considerando o nimero total de leituras

processadas em triplicata.
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Nota: AA7= glicoligossacarideo/quitoligossacarideo oxidase, AA6= 1,4-benzoquinona redutase, AA4=
vanilil-alcool oxidase, AA3= celobiose desidrogenase, AA2= lignina peroxidase, AA10= celulose
monoxigenase, AA1= lacase, GH9= celulase GH74= endoglicanase, GH53= endo-B-1,4-galactanase, GH51=
endoglicanase/p-xilosidase, GH5= exocelulase, GH48= endocelulase, GH44= endoglicanase/xiloglicanase,
GH28= poligalacturonase, B-mananase/B-GH26 1,3-xilanase, GH23= lisozima, GH10= endo-1,4-B-xilanase.

Os grupos AA e GH atuam de forma sinérgica, visto que ambos atuam nas estruturas
lignocelulésicas (MELO-NASCIMENTO et al., 2018). As Glicosideo Hidrolases (GH)
[EC 3.2.1.-] estdo incluidas no grupo das enzimas que hidrolizam a ligagéo glicosidica entre
dois ou mais carboidratos. A familia da celulase GH5 foi aquela que foi observado maior
aumento nas amostras otimizadas quando comparadas ao in6culo (0,071 a 0,015%,
respectivamente). De acordo com Xia et al. (2014), GH5 é uma exocelulase e membros da
ordem Clostridiales sdo conhecidos por desempenhar papel essencial na quebra da cadeia
da celulose, expressando essas enzimas como um complexo enzimatico extracelular
(celulossomas) ou CAZymes livres ndo celulossomais, que degradam a celulose cristalina.

Entre as muitas funcdes relacionadas com a familia de enzimas GH, é possivel
destacar endo-p-1,4-glicanase/celulase [EC 3.2.1.4], endo-pB-1,4-xilanase [EC 3.2.1.8], B-
glicosidase [EC 3.2.1.21], p-manosidase [EC 3.2.1.25] e celulose -1,4-celobiosidase [EC

3.2.1.91]. De acordo com Aspeborg et al. (2012), muitas enzimas neste grupo s&o



202

componentes celulossomais de bactérias, como Ruminiclostridium (e.g., R. cellulolyticum,
anteriormente C. celulolyticum) e sua faixa de temperatura 6tima estd em condicOes
mesofilas (YUTIN; GALPERIN, 2013). Dessa forma, é possivel afirmar que a temperatura
utilizada neste estudo (30 °C) pode ter sido favoravel para a expressdo desses genes
relacionados a tais enzaimas.

Outras familias relacionadas com a atividade celulase/hemicelulase cujo aumento
foi observado em pequenas propor¢des de <0,001% no inoculo a cerca de 0,01% nas
amostras do ensaio de otimizacdo, como GH74, GH28, GH8 e GH48. Dentre essas familias,
GH74 merece destaque, pois possui atividades de endoglicanase [EC 3.2.1.4],
oligoxiloglicano redutor de celobiohidrolase [EC 3.2.1.150] e xiloglicanase [EC 3.2.1.151].

GH48 é uma endocelulase conhecida, com atividade celobiohidrolase [EC
3.2.1.176], endo-B-1,4-glicanase [EC 3.2.1.4] e atividade da quitinase [EC 3.2.1.14], sendo
geralmente relacionada com membros da ordem Clostridiales (XIA et al., 2014). Vale
ressaltar que algumas espécies da ordem Clostridiales, como C. beijerinckii, mesmo nédo
sendo produtores de celulase (GOMEZ-FLORES; NAKHLA; HAFEZ, 2017), podem estar
indiretamente relacionadas a esta funcdo devido a sua capacidade de hidrolisar em sub-
produtos de celulose e hemicelulose, como glicose, celobiose e xilose (CEBREIROS;
FERRARI; LAREO, 2019).

Apbs sequenciar o genoma completo de C. beijerinckii isolado de uma planta de
processamento de vinhaca de cana-de-acucar, Fonseca et al. (2019) identificaram diversas
classes enzimaticas funcionais do grupo GH [EC 3.2.1.-], especialmente relacionadas a
atividade de B-glicosidase, como B-D-glicosideo e glicohidrolases [EC 3.2.1.21], que
possibilitam a hidrolise da celulose, uma vez que completam sua etapa final de degradacéo.
Além disso, 0s autores supracitados identificaram enzimas que codificam genes que estdo
diretamente envolvidas na obtencdo de Hz, como os genes que codificam o portador de
elétrons ferredoxina, piruvato-flavodoxina oxidoredutase [EC 1.2.7.-] e Fe-hidrogenase
[EC 1.12.7.2]. No presente estudo, o principal KO relacionado com os nimeros EC
mencionados para a atividade da p-glicosidase foi K05349 (55%), e com a obtencdo de H»
foi KO3737 (27,89%) no ensaio de otimizagéo.

Vale ressaltar que a familia GH23 foi visivelmente reduzida nas amostras
otimizadas, quando comparadas com o in6culo, de 0,11% para 0,01%. Esta lisozima
também é conhecida como peptidoglicano transglicosilase litica [3.2.1.17]. Uma possivel

explicagdo é que as condigdes utilizadas no ensaio otimizado n&o foram favoraveis a
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Sulfurimonas, género mais abundante relacionada a este CAZyme no indculo (16,36%). A
atividade da B-1,3-endoglicanase nesta espécie foi observada por Villa e Veiga-Crespo
(2009).

A ferramenta DESeq2 foi usada para identicar genes diferencialmente abundantes.
O total de 76.061 genes diferencialmente abundantes foi identificado, representando 52%
do total de 147.274 genes. Genes diferencialmente abundantes foram considerados como
aqueles com p-valor <0,005, e mais abundantes nas amostras de biomassa do ensaio de
otimizacdo do que nas amostras de inoculo. Estes resultados foram utilizados para analisar
as potenciais vias metabdlicas do processo, por meio da ferramenta Pathview.

Encontra-se em resumo na Figura 5.45 as possiveis vias de converséo de residuos
solidos de citros em Hz, bem como os principais compostos organicos acumulados durante
sua fermentac&o nas condigOes otimizadas (30 °C, pH 8,98 e 29,8 g.L! de substrato). De
maneira geral, é possivel afirmar que as condi¢6es aplicadas nos ensaios otimizados foram
favoraveis ao estabelecimento, tanto de bactérias degradadoras dos principais componentes
da biomassa lignocelulésica, como de bactérias produtoras de Hz, como Clostridium e

Paraclostridium.
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Figura 5.45. Possiveis vias de conversdo de residuos solidos de citros em H, e AOV em condicdes

otimizadas. Os nimeros EC mostrados entre colchetes representam apenas 0s genes significativamente

superabundantes nos reatores otimizados (p <0,005). Os valores entre parenteses representam a abundéancia

relativa dos principais géneros observados nos reatores otimizados.
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5.6 OBTENCAO DE BACTERIAS ANAEROBIAS CELULOLITICAS
5.6.1 Atividade celulolitica, isolamento e identificacdo

Apdbs a autofermentacdo das cascas e bagagos de citros (1:1) em reatores em
batelada, operados durante 48 h, com glicose como fonte de carbono e pH 7,0, foi possivel
isolar 12 col6nias de bactérias anaerobias, sendo observada producdo de H> em apenas 3
destas cepas. Em relacdo ao isolamento da cepa, foi possivel observar em placas de Petri
suas caracteristicas macromorfologicas, com coldnias pequenas (< 2mm), de forma
irregular, superficie planoconvexa, com bordas inteiras e lisas.

Morfologias semelhantes a bacilos de microrganismos autdctones aderidos a
superficie do bagaco de citros in natura foram observados por MEV. Além disso, por meio
de microscopia optica (Figura 5.46), foi possivel observar a prevaléncia de bacilos Gram-
positivos, alem de diversas estruturas similares a enddsporos e bacilos em fase de

esporulacdo, com enddsporos ovais e terminais.

Figura 5.46. Caracteristicas micromorfoldgicas do consércio celulolitico autdctone das cascas e bagaco de

laranja in natura, ap6s diluigdo seriada (102) em microscopia de contraste de fase.
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Nota: As setas vermelhas indicam as células de diplococos, as setas pretas indicam os bacilos contendo

endosporos e as setas brancas indicam os esporos. Aumento total de 1600X.

A cepa isolada (IS_2) para a qual foi observada maior obtencdo de H» foi
identificada como 99% similar a Enterococcus casseliflavus (Figura 5.47). Bactérias
semelhantes a Enterococcus podem ser entéricas, endofiticas e epifiticas. Bactérias deste
género sdo anaerdbias facultativas, Gram-positivas, formadoras de células ovéides, que
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ocorrem individualmente ou em duplas, com crescimento 6timo entre 30-37 °C (VOS et
al., 2009), como a temperatura utilizada neste estudo (37 °C).

Apesar de seu pH 6timo de crescimento ser 7,5, bactérias semelhantes a
Enterococcus possuem membrana celular impermeavel a acidos organicos, o que confere
resisténcia a ampla faixa de pH (4,5 a 10,0) (JOHN; CARVALHO, 2011). Na presente
pesquisa, o pH inicial dos reatores em batelada foi ajustado para 7,0. De acordo com
Huycke (2002), a via metabdlica predominante em Enterococcus pode variar de acordo
com suas condigdes de crescimento, com producao de HLac, HFor, HAc ou EtOH como
principais produtos finais da fermentagéo.

A presenca de Enterococcus no consorcio autofermentativo obtido a partir do
residuo solido de citros se justifica devido a caracteristica epifitica deste género, bem como
sua resisténcia a ambientes acidos. Cibis et al. (2016) observaram bactérias semelhantes a
Enterococcus casseliflavus, em sistemas mesofilicos de biogas alimentados com silagem
de milho, o que pode indicar afinidade destes organismos aos residuos lignocelulésicos.
Além disso, Mubarak e Soraya (2018) observaram resisténcia significativa (p <0,05) de
Enterococcus sp. em diferentes concentragdes de extrato de lima (Citrus aurantiifolia)
(6,25-100%), em pH minimo de 2,89, em temperatura mesofilica (37 °C) por periodo de
incubacéo de 72 h.

Nos testes de atividade celulolitica para a cultura IS_2, foi possivel observar
atividade significativa (p <0,05) quando comparada ao ensaio controle (sem indculo)
(Tabela 5.21). Apos o isolamento, a taxa de degradacdo de celulose para a cepa obtida
(IS_2) foi de 61,3+0,1%, aproximadamente 4,6 vezes maior em relagdo ao consorcio
autoctone. Além disso, houve mudanca de coloracgdo das fibras de papel apds o periodo de
incubacdo, uma vez que as fibras nos ensaios controle mantiveram-se com a coloracao
original (brancas), e as fibras dos ensaios contendo o consorcio celulolitico tornaram-se
amareladas, como descrito por Wang et al. (2011). Desta forma, é possivel inferir que a
cepa isolada seja celulolitica. De acordo com Herdian et al. (2018), diversas espécies de
Enterococcus podem apresentar atividade celulolitica.

Nas mesmas condicdes de pH (7,0) e meio de cultivo (PCS) do presente estudo,
Wang et al. (2011) caracterizaram consorcio autoctone obtido a partir da autofermentagao
de palha de arroz, e observaram a predominancia de bactérias semelhantes a Clostridium.
A atividade celulolitica do consorcio em fibra de papel filtro foi de 99,0+0,7%. A maior

eficiéncia na degradacéo de celulose observada por estes autores pode ser atribuida a maior
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temperatura de incubac&o (50 °C), favorecendo o crescimento de bactérias conhecidamente
celuloliticas neste consorcio, como Clostridium thermobutyricum e Clostridium
thermosuccinogenes  (atual ~ Ruminiclostridium  thermosuccinogenes)  (YUTIN;
GALPERIN, 2013). No caso especifico com residuos de citros, todos os ensaios foram
feitos a 37 °C.

Figura 5.47. Dendrograma de distancia genética do gene RNAr 16S de bactérias anaerdbias isoladas de
residuo sélido de citros in natura. A barra de escala representa o nimero de substituicbes por posicdo de
nucleotideo para cada dendrograma. Os nimeros de acesso de cada sequéncia estdo representados entre
parénteses. Os valores dos nos representam os valores de bootstrap (1000 réplicas). Utilizou-se a sequéncia
do gene RNAr 16S de E. coli (X80725.1) como grupo externo (4).

Enterococcus casseliflavus (HQ378524 1)
9o | Enterococcus casseliflavus (AF039903.1)

s Enterococcus casseliflavus (Y18161.1)

Isclated culture (1S_2)

Enterococcus pseuwdoavium (AF061002.1)

Clostridium saccharobutylicum (U16147.1)

100 ll: Clostridium butyricum (AJ458420.1)

75 Clostridium beiferinckii (X68179.1)
99 | Clostridium diolis (AJ458418.2)
@ Escherichia coli_ATCC 11775T (X80725.1)

Q.05

Tabela 5.21. Remogdo da fibra de papel filtro e p valor obtido® para a cepa isolada (IS_2), consoércio

autofermentativo e ensaio controle (sem inéculo).

Remocao | Significancia
(%) p valor (95%)
IS 2 61,3+0,12 0,0216 Significativo
Consorcio 13,4+0,3" 0,0397 Significativo
Controle 3,3+0,1° - -

2 p valor obtido em comparagao ao ensaio controle. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si para

o intervalo de confianca de 95% via Teste de Tukey.
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5.6.2 Parametros cinéticos

A massa seca celular (MSC) observada para a cepa (IS_2) nas condigcOes de
isolamento (37 °C, pH 7,0, 2 g de glicose por litro) foi proporcional a absorbancia de 600
nm (ODsoo), podendo ser calculada seguindo a proporcao de MSCe. casselliflavus: 29,54 ODs0o
(Figura 5.48). A velocidade de crescimento especifico obtida neste estudo, em 2 g.L de
glicose e pH 7,0 (u= 0,35 h), foi inferior & obtida por Parente et al. (1997) (u= 1,85 h')
para E. faecium em pH 5,5 e 5 g.L* de glicose a 37 °C. Além disso, o tempo de geragdo
(Tg) calculado para IS_2 foi de 1,98 h.

Uma das possiveis explicagdes para a menor velocidade de crescimento especifico
obtida no presente estudo, além de se tratar de espécie diferente, é que Parente et al. (1997)
utilizaram uma cepa padréo de Enterococcus (E. faecium DPC1146), enquanto no presente
estudo, utilizou-se uma cepa selvagem, nativa de residuos solidos de citros, que poderia
estar menos adaptada as condicOes de cultivo laboratorial. Até 0 momento, ndo h& dados
para comparacao de caracterizagao de E. casseliflavus na literatura.

Para outras espécies de Enterococcus, € possivel observar valores de Tg similares
aqueles obtidos para a cepa isolada (IS_2). Orandi et al. (2005) obtiveram Tg de 1,21 h para
Enterococcus faecium isolada de soro de queijo de reatores em batelada, operados com
meio de cultivo MRS (Sharlau Microbiology, Spain) a 37 °C, pH 6,5 e condicGes estaticas,
durante 16 h. Martinez et al. (2003) obtiveram Tg de 1,5 h em reatores operados a 37 °C e
pH 7,0 durante 48 h em Brain Heart Infusion (BHI), também para E. faecium (ATCC
49624. A partir destes resultados é possivel inferir que o Tg (1,98 h) da cepa isolada (IS_2)

foi similar ao de E. faecium nas mesmas condi¢des operacionais.



209

Figura 5.48. Tempo de geracdo (b) e relacdo entre massa seca e absorbancia (b) para a cepa isolada (IS_2).
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5.6.3 Vias fermentativas e metabolitos da cepa isolada

A cepa isolada filogeneticamente semelhante a E. casseliflavus (IS_2) foi
caracterizada quanto a utilizacio de diferentes fontes de carbono (2 g.L™* de amido,
celobiose, celulose, frutose, glicose, lactose, sacarose, xilose e residuo sélido de citros).
Ap0s periodo de incubagdo de aproximadamente 30 h verificou-se producéo de H, em todas
as condicdes, para as diferentes fontes de carbono testadas. Os principais metabdlitos
observados foram acido acético (HAc, 365 mg.L™?) a partir de xilose; etanol (EtOH, 345
mg.L 1) a partir de glicose; acido latico (HLac, 178 mg.L™) a partir da glicose; &cido
propiodnico (HPr, 184 mg.L) a partir do residuo sélido de citros e acido butirico (HBu, 70
mg.LY) a partir de lactose (Figura 5.49).
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Figura 5.49. Producdo de AOV e etanol a partir de diferentes fontes de carbono e potencial maximo de
concentragdo de H; (#) pela cepa isolada (IS_2).
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A partir das fontes complexas de carbono (polissacarideos amido e celulose) e
biomassa lignocelul6sica (residuo de citros), a maior concentracdo de H» foi a partir do
residuo solido de citros (13,9 mmol H..L™Y). Apesar de sua composicéo lignocelulésica, o
residuo solido de citros € rico em mondmeros prontamente assimilaveis, especialmente
glicose e xilose (CHOI et al., 2015), o que pode ter contribuido para maior obtencédo de H;
a partir deste substrato. Em relacdo a concentragdo de H> observada a partir de celulose
(4,3 mmol Ha.LY), é possivel inferir que a cepa isolada (IS_2) n&o é eficiente em sintetizar
as enzimas necessarias para hidrolise das ligagdes B entre as moléculas de glicose que
compde este polissacarideo, como apontado em Acs et al. (2015).

Wang et al. (2009) avaliaram o potencial de Enterococcus gallinarum, isolada de
ramem, na bioconverséo de celulose em Hz em condic¢Ges mesofilicas (37 °C) e pH inicial
de 6,5. Apds periodo de 5 h a conversdo foi de aproximadamente 2,4 mmol de H..g* de
celulose, sendo que os principais AOV produzidos foram HAc (971 mg.L™), HPr (623
mg.L ) e HBu (450 mg.L ™). Na presente pesquisa, o rendimento foi de 0,34 mmol de Ho.g"
! de celulose, além de predominancia de HAc (182 mg.L ™) e HPr (121 mg.L ™), o que pode
indicar menor afinidade da cepa isolada (IS _2) com esta fonte de carbono, quando
comparada a E. gallinarum.

A concentracdo de H» a partir de dissacarideos e polissacarideos foi similar aos
ensaios contendo glicose, amido e celobiose, respectivamente, de 7,7, 6,9 e 8,0 mmol Ha.L
!, Da mesma forma, foram obtidas concentragGes de H, semelhantes para as condi¢des com

frutose (7,2 mmol Hz.LY) e sacarose (7,3 mmol Hz.L1). Sabe-se que a sacarose é um
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dissacarideo de ligagdes a entre uma molécula de glicose e uma molécula de frutose (AN
etal., 2014).

Dentre 0os monossacarideos a maior concentracdo observada foi a partir da xilose
(10,3 mmol Ha.L™), bem como a maior producio de HAc (365 mg.L ™). A xilose é um dos
principais monémeros encontrados em residuos de citros (WILKINS et al., 2007; CHOI et
al., 2013, 2015), o que pode justificar a maior assimilacdo por microrganismos autéctones
deste tipo de substrato. A xilose tem estrutura com menos atomos de carbono (CsH100s),
quando comparado a glicose e frutose (CeH1206), aléem da sacarose (C12H22011) e demais
substratos utilizados, como os dissacarideos lactose (C12H22011) e celobiose (C12H22011),
os polissacarideos celulose e amido [(CeH100s)n].

A partir da xilose, via rota do HAc a producéo teérica é de 3,33 mol de H, (Equacao
5.1) e 1,67 mol de H, quando ha formagéo de HBu (Equagéo 5.2) (MAKINEN; NISSILA;
PUHAKKA, 2012). A partir da cepa isolada (IS_2), o rendimento foi de 1,0 mol de H: por
mol de xilose nos ensaios em pH 7,0.

Apesar do rendimento teorico de H» a partir da glicose ser maior em relacdo a xilose,
de 4 mols de Hz na via HAc e 2 mols de Hz via HBu (Equacdes 5.1 e 5.2, respectivamente)
verificou-se menor rendimento nos ensaios contendo glicose (0,91 mol de Hz.mol* de
glicose) (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012; EUKAIJTIS et al., 2018). Resultados
similares foram obtidos por Yin e Wang (2016), que utilizaram como indculo uma cepa de
E. faecium, obtendo 1,69 mol de Hz.mol™ de glicose em reatores em batelada. Além disso,
0s autores avaliaram diferentes pH iniciais (5-10) do meio reacional, sendo que o maior
rendimento de Hz ocorreu em pH 7,0, mesmo pH utilizado no presente estudo.

Nos ensaios contendo glicose como fonte de carbono, houve acimulo de EtOH ao
final da operagdo (345 mg.L?), enquanto nos ensaios a partir de xilose, houve menor
producio deste alcool (61 mg.L™?). Sabe-se que a predominancia da via solvetogénica em
reatores pode resultar em baixa obtencéo de Hz, uma vez que ha producéo de EtOH a partir
de HAc, ao invés de H, (Equagdo 5.11) (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012;
LUKAJTIS et al., 2018). Provavelmente, a variagdo da via metabdlica predominante
acarretou em menor concentracéo de H: a partir da glicose (7,7 mmol Hz.L!) em relagdo a
xilose (10,3 mmol Ha.LY).

CH5COOH + 2H, » CH;CH,0H + 4H,0 (Eq.5.11)
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Mékinen et al. (2012), avaliaram a obtencéo de H> a partir de diferentes fontes de
carbono por cultura mista de Clostridium acetobutulyticum e Citrobacter freundii, em
reatores batelada operados a 45 °C. Estes autores observaram que o rendimento de H> foi
maior a partir de pentoses do que a partir de hexoses, ou seja, de 0,71 mol Hz.mol* de
xilose e 0,61 mol Hz.mol™ de arabinose em relagéo a glicose (0,54 mol Hz.mol™ de glicose).
Além disso, os autores indicam que a fermentagdo de pentoses (xilose e arabinose) resulta
em maior obtengdo de H> e HAc, enquanto a fermentacéo de hexoses (glicose) favorece a
producdo de HLac.

Na presente pesquisa, foi possivel observar que houve maior producdo de HLac a
partir da glicose (178 mg.L ™) em relagéo a xilose (12 mg.L™?). O mesmo ndo ocorreu nos
ensaios contendo polissacarideos de glicose, como amido (27 mg HLac.L™?) e celulose (21
mg HLac.L™), provavelmente porque o produto final predominante a partir da fermentagdo
de glicose por Enterococcus é o HLac (VOS et al., 2009).

Em relacdo a producéo de AOV e &lcoois a partir de glicose e xilose, utilizando a
cepa isolada (IS_2), os principais metabolitos obtidos foram HAc, HBu, HPr e EtOH
(Figura 5.50). Foram obtidos 880 mg.L™? e 619 mg.L™ de AOV nos ensaios contendo
glicose e xilose, respectivamente. O acumulo de AOV pode acarretar na inibicdo da
producdo de H> devido ao aumento da permeabilidade de &cidos organicos ndo dissociados
na membrana celular, e consequente gasto de energia, a fim de excretar os protons via
transporte ativo contra o gradiente de concentracdo da membrana celular (INFANTES et
al., 2011). O acimulo de AQV resultou em menor pH final a partir da glicose (pH 5,7) em
relacdo a xilose (pH 6,4), o que pode ter contribuido para a inibicdo da producédo de H» da
cepa de E. casseliflavus (1S_2) (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012).
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Figura 5.50. Acidos organicos e alcool ao longo do periodo de incubagio com glicose (a) e xilose (b) para a

cepa isolada (IS_2).
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Yun, Wee e Ryu (2003) observaram que a fonte de carbono pode afetar diretamente
a rota metabdlica prevalente para cepa de Enterococcus faecalis. A partir de glicose, frutose
e maltose houve maior rendimento de HLac (0,96 g de HLac.g™* de carboidrato), enquanto
a partir de galactose, amido e xilose houve maior producéo dos acidos formico e HAC.

Da mesma forma, no presente estudo, houve diferenca entre os metabdlitos a partir
de diferentes fontes de carbono. O acido em menor concentra¢cdo ao longo de ambos os
ensaios foi HPr, com producdo méaxima de 14 mg.L™ e 151 mg.L™? a partir de glicose e
xilose, respectivamente. Na via metabolica de formagéo do HPr, ha consumo de 2 mols de
H> a cada mol de glicose consumida (Equacéo 3.5) (LI; FANG, 2007; GHIMIRE et al.,
2015).
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Apesar da desvantagem da producéo de HPr em processos de obtencao de Ho, houve
maior producio deste acido (119 mg HPr.L) no reator contendo xilose, no qual houve
maior producdo de Hz, em relagdo a glicose (53 mg HPr.L1). Entretanto, maior acimulo
de HAC a partir da xilose (365 mg HAc.L™) foi observado em relagdo a glicose (243 mg
HAc.L?), o que pode justificar a maior obtencéo de H: a partir da xilose, mesmo com maior
acumulo de HPr.

De acordo com Infantes et al. (2011), a acidificacdo do meio reacional pode levar a
retencdo de prétons (H*) e a formacdo de HPr. O pH final do meio reacional apés a
fermentacdo de xilose e glicose foram de 5,4 e 5,7, respectivamente. Desta forma, € possivel
inferir que o favorecimento da producdo de HAc ocasionou maior acimulo de AOV e
consequente acidificacdo do meio reacional, levando a mudanca na via metabodlica e
producdo de HPr.

No ensaio contendo glicose, HBu e HAc foram os principais metabdlitos (758 mg.L"
1 ¢ 362 mg.L?, respectivamente), enquanto a partir da xilose, houve mudanca de rota
metabdlica, uma vez que o principal metabdlito observado foi HAc (897 mg.L™?).
Resultados similares foram obtidos por Makinen (2012), com consércio misto de
Clostridium acetobutulyticum e Citrobacter freundii, sendo que HBu foi o principal
produto metabdlico a partir de glicose.

Em relacdo a remocéo de carboidratos (Tabela 5.22), ndo foi verificada diferenca
significativa para o intervalo de confianca de 95%, sendo que houve consumo maximo de
94% a partir de frutose. Resultados similares foram observados por Maintinguer et al.
(2017) na caracterizacao nutricional de uma cepa de Enterobacter sp. isolada de residuos
de cervejaria, com 85,6% de consumo de glicose ap6s 8,8 h de incubacdo. O maior
percentual de remocdo de carboidratos observado no presente estudo pode ter ocorrido
devido ao maior tempo de incubacdo dos reatores (30 h).

Nos ensaios contendo residuo de citros como substrato, verificou-se variacéo
significativa (p <0,05) do pH, sendo o menor valor (pH 5,3) ao final do periodo de
incubagdo de 12 h. E possivel inferir que a reducdo do pH inicial (7,0) ocorreu devido &
producdo de AOV ao final do processo fermentativo. Além disso, no ensaio contendo
residuo solido de citros, houve converséo total dos carboidratos soltveis disponiveis no
inicio do processo e, ainda, a maior concentragdo de H, (13,9 mmol Hz.L?).

A menor obtencgdo de H ocorreu a partir de lactose (4,3 mmol H2.L™Y) e celulose

(4,3 mmol Hz.L'1), além de menor variagdo de pH (6,4 e 6,6, respectivamente). De acordo
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com Acs et al. (2015), polissacarideos podem ndo ser ideais como substrato para
Enterococcus, que ndo possuem aparato enzimatico para clivagem destes polimeros. Sendo
assim, é possivel inferir que a obtengdo de H2 a partir de residuo solido de citros foi
favorecida devido a presenca de glicose e xilose como principais componentes deste
residuo (CHOI et al., 2015).

Foram observados 2,90 mg.L™ de fendis no ensaio contendo residuo sélido de
citros, provavelmente devido a degradacdo de componentes de residuos lignocelulésicos,
como a lignina e a hemicelulose (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018).

Tabela 5.22. Remocao de carboidratos e pH final dos reatores em batelada, operados com diferentes fontes

de carbono para a cepa isolada (I1S_2).

Fonte de Carbono Remocao de carboidratos (%) pH

Amido 94+2.1 6,62+0,0
Celobiose 94+0,7 6,45+0,0
Celulose 94+1 .4 6,61+0,1
Frutose 95+2,5 6,44+0,0
Glicose 94+2.1 5,73+0,0
Lactose 94+1,4 6,44+0,0
Sacarose 93+0,7 6,49+0,0

Xilose 94449 5,38+0,0
Residuo solido de citros 9445 4 5,30+0,1

5.6.4 Efeito da concentracédo de xilose

Uma vez que a xilose é um dos principais monémeros que compe os residuos do
processamento de citros, informacdes acerca de sua faixa 6tima de concentracdo para uso
em processos anaerdbios tornam-se desejaveis. A xilose foi 0 mondmero a partir do qual
houve maior obtencéo de Hz (10,3 mmol H2.L ) e HAc (365 mg.L™), portanto, realizou-se
a caracterizacdo da concentragdo de H> obtida a partir de diferentes concentracfes desta
pentose (0,53 a 6,47 g.L 1), sendo de 3,0 a 12,9 mmol Ha.L™.

Nos ensaios com menor concentragdo de substrato (0,53 e 1,0 g xilose.L?), houve
estabilizacdo da concentracdo de H. em menor tempo quando comparados aos ensaios com
maior concentracéo (3,5; 6,0 e 6,45 g de xilose.L ™). No ensaio com 0,53 g de xilose.L™?, a
estabilizagdo da concentracéo de Hz ocorreu em aproximadamente 10 h, enquanto no ensaio
contendo 6,45 g de xilose por litro, a estabilizacdo ocorreu em aproximadamente 40 h de
operacdo (Figura 5.51).
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Figura 5.51. Concentracdo de H; pela cepa isolada (IS_2) em funcdo do tempo com diferentes concentracdes
de xilose.
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Quanto maior a concentracao de xilose, maiores velocidade especifica méxima de
obtencgdo de H foram observados, sendo a maior de 0,53 mmol Hz.h para 6,47 g.L ! de
xilose e a minima de 0,28 mmol H.h™* para 0,53 g.L™* de xilose. Da mesma forma, maiores
A (10,02 h't) foram observados para maior concentragdo de xilose (6,47 g de xilose.L™?) e
0 menor de 4,49 h't em 0,53 g de xilose.L™ (Tabela 5.23).

Tabela 5.23. Pardmetros de Gompertz modificado e densidade dptica da cepa isolada (I1S_1) obtidos a partir
de diferentes concentracdes de xilose.

Xilose P Rm A R?2 H  OPew ;Orrt];)lﬁc;t%es
(LY (mmol HoL?)  (mmol Hzh?)  (hY) P (nm) (96)
0,53 3,0 0,28 449 093 677 029 92,73
1,0 6,9 0,26 630 098 618 032 94,70
35 11,5 0,46 645 099 600 065 98,70
6,0 12,9 0,48 1026 099 554 1,09 92,10
6,47 12,9 0,53 10,02 098 557 117 92,07

Nota: Potencial maximo de concentragdo de H; (P), velocidade especifica maxima de obtencdo de H, (Rm),

tempo de inicio da obtencéo de H (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

A remocéo de carboidratos foi superior a 90% em todas as condi¢des avaliadas,
entretanto, 0 maior valor observado foi para o ensaio com 3,5 g de xilose.L™, seguido do
ensaio contendo 0,53 g de xilose.L™ (98,70 e 92,73%, respectivamente). A menor remogao
de carboidratos (92,07%) foi observado no ensaio com 6,47 g de xilose.L™ . Para avaliagéo

das respostas P, Rm, A, pH, ODeoo € remocao de carboidratos considerou-se a significancia
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da regressdo, residuos, a falta de ajuste e erro puro a partir da Anélise de Variancia
(ANOVA), no intervalo de confianca de 95% (Tabela 5.24). Em relagéo a P, considerou-
se que a concentracdo de substrato teve efeito positivo (3,7 mmol H.L™?) para potencial
méaximo de concentragédo de Hz. O valor maximo de P previsto via modelo de regressao foi
de 13,1+0,9 mmol H2.L%, com 5,68 g.L ! de xilose. Concentragdes similares de substrato
(5 g de glicose.L™?) foram avaliadas por Yin e Wang (YIN; WANG, 2016), que obtiveram
6,1 mmol H..L?, utilizando E. faecium, em reatores em batelada operados a 35 °C e pH
7,0. Desta forma, € possivel inferir maior afinidade de Enterococcus a xilose em relacao a
glicose.

Em relacdo a Rm, o aumento da concentracdo de substrato foi proporcional ao
aumento deste parametro, ou seja, teve efeito positivo (0,11 mmol Hz.h'). Desta forma, o
Rm previsto foi de 0,54+0,03 mmol Hz.h? para 5 g de xilose.L™. Para A, foram obtidos
9,92+0,64 h para 6,47 g de xilose.L’. Entretanto, sabe-se que o aumento de A ndo ¢é
desejavel para o processo, uma vez que ha aumento do tempo necessario de reacéo.

Para o pH, foi observado efeito negativo, ou seja, quanto maior a concentracéo de
substrato, menor o pH da reacdo (5,52+0,13), provavelmente devido a producdo de AOV
oriundos da fermentacdo (LUKAIJTIS et al., 2018). O acimulo de AOV pode levar a
diminuigdo do pH, o que pode acarretar em inibicdo da biomassa fermentativa e,
consequentemente, menor obtengdo de Hz (ROSA; SILVA, 2017; FONSECA,
SCHMIDELL; REGINATTO, 2018).

A ODeoo foi proporcional ao aumento da concentragdo de substrato, uma vez que
quanto maior a concentracéo inicial de xilose, maior a absorbancia (efeito positivo de
1,12+0,09), devido ao crescimento celular. Por fim, para o consumo de carboidratos,
observou-se efeito negativo, sendo possivel inferir que quanto maior a concentracdo de
substrato, maior o consumo de carboidratos. Entretanto, a partir de 3,5 g.L™, este aumento
ndo foi significativo. Apesar do aumento da concentracdo de substrato ter efeito positivo
na concentragéo de Hz, e no aumento da biomassa, a partir de determinada concentracéo de
xilose (3,5 g.L?), sua adicdo ndo foi mais significativa tanto para o aumento da
concentracdo de Hz quanto para o consumo de carboidratos.

Rabelo et al. (2018a) avaliaram a influéncia de diferentes concentragdes de
substrato (2,0; 5,0 e 10,0 g de celulose.L™) na obtengéo de Hy, partir de consércio composto

por Clostridium sp., Klebsiella sp., Routella sp. e Desulfovibrio sp., sendo obtido 14,77;
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39,25 e 22,53 mmol H..L™, respectivamente. Os autores observaram que o aumento da
concentracdo de substrato de 5,0 g.L! para 10 g.L causou maior acimulo de AOV e
reducéo do pH, o que justifica a menor concentragdo de Hz nos ensaios com 10 g.L* (22,5
mmol Hz.L), em comparacdo a 5 g.L* (39,2 mmol Hz.L™Y) de celulose. Na presente
pesquisa, foi observada maior concentracdo de H» proporcional ao aumento da
concentracéo de substrato de 0,53 para 3,5 g de xilose.L™?, obtendo-se 13,0 e 11,5 mmol

H..L, respectivamente.

Tabela 5.24. Modelo de regressdo e ANOVA para as respostas potencial maximo de concentracéo de H; (P),
velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (Rm), tempo de inicio da obtencdo de H (1), pH, densidade
oOptica (ODegoo) e consumo de carboidratos nos ensaios em diferentes concentragdes de xilose (0,53 26,47 g.L

1) pela cepa isolada (I1S_2).

Modelo Fonte de Soma de Quadrados 9 F valor
Variacdo quadrados médios calculado P
Regressao 77,5 38,8 96,44 40,6 0,0067
P (mmol.L™1) EZIT:ES 2,9 1,0
_ 2
11,71 + 3,69 x; — 2,37 x§ ajuste 2,5 1,3 4,0 0,3318
Erro puro 0,3 0,3
Regressdo 0,1 0,0 94,35 25,1 0,0134
Rm (mmol.h™1) ESIstlzgzg 0.0 0.0
0,41+ 0,11 x, ajuste 0,0 0,0 8,7 0,2331
Erro puro 0,0 0,0
Regresséo 244 12,2 91,91 17,0 0,0230
A () Faade o o
7,33+ 2,18x, ajuste 2,1 1,1 214,2 0,0482
Erro puro 0,0 0,0
Regressédo 0,9 0,0 85,96 9,2 0,0526
pH = Residuo 0,1 0,1
6,03 — 0,43 x4 Fa_lta de 01 0.0 6.9 0,2600
ajuste
Erro puro 0,0 0,0
Regresséo 0,7 0,3 93,67 22,2 0,0159
Residuo 0,0 0,0
065 + o3 Falta de 0,0 0,0 00 09938
’ ) Xl aJUS'[e 1 1 1 )
Erro puro 0,0 0,0
Regresséo 45,1 22,6 94,94 22,8 0,0113
Residuo 2,4 0,8
Consumo de carboidratos  Falta de
98,40 — 4,50 x? ajuste 2,0 1.0 2.8 0,3921
Erro puro 0,4 0,4

Nota: Potencial maximo de concentragdo de H; (P), velocidade especifica maxima de obtengdo de H, (Rm),

tempo de inicio da obtencéo de H (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.
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5.6.5 Aplicacdo em residuo sélido de citros e bioaumentagao

Apesar do residuo sélido de citros se tratar de residuo lignoceluldsico, contém
elevadas concentracfes de carboidratos prontamente disponiveis, como 0s mondmeros
glicose (35,5% da massa seca) e xilose (2,2% da massa seca) (CHOI et al., 2015). Esta
composicdo pode ser conveniente para uso deste residuo como substrato fermentativo.

A partir da glicose como fonte de carbono, foram obtidos potencial méximo de
concentracdo de Hz (P), velocidade especifica maxima de obtencdo de H2 (Rm) e A de 9,1
mmol Hz.L™, 0,14 mmol Hz.h! e 4,08 h, respectivamente. Foi possivel constatar que houve
maior concentracdo de Hz no ensaio de bioaumentacdo com E. casseliflavus (13,9 mmol
H2.L 1) com residuo sélido de citros (Tabela 5.25) (Figura 5.52).

Maiores Rm foram obtidos em ensaios contendo glicose (1,99 mmol Hz.h1), quando
comparado ao ensaio de autofermentagdo (1,03 mmol Hz.h™?) e bioaumentagéo (1,01 mmol
H..h'1), provavelmente devido a facilidade de assimilagdo da glicose quando comparado a
substratos complexos, como residuo sélido de citros. Além disso, o acimulo de fenois a
partir do residuo solido de citros (2,90 mg.L™) pode ter contribuido para menor Rm nestes

ensaios.

Tabela 5.25. Pardmetros referentes ao modelo de Gompertz modificado?, para concentragdo de H, para 0s

ensaios com diferentes substratos (glicose e residuo sélido de citros), bioaumentacao e autofermentacéo.

Ensaios

Parametros . . ~ Autofermentacao
Glicose Bioaumentacgéo . ~
+ bioaumentacéo

P (mmol HoLY) 9,1 75 139
Rm (mmol Hz.hY) 1,99 1,03 1,01
A (h) 4,08 5,27 212

R? 0,99 0,96 0,97

2 potencial maximo de concentracao de H; (P), velocidade especifica maxima de obtencéo de H, (Rm), tempo

de inicio da obtencdo de H; (1) e R? obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

Uma vez que a xilose é o principal mondmero em residuos de citros (WILKINS et
al., 2007; CHOI et al., 2015), e a maior concentracdo de H> ocorreu nos ensaios contendo
xilose como Unica fonte de carbono (10,3 mmol H..L™Y), é possivel inferir que o residuo
solido de citros foi favoravel a obtencéo de H,. Além disso, a presenca de microrganismos
autoctones presentes no bagaco de citros pode ter contribuido para o aumento da

disponibilidade de aglcares fermentéveis no meio reacional (HARUTA et al., 2002).
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E possivel inferir que o aumento da biomassa da cepa isolada (IS_2) conciliada &
comunidade autéctone do residuo sélido de citros (autofermentacdo + bioaumentacgdo)
afetou positivamente a obtencdo de H». De acordo com Lin et al. (2017) e Valdez-Vazquez
et al. (2015), as bactérias autoctones tem maior afinidade ao seu residuo de origem do que
quando aplicadas em outros substratos, o que justifica a importancia do estudo da
microbiota especifica do residuo solido de citros.

Figura 5.52. Remogéo de carboidratos totais (®) e potencial maximo de concentragdo de H, do ensaio
contendo glicose (m), bioaumentagao (residuo sélido de citros + IS _2) (#) e autofermentagio + bioaumentacéo
(apenas residuo solido de citros) (A) nos reatores em batelada inoculados com a cepa (IS_2) isolada de

residuo sélido de citros.
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A obtencdo de H> utilizando a cepa isolada (IS_2) pode ser comparada ao uso de
consorcios com predominancia de Clostridium a partir de diferentes residuos, como xilose
(MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012), residuos lignocelulésicos (BRAGA et al.,
2017; LIN et al., 2017; VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2019) e celulose (RABELO et al.,
2018b), e em condicdes operacionais similares (pH neutro e temperatura mesofilica)
(Tabela 5.26).

Yin e Wang (2016) obtiveram 116 mmol Ha.L™ a partir da fermentacéo de glicose
com E. faecium, o que pode indicar maior afinidade desta cepa com a glicose em
comparacdo a cepa isolada (IS_2). Entretanto, estes autores utilizaram maiores

concentragdes de glicose (15 g.L ) do que no presente estudo (2 g.L™?). A partir destes
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resultados, é possivel inferir que novos estudos acerca das condi¢es 6timas para obtencdo

de H2 por meio de cepas isoladas sdo necessarios para o estabelecimento das condi¢des

operacionais mais indicadas para cada organismo em diferentes substratos.

Tabela 5.26. Concentracdo de H; a partir de diferentes substratos e inéculos.

In6culo Substrato  Reator pH t°C mmol Ho.L™*! Referéncia
C. acetobutulyticum + . - Makinen et al.
Citrobacter freundii Xilose CSTR 68 45 73 (2012)
Residuos
Consdrcio autdctone de Batelada 8,0 55 6,4 Lin et al. (2017)
cogumelos
Consorcio misto Celulose Batelada 6,8 37 39,2 Rabelo et al.
(2018a)
C. acetobutylicum + C. Palha de Batelada 55 37 176 Valdez-Vazquez et
cellulovorans trigo al. (2019)
. Bagaco de
C. ceIIquIyt|cu-m cana-de- Batelada 7,0 37 7,6 Braga et al. (2017)
(atual R. cellulolyticum) aclicar
Enterococcus faecium Glicose Batelada 7,0 35 116 Yin e Wang (2016)
Enterococcus residuo
casseliflavus so(!:?rg Sde Batelada 7,0 37 13,9 Presente pesquisa

* continuous stirred-tank reactor.

A partir do monitoramento da producdo de AOV ao longo do periodo de incubacgéo

(Figura 5.53), é possivel notar que HAc e HBu foram os principais metabdlitos tanto a

partir de glicose quanto a partir de residuo sélido de citros. Entretanto, a partir de residuo

sOlido de citros, houve maior producdo de HPr, de 284 mg.L! no ensaio de

autofermentacdo + bioaumentacgio e 95 mg.L™ no ensaio de bioaumentagéo, comparados a

apenas de 14 mg.L* a partir da glicose.
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Figura 5.53. Compostos organicos a partir da glicose (A), autofermentacdo do residuo sélido de citros +

bioaumentagdo (B) e bioaumentacéo (C) ao longo do tempo de operagdo dos reatores em batelada.
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De acordo com Ruiz e Flotats (2016), quanto maior a concentragdo de limoneno,
maior o acimulo de AQV, especialmente HPr. Os principais metabdlitos observados a
partir da autofermentagdo do residuo sélido de citros foram HAc (805 mg.Lt), HBu (909
mg.L ) e HPr (284 mg.L™?). A producéo de HPr foi crescente no ensaio de autofermentagéo
do residuo solido de citros, sendo que foram obtidos 50 mg.L™* em 9 h de incubacéo e 284

mg.L* ao final da fermentagdo. No ensaio de bioaumentacéo, foram obtidos 482 mg.L™ de
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HPr apds 3 h, sendo que a concentragcdo deste composto ao final do processo fermentativo
foi reduzida para 95 mg.L™. Desta forma, é possivel inferir que a bioaumentagéo da cepa
isolada (IS_2) favoreceu a producdo de HAc a partir do residuo solido de citros e,
consequentemente, a obtencédo de Ho.

Apesar da producgdo de HPr ndo ser favoravel a obtencdo de H», destaca-se que a
producido de HAc foi superior no ensaio de bioaumentacio (886 mg.L™) quando comparado
a glicose (303 mg.L ™), o que justifica a maior obtencdo de H, a partir da bioaumentagao,
uma vez que a via acetogénica é favoravel a producéo deste composto (LUKAIJTIS et al.,
2018). Da mesma forma, Su et al. (2016) observaram que apos 30 dias de fermentacdo em
reatores em batelada operados com esterco suino como indculo, os principais AOV
produzidos a partir de residuo de citros foram HAc (2610,7 mg.L™?), HPr (56,2 mg.L ™) e
HBu (27,5 mg.L ™).

Wang et al. (2009) relataram o potencial de E. gallinarum para obtencéo de H; a
partir de celulose (Avicel; 5 g.L %), obtendo 2,38 mmol de H..g? de substrato, com co-
producdo HAc, HPr e HBuU ao final do periodo de incubacéo. Yin e Wang (2016) obtiveram
1,69 mol de Hz.mol* de glicose utilizando E. faecium como inéculo, com prevaléncia da
via acetogénica ao longo do processo. Desta forma, é possivel inferir que a degradacao de
substratos complexos pode favorecer a producdo de HPr, ao contrario dos substratos
simples, tais como 0s monémeros.

Encontram-se resumidas na Figura 5.54 as possiveis vias de conversao dos residuos
solidos de citros e diferentes carboidratos (poli, di e monossacarideos) em Hz, bem como
0s principais compostos organicos acumulados durante a fermentagéo pela cepa isolada de
E. casseliflavus (IS_2). E importante salientar que diferentes compostos podem ser
produzidos de acordo com cada substrato utilizado, devido as suas caracteristicas e as
etapas necessarias a sua fermentagdo (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012; SINHA,
PANDEY, 2014; LUKAJTIS etal., 2018; MAZARELI et al., 2019). Outro fator importante
é 0 pH, uma vez que o piruvato pode ser convertido em HLac em pH entre 5,0-6,0, mas em
pH neutro ou ligeiramente alcalino os principais metabolitos sdo EtOH e HAc, como pode
ser observado no presente estudo a partir de glicose a pH 7,0, sendo obtidos 345 e 243
mg.L* de EtOH e HAc, respectivamente. O esquema foi proposto de acordo com Vos et

al. (2009) e os resultados a partir de diferentes substratos descritos no presente estudo.
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Figura 5.54. Possiveis vias de conversdo de residuo sélido de citros (RSC), polissacarideos e
monossacarideos aos principais metabdélitos observados na fermentacdo de E. casseliflavus. HAc = &cido

acético; HBu = acido butirico; HPr = acido propidnico; HLac = acido latico; EtOH = etanol.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.7 POTENCIAL METANOGENICO
5.7.1 Obtencao de biogas e AOV

Apos o periodo de incubacéo de aproximadamente 22 h, foram obtidos P de 13,29
mmol Ha.L?, Rm de 2,46 mmol Hz.h™ e A de 8,76 h na Fase I, nas condicdes de 30 °C, pH
8,5,2,259STV.L de indculo autdctone, 3 gSTV.L de indculo aldctone, 5 g.L ™t de residuo
sélido de citros, 40% de headspace e 5 g.L ™! de NaCl. Neste estagio, ndo foi possivel
detectar producdo de metano (<1,17 mmol CHa.L™).

Apos descarte da fracdo solida, a fracdo liquida do reator fermentativo obtido na
Fase | (reator acidogénico) foi utilizado como substrato da Fase Il (reator metanogénico),
que teve como principal objetivo a obtencdo de CHa, a fim de simular um sistema de duas
fases (fase acidogénica a partir de residuos sélidos de citros e fase metanogénica a partir
da fracdo liquida do primeiro reator).

Os reatores foram monitorados por periodo de aproximadamente 700 h (Figura

5.55). De acordo com os dados obtidos (Tabela 5.27), estima-se que o P calculado para
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concentragdo de CHs foi de 50,2 mmol CH..L™?, a velocidade méaxima da reagéo foi de 0,2
mmol CHa.h! e 0 tempo de inicio da obtengdo de CH4 foi de 281,4 h. Além disso, é possivel
observar que o aumento da velocidade teve inicio em aproximadamente 240 h de
incubacdo, coincidindo com o momento no qual a producdo de hidrogénio cessou,
possivelmente devido a atividade de bactérias homoacetogénicas e/ou arqueias

metanogénicas hidrogenotroficas.

Figura 5.55. Concentracdo de H na Fase | e obtencdo de H, e CH4 na Fase Il.
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Tabela 5.27. Pardmetros cinéticos de obtencdo de H, e CH4 nas fases | e 11, respectivamente.

Parametros Fase | (H2) Fase Il (CHa)
P (mmol.L?) 13,29+0,48 50,2+2,3
Rm (mmol.h?) 2,46+0,35 0,2+0,01
A (h) 8,73+0,40 281,4+10,42
R? 0,99 0,98
Producdo especifica 39.7 187.4

Nota: (-) Néo detectado. Produgéo especifica= mL.gTVSrsc.L™. Potencial maximo de concentragdo de H;
(P), velocidade especifica maxima de obtencdo de H, (Rm), tempo de inicio da obtencdo de Hz (1) e R?
obtidos da equacdo de Gompertz modificada.

Forgacs et al. (2012) obtiveram concentragdo maxima de 247,7 mmol CHa.L?
utilizando residuo de citros tratado por explosao a vapor com indculo de reator de planta
de producéo de biogas. Calabro et al. (2016) utilizaram diversos indculos para a obtencéo

de metano a partir de residuos de citros, tais como residuos industriais e residuos

Hy Fase 1l (mmol.l.'l)
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agroindustriais, sendo obtidos os melhores resultados em experimentos em condi¢édo
mesofila em reatores em batelada, com concentragio de 33 mmol CHa.L?. Destaca-se ainda
a obtencdo de 0,01 mmol CH..L? utilizando residuo pré-tratado de citros com indculo de
estrume suino e lodo de esgoto (SU; TAN; XU, 2016). Quando comparados aos trabalhos
mencionados, é possivel concluir que a obtencéo de metano observada na presente pesquisa
foi satisfatdria (50,2 mmol CHa4.L™), especialmente considerando-se que néo foi necessario
pré-tratamento inicial dos residuos solidos de citros, uma das etapas mais onerosas do
processo.

Tendo em vista que altas concentra¢fes de compostos organicos sao inibitorias aos
microrganismos metanogénicos, é a faixa ideal para processos metanogénicos é entre 6,5-
7,5, tem-se investido em sistemas de duas fases, a fim de favorecer os microrganismos
especificos de cada etapa do processo fermentativo a partir do ajuste das varidveis
operacionais Otimas para cada estadgio — hidrdlise/acidogénese (Fase 1) e metanogénese
(Fase 11). Liu et al. (2006) apontam que a obtencdo de metano a partir de residuos sélidos
chega a ser até 21% maior em processos de duas fases quando comparado a uma unica fase,
provavelmente devido a hidrdlise avancada do substrato durante a primeira etapa, na qual
hé obtencdo de hidrogénio e &cidos organicos, enquanto a obtencdo de hidrogénio pode
aumentar em até 88%.

Na presente pesquisa, 0o acumulo de AOV ao final da fase acidogénica,
especialmente HAc, favoreceu a obtengdo de Hz na Fase Il devido a presenga de arqueias
metanogénicas acetoclasticas. Neste estudo, os valores de P para H2 na Fase 1 e metano na
Fase 2 foram de 13,29 mmol H..L'* e 50,2 mmol CH..L™?, respectivamente. Da mesma
forma, Braga et al. (2018) avaliaram o potencial do efluente do processo fermentativo em
batelada de bagaco de cana-de-agucar, a partir de lodo de reator UASB como indculo,
utilizando bateladas em duas fases. Os autores obtiveram concentracdo méaxima de 7,6
mmol CH4.L™ na Fase II.

Cremonez et al. (2020) avaliaram a separacéo das fases acidogénica e metanogénica
em reatores alimentados com polimero a base de amido de mandioca em reatores semi-
continuos de fluxo ascendente, e obtiveram 26,69 mmol Hz.L* and 528,2 mmol CHa.L™.
Provavelmente, os maiores valores obtidos por Cremonez et al. (2020) estejam
relacionados a configuracdo reacional e caracteristicas do residuo usado como substrato,

bastante diferente dos valores obtidos na presente pesquisa.



227

Os resultados referentes as andlises fisico-quimicas dos reatores do ensaio de
potencial metanogénico encontram-se resumidos na Tabela 5.28. A partir das analises
estatisticas para o intervalo de confianca de 95%, foi possivel observar diferenca
significativa (p <0,05) quando comparados os dados de SST (p=0,01067), SSV (p=
0,1199), carboidratos totais (p=0,01547), DQO¥iirada (p= 0,04405) e concentracdo de fendis
totais (p= 0,006931) das fases | e Il. Da mesma forma, a variacdo do pH foi considerada
como estatisticamente nado significativa (p= 0,05614).

A concentracdo inicial de limoneno no residuo sélido de citros bruto foi de 14.700
mg.kg™. Sendo assim, entende-se que a concentragao inicial desse composto na Etapa | foi
de aproximadamente 220,5 mg.kgt. Uma vez que Calabrd et al. (2016) estabeleceram que
valores acima de 200 mg.kg™ de limoneno s&o inibitdrias a metanogénese, é possivel inferir
que a presenca desse composto foi um dos motivos para a ausencia de concentragdes
significativas de CHa4 no biogés no Estagio |.

Neste estudo, o pH inicial na Fase | foi ajustado para 8,5, atingindo 6,7 apés a
fermentacdo, enquanto na Fase 11 o pH inicial foi ajustado para 7,0, com pH final de 7,4, o
que pode ter potencializado o efeito inibitério do limoneno na Fase I. Sabe-se que o pH
ideal para acidogénese e metanogénese sdo distintos, ou seja, &cido e neutro,
respectivamente. Provavelmente, na condicdo da Fase 1 (reator acidogénico) a acgéo
antimicrobiana do limoneno pode ter sido potencializada inviabilizando a obtencdo de
metano, uma vez que sua concentragao inicial na Fase | foi de 220,5 mg.L%, ou seja, acima
do limite inibitério de 200 mg.L™ estabelecido por Calabro et al. (2016). Burt (2004)
descreveu que varios parametros podem afetar a toxicidade do limoneno e outros dleos
essenciais, sendo o pH um deles, que em condic6es acidas pode aumentar sua toxicidade.

A concentracéo inicial de limoneno na Fase Il foi de 0,58 mg.kg™. Uma vez que a
concentragéo inibitéria minima de limoneno é estimada em aproximadamente 200 mg.kg™
(CALABRO et al., 2016; RUIZ; FLOTATS, 2016). Sob tais condigdes, é possivel inferir
que ndo houve inibicdo da metanogénese na Fase Il em funcdo da concentracdo de
limoneno. Entretanto, este composto ndo foi observado ao final do periodo de operagéo da
Fase I, que pode indicar sua volatilizacdo para o headspace ou degradacdo em p-cimeno,
um composto menos toxico comumente gerado a partir da degradacdo do limoneno em

anaerobiose.
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Tabela 5.28. Parametros fisico-quimicos dos reatores do ensaio de potencial metanogénico ao final do

periodo de operacgdo da Fase | e Fase Il.

Sélidos (g.L?) Fase | Fase Il
SST 1,71+0,2 0,58+0,1
SSvV 1,11+0,1 0,40+0,1
DQO¥itraca (9.L2) 18,85+0,2  9,38+0,4

Carboidratos totais (g.L™?)  1,09+0,1 0,30£0,1
Fendis totais (mg.L™1) 20,09+0,5 19,43+0,3

Limoneno (mg.L1) 0,58 -
Lignina (%) 25,27 -
pH (inicial) 8,5 7,0
pH (final) 6,86+0,0 7,3740,0

Nota: (-) Nao detectado.

Foi possivel observar maior concentracdo de matéria organica e acumulo de &cidos
organicos ao final da fase acidogénica (Fase I). A partir destes resultados, é possivel inferir
que a combinacdo da obtencdo de H> com a obtengdo de metano acaba por favorecer a
recuperacdo de energia (LU et al., 2009; BRAGA et al., 2018).

Apesar da importancia da producdo de AOV como intermediarios para 0 processo
de digestdo anaerdbia, o0 acimulo destes compostos pode levar a inibigdo do processo. Esta
inibicdo pode ocorrer devido a competicédo por substrato em vias nas quais ndo ha producéo
de biogas e quando estas moléculas penetram pela membrana celular e ocorre sua
dissociacdo no interior da célula, levando a acidificacdo do citoplasma devido ao acimulo
de anions e reducdo da forca préton motiva, do potencial de crescimento e metabolismo
celular (JIANG et al., 2018).

De acordo com Yusof et al., (2019), estima-se que concentracdes acima de 900
mg.L de AOV podem ser inibitdrias para a metanogénese, uma vez que podem acarretar
em acidificacdo do meio. Na Fase I, foram obtidos 1.498 mg.L™ de AOV ao final do
periodo de operacdo, além de valores >900 mg.L! ao longo de todo o processo
fermentativo. Na Fase Il, apesar de 1.439 mg.L™* de AOV iniciais ocorreu o seu consumo
ao longo do processo, consequentemente refletindo em maior periodo de adaptacdo da
biomassa (A= 281,4 h) para a obtencao de CHa.

Foram observadas concentracdes crescentes de HAc ao longo do periodo de
operagdo da Fase I, sendo de 63 mg.L™ no inicio da incubagéo e 1340 mg.L™ ao final do
processo (Figura 5.56). Além disso, 907 mg.L™ de HBu foram produzidos no inicio da
operagao da Fase I, 723 mg.L™! durante o processo e 31 mg.L ™ ao final do processo, sendo
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possivel inferir que houve conversdo do HBu em HAc ao longo do periodo de incubacao
(Equacdo 5.12).

CoHsO + 5H,0 — 3CH;COOH + 2H, (Eq.5.12)

A predominancia da via acetoclastica pode ter contribuido para a concentracéo
elevada de H2 na Fase I, uma vez que ha rendimento de 4 mols de H> para cada mol de
glicose consumidos nesta via (Equagéo 3.3), enquanto na producdo de HBu ha rendimento
de apenas 2 mols de H; para cada mol de glicose (Equagdo 3.4) (MAKINEN; NISSILA,
PUHAKKA, 2012; LUKAJTIS et al., 2018). Além disso, 0 HBu ndo pode ser utilizado
como substrato direto para a metanogénese, sendo necessaria, portanto, a sua conversao a
HAc, que por sua vez pode ser consumido como substrato na metanogénese acetocléstica.
Na Fase I, houve redugdo da concentragio de HAc (1317 a <10 mg.L?), que pode ser
atribuida ao seu consumo na via acetoclastica (Equacédo 3.7) (NESHAT et al., 2017).

Ao final da Fase I, foram obtidos 85 mg.L™ de HPr e 40 mg.L™ de EtOH. Uma vez
que na via metabdlica de producgdo de HPr, ha consumo de 2 mols de H> para cada mol de
glicose oxidado (Equacdo 3.5) (LI; FANG, 2007; GHIMIRE et al., 2015), sabe-se que
concentracdo elevada deste acido € desvantajosa para o processo. Da mesma forma, na via
solvetogénica ha consumo de HAc para a producdo de EtOH (Equacédo 5.13). Assim como
0 HBu, o HPr ndo pode ser diretamente consumido por arqueias metanogénicas, sendo

necessaria sua conversao a HAc (Equacéo 5.8).
ATP + acetato + Coenzima A — AMP + difosfato + AcetilCoA (Eq.5.13)

Nota-se que na conversao dos compostos mencionados em HAc h& concomitante
obtencédo de H2, que por sua vez pode ser consumido por arqueias hidrogenotréficas para a
reducdo do CO2 a CH4 (Equacéo 3.8).

Dentre os metabdlitos observados, o0 HPr vem sendo reportado como o mais toxico
para o processo de digestdo anaerobia devido a sua dificuldade de assimilagdo (NESHAT
etal., 2017; XING et al., 2020). De acordo com Shen et al. (2018), o HPr pode ser inibitorio
para a metanogénese acima de 1.000 mg.L!. Desta forma, considerou-se que a
concentragdo de HPr observada ao final da Fase | (85 mg.L™) ndo foi inibitdria para a

metanogénese na Fase Il.
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Figura 5.56. Acidos organicos e etanol ao longo do periodo de incubacio na Fase | (A) e Fase Il (B) em
diferentes amostrais temporais (CP1-3). Para as condic¢Ges otimizadas, 0s pontos amostrais foram coletados
no periodo entre 0-22 h, enquanto para as condigdes ndo otimizadas as amostras foram coletadas entre 0-700
h. Acido acético (HAc), acido butirico (HBu), acido propidnico (HPr) e etanol (EtOH).
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5.7.2 Caracterizacdo da comunidade microbiana

As analises micromorfoldgicas da biomassa ap6s o término da operacdo dos
reatores acidogénicos (Fase I) e metanogénicos (Fase Il) foram avaliados, sendo verificado
no primeiro caso bacilos e endésporos (Figura 5.57). Além disso, foi possivel observar
sarcinas e bacilos fluorescentes, caracteristica comum em arqueias metanogénicas
semelhantes a Methanosarcina e Methanobacterium, devido a presenca da coenzima
carreadora de elétrons Fazo, que absorve luz na faixa de 420 nm e fluoresce na forma verde-
azulada (MADIGAN, 2016).
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Figura 5.57. Caracteristicas micromorfoldgicas da biomassa da Fase 1l ao final do periodo de incubagdo. As

setas vermelhas indicam os bacilos e as setas pretas indicam os enddsporos. Aumento total de 1600X.

Apbs as analises de metabarcoding da biomassa do ensaio de potencial
metanogénico do efluente foi possivel comparar os resultados desta etapa (Fase 1) com os
resultados obtidos para a Fase |. Foram obtidas 35.485 sequéncias de genes do RNAr 16S
para a amostra da Fase | e 33.761 para a Fase Il. As Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTU) obtidas foram agrupadas considerando similaridade superior a 97% e, apds a
remocao de singletons foram obtidas 600 OTU para a Fase | e 646 OTU para a Fase 1l. Em
relacdo aos valores de cobertura (>99%), referentes a proporcdo de sequencias
representativas, foi possivel notar que a maior parte das populages foram acessadas,
indicando boa cobertura das amostras analisadas (Figura 5.58).

Os indices ecoldgicos avaliados encontram-se resumidos na Tabela 5.29. Os valores
obtidos para a amostra da biomassa da Fase | e Fase Il foram comparados, sendo que houve
maior diversidade na Fase | (3,9), em relagdo a Fase Il (2,9). Esta diversidade foi inferida
por meio do indice de diversidade de Shannon-Wiener (H'), que leva em consideracdo o
nimero de taxons e sua dominancia na amostra. Entretanto, com base no indice de
Simpson, estimou-se dominancia similar em ambas as amostras (0,8). Uma possivel
explicacdo para estes valores similares, em contraste aos valores distintos de diversidade,
é que a separacdo dos reatores em fases distintas favoreceu as condi¢des étimas para 0s
organismos envolvidos tanto na etapa acidogénica (Fase 1), quanto na etapa metanogénica
(Fase Il) (BRAGA et al., 2018; CREMONEZ et al., 2020).
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A riqueza das amostras foi comparada por meio do indice Chao-1, sendo possivel
observar maior riqueza, relativa ao maior nimero de OTUs observado, na amostra da Fase
I1 (643,4) em relacdo a Fase | (643,1). Vale ressaltar que os valores obtidos para o indice
de Chao-1 sdo ligeiramente maiores que o nimero real de OTUs observado, uma vez que
este indice assume que o numero de observagfes para um taxon tem uma distribuicdo de
Poisson (distribuigdo de probabilidade de variavel aleatoria discreta) e corrige sua variancia
por meio da soma de um valor ao, referente ao nimero desconhecido de taxons presente na
comunidade, mas que nédo foi observado nas amostras (HUGHES et al., 2001). Os valores
préximos observados podem estar relacionados a utilizacdo da mesma fonte de indculo em
ambas as fases (lodo UASB oriundo do tratamento termofilico de vinhaca de cana-de-

acucar), bem como ao ajuste das condi¢Ges mais favoraveis a cada etapa.

Tabela 5.29. indices ecoldgicos do gene RNAr 16S para as fases | e 11 do ensaio acidogénico e metanogénico
de residuo sélido de citros.

Amostras
FASE | FASE Il
Parametros sequenciamento (16S RNAr)
Cobertura (%) 99,6 99,9
Numero total de sequéncias 35.485 33.761
Comprimento médio 418 422
GC (%) 55,12 54,42
Total de OTUs 600 646
indices ecol6gicos
Shannon-Wiener (H") 3,9 2,9
Simpson 0,8 0,8

Chao-1 643,1 643,4
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Figura 5.58. Curvas de rarefacdo obtidas para as sequencias obtidas apds sequenciamento massivo do gene

RNAr 16S via plataforma Illumina HiSeq para as amostras das fases | e II.
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Os filos identificados em maior abundancia relativa, tanto na Fase I, quanto na Fase
Il para o Dominio Bacteria foram Proteobacteria (47,83 e 42,34%) Firmicutes (40,55 e
48,32%), Thermotogae (3,04 e 0,72%) e Acidobacteria (2,45 e 2,15%), respectivamente.
Outros filos observados em menores proporgoes (<1,5%) foram Bacteroidetes, Nitrospirae,
Chloroflexi, Spirochaetes, Tenericutes, entre outros. A maior abundancia de Proteobacteria
e Firmicutes pode ser relacionada aos principais metabolitos observados na Fase I, na qual
houve acimulo de HAc (1340 mg.L™?) e HBu (723 mg.L™Y), os principais metabélitos
produzidos por bactérias pertencentes a estes filos (VOS et al., 2009).

Os principais géneros identificados na Fase | (Figura 5.59), etapa na qual ocorreu a
fermentacao dos residuos sélidos de citros e consequente producdo de compostos organicos
e H., foram Escherichia (34,39%), Clostridium (29,83%), Enterobacter (8,52%),
Trichococcus (4,18%) e Coprothermobacter (1,89%). Entre os géneros mencionados, vale
ressaltar a importancia de Clostridium nas diferentes etapas que envolvem a obtencgéo de
hidrogénio a partir da biodegradacao de residuos sélidos de citros, uma vez que diversas
espécies deste género sdo conhecidamente celuloliticas, além de produtoras de compostos
organicos e H» via acetogénese. Rabelo et al. (2018a) e Villa-Montoya et al. (2019)
observaram maior abundancia relativa de Clostridium em reatores anaerobios aplicados a
fermentacdo mesofilica de bagaco de cana-de-agucar e residuos do processamento de café,

respectivamente.
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A identificacdo de Escherichia e Enterobacter na Fase | pode ser justificada devido
a sua afinidade com temperaturas mesofilicas e pH neutro (BRENNER; KRIEG; STALEY,
2005), além da resisténcia ao limoneno, um dos principais inibidores dos residuos de citros
(CALABRO et al., 2016). Estas bactérias do filo Proteobacteria podem ter contribuido para
0 acimulo de HAc na Fase I, uma vez que este &cido é o principal metabdlito produzido
por estes organismos (VOS et al., 2009).

O género Coprothermobacter esta relacionado com a origem do indculo utilizado,
uma vez que possuem afinidade com temperaturas termofilicas (GAGLIANO et al., 2015)
utilizadas na operacéo do reator UASB aplicado ao processamento de vinhaca de cana-de-
acucar (55 °C). Além disso, o género mencionado foi identificado por Soares et al. (2017)
com abundancia relativa de 41,73% em inoculo de mesma origem. Trichococcus sdo
comuns em lodos de esgoto, sendo que sua temperatura étima é entre 25-30 °C
(PARSHINA et al., 2019), temperatura de operagéo da Fase I.

Na Fase Il, os principais géneros do dominio Bacteria identificados foram
Comamonas (36,54%), Clostridium (6,30%), Coprothermobacter (4,0%), Tissierella
(1,89%), Escherichia (1,81%), Sporosarcina (1,40%), Anaerobaculum (1,36%),
Lysinibacillus (1,18%) Paraclostridium (1,14%) e Enterococcus (0,93%). Os organismos
do género Comamonas sdo aerobios e ja foram relatados em reatores anaerdbios
(DELFORNO et al., 2017, 2019). Além disso, Comamonas pode estar relacionado a
hidrdlise de HAc (WILLEMS; GILLIS, 2015).

Entre os géneros de bactérias identificado na Fase Il, destaca-se Clostridium
(6,30%), Eubacterium (0,00089%) e Thermoanaerobacter (0,000162%), que podem ser
associados & homoacetogénese, processo no qual o Hz é consumido e convertido em &cido
acetico. Uma vez que ndo houve aumento na concentracao deste acido ao longo do periodo
de operacdo, é possivel inferir que este processo ndo foi predominante nos ensaios
realizados. Além disso, a cinética de crescimento dos organismos homoacetogénicos é

inferior a das arqueias hidrogenotréficas (BRAGA et al., 2018).
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Figura 5.59. Ideograma circular “Circos” representando os géneros de bactérias identificados nas fases I e
I.
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Né&o se observou producdo de metano ao longo do periodo de operacéo da Fase I,
entretanto, arqueias metanogénicas dos géneros Methanosarcina, Methanothermobacter e
Methanoculleus foram identificadas com abundancia relativa de 0,16%, 0,08% e 0,02%,
respectivamente. A inibicdo da metanogénese na Fase | pode estar relacionada com a
concentragdo de limoneno, um dos principais inibidores presentes em residuos solidos de
citros, uma vez que sua concentracdo observada foi de 0,58 mg.kg™, enquanto na Fase Il
este composto nédo foi observado.

Maior abundancia relativa de arqueias foi observada na Fase Il (Figura 5.60), uma
vez que nesta etapa objetivou-se & obtencdo de CH4 a partir do fracdo liquida acidificada
da Fase I. Os géneros metanogénicos (filo Euryarchaeota) identificados foram
Methanoplasma (0,26%), Methanoculleus (0,25%), Methanosarcina (0,20%),
Methanomassiliicoccus (0,15%) e Methanothermobacter (0,083%).
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Arqueias do género Methanoculleus podem produzir CHs a partir de CO e Ho.
Apesar de ndo serem capazes de utilizar acido acético, estes organismos sdo mais tolerantes
as elevadas concentracdes de compostos organicos, como HAc e HPr, quando comparadas
as outras arqueias metanogénicas (JIANG et al., 2019). De acordo com Zhang et al. (2017),
aproximadamente 30% do metano formado em reatores anaer6bios provém da via
hidrogenotréfica, o que contribui para a manutencdo da pressdo parcial do reator e
estabelecimento de bactérias sintroficas.

Exceto pelo género Methanosarcina, que pode ser versatil e apresentar metabolismo
acetoclastico, os demais géneros identificados podem ser considerados hidrogenotroficos
(LANG et al., 2015). Desta forma, a identificacdo destas arqueias hidrogenotréficas pode
estar relacionada ao consumo de Hz no inicio do periodo de operacgdo da Fase Il. Apesar de
apresentar  metabolismo  preferencialmente  metilotréfico, Methanoplasma e
Methanomassiliicoccus sdo associados a metanogénese hidrogenotréfica (KOO; YULISA;
HWANG, 2019), possivelmente devido a sua dependéncia de H> para regeneracdo da
coenzima M no metabolismo metilotréfico, por meio da reducéo do CO2 (OZBAYRAM et
al., 2018).

Koo, Yulisa e Hwang (2019) relataram favorecimento da via hidrogenotrofica em
reatores anaerébios operados com residuos de alimentos como substrato e residuo animal
como indculo. O género identificado em maior abundancia relativa foi Methanoculleus,
além de Methanoplasma e Methanomassiliicoccus. Em Ghosh et al. (2020), os autores
realizaram a caracterizacdo metataxonémica do consércio microbiano envolvido na
biodegradacdo de residuo sélido municipal e lodo de esgoto. Os autores verificaram que
Methanosarcina foi 0 género mais abundante, provavelmente devido a sua maior tolerancia
as elevadas concentracdes de HAc produzidas na fase acidogénica e variacdes no pH. Na
presente pesquisa, 0 pH foi mantido préximo a neutralidade na Fase Il (~7,0) e as
concentragdes iniciais de HAc foram de (1.340 mg.L™Y).

Methanosarcina é um género multifuncional, capaz de produzir metano a partir de
diferentes vias metabodlicas (acetoclastica, hidrogenotrofica e metilotréfica). Desta forma,
a identificacdo dessas arqueias em reatores anaerobios pode favorecer a obtengdo de H:
devido ao consumo de metabolitos intermediarios da digestdo anaerdbia, como os acidos
acético e butirico, e contribuindo para a manutencdo do pH do reator (NESHAT et al.,
2017; ZHANG et al., 2017).
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Figura 5.60. Ideograma circular “Circos” representando os géneros de arqueias nas fases I ¢ II.
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5.7.3 Caracterizacgéo funcional

Por meio da predigdo dos perfis funcionais dos dados de metabarcoding (16S
RNA), foi possivel obter o total de 7.035 diferentes objetos KO para a Fase | e 6.917 KO
para a Fase 1. A quantificagdo de cada KO por amostra foi realizada conforme descrito em
Iwai et al. (2016), totalizando 6.844.289 na Fase | e 22.234.364 na Fase Il. A partir da
observacdo entre o nimero de correspondéncias entre 0s KO obtidos foi possivel prever as
principais vias metabdlicas descritas na plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) para a categoria “Metabolismo” (24,75 e 22,59%, respectivamente). As
vias de Processamento de Informacdo Genética, Processamento de informagfes ambientais,
Processos Celulares, Sistemas Organizacionais e Doengas Humanas ndo foram
consideradas, uma vez que ndo sao diretamente relevantes para o tema de estudo.

De acordo com a Figura 5.61, nota-se que as principais correspondéncias se referem
as vias de metabolismo de carboidratos (12,70 e 11,48%) e energia (4,66 e 4,71%). Em

relacdo ao metabolismo de carboidratos, as principais subcategorias observadas foram
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metabolismo de frutose e manose (1,61 e 1,59%), metabolismo de piruvato (1,60 e 1,58%),
glicélise/gliconeogénese (1,57%), metabolismo de propanoato (1,59 e 0,47%) e butanoato
(1,52 e 1,51%) e metabolismo de amido e sacarose (0,49 e 0,45%), para Fase | e Fase II,
respectivamente. Para o metabolismo energético, destaca-se como principal subcategoria o
metabolismo de metano, no qual foram observadas 2,10% das correspondéncias para a Fase
| e 2,20% para a Fase II.

Na Figura 5.62 é possivel observar os KO mais abundantes que puderam ser
inferidos para as amostras analisadas (Fase | e Fase Il). Na Fase I, os KO mais abundantes
foram K14230 (0,06%), K14230 (0,06%) e K14225, referentes a Biossintese de aminoacil-
RNAt (0,05%), K14255- 4-amino-anidrotetraciclina N4-metiltransferase (0,06%) e
K03088- Fator de RNA polimerase sigma-70 (0,05%).

Os KO mais abundantes na Fase 11 foram K03088- Fator de RNA polimerase sigma-
70 (0,44%), K01999- proteina de ligagdo ao substrato do sistema de transporte de
aminoacidos de cadeia ramificada (0,39%), K02014- proteina receptora da membrana
externa do complexo de ferro (0,34%), K01997 e K01998- proteina do sistema de
transporte de aminoacidos de cadeia ramificada permease (0,26%). Tanto, os KO
mencionados, quanto os demais KO observados em maior abundancia nas Fases | e Il estéo
majoritariamente relacionados as subcategorias do Processamento de Informacdo Genética,

como traducdo e transcricdo e transporte de membrana.
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Figura 5.61. Principais vias metabdlicas inferidas para os diferentes niveis KEGG. Os percentuais
apresentados foram calculados com base no ndmero de correspondéncias para cada objeto KO observados
para cada amostra (Fase | e Fase I1).
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Encontram-se resumidas na Figura 5.63 os principais KO envolvidos na Fase I,
especialmente nas etapas de hidrdlise, glicélise, acidogénese e acetogénese. Nota-se que
maiores proporcoes destes KO foram relacionados a Fase |, quando comparados a Fase II,
especialmente para componente EIIB e EIIA do sistema PTS de celobiose K02760 (0,03%)
e K02759 (0,02%) [EC:2.7.1.196 2.7.1.205], envolvidos no metabolismo de amido e
sacarose, na conversdo de celobiose em celobiose 6-fosfato. Entre os principais
microrganismos relacionados a sintese desta enzima estdo as bactérias do género
Escherichia (KEYHANI et al., 2000), observadas em abundancia relativa de 34,39% na
Fase I. Da mesma forma, a 6-fosfo-p-glicosidase K01223 [EC:3.2.1.86] também esta
relacionada ao metabolismo de amido e sacarose, além da glicolise. Esta hidrolase é
responsavel pela conversao da celobiose 6-fosfato em D-glicose. Escherichia é o principal
género observado na Fase | e relacionado a sintese desta enzima.
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Figura 5.62. KO mais abundantes inferidos para as amostras da Fase | e Fase Il, relacionadas as etapas de
hidrélise, acidogénese, acetogénese e concomitante obtencdo de H,. Os percentuais foram calculados com
base no nimero total de KO em cada amostra.

B Fase |
Fase Il
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Foram observadas em menores propor¢cbes KO relacionados a hidrolise
(endoglicanase, K01179 [EC:3.2.1.4] e componente EIIA e EIIB do sistema PTS de
celobiose, K02759 e K02760 [EC: 2.7.1.205]), glicélise (fosfoglicomutase, K01835 [EC:
5.4.2.2], componentes do sistema PTS de glicose, K02778 [EC: 2.7.1.199]), acidogénese e
acetogénese (acetil-CoA sinthetase e acetato/butirato ligase, K01895 e K01913 [EC:

6.2.1.1]). Entre as principais vias nas quais estas enzimas estdo envolvidas, estdo o
metabolismo de carboidratos, metabolismo de piruvato e glicdlise. Além disso, vale
ressaltar a presenga de KO relacionados & obtencdo de hidrogénio, como piruvato sintase
(K00169, K00170, K00171 [EC: 1.2.7.1]) e élcool desidrogenase (K04072, K13954,
KO00001 [EC: 1.1.1.1]).
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Estima-se que os géneros Clostridium, Escherichia (34,5%) e Paraclostridium
(1,52%) estejam intimamente relacionados as etapas de hidrdlise e glicolise na Fase I,
enquanto na acidogénese, além dos géneros mencionados também estariam envolvidos 0s
géneros Enterobacter (8,55%) e Defluviitoga (1,57%).

Foram observadas KO relacionados a degradacdo de lignina e limoneno, ambos
presentes no residuo sélido de citros. A hidrolase de limoneno-1,2-epdxido K10533 [EC:
3.3.2.8] e a limoneno 1,2- monoxigenase K14733 foram observadas na Fase | (0,000012 e
0,00004%, respectivamente). A vanilil-alcool oxidase (K20153, [EC 1.1.3.38]) esta
relacionada as atividades auxiliares para degradacdo da lignina, sendo que este grupo de
enzimas pode catalisar a conversdo de compostos fendlicos com cadeias laterais do anel

aromatico, e foram observados em proporc¢des de 0,00005% na Fase 1.

Figura 5.63. Principais KO inferidos e relacionados a metanogénese. Os percentuais foram calculados com
base no nimero total de KO em cada amostra (Fase | e Fase Il).
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Os principais KO relacionados a metanogénese foram filtrados de acordo com

Macedo et al. (2020), e encontram-se resumidos na Figura 5.64. Como esperado, maiores
proporcoes de todos os KO envolvidos em diferentes etapas da obtencdo de metano foram
observados em maiores proporcdes na Fase Il quando comparadas & Fase I. O KO
observado em maior proporcdo foi ligase KO01895 (0,04%) acetil-CoA sintetase

[EC:6.2.1.1], enzima envolvida na converséo de acetato em acetil-CoA (Equagéo 5.13) na
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via acetogénica, sendo o género Methanosarcina a principal arqueia associada a esta reacao
(BARNHART et al., 2015).

Figura 5.64. Principais KO inferidos e relacionados a hidrolise, glicélise, acidogénese, acetogénese e

obtencédo de H.. Os percentuais foram calculados com base no nimero total de KO em cada amostra.

K14080F
K13788-
K04480-
K03390-

K01895- )
K01499~H

K00925- 3
K00625 1

K00577-
K00402-
K00203-
K00201-
K00197-

K00194- Bl Fase!
K00193- [] Fase

0 0,009 0,017 0,026 0,035
KO (%)

O segundo KO observado em maior abundancia na Fase 11 (0,03%) foi KO0925 [EC:

2.7.2.1], relacionado a uma transferase com atividade acetato quinase. Este KO também foi

observado na Fase | (0,01%). A acetato quinase esta envolvida na metanogénese devido ao
seu papel fundamental na conversdo de acetato a acetil-CoA, entretanto, ao contrario da
acetil-CoA sintetase, que pode ser sintetizada por diversos organismos, apenas 0 género
Methanosarcina é capaz de assimilar o acetato a partir da atividade da acetato quinase
(BARNHART et al., 2015). A fosfato acetiltransferase K00625 [EC:2.3.1.8] foi observada
na Fase Il e Fase | na proporcao de 0,03% e 0,003%, respectivamente. Esta transferase
relacionada a regeneragdo da coenzima A pode ser relacionada, tanto ao metabolismo de
Clostridium, guanto Methanosarcina, sendo importante para 0 metabolismo do acetato
(NEMETI; GREGUS, 2009).

Apenas a fosfato acetiltransferase K13788 [EC:2.3.1.8] foi observada em maiores
proporcOes na Fase | em comparacdo a Fase 11 (0,01% e 0,0001%, respectivamente). Esta
enzima esté relacionada com a fermentacdo de acetato, na reacdo reversivel entre sintese
de acetil-CoA e regeneragdo da coenzima A (Equacdo 5.14), tanto no metabolismo de
metano (acetoclastico), quanto no metabolismo de piruvato. Os principais géneros

associados a sintese desta enzima sdo Escherichia e Clostridium (NEMETI; GREGUS,
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2009; CAMPOS-BERMUDEZ et al., 2010), identificados em abundancia relativa de 34,39
e 29,83% na Fase I, respectivamente.

AcetilCoA + fosfato < CoA + acetil fosfato (Eq.5.14)

Entre os KO relacionados a metanogénese e observados em menores proporcoes,
destaca-se a subunidade gama de metil-coenzima M redutase K00402 [EC: 2.8.4.1],
observada em 0,002% na Fase Il e 0,0001% na Fase I. Esta transferase é responsavel pela
catalise da etapa final da metanogénese, na qual ocorre efetivamente a obtencao biologica
de metano. Diversos géneros de arqueias metanogénicas sdo associados a esta enzima,
sendo encontrada em alguns dos géneros observados na Fase Il, como Methanosarcina
(0,20%) e Methanothermobacter (0,083%) (WREDE et al., 2013; GRAWERT et al., 2014;
WAGNER et al., 2016).

O K00193 [EC: 2.3.1.169] esta relacionado a sintese de proteina corrindide Fe-S de
metil-Co(lll) (CH3-CO(lI1)FeSP) a partir da proteina Co(l) corrindide Fe-S e Acetil-CoA.
A CHs-CO(IIl)FeSP é convertida a proteina Co(l) corrindide Fe-S e 5- metil-tetra-
hidrossarcinapterina  (5-Metil-H4SPT) pelas enzimas relacionadas a acetil-CoA
decarbonilase/sintase [K00194 e K00197, EC: 2.1.1.245].

Apesar dos KO observados em maior abundancia estarem relacionados ao
metabolismo acetoclastico, destaca-se a importancia de KO observados em menores
proporcOes e envolvidas na via metanogénica hidrogenotréfica. Entre estes, destaca-se o
K14128 [EC:1.12.99.-], referente a atividade oxidorredutase da subunidade de hidrogenase
ndo redutora de F420, que esté interligada com a metanogénese hidrogenotréfica na etapa
de reducéo da coenzima F420 utilizando Ho.

Encontra-se resumida na Figura 5.65 possiveis vias metabdlicas e géneros
envolvidos no processo. Com base nos resultados apresentados, é possivel inferir que a
principal via envolvida na obtencdo de metano a partir da fracdo liquida acidificada apos a
fermentacao de residuos sélidos de citros € a via acetogénica, uma vez que maior proporgéo
de genes que codificam enzimas envolvidas nesta via foram inferidos na Fase 1l, além de
maior abundancia relativa de arqueias conhecidamente acetoclasticas, como
Methanosarcina (0,20%).
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Figura 5.65. Possiveis vias de conversdo de residuos sélidos de citros a CH4 em reatores em batelada
operados em duas diferentes fases, sendo a Fase | referente as etapas de hidrdlise, glicélise, acidogénese e
acetogénese, e a Fase Il majoritariamente referente a metanogénese. Os colchetes representam os ndmeros
EC (Enzyme Commission Numbers) referentes aos KOs inferidos nas amostras. Os valores entre parenteses

referem-se a abundancia relativa dos principais géneros observados nas fases | e I1.
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5.8 DETERMINACAO DO TEOR DE LIMONENO VIA GC-MS

5.8.1 Equipamentos e condigdes
O teor de limoneno foi determinado por Cromatografia a Gas modelo 7890B,
utilizando o software MassHunter acoplado ao Espectrometro de Massa (GC-MS Agilent),
modelo MS 5977A. Foram injtados 250 uL de amostra do headspace e utilizando os
parametros resumidos na Tabela 5.30. A condicdo cromatografica foi definida por analise

de resolugéo de pico.

Tabela 5.30. Especificacdes de operacdo do GC-MS.

Cromatografo de géas

Coluna analitica Agilent HP 5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
Injetor Split: 10:1
Temperatura da entrada 230°C
Gés de arraste He
Volume de injecédo 250 pL
Injetor automatico
Modelo PAL RSI 85
Temperatura de incubacao 100 °C
Tempo de incubagao 10 min
Programa de Forno
Temperatura 40 °C
Tempo de retencédo 3 min
Taxa 10°C
Temperatura 100 °C
Taxa 60 °C
Temperatura 220 °C
Espectrometro de Massa
Temperatura auxiliar 240 °C
Faixa de massa m/z 50 a 550

Fonte: Elaboragéo propria.

5.8.2 Curva de calibracao e validacdo de parametros
O método foi considerado linear para a faixa de concentragéo estudada (3 a20 mg.L"
! de limoneno). Em relac&o a curva de calibracéo, obteve-se boa linearidade, uma vez que
o coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,979 (Figura 5.66). Os desvios padrdo observados

para a curva de calibragdo foram entre 0,5 1,8 mg.L™.
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Figura 5.66. Curva de calibracdo do limoneno para 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0 e 20,0 mg.L"* de limoneno.
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A area do pico correspondente ao limoneno foi determinada por cromatograma e
analise em espectrometro de massa de uma solucdo padrdo de concentracdo conhecida de
limoneno. Na Figura 5.67 A, é possivel observar o cromatograma obtido para o padrdo com
15 mg.L* de limoneno, que corresponde a 15,3 mg.L™ de limoneno de acordo com a curva
de calibracdo. Na Figura 5.67 B, é possivel observar o cromatograma para ensaios com 17
mg.L* de limoneno. Além disso, o resultado pode ser confirmado por meio de comparagdes
com a base de dados do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST).

Por meio da precisdo instrumental estimada em 0,1 (CV%), LD e LQ (1,7 e 4,2
mg.L?, respectivamente) pode-se inferir sobre a confiabilidade do método desenvolvido.
O valor de F tabulado, obtido via ANOVA, foi de 2,6, enquanto o valor de F calculado foi
de 233,51. Desta forma, considera-se que os valores calculados superiores aos valores
tabelados séo evidéncia da linearidade do metodo, ao nivel de significancia de 95%. Os
parametros de validacdo avaliados estdo de acordo com a Resolucdo-Re n. 899 (ANVISA,
2003), bem como com o Relatério Técnico da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002).
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Figura 5.67. Cromatograma tipico de solugdo padrdo de limoneno (15 mg.L?) (A) e cromatograma obtido

para ensaios com 17 mg.L* de limoneno (B).
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Em comparacdo com Davidowski e DiMarco (2009), o método desenvolvido no
presente estudo é vantajoso em relagdo a temperatura do injetor do cromatégrafo gasoso
(230 °C) e a temperatura do programa do forno (40 °C), enquanto no estudo mencionado,
a faixa de temperatura para 0s mesmos parametros foi de 250 e 80 °C, respectivamente.
Além disso, 0 método apresentado na presente pesquisa permite a analise de amostras
liquidas de reatores anaerobios, inoculadas com materiais impuros, como lodo de esgoto,
enquanto em Davidowski e DiMarco (2009), os autores utilizaram GC-MS para

quantificacdo de limoneno em extrato de laranja.

5.8.3 Ensaio de adsorc¢ao
A recuperacdo de limoneno nos ensaios controle (sem lodo de esgoto) foi de

106,1+13% do valor tedrico (2000 mg.L™?), enquanto nos ensaios com lodo de esgoto,
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92,3+0,4% foi recuperado. No entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,179) para o intervalo de confianga de 95%.

5.8.4 Aplicabilidade

O método GC-MS proposto foi aplicado para determinacdo da concentracdo de
limoneno no inicio (pl) e final (pF) do processo de fermentacgéo dos reatores anaerébios em
batelada (Figura 5.68). Nao houve diferenca significativa (p >0,05) entre o contetido de
limoneno de pl e pF. Pode-se inferir que ndo houve degradacdo significativa do limoneno
ao longo do processo de fermentacdo, bem como ndo houve adsorcdo significativa de
limoneno no lodo de esgoto usado como indculo, como observado no ensaio de adsorcao.
Além disso, pode-se concluir que o método desenvolvido foi eficaz para a determinacgdo da
analise de contetido de limoneno em reatores anaerdbios.

O equilibrio de sorcdo/dessorcdo entre limoneno e matéria organica afeta o processo
de degradacdo desta molécula (CALABRO et al., 2016). Em Calabro et al. (2016), os
autores observaram que aproximadamente 76% do limoneno adicionado foi adsorvido na
fase sélida dos residuos de citros. No entanto, na presente pesquisa, houve 97% de
recuperacdo do composto adicionado, sem diferenca significativa entre o controle (2123
mg.L?) e os ensaios com lodo de esgoto (1746 mg.L™t). Esta diferenca pode ter ocorrido
devido a composicdo do substrato utilizada pelos autores mencionados, uma vez que 0s
residuos de citros sao ricos em lipideos de cadeia longa, que possuem forte afinidade com

o D-limoneno hidrofébico.
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Figura 5.68. Teor de limoneno inicial (pl) e final (pF) do processo de fermentacdo de reatores anaerobios em
batelada operados com diferentes concentrag@es de limoneno (sem adicéo de limoneno a 2000 mg.L™) por
cerca de 160 h. Adsorcao (AD) e potencial maximo de concentragdo de H; (P).
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O efeito de diferentes concentragdes de limoneno (até 2.000 mg.L™t) em ensaios em
reatores em batelada e reatores controle sem esse composto foi avaliado em relacdo ao
potencial de concentracdo de Hz (P mmol H..L?), velocidade especifica maxima de
obtencdo de Hz (Rm mmol Hz.h') e tempo de inicio da obtenc&o de Hz (A h) (Figura 5.69).
A concentracdo maxima de H; foi de 19,5 mmol H..L™ nos ensaios controle, enquanto a
concentragdo minima foi de 8,6 mmol H..L™* nos ensaios contendo 2.000 mg.L™? de
limoneno. Para o intervalo de confianca de 95%, pode-se afirmar que o aumento do
limoneno para 50 mg.L ™ e de 50 a 100 mg.L™ ndo foi significativo, ou seja, ndo foi
observado efeito inibitorio por esse composto. Entretanto, 0 aumento de 100 para 2.000
mg.L* causou efeito inibitorio significativo (p >0,05) na obtengdo de H, (Tabela 5.31).

Resultados similares foram observados para a resposta Rm, ou seja, a adicdo de 50
mg.L? de limoneno néo foi significativa (Rm= 0,5 mmol Ha.h), enquanto a adicdo nos
intervalos entre 100 e 2000 mg.L* de limoneno ocasionou diminuigio de Rm em todos 0s
demais ensaios. O Rm méaximo observado foi de 1,6 mmol Hz.h™ nos ensaios controle,
enquanto 0 Rm minimo foi de 0,1 mmol Hz.h™ com 2000 mg.L™ de limoneno.

Aumento proporcional no tempo de inicio da obtencdo de H. (A) foi observado
proporcionalmente ao aumento das concentracdes de limoneno, sendo que 0 minimo A foi
observado nos ensaios controle (17,1 h) e o maximo A (37,9 h) para 2000 mg.L? de

limoneno. Entretanto, apenas nos ensaios em que houve aumento de 50 para 100 mg.L* de
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limoneno, houve diferenca significativa para A, sendo 11,6 h em 50 mg.L™ e 10,8h em 100
mg.L L. Este padrdo pode ser explicado com base nos maiores desvios padrdo observados
para este parametro (CALABRO et al., 2016).

Figura 5.69. Concentracdo de H, nos reatores anaerdbios controle e com diferentes concentracdes de

limoneno.
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Tabela 5.31. Pardmetros cinéticos de obtencdo de H, dos reatores anaerdbios controle e com diferentes
concentracdes de limoneno. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si para o intervalo de

confianca de 95% no teste de Kruskal-Wallis.

Limoneno Parametros
(mg.L™) P (mmol H2.L'Y)  Rm (mmol Hz.h?) A (h) R2
sem limoneno 19,5+0,42 1,7+0,22 8,7+0,72 0,99
50 14,3+1,12 0,5+0,22 11,6+5,92 0,97
100 15,1+0,52P 1,5+0,2° 10,8+0,9" 0,97
250 13,3+0,7° 0,7+0,2¢ 17,8+2,1° 0,96
500 8,6+0,3¢ 0,7+0,2¢ 17,0+1,3° 0,98
1000 9,6+0,7¢ 0,3+0,1° 13,1+3,5° 0,95
1500 10,7+0,5¢ 0,3+0,1f 14,7+2,1° 0,98
2000 8,7+0,5f 0,1+0,19 15,0+2,3" 0,97

Nota: Potencial méximo de concentracdo de H- (P), velocidade especifica maxima de obtencdo de H, (Rm),

tempo de inicio da obtencéo de H, (1) e R? obtidos da equacéo de Gompertz modificada.

Calabro et al. (2016), observaram que concentragdes acima de 200 mg.L? de
limoneno refletiram em efeito inibidor na obtencdo de CH4 a partir de residuos solidos de
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citros. Estes autores observaram aumento de A proporcional ao aumento da concentragédo
de limoneno, como observado na presente pesquisa.

Os autores supracitados observaram reducéo significativa em A apds o periodo de
adaptagdo da biomassa; no entanto, a concentracio de metano final (33 mmol CHa.L™) foi
semelhante aos ensaios de controle. Maior adaptabilidade dos organismos metanogénicos
apos certo periodo pode ter ocorrido devido a sua camada superficial cristalina, que confere
maior resisténcia a compostos lipofilicos, como o limoneno (RUIZ; FLOTATS, 2014). Tal
possibilidade pode ter ocorrido devido ao maior tempo de reacdo para a obtencéo de metano
(cerca de 4 dias) quando comparado ao Hz, que na presente pesquisa foi de cercade 17,1 h
nos ensaios controle. No entanto, este composto néo foi detectado no final da Fase Il, o que
pode indicar sua volatilizacdo para o headspace ou degradacdo em p-cimeno, um composto
menos tdxico comumente gerado a partir da degradacdo do limoneno em ambientes
anaerobios (CALABRO et al., 2016).

Srilatha et al. (1995) estudaram o efeito da concentracdo de limoneno nos residuos
de citros a temperatura mesofilica (30 °C), concluindo que a dosagem diaria maxima de
limoneno seria 24 mg.L™, correspondendo a 2,5 kgSTV m3d? de residuo por digestor. A
dosagem maxima descrita por estes autores foi menor quando comparada ao presente
estudo; no entanto, deve-se notar que 0s autores usaram residuo sélido de citros, contendo
aproximadamente 8,9 g.kg™ de limoneno, enquanto na presente pesquisa, os reatores foram
avaliados pela adicdo de limoneno (PA) em reatores em batelada. Sendo assim, é
importante considerar o efeito inibitorio de outros 6leos essenciais nos residuos de citros,
ndo apenas o limoneno (2014).

A producdo de ST nao foi significativa (p >0,05), bem como a variacdo do contetido
dos STV. A variacdo de outros parametros (fendis, pH e carboidratos) foi considerada
significativa (p <0,05), e houve acumulo de compostos fendlicos em todos os ensaios, de
aproximadamente 2 mg.L?, independentemente da concentracio inicial de limoneno. A
remocdo de carboidratos foi estatisticamente significativa em todos os ensaios, com
aproximadamente 80% da concentracéo inicial de carboidratos (cerca de 5 g.Lt), também
independente da concentragéo inicial de limoneno.

A variacao do pH em diferentes ensaios foi significativa (p <0,05). Além disso, foi
observada uma relacdo inversamente proporcional entre a concentracéo inicial de limoneno

e a reducdo do pH, uma vez que nos ensaios controle o pH foi 5,9 e nos ensaios com 2.000
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mg.L de limoneno, o pH foi 6,3 ao final do periodo de incubago. Este resultado pode
estar relacionado a producdo de AOV e H., uma vez que em ensaios com menor
concentragio de limoneno (50 mg.L?) foi observado maior optencial méaximo de
concentragdo de Hz (14,45 mmol H.L™t) quando comparada as concentragdes mais altas de
limoneno (2.000 mg.L™* de limoneno; 8,7 mmol H.L1) (Tabela 5.32).

Tabela 5.32. Parametros fisico-quimicos dos reatores em batelada controle e com diferentes concentragdes

de limoneno no inicio (pl) e final (pF).

Carboidratos Fenois 4 STV
Limoneno (g.LY) (mg.L™Y) P (mg.LY)
(mg.L™)
pl pF pl pF pl pF pl pF
0 4,9+0,4 0,3+0,0 8,0+0,0 9,1+0,1 7,240,1 5,9+0,2 33+7 4245

50 52+0,1 0,2+0,0 8,0+0,0 8,9+0,1 7,4+0,1 5,8+0,3 35+2 34+5
100 52+0,1 0,2+0,0 8,1+0,1 9,6+0,2 7,4+0,2 6,3+0,1 49+13 28+12
250 3,2+0,3 0,1+00 8,3+0,1 9,800 7,1+0,1 6,1+0,1 11+8 23+15
500 49+0,6 0,2+0,0 89+0,1 9,4+0,0 7,0+0,1 6,0+0,2 54+6 35%7
1000 3,5+0,2 0,1+0,0 7,8+0,0 9,3+0,1 7,3+0,3 6,4+0,2 56+6 47+11
1500 3,8+0,1 0,2+0,0 7,8+0,0 9,1+0,0 7,3+0,1 6,3+0,1 42+6 37+7
2000 3,5¢0,1 0,1+0,0 7,8+0,0 9,5+0,3 7,2+0,1 6,3+0,1 95+2 49+22

A partir do monitoramento de AOV e alcoois no final do periodo de incubacéo, foi
possivel observar diferencas entre os metabolitos produzidos em diferentes concentragdes
de limoneno (Figura 5.70). N&o foi observada producéo de HBu nos ensaios controle e em
ensaios contendo 50 mg.L* de limoneno. No entanto, a diferenga na concentragdo de H;
entre esses ensaios nio foi significativa. A produgdo méaxima de HBu foi de 886 mg.L™ em
ensaios com 100 mg.L™ de limoneno.

A HAc foi o principal metabdlito observado em todas as condi¢Bes, com maior
producéo no ensaio controle (1.771 mg.L ™) e menor producéo no ensaio a 2000 mg.L* de
limoneno (1.024 mg.L ). A producéo de HAc foi proporcional a concentragéo de Hz, uma
vez que nos ensaios controle foram obtidos 19,5 mmol H2.L e nos ensaios com 2.000

mg.L! de limoneno, 8,68 mmol H.L™.
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Figura 5.70. Acidos organicos e alcoois dos reatores em batelada controle e com diferentes concentracdes

de limoneno. Acido acético (HAC), acido butirico (HBu), acido propidnico (HPr) e etanol (EtOH).
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Sabe-se que a via acetogénica é mais vantajosa para a obten¢do de Hz em relagédo a
via de producdo de HBu, pois no primeiro caso, o rendimento de Hy € de cerca de 4 mols
por mol de glicose (Equacdo 3.3), enquanto no segundo caso, o rendimento de H; é de cerca
de 2 mols de H2 por mol de glicose (Equacdo 3.4) (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA,
2012; LUKAJTIS et al., 2018). Neste estudo, foram obtidos 0,70 mol de H2 por mol de
glicose nos ensaios controle, enquanto nos ensaios com 2.000 mg.L de limoneno avaliada
o rendimento foi de apenas 0,3 mol de H, por mol de glicose.

Da mesma forma, foi possivel notar aumento proporcional na producdo de HPr ao
aumento da concentragdo de limoneno, sendo de 14 mg HPr.L™ observados nos ensaios
com 100 mg.L™ de limoneno e 964 mg HPr.L* nos ensaios com 2.000 mg.L* de limoneno.
Na via metabdlica de producdo de HPr, ha consumo de 2 mols de H para cada mol de
glicose oxidado (Equacéo 3.5) (LI; FANG, 2007; GHIMIRE et al., 2015).

Ruiz e Flotats (2016) apontam uma relagdo proporcional entre a concentracdo de
limoneno e a producdo de HPr. Estes autores obtiveram 284 mg HPr.L! apds a
autofermentacdo de residuos de citros, além de 805 mg HAc.L e 909 mg HBu.L™.
Resultados similares foram obtidos por Su et al. (2016), sendo que em 30 dias de
fermentagcdo com bateladas operadas com esterco de suino como inoculo, os principais
AOV produzidos a partir de residuos sélidos de citros foram HAc (2.610 mg.L ™), HPr (56

mg.L 1) e HBu (27,5 mg.L ). Neste estudo, embora a acetogénese tenha sido a principal



254

via, foi possivel observar uma relacdo proporcional entre a concentracdo de limoneno e a
producdo de HPr, com reducdo concomitante da concentracéo de Ho.

O mesmo padrédo foi observado para a producdo de EtOH, uma vez que 139 mg
EtOH.L™ foram obtidos em ensaios com 250 mg.L™* de limoneno e 380 mg.L™* de EtOH
em ensaios com 2.000 mg.L? de limoneno. A via solvetogénica ndo é desejavel em
processos cujo objetivo principal é a obtengdo de Ha, pois existe producao de EtOH a partir
de HAc, em vez de Hy (Equagdo 5.13) (MAKINEN; NISSILA; PUHAKKA, 2012;
LUKAIJTIS et al., 2018).

Em relagéo aos resultados da obtencdo de H> e AOV, pode-se inferir que a presenca
de limoneno causou altera¢Ges substanciais nas vias metabdlicas predominantes durante a

fermentacdo em reatores anaerdbios.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese de que os residuos de citros in natura sdo fonte de microrganismos
autoctones celuloliticos e fermentativos (Hipdtese 1) foi aceita, uma vez que foi possivel
obter, tanto um consorcio fermentativo autoctone a partir de cascas e bagacgo in natura,
quanto isolar bactérias anaerdbias celuloliticas a partir deste consorcio. E possivel
considerar que o consércio autdctone obtido apds autofermentacdo do residuo de citros
possui atividade celulolitica, uma vez que o resultado obtido para o teste de degradacdo de
fibra de papel filtro (13,44%) foi considerado significativo (p >0,05). Além disso, foi
possivel isolar e caracterizar uma bactéria autoctone de residuos de citros (in natura)
similar a Enterococcus casseliflavus (98% similar), sendo que a aplicacdo da cepa isolada
favoreceu a obtencédo de Hz (10,32 mmol Hz.L™?) a partir de residuos de citros.

Considerou-se aceita a hipétese de que os granulos de reator UASB podem ser
considerados fonte de microrganismos fermentativos para obtengdo de H. a partir da
fermentacdo de residuo de citros (Hipdtese 2). Nos ensaios contendo Lodo UASB/vinhaca,
a concentracdo de H» foi significativamente maior em relacdo ao Lodo UASB/avicola
(12,54 e 8,46 mmol Ha.L?, respectivamente), assim como Rm (1,07 e 2,64 mmol Ha.h™,
respectivamente). Além disso, considerou-se que a faixa ideal para dar continuidade aos
ensaios seria a faixa mesofilica, uma vez que a concentracdo de H> foi superior aos ensaios
conduzidos na faixa termofilica (P Lodo UASB/vinhaga= 12,54 mmol Hz.L? a 37 °C e
5,19 mmol Hz.L* a 55 °C).

Em relacdo a avaliacdo do efeito de diferentes pré-tratamentos, buscou-se
compreender em que medida 0 aumento da concentracdo de H> foi possivel por meio da
aplicacdo dos pré-tratamentos de hidrotermolise e deslignificacdo alcalina com a finalidade
de romper a estrutura lignocelulésica dos residuos de citros (Hipétese 3). Entretanto, esta
hip6tese ndo foi aceita, uma vez que apesar de haver producdo de H2 nos ensaios contendo
residuo de citros apds hidrotermélise (P= 8,19 mmol H2.L ™) e deslignificacio alcalina (P=
7,27 mmol H..LY), sua concentracdo foi significativamente inferior quando comparados
a0s ensaios sem pré-tratamento (P= 13,55 mmol H2.L ). Uma das causas para a diminuigéo
da concentracdo de H. pode ser atribuida a formacdo de subprodutos potencialmente
toxicos ap6s o pré-tratamento, como compostos fenolicos. Entretanto, a partir da
caracterizacdo destes residuos, notou-se que houve alteracdo em sua composigéo fisico-

quimica e morfoldgica, observadas, tanto apés a analise em FT-IR, quanto em MEV. A
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despeito de a hipdtese inicial ter sido rejeitada, vale salientar que este resultado foi
considerado positivo para o processo geral, uma vez que a etapa de pré-tratamento é
considerada a mais onerosa do processo de conversdo de biomassa em acucares
fermentaveis para a obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios referentes as hipdteses 1-3 foram
estabelecidas as faixas de estudo do planejamento sequencial, para o qual buscou-se
otimizar a obtencdo de biogas e outros produtos de interesse biotecnologico a partir de
residuos de citros por meio do método estatistico de Planejamento Experimental (Hipotese
4). O screening design via delineamento de Plackett-Burman foi Gtil na selegdo de variaveis
significativas para continuidade dos ensaios de otimizagdo da obtencdo de biogas a partir
de residuos de citros. As variaveis consideradas para as etapas subsequentes foram o pH
inicial do meio, com efeito positivo de 2,09 mmol Ha.L?, concentracdo de indculo, com
efeito positivo de 2,24 mmol H,.L™? e concentragdo de substrato, também com efeito
positivo, de 4,65 mmol H..L. A obtencdo de H, foi otimizada a partir do método de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), sendo que as condicGes
consideradas 6timas para o processo foram de 4 gSTV.L? de indculo (lodo de reator
UASB/vinhaga), 29,8 g.L de residuo sélido de citros e pH inicial do meio reacional de
8,98. A concentracdo maxima obtida (48,47 mmol H,.L™?) foi 3,87 vezes superior ao valor
de P obtido antes de sua otimizacdo (12,54 mmol H2.L™). Desta forma, a hipotese foi aceita.

Uma vez que ndo foi possivel observar producdo de CHa nos ensaios em que
utilizou-se residuo sélido de citros como substrato, utilizou-se o efluente acidificado obtido
ap6s a fermentagdo do ensaio R5 (15 g.L™ de substrato, 2,25 gSTV.L? de consorcio
autoctone 3 gSTV.L ! de lodo, 5 g.L™ de NaCl, 40% de headspace e pH 8,5), no qual houve
maior P (13,29 mmol H..L™?) como substrato para metanogénese, a fim de simular um
sistema de duas fases (Hipétese 5). A hipdtese foi aceita, uma vez que os metabolitos
produzidos na Fase I, especialmente HAc (1.340 mg.L™), contribuiram para a obtencéo de
CHa na Fase 11, uma vez que foram produzidos 50,2 mmol CHa.L™.

Tendo em vista que o limoneno é um dos principais limitantes da reutilizagdo de
residuos sélidos de citros em reatores anaerobios para recuperacao de produtos de interesse
biotecnoldgico (Hipdtese 6), buscou-se desenvolver e validar um método de determinagéo
do teor de limoneno em amostras liquidas via Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS), além de aplicar o método desenvolvido no

monitoramento de reatores do tipo batelada operados em temperatura mesofilica (30 °C)
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para obtencdo de H.. Em relacdo a aplicacdo do método para monitoramento de reatores
anaerobios, foi possivel notar efeito inibitorio na producdo de H2 e HAC ap6s a adicdo de
limoneno nos reatores. Este efeito inibitorio foi significativamente proporcional ao
aumento das concentracbes de limoneno, possivelmente devido as alteracbes na via
metabdlica, estimulando a producdo de EtOH e HPr. A presenca de limoneno afetou
significativamente o tempo de inicio da obteng&o de Hz, uma vez que nos ensaios controle
A = 8,7 h foram observados e nos ensaios com 2.000 mg. L™* de limoneno, A foi de 15,0 h.
Por fim, a hipotese foi aceita, uma vez que por meio do desenvolvimento do método foi
possivel a determinacdo de limoneno em amostras liquidas de reatores em batelada, com
potencial de aplicacdo na caracterizacdo e controle de reatores anaerdbios e aguas
residuarias.

Na Hipotese 7, presumiu-se que as diferentes condi¢Ges operacionais aplicadas em
diferentes etapas da presente pesquisa influenciam diretamente a comunidade microbiana
envolvida no processo, bem como as vias metabolicas predominantes. A hipétese foi
considerada como verdadeira, uma vez que a partir da aplicacdo de técnicas de biologia
molecular (16S metabarcoding e metagendmica shotgun) via Plataforma Illumina, foi
possivel observar a predominéncia de diferentes populacdes nas diferentes etapas descritas
do presente estudo, de acordo com as variaveis operacionais utilizadas. Destaca-se que
Clostridium foi o principal género identificado e relacionado a obtencdo de H: nas
diferentes etapas, além de Ruminiclostridium, Paraclostridium e Enterococcus., enquanto
na fase metanogénica foram observadas arqueias dos géneros Methanoplasma,
Methanothermobacter, Methanomassiliicoccus e Methanosarcina.

Apbs a caracterizacdo funcional da validacdo das condicdes otimizadas via DCCR,
foi possivel identificar diversos genes relacionados a obtencdo de Hz, como piruvato-
ferredoxina/flavodoxina  oxidoredutase, formiato de piruvato-liase, formiato
desidrogenase, acetaldeido desidrogenase, alcool desidrogenase e L-lactato desidrogenase.
Além disso, 0s géneros mais relacionados a producdo destes genes foram Clostridium e
Paraclostridium. Além disso, foi possivel confirmar por analise diferencial da expressao
génica que, entre outras, as vias de degradacdo da celulose e producdo de HAc foram
significativamente mais abundantes nas condi¢Ges otimizadas, e.g., endo-p-1,4-

glicanase/celulase, endo-B-1,4-xilanase, B-glicosidase, p-manosidase, celulose B-1,4-
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celobiosidase, celobio-hidrolase, entre outras funcbes que podem ser relacionadas a
degradacéo da biomassa lignocelul6sica.

Por fim, foi possivel concluir que os residuos solidos de citros (cascas e bagaco in
natura) podem ser considerados como potencial substrato na digestdo anaerobia em
batelada, especialmente para obtencdo de H> e AOV, como HAc e HBu. A comparacgao
entre os resultados obtidos nas diferentes etapas realizadas e os objetivos e hipoteses

iniciais da presente pesquisa encontra-se resumida na Tabela 6.1.



Tabela 6.1. Conclusdes sobre as hipdteses iniciais da pesquisa e resumo sobre as principais condi¢cdes operacionais e resultados de cada etapa.
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P

Principais

Aceitacdo da

Objetivo Condicdes experimentais (mmol Ha.LY) microrganismos Técnica hipotese
1- Avaliar consorcio fermentativo de bactérias anaerdbias celuloliticas a meio PCS + RSC 15 g.L™!
partir de residuos de citros in natura em relagdo a obtengdo de produtos de pH 7,0; 37 °C 7,78 - - v
interesse biotecnolégico Headspace 50%
2- Caracterizar bactérias anaerébias potencialmente celuloliticas a partir do meio PCS + >.<|Ios§ sgL” Enterococcus,
consorcio do residuo de citros pH 7,0, 37 °C 10,32 Clostridium Sanger v
Headspace 50%
-1
3- Comparar o efeito da adi¢éo de lodo termofilico e mesofilico de reator nig?gp%ésf F?SgCSI;/.LL’l Coprothermobacter,
UASB como fonte de biomassa anaerébia na obtencdo de produtos de pH 7,0 37 °C g 12,54 Defluviitoga, shotgun v
interesse biotecnoldgico a partir de residuos de citros Hea ds'pa‘lce 50% Sulfirimonas
lodo UASB 2 gSTV.L?
4- Comparar e caracterizar os residuos de citros apds diferentes pré- meio PCS + RSC 15 g.L™! 1331 Clostridium, metabarcoding, X
tratamentos pH 7,0; 37 °C ' Ruminiclostridium DGGE
Headspace 50%
lodo UASB 3 gSTV.L!
5- Avaliar as melhores condi¢Bes para obtencéo de produtos de interesse RSC 15¢g.L1 13.29 Escherichia, metabarcodin v
biotecnoldgico a partir de residuos de citros via Plackett & Burman pH 8,5; 30 °C ' Clostridium g
Headspace 40%
lodo UASB 4 gSTV.L?
. . . .. RSC 29,8 g.L™! Clostridium
5- Otimizar a obtencdo de H2 por meio de DCCR e superficie de resposta pH 8,98: 30 °C: Pep. 5 gLt 48,47 Paraclostridium shotgun v
Headspace 60%
6- Avaliar o potencial metanogénico de fracdo liquida apos a fermentacédo efluente acidificado* Methanoplasma, .
dos residos de citros em batelada pH 7,0; 30 °C 50,2** Methanoculle_us, metabarcoding v
Headspace 50% Methanosarcina
limoneno 100 mg.L*
7- Desenvolver um método de determinacgdo de limoneno em amostras lodo UASB 3 gSTV.L!
liquidas via GC-MS, e aplicar o método desenvolvido no monitoramento de meio PCS + glicose 5 g.L™! 15,10 - - v
reatores em batelada pH 7,0; 30 °C
Headspace 50%

Nota: (-) Nio se aplica, v'= hipétese aceita, X= hipotese ndo aceita, PCS= Peptone Cellulose Solution (peptona 5 g.L™%, extrato de levedura 1 g.L?, NaCl 5 g.L?,
CaCO03 5 g.L 1), RSC= residuo solido de citros, (*) efluente acidificado resultante da de otimizacéo da obtencdo de H,+ meio Zinder, (**) CH4 (mmol CHq4.L™Y). Pep=

peptona.
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7. CONCLUSOES

- A partir do consorcio fermentativo autoctone obtido a partir de residuos de citros
in natura, foi possivel isolar e caracterizar uma bactéria anaerdbia celulolitica produtora de
Ho>, similar a Enterococcus casseliflavus (98%);

- A mistura do consorcio autoctone e indculo aloctone foi favoravel a obtencédo de
H> a partir de residuos sélidos de citros, sendo a maior concentracdo de H> observada a
partir de lodo de reator UASB aplicado ao processamento termofilico de vinhaca de cana-
de-agticar (12,54 mmol H,.L™t) em condigBes mesofilicas (30 °C);

- A utilizacdo de residuos de citros in natura foi mais vantajosa para obtencdo de
H> em comparacéo ao residuo pré-tratado via hidrotermélise ou deslignificacdo alcalina,
uma vez que foram obtidos, respectivamente, 13,55, 8,19 e 7,27 mmol Ha.L?;

- Foi possivel otimizar a obtengdo de H: a partir de residuos solidos de citros em
aproximadamente 3,87 vezes por meio da aplicacdo de planejamento estatistico sequencial
(Plackett & Burman + DCCR), sendo que as condic¢Bes consideradas 6timas para 0 processo
foram de 4 gSTV.L? de indculo (lodo de reator UASB/vinhaga), 29,8 g.L™ de residuo
solido de citros e pH inicial do meio reacional de 8,98;

- Confirmou-se por meio de sequenciamento metagendmico shotgun e andlise
diferencial da expressdo génica que, entre outras, as vias de degradacdo da celulose e
producdo de HAc foram significativamente mais abundantes nas condi¢bes otimizadas,
com favorecimento do género Clostridium;

- A partir do uso da fracdo liquida do ensaio acidogénico (Fase 1) dos residuos
solidos de citros em reatores em batelada foi possivel obter no reator metanogénico (Fase
I1) 50,2 mmol CH4.L. As arqueias identificadas neste processo foram Methanoplasma,
Methanothermobacter, Methanomassiliicoccus e Methanosarcina;

- O efeito inibitdrio do limoneno na metanogénese pode ser superado na abordagem
de duas fases, uma vez que concentragdo acima dos limites inibitorios (200 mg.kg™) foram
observados na Fase | (220,5 mg.kg?), enquanto na Fase 1l este composto foi observado
abaixo deste limite (<0,58 mg.kg™?);

- Efeito inibitdrio na obtencéo de H> e HACc foi observado apos adi¢ao de limoneno
nos reatores. Este efeito inibitorio foi significativamente proporcional ao aumento das
concentragdes de limoneno, possivelmente devido as alteracBes nas vias metabdlicas,

estimulando a producdo de EtOH e HPr.



262



263

8 RECOMENDACOES

- Aplicar as condigdes otimizadas em processos continuos e reatores em escala
ampliada;

- Avaliar a possibilidade de substituicdo da agua potavel por agua residuaria, como
agua residuéria da citricultura, 4gua de prensagem de residuos sélidos de citros ou esgoto
domestico;

- Avaliar a reproducibilidade das condi¢cfes otimizadas em outros residuos solidos
lignocelulosicos;

- Novos experimentos devem ser realizados, por meio de Delineamento Composto
Central Rotacional, a fim de estabelecer as condi¢cdes operacionais mais favoraveis a
bactéria isolada a partir de residuo de citros in natura (E. casseliflavus), a fim de utiliza-la

como indculo em processos de digestdo anaerobia de residuos lignoceluldsicos.
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GLOSSARIO

16S (16S RNAr) — Subunidade dos ribossomos procarioticos com baixas taxas de
evolucdo, o que a torna adequada para reconstrucdo filogenética e analise
metataxondmica, especialmente no Dominio Bacteria.

Acetogénese — Producdo microbioldgica de acetato a partir de diferentes substratos.

Alinhamento — Método de bioinformatica aplicado a comparacdo entre duas ou mais
sequéncias, com a finalidade de estabelecer relacGes de similaridade.

Aloctone — Em caso de inoculo aldctone, trata-se de um inoculo de origem externa ao
processo, adicionado como fonte de microrganismos.

Autdctone — Em caso de inoculo autoctone (ou inoculo indigeno), trata-se de inoculo
obtido a partir do préprio substrato utilizado no processo, e.g., a partir de
autofermentacéo.

Batelada — Processo descontinuo.

Consorcio — Fonte mista de microrganismos.

Contig — sequéncias de DNA montadas por meio de sobreposi¢do de reads.

Dendrograma — Representacdo grafica de resultados de cluster hierarquico, que pode ser
calculado a partir de diferentes distancias estatisticas para representar a afinidade
entre grupos. Um dendrogramas filogenético tem como diferencial a apresentacéo
de relacdes filogenéticas entre diferentes taxons.

Endosporo — estrutura microbiolégica comum em bactérias anaerdbias, especialmente do
filo Firmicutes, formada geralmente em condicGes de estresse.

E-value — “Valor Esperado” ou “Aleatoriedade Implicita”, parametro de analise da
plataforma NCBI referente a0 numero esperado de sequencias ao acaso em
determinado banco de dados. Quanto menor o E-value, maior a significancia da
correspondéncia.

FASTA - Formato de arquivos baseado em texto (.txt) comum em bioinformatica, no qual
sdo representados sequencias de nucleotideos por meio de cddigos de uma letra
(e.g9.,A T,C,QG).

FASTAQ - Arquivo similar ao format FASTA, contendo informacdes sobre seus indices
de qualidade, codificados por meio de caracteres ASCII (codigo binario).

Grupo externo — Grupo filogenéticamente mais distante, geralmente utilizado como

referéncia para o calculo das relacfes evolutivas entre 0s grupos internos.
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HiSeq — Técnica de sequenciamento via Plataforma Illumina, no qual h4 menor tamanho
de leitura, menor velocidade e maior quantidade de dados em relagdo a técnica
MiSeq, da mesma plataforma.

Identificador KO — “Numero KO” ou “Numero K”, referente ao Banco de Dados KO de
FuncBes Moleculares, provenientes de genes e proteinas caracterizados
experimentalmente em organismos especificos que sdo usados para encontrar
ort6logos em outros organismos.

Illumina — Plataforma de analise gendmica, baseada na técnica de sequenciamento por
sintese.

In6culo — Fonte de microrganismos.

Metabarcoding — Sequéncias curtas de DNA ou RNA que podem ser utilizadas para
caracterizacdo microbiana, e.g., 16S.

Metabdlitos — Produto do metabolismo de determinada molécula ou substancias por meio
de reacGes bioquimicas.

Metataxonémica — Técnica de caracterizacdo da comunidade microbiana a partir de
sequenciamento massivo de DNA, a partir da qual torna-se possivel inferir as
relagdes filogenéticas entre as sequencias obtidas.

Nucleotideo — Unidade minima do material genético, acido ribonucleico (RNA) ou
desoxirribonucleico (DNA), constituida por uma base nitrogenada, um acucar
(ribose) e um grupo fosfato.

Numero de acesso — Identificador das sequencias depositadas em determinado banco de
dados.

Numero E.C — Do inglés “Enzyme Commission Numbers”. Sistema de classificag@o
numérica aplicado as enzimas, composto por até cinco ndmeros em ordem
hierarquica, referentes as rea¢des quimicas catalizadas por tais enzimas.

Ortélogo — Genes com funcGes similares e mesma origem evolutiva, mas que divergiram
por especiacao.

OTU - Abreviacdo de Unidade Taxonémica Operacional. Menor unidade taxonémica
utilizada em um estudo.

Paired-end — Sequenciamento tanto da regido alvo quanto de sua fita correspondente,
resultando em duas sequencias complementares.

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase, técnica utilizada para amplificagdo exponencial

de uma regido gendmica especifica.
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Pipeline — cadeia de processos.

Ponto central — Replicas verdadeiras utilizadas para estimativa do erro puro.

Pontos axiais — Niveis extremos de um determinado experimento na metodologia de
superficie de resposta.

Primer ou Iniciador — Fragmentos curtos de RNA (oligonucleotideo) utilizados para
amplificacdo de uma regido-alvo por meio da técnica de PCR, por meio de uma
hidroxila livre em sua extremidade 3.

Read — Pequena sequéncia de pares de base, obtida como resultado do sequenciamento do
gendbma a partir da técnica shotgun.

Shotgun — Técnica de sequenciamento aleatdrio de alto desempenho aplicado a posterior
reconstrucdo do genoma completo de determinado organismo ou amostra.

Single-end — Sequenciamento apenas da regido alvo do material genético, ndo incluindo
sua sequéncia complementar e resultando em apenas uma sequencia. Contrario de
paired-end.

Solvetogénese — Via metabolica de producdo microbioldgica/fermentativa de etanol.

Taxon — Unidade taxonémica, referente a qualquer nivel de classificacao filogenético, e.g.,
género.

Quimera — Em bioinformética, uma sequéncia quimérica é o produto da concatenacdo
acidental de duas ou mais sequéncias de DNA, resultando em uma sequéncia
artificial (quimera) que pode levar a erros durante o tratamento e analise das
sequéncias.

Lignocelulose — Biomassa composta principalmente por fibras de celul6se e hemicelulose
revestidas por lignina.

Bioaumentacdo — Aumento da populacdo microbiana em uma determinada amostra por
meio da adicdo de cepas especificas ou fortalecimento da comunidade autéctone da
propria amostra.

Hidrotermdlise — Pré-tratamento fisico baseado na pressurizagdo de agua em elevadas
temperaturas (~200 °C), seguida de rapida despressurizacao e resfriamento, a fim
de romper as fibras de lignocelulose de diferentes biomassas.

Hidrolise — Reacdo em que ha quebra da ligagdo quimica em uma molécula ocasionada

por uma molécula de agua.
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