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RESUMO

MOURA, A. G. L. Avaliacdo da influéncia de nanoparticulas de ferro e niquel na
producdo fermentativa de hidrogénio em reatores em batelada e continuo. Tese
(Doutorado) - Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Carlos, 2021.

Neste estudo as propriedades quimicas de nanomateriais, incluindo sua maior area
superficial e atividade reacional, foram utilizadas na suplementacdo de metais em
reatores em batelada e continuos (Reatores Anaerdbios de Leito Fluidificado — RALF
operados em TDH de 3 h), e desta forma, a comparagdo entre reatores com
nanoparticulas (NPs) de ferro e niquel e reatores controle sem a adicdo das NPs foi
realizada para avaliar sua influéncia em trés configuracGes de processo fermentativo:
(1) Nos reatores batelada alimentados com meio RCM e inoculados com a cultura pura
C. butyricum foi aplicado planejamento experimental estatistico (Plackett-Burman e
Delineamento Composto Central Rotacional). Sob tais condicdes, a adicdo de NPs de
ferro (30 mg Fe® L) e niquel (20 mg Ni° L%) foi favoravel para otimizagéo da producéo
de H,. Todavia, a adigdo de NPs de niquel acima de 50 mg L™ foi desfavoravel para a
producdo de H,. Além disso, a rota de producdo de &cido valérico (&cido de alto valor
agregado no mercado) foi favorecida em detrimento a de &cido acético e butirico
guando NPs foram adicionadas ao meio. No reator em batelada com NPs foi observada
maior quantidade e menor expressdo da enzima hidrogenase quando comparado ao
reator controle; (2) Nos reatores continuos alimentados com glicose e inoculados por
autofermentacdo e bioaumentacdo com C. butyricum, a imobilizacdo de metais no
material suporte (argila expandida) e consequente maior disponibilidade de ferro e
niquel no meio reacional favoreceu a maior producdo de Acidos Organicos Volateis
(AOVs), quando comparado ao reator controle. Além disso, a adi¢cdo de NPs influenciou
nas rotas metabolicas, com maior concentracdo de &cidos acético e butirico no RALF -
NP e acido latico no RALF - Controle. Maior abundancia relativa (48,8%) de bactérias
semelhantes a Lactobacillus foi observada no biofilme do RALF-NP. (3) Nos reatores
continuos alimentados com vinhaca e inoculados com lodo anaer6bio bioaumentado
com C. butyricum, a composi¢do de H2 no biogés foi significativamente maior no RALF
- NP quando comparado ao RALF - Controle. A diminuicdo da concentracdo de &cido
latico no processo fermentativo da vinhaca foi observada em ambos os reatores e em
todas as etapas operacionais. Durante a etapa Il (4 gean L), as NPs metalicas
favoreceram genes relacionados as primeiras etapas da digestdo da vinhaca, com
maiores percentuais das enzimas beta-glucosidase, glucoquinase e piruvato-ferredoxina
oxidoredutase que se relacionam com maior abundancia relativa de Bacteroides e
Prevotella. No entanto, quando alimentado com vinhaga (7 gearb L) (etapa I11), L- e D-
lactato desidrogenase, 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase, acetato quinase, piruvato
quinase e flavoproteina fumarato redutase foram as enzimas favorecidas na presenga de
NPs. Estas enzimas estdo relacionadas as etapas finais da remocdo de compostos
organicos da vinhaca. Além disso, sob tais condi¢cdes foi observada maior abundancia
relativa de Lactobacillus (11,4%) e Secundilactobacillus (7,5%)

Palavras-chave: acido valérico, qPCR, Lactobacillus, Delineamento Composto Central
Rotacional, Reator Anaerdbio de Leito Fluidificado, Vinhaga, Clostridium butyricum.



ABSTRACT

MOURA, A. G. L. Evaluation of the influence of iron and nickel nanoparticles on the
fermentative production of hydrogen in batch and continuous reactors. Thesis (PhD) -
School of Engineering of Sdo Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2021.

In this study, chemical properties of nanomaterials, including their large surface area
and reaction activity, were used for metals supplementation in batch and continuous
reactors (Anaerobic Fluidized Bed Reactors - AFBR operated in 3 h HRT). The
comparison between reactors with iron and nickel nanoparticles (NPs) and control
reactors without the addition of NPs was performed to evaluate their influence on three
configuration of the fermentation process: (1) In batch reactors fed with RCM medium
and inoculated with pure culture C .butyricum statistical design of experiments was
applied (Plackett-Burman and Rotational Central Composite Design). Under such
conditions, the addition of NPs of iron (30 mg Fe® L) and nickel (20 mg Ni° L™?)
optimized the production of H,. However, the addition of nickel NPs above 50 mg L™
reduced the production of H,. Furthermore, the production route of valeric acid (a high
value-added acid in the market) was favored over acetic and butyric acid when NPs
were added to the medium. In the batch reactor with NPs, a greater amount and lower
expression of the hydrogenase enzyme was observed when compared to the control
reactor; (2) In continuous reactors fed with glucose and inoculated with natural
fermentation and C. butyricum bioaugmentation, the immobilization of metals in the
support material (expanded clay) and its consequent greater availability favored the
higher production of Volatile Fatty Acids (VFAs), when compared to the control
reactor. Furthermore, the addition of NPs influenced the metabolic pathways, with a
higher concentration of acetic and butyric acids in AFBR - NP and lactic acid in AFBR
- Control. Higher relative abundance (48.8%) of Lactobacillus was observed in AFBR-
NP biofilm. (3) In continuous reactors fed with vinasse and inoculated with anaerobic
sludge bioaugmented with C. butyricum, the composition of H2 in biogas was
significantly higher in AFBR - NP when compared to AFBR - Control. The decrease in
lactic acid concentration during vinasse fermentation process was observed in both
reactors and in all operational stages. During stage I (4 gearn L), metallic NPs favored
genes related to the first stages of vinasse digestion, with higher percentages of beta-
glucosidase, glucokinase and pyruvate-ferredoxin oxidoreductase enzymes that were
related to greater relative abundance of Bacteroides and Prevotella. However, when fed
with vinasse (7 gean L2, stage 111), L- and D-lactate dehydrogenase, 3-hydroxybutyryl-
CoA dehydrogenase, acetate kinase, pyruvate kinase and flavoprotein fumarate
reductase were the favored enzymes in the presence of NPs. These enzymes are related
to the final stages of removal of organic compounds from vinasse and greater relative
abundance of Lactobacillus (11.4%) and Secundilactobacillus (7.5%).

Keywords: Valeric acid, gPCR, Lactobacillus, Central Rotational Composite Design,
Anaerobic Fluidized Bed Reactor, Vinasse, Clostridium butyricum.
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1 INTRODUCAO

Em nanotecnologia, uma particula é definida como um pequeno objeto que se
comporta como uma unidade inteira em termos de seu transporte e propriedades.
Nanoparticulas (NP) sdo particulas cujo tamanho situa-se entre 1 e 100 nanémetros. NP
metélicas vem sendo utilizadas em processos fermentativos para favorecer maior producéo de
biogas e &cidos organicos. Por exemplo, algumas NPs metalicas alteram a velocidade de
transferéncia de elétrons e aumentam a atividade do complexo ferrodoxina-oxiredutase.
Gadbhe et al. (2015) obtiveram 27% de aumento da producdo de hidrogénio (Hz) a partir da co-
adicdo de NPs de niquel e hematita utilizando &gua residuaria da producdo de leite como
substrato. Além disso, Zhang et al. (2015) reportaram aumento de 50% no rendimento de H»
com a adicio de NPs de Fe® ao meio, a qual favoreceu o predominio de Clostridium sp. no
consoércio microbiano.

Além de otimizar a producdo de biogas, NPs podem ser utilizadas para aumentar a
producéo de &cidos organicos volateis (AOV). Zhang et al. (2020) operaram reator anaerdébio
para digestdo de lodo e observaram producdo de AOV 2,5 vezes maior no reator com 100 mg
L de NPs de dxido de ferro (FesOs), quando comparado ao reator controle (sem NPs). O
aumento da concentracio de NPs de Fe® (0-800 mg L™) foi reportado como diretamente
proporcional ao aumento da producdo de AOV em reator inoculado com lodo anaerobio,
utilizando algas (Saccharina japonica) como substrato (Yin e Wang, 2019).

Inimeras pesquisas vém sendo realizadas no Laboratério de Processos Bioldgicos
(LPB-EESC-USP), por meio da avaliacdo da producdo de Hz em reatores em batelada e
continuos, a partir da fermentacdo de diferentes residuos, como bagaco de cana, restos de
alimento, papel, vinhaca etc. A abordagem da producdo fermentativa de H, tem grande
atratividade por abranger simultaneamente a destinacdo final de residuos e a producdo de
energia. Conciliar estas duas vertentes é o desafio mais importante no desenvolvimento desta
tecnologia. Principalmente, porque a vazdo de Hz produzida no processo, ainda é reduzida, o
que justifica os esfor¢os direcionados para a otimizacao do sistema.

A industria de producdo do etanol a partir da cana-de-agucar esta entre as 17 que mais
poluem o mundo, e os residuos gerados (bagaco, melaco e vinhaca) a partir dessa biorrefinaria
tém grande potencial energético (producédo de biogas) e de reuso (fertilizante do solo), quando

aplicada a fermentacdo como forma de tratamento seguida da disposicdo ambientalmente



correta no solo (Barros et al., 2020). Barros et al. (2020) demonstraram a viabilidade de
recuperacdo do potassio presente na vinhaca por eletrodialise. Os autores utilizaram
membranas ion seletivas e estudaram quatro diferentes solugdes eletroliticas (Na2SOsa,
MgSOs, K2SO4 e NHsNO3). Os melhores resultados, com precipitacdo de 7,3 kg de estruvita
kg! de vinhaca tratada foram obtidos com a solucdo de NHsNOs. Em 16/10/2020, a
biorrefinaria Raizen inaugurou a primeira planta no mundo, em escala comercial, a utilizar a
tecnologia de conversao da torta de filtro e da vinhaca (subprodutos do processo produtivo do
etanol e do aglcar) em biogés. A nova unidade em Guariba-SP podera produzir 138 MWh
ano, o suficiente para abastecer a demanda de energia elétrica, por exemplo, da cidade de
Araraquara-SP.

A avaliacdo da producdo de H> em Reatores Anaerobios de Leito Fluidificado
(RALFs) com diferentes concentragdes de substrato, diferentes tempos de detencdo hidraulica
(TDHs) e a avaliagdo dos possiveis metabolitos produzidos no processo fermentativo estéo
reportadas na literatura (Amorim et al., 2012; Lin et al., 2009; Shida et al., 2009). No entanto,
faltam ainda estudos utilizando estratégias alternativas aos parametros operacionais para
otimizacdo da producdo de H> em reatores continuos, como por exemplo, a suplementagédo
com NPs metalicas.

A compreensdo aprofundada da composicdo microbiana, diversidade/similaridade,
redes metabdlicas, padrdes funcionais de genes e relacdo entre a biodiversidade e as funcdes
do sistema em nivel do genoma podem ajudar na caracterizacdo taxonémica e funcional, e
consequentemente contribuir para o aprimoramento do processo de fermentacdo. Técnicas
moleculares, como a rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real (q-PCR), foram descritas
por Kumar et al. (2020). Ademais, muitos pesquisadores aplicaram com sucesso a andlise de
bioinformatica na metagendémica microbiana da digestdo anaerdbia para identificar bactérias
dominantes e arqueias metanogénicas, monitorar a mudanca da comunidade microbiana, e
elucidar correlagdes entre o desempenho do reator, estruturas da comunidade microbiana e
variaveis ambientais pertinentes (Zhang et al., 2019).

Desta forma, por meio da realizacdo desta pesquisa, buscou-se o favorecimento da
producdo fermentativa de Ho, ao adicionar NPs de ferro e niquel em reatores em batelada e
em reatores de fluxo continuo (RALF) inicialmente usando agua residuéria sintética a base de
glicose, e posteriormente, vinhaca. Além disso, técnicas de biologia molecular foram

aplicadas para avaliar a influéncia da adicdo de NPs metéalicas: (a) na quantidade e expressdo



da hidrogenase (hydA) em reatores em batelada por g-PCR e RT-gPCR e (b) na

caracterizagdo taxonomica e funcional do biofilme de reatores continuos por metagenoma.



2 HIPOTESE

Hipdtese A: Por meio da combinacdo de parametros operacionais (concentra¢do de
substrato), e a adicdo de NPs de ferro e niquel tem-se a otimizacdo da producdo de H e

acidos organicos por Clostridium butyricum em reatores em batelada.

Hipdtese B: A condicdo 6tima para producdo fermentativa de Hz e &cidos organicos
obtida em reatores em batelada se mantém, quando os parametros operacionais e as NPs de

ferro e niquel sdo aplicados em reator anaerdbio de leito fluidificado.

Hipdtese C: A adicdo de NPs de ferro e niquel favorece a producdo de H e acidos
organicos em reator anaerobio de leito fluidificado alimentado com &gua residuaria real

(vinhaca).

Hipdtese D: Quando adicionadas em reatores batelada, NPs de ferro e niquel

influenciam no ndmero de cdpias de hidrogenase e na sua expressao.

Hipotese E: No contexto de producéo de H. e acidos organicos, € possivel observar
diferenca taxondmica e funcional entre reatores continuos em que NPs de ferro e niquel foram

adicionadas, e aqueles sem a adicdo de NPs.

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da suplementacdo com metais no formato de NPs de ferro e niquel
no processo fermentativo de substrato sintético (glicose) por C. butyricum em reator em
batelada, e comparar com a influéncia da adicdo de metais em configuracdo reacional
continua (RALF) alimentada com mesmo substrato sintético (glicose), como também, com

agua residuéria real (vinhaca).



2.2 Obijetivos especificos

a)
b)

)
d)

€)

9)

h)

Avaliar a influéncia de NPs metalicas no processo de digestdo anaerdbia de reatores
em batelada e continuos;

Avaliar a remocao de carboidratos em reator com NPs e reator controle;

Avaliar a producdo de AOV em reator com NPs e reator controle;

Avaliar a producdo de H, em reator com NPs e reator controle;

Avaliar a influéncia da adicdo de NPs metalicas na quantidade e expressdo de enzimas
hidrogenase participantes da fermentacdo nos reatores batelada;

Comparar a diversidade de bactérias do biofilme dos reatores continuos com e sem
NPs;

Avaliar a abundéancia relativa de enzimas relacionadas ao ferro e ao niquel dos reatores
continuos com e sem adicdo de NPs;

Descrever a influéncia de NPs metalicas no perfil taxonémico e no potencial funcional
do biofilme desenvolvido na manta de lodo de reatores continuos quando alimentados

com glicose e quando alimentados com vinhaca.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo fermentativa de hidrogénio e acidos organicos

A producédo de H> e &cidos organicos a partir de biomassa contendo carboidratos ¢ a
perspectiva futura para atingir economia circular com emissdo nula de gas carbénico e
reducdo do aquecimento global (Sharma, 2019). Sdo vantagens econémicas da fermentacdo, a
producdo de energia de forma continua, e ndo dependéncia da luz solar, além de maior
estabilidade e eficiéncia. E o processo mais indicado em escala industrial, devido a sua
simplicidade operacional. Além disso, no processo fermentativo pode-se utilizar variedade de
residuos organicos como substrato, para simultaneamente obter reducdo destes residuos e
producdo de energia (Azwar et al., 2014). O processo de fermentacdo para producdo de H; e
acidos organicos exige aguas residuarias com elevada carga organica, baixo requerimento de
nutrientes e resultado positivo no fluxo de energia.

Acar e Dincer (2019) avaliaram o0 aspecto econdmico, ambiental, social e diferentes
possibilidades de obtencdo de H.. Ao comparar a producéo biologica, térmica, fotdnica e
elétrica, os autores reportaram que a obtencdo por processo biologico € inferior apenas em
relacdo a fotdnica, cujos custos para producdo nao sao viaveis atualmente. Os autores também
reportaram que o maior desafio para a produgédo bioldgica de H. refere-se as velocidades de
obtencdo, uma vez que trata-se de processo lento sob condi¢do anaerdbia, além da
necessidade de mais pesquisas na busca de condicGes favoraveis de obtengdo de populacGes
microbianas para otimizar a producdo e fundamentalmente a aplicacdo em larga escala.

O estudo da otimizag&o da produgdo de H> e &cidos organicos e de seu rendimento é
direcionado, principalmente, na redugdo da pressdo parcial de H», otimizacéo das condic¢oes
operacionais do processo e isolamento de culturas puras ou mistas. E importante ressaltar que
0 baixo rendimento da produgdo de H> em processos fermentativos & um dos principais
obstaculos da comercializacdo desta tecnologia. Isto ocorre porque apenas 1/3 do substrato é
convertido em Ha, enquanto 2/3 sdo convertidos em outros produtos da fermentacdo, como
acido acético, acido butirico, butanol, acetona, etc (Hallenbeck e Ghosh, 2009). Na pratica,
maior rendimento de obtencdo de H» estd associado a mistura de &cido butirico e acético
como produtos da fermentacdo, enquanto menor valor esta associado ao acido latico e outros
solventes (Cai et al., 2010).



Sharma (2019) reportou como efetiva a combinacdo entre a catalise quimica e
biologica para producdo de Hz. O autor descreveu a operagdo de uma célula de
biotransformacdo e metabolismo sintético como produtora de 12 H. por glicose equivalente e
afirmou ser uma possivel solucéo para o baixo rendimento do H- via processo fermentativo.
ElI-Emam e Ozcan (2019) avaliaram a perspectiva técnica e econdmica da producio de H, em
larga escala. Os autores consideraram que utilizar a bioenergia contida em biomassa por
processos enzimaticos, metabdlicos e fermentativos ainda estd no estagio de pesquisa e
desenvolvimento e distantes da aplicagcdo em larga-escala no curto prazo.

Castelld et al. (2020) descreveram os possiveis entraves da produgédo fermentativa de
H>. Os autores reportaram a utilizacdo de cultura mista como crucial para o0 aumento de escala
do processo, no entanto esta diretamente ligada aos problemas com estabilidade operacional e
produtividade. A homoacetogénese e o aparecimento de bactérias produtoras de acido latico
foram observadas, independente da configuragdo dos reatores. Todavia, estratégias
operacionais favoraveis a producdo estavel de H, foram descritas, como o pre-tratamento
térmico do lodo de inéculo e a adequacdo de parametros como TDH e Carga Organica
Volumétrica (COV). A inibicdo da produgdo de H> também pode ocorrer pelo excesso de
substrato, micronutrientes, macronutrientes, ions metélicos, pH &cido, &cidos organicos nado
dissociados e substancias toxicas derivadas do substrato. Todavia, existem alternativas como
estudar os fundamentos dos mecanismos de inibicdo e intervalo 6timo de parametros para
operar os reatores e evitar a inibicdo (Elbeshbishy et al., 2017).

A producdo fermentativa de H. e &cidos organicos é especialmente atrativa pela
flexibilidade no uso de diferentes fontes de carbono, desde substratos solidos até aguas
residudrias industriais. Dentre tais substratos podem ser mencionados, xilose, soro de queijo,
silagem de grama, grama seca, residuos de alimento, adgua residuaria de usina de alcool,
extrato de carne, extrato do sorgo de acUcar, celulose, glicerol, bagaco de cana-de-agUcar,
vinhacga, melaco, glicose, manipueira, soro de queijo (Antonopoulou et al., 2010; Bao et al.,
2013; Cui e Shen, 2012; Gadow et al., 2013; Im et al., 2012; Kargi et al., 2012; Lietal., 2012;
Lo etal., 2013; Mékinen et al., 2012) (Tabela 3.1).



Tabela 3.1: Resumo de producéo de hidrogénio e acidos orgénicos a partir de diversos substratos

Indculo Substrato Operagdo H: nF]) é;gggﬁig’s Referéncia
Clostridium . pH 6, 5 mol Acético e
perfrigens Glicose 37°C MOlglicose™ butirico 1Al
} Residuos de pH 6,
Autoctone meldo/melancia ~ 36°C 391 mL ) [B]
) Residuos de pH 7, Acético e
Autoctone café 30°C 82 mL latico [C]
Bacillus s Residuos de pH7,  32mmol L~ Acéticoe D]
P- banana 37°C ! butirico
Autoctone Sorgo doce pg';g ’ n?o? Imol_l Butirico [E]
glicose
Bacillus sp. e . pH 5, 1,2 mol .
Brevundimonas sp. Amido 35°C mMolglicose™ Butirico [F]
Autdctone Grama g';o?C ;2 mI__l Acético [G]
grama
Lodo de ETE Celulose p;f (’:5 22 lrr:mgl Acético [H]
celulose
Residuos de pH 4,3, 2,3 mol .
Lodo de ETE alimentos 35°C Molglicose™ Butirico (1]
Soro de queijo pH 7, i
Lodo de ETE em po 55°C 257 mL [J]
] . pH 7, 38 mL Acético e
Autoctone Silagem 37°C Gsiagen™ butirico [K]
Clostridium Glicerol pH 7, 0,5 mol Butirico e L]
pasteurianum 35°C MOl gliceror etanol
Clostridium .
acetobutulyticum e Xilose pr;g ’ rr?o5l TOI_l B;;Iért'ii%e [M]
Xiose

Citrobacter freundii
ETE: Estacdo de tratamento de Esgoto; A: Wong et al. (2018); B: Turhal et al. (2019); C: Montoya et
al. (2019); D: Mazareli et al., (2019); E: Antonopoulou et al. (2010); F: Bao et al. (2013); G: Cui e
Shen, (2012); H: Gadow et al. (2013); I: Im et al. (2012); J: Kargi et al. (2012); K: Li et al. (2012); L.
Lo etal. (2013); M: Mékinen et al. (2012).

Wong et al. (2018) reportaram rendimento da producdo de Hz por Clostridium
perfrigens em pH 6, 37°C e com 5 g L™ de glicose como substrato de 4,68 mol de H, mol™ de
glicose (Tabela 3.1). Este valor esta acima do tedrico convencional de 4 mol de H, mol™ de
glicose e foi obtido tendo como principal rota metabdlica a produgdo dos acidos acético e
butirico, com a raz&o entre a concentracdo de &cido acético e butirico de 0,77.

Turhal et al. (2019) estudaram a producdo fermentativa de Hz a partir de residuos de
meldo e melancia. Os autores concluiram que o residuo pode ser usado, tanto como inoculo,

quanto como substrato, e a respectiva maior producao de H» e acidos organicos obtida foi de



391 mL e 11 g L%, para residuos com 37 g L™ (Tabela 3.1). Montoya et al. (2019) estudaram
a producédo de H: a partir da co-digestdo da polpa, casca e adgua residuaria do café utilizando
organismos autoctones como inéculo. Os autores obtiveram méaxima producdo de H, de 82
mL de H: nas condicdes de: 30 °C, 180 rpm, 50% headspace, 2 g L de polpa e casca, 30 g
de matéria organica L™ de aguas residuéria do café e 2 g L™ de extrato de levedura, 0s
principais acidos organicos observados nesta condigdo foram o acético (1956 mg L) e latico
(786 mg L) (Tabela 3.1). Mazareli et al. (2019) usaram a fermentac&o de residuos de banana
com cultura autdctone de Bacillus sp. e obtiveram maxima producdo de H, de 31,7 mmol L™
para 5 g L de substrato, além dos &cidos acético (488 mg L) e butirico (536 mg L) como
principais metabolitos (Tabela 3.1).

Na Figura 3.1 é possivel observar um fluxograma das caracteristicas da producéo

fermentativa de H» descritas acima.



Figura 3.1: Possiveis substratos e inoculos para a produgéo biologica de hidrogénio e &cidos organicos
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3.2 Nanoparticulas metalicas

Em nanotecnologia, uma particula é definida como um pequeno objeto que se
comporta como uma unidade inteira em termos de seu transporte e propriedades.
Nanoparticulas (NP) sdo particulas cujo tamanho situa-se entre 1 e 100 nanémetros. O
crescente acesso a nanotecnologia, devido a reducdo de seu custo, possibilita a utilizacdo de
NPs metéalicas na engenharia ambiental. A elevada area superficial das NPs lhes confere
especificas propriedades quimicas e fisicas, como por exemplo, na fabricacdo de células
combustiveis microbianas (CCM). NPs de molibdénio de ferro foram utilizadas como anodos
de CCM, sendo reportada densidade energética 1,4 vezes maior, quando comparado ao
eletrodo controle (Mohamed et al.,, 2020). Resultados similares foram obtidos por
Muthukumar et al. (2019) ao utilizar NPs de Fe-ZnO, os quais reportaram vantagens na
hidrofilicidade e aumento (21%) na performance da CCM.

Além da utilidade das NPs no tratamento sustentavel de efluentes, como por exemplo,
nas areas de nano-fotocatélise, desinfecgdo, nano-filtragdo e nano-adsorcéo. A suplementacéo
com elementos trago de meios usando NPs para melhorar a digestdo anaerdbia é atualmente
uma dessas areas de interesse cientifico e tecnoldgico. A ideia principal é fornecer formas
metélicas mais estaveis aos microrganismos, consequentemente potencializando a producéo
de &cidos organicos e biogas (hidrogénio - H> e/ou metano - CHa) (Figura 3.2). No contexto
da digestdo anaerdbia, as NPs metélicas propiciam maior transferéncia intracelular de
elétrons, auxiliam a producdo de H> por [FeFe]- e [NiFe]-hidrogenases, e favorecerem a
selecdo de culturas produtoras de H, no meio(Patel et al., 2018). Na Figura 3.2 é possivel

observar um resumo da atividade de NPs metalicas na fermentacao.
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Figura 3.2: Resumo da atividade de NPs metalicas na fermentagéo
INFLUENCIA DE NANOPARTICULAS METALICAS NA FERMENTAGCAO

ESPECIACOES DOS METAIS
Estaveis: Instaveis:
residual soluvel, oxidavel e reduzivel
Aumenta transferéncia
v intracelular de elétrons

. Auxilia [NiFe]- e [FeFel- | Concentracdo Produgao de biogas
NANOPARTICULAS hidrogenases otimizada e acidos organicos

Seleciona organismos
produtores de H,

Taherdanak et al. (2016) estudaram a influéncia dos fons Fe*? e Ni*? versus a
influéncia de NPs de Fe® e Ni® na producio fermentativa de H> mesofilica a partir de glicose,
utilizando lodo anaerdébio como indculo (Tabela 3.2). Os autores reportaram que a ordem de
efeitos nos pardmetros cinéticos foi a seguinte: Ni*?>>Fe®>Fe*?>Ni° A partir da analise de
metabolitos solGveis, os autores concluiram que a producdo de etanol e acido propiénico
afetaram de forma negativa a producdo de H», enquanto a producdo de &cido butirico foi
favorecida.

O aumento no valor de rendimento da producdo de Hz com a adi¢cdo de NPs em
experimentos que utilizaram glicose como substrato e lodo de Estacdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) como indculo variou de 2% com a adicdo de 2,5 mg L de NPs de niquel
(Taherdanak et al. 2016) a 100% com a adicdo de 200 mg L™ de NPs de ferro (Zhang et al.
2015) (Tabela 3.2).

O aumento de apenas 7% na producéo de H: a partir da fermentagdo de glicose ao
adicionar NPs de paladio (5 mg L™) foi observado em reator em batelada, inoculado com
Enterobacter cloacae (Mohanraj et al., 2014). Todavia, ao inocular a mesma cultura em reator
em batelada com glicose, mas com 100 mg L™ de NPs de ferro, 0 aumento na produgdo de Hz
foi de 101% quando comparado ao reator controle (Nath et al., 2015) (Tabela 3.2). Ou seja, 0
ion que compBe a NP influencia de forma significativa na producéo de H. que sera obtida a
partir do processo fermentativo.
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Tabela 3.2: Diferentes estudos sobre a influéncia da adi¢éo de nanoparticulas no rendimento da
producdo de hidrogénio em ensaios em batelada

A Aumento

NPs  Concentracédo Inéculo Substrato Controle NPs_ do 2 (%) Referéncia
Co 10°molL? C.butyricum  Glicose 109 118 9 [A]
Ag 20 nM Lodode ETE  Glicose 173 284 64 [B]
Consorcio
Au 5nM presente em  Sacarose 157 269 71 [C]
cereais
Pd  5mgLt  CNerobacter - pice 273 202 7 D]
cloacae
Fe:Os 175mgL* acetobfj:tlylicum Glicose 213 284 33 [E]
Fe 5mgL* Lodode ETE  Glicose 326 450 38 [F]
Fe 400mgL?! Lodode ETE  Glicose 80 161 100 [G]
Fe  100mgLt  Enterobacter opioce 111 223 101 [H]
cloacae
Ni 25mgL?! Lodode ETE  Glicose 326 332 2 [1]
Ni 57mgL! Lodode ETE  Glicose 237 307 30 [J]
Ni 60 mg L* Lodo de ETE MEG 18 25 39 K]
Fe-Ni 375mgL! Lodode ETE  Amido 72 142 97 [L]

\: rendimento da producido de H2 (mLH, gDQO 1); MEG: Monoetilenoglicol; ETE: Estacio
de Tratamento de Esgoto; A: Beckers et al. (2013); B: Zhao et al. (2013) ; C: Zhang e Shen
(2007) ; D: Mohanraj et al. (2014a); E: Mohanraj et al. (2014b); F Taherdanak et al. (2016);
G: Zhang et al. (2015); H: Nath et al. (2015); I: Taherdanak et al. (2016); J: Mullai et al.
(2013); K: Elreedy et al. (2017); L: Taherdanak et al. (2015).

Kreuzer et al. (2017) avaliaram a expressdo dos genes da [Ni-Fe]-hidrogenase e [Fe-
Fe]-hidrogenase (genes hydB e hydAB) durante a producdo de H, em reatores em batelada a
partir da reagcdo da transcriptase reversa seguida da reacdo da polimerase em cadeia (RT-
PCR). Os autores observaram que ambas as enzimas estavam ativas, simultaneamente, apos
14 h de experimento, e novamente apds 80 h de experimento, e em ambos 0s casos estavam
relacionadas ao aumento de H» no headspace. Os reatores foram inoculados com Shewanella
oneidensis. Desta forma, a disponibilidade de ions niquel e ferro no meio estd diretamente
ligada a producéo de Ho, ja que estes metais sdo parte constituinte das enzimas hidrogenase
(hydA).

Zhang et al. (2019) estudaram a biodisponibilidade do ferro em ambiente acidificado e
a possivel acdo de &cidos organicos volateis (AOV) ou radicais de acidos inorganicos como
reguladores das especiacOes deste metal. Reatores em batelada com diferentes relagdes
alimento/microrganismo (5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4 e 0:1) foram operados em condicdo

mesofilica, inoculados com lodo anaerobio e alimentados com residuo sélido organico. Os
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autores reportaram que os AOV e os radicais de &cidos inorganicos ndo regularam a
especiacdo do ferro. Além disso, na presenca de AOV, a conversdo de ferro para sua fracdo
soluvel foi observada, diminuindo a fragdo residual, a qual tem papel fundamental na
manutencdo do ferro em estados biodisponiveis. Desta forma, um fator externo para regular as
especiagOes seria necessario, como por exemplo, 0 uso de NPs.

Zhong et al. (2020) avaliaram a influéncia de NPs de magnetita (FezO4) na producéo
de H2 em reator de manta de lodo granular e expandida (EGSB) alimentado com glicose,
operado em condigdo mesofilica e TDH de 6h. Os autores analisaram as especiagdes do ferro
nas amostras afluentes de dois reatores: EGSB: — NPs de magnetita foram adicionadas e
EGSB; — sem a suplementacdo com metais. Foi possivel observar fracdo estavel de metais
(ferro residual) significativamente maior no EGSBt (68%) quando comparado ao EGSB¢
(1%), com maior porcentagem de fragGes instaveis (ferro oxidavel, reduzivel e soltvel). Além
disso, foi reportada maior producdo de H, em EGSBt (13 mL de H, g* de SSV), quando
comparado ao EGSBc (9 mL de Hz g de SSV). Provavelmente, devido as cadeias de
conducao elétrica formadas, pelo ferro estavel, na superficie das células microbianas do lodo
do EGSB.

3.3 Clostridium butyricum

A engenharia genética aplicada ao aumento da producdo fermentativa de H; tem
utilizado cepas de Clostridium spp., Escherichia coli e Enterobacter spp. (Goyal et al., 2013;
Hallenbeck et al., 2012). Bactérias semelhantes a Clostridium tém sido descritas como uma
das mais eficazes para a produgdo de H. dentre aquelas pertencentes ao Filo Firmicutes.
Algumas espécies ja citadas como produtoras de Hz sdo as seguintes: Clostridium
acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium butyricum, Clostridium puniceum e
Clostridium thermocellum (Barca et al., 2016; Pachapur et al., 2017; Seelert et al., 2015; Yin
and Wang, 2017)

Mesmo utilizando diferentes fontes de indculo como lodo de estacéo de tratamento de
esgoto (Zhao et al., 2013) e consércio de bactérias em cereais (Zhang and Shen, 2007), a
presenca dominante de C. butyricum no processo fermentativo de producdo de H. é
frequentemente reportada na literatura (Tabela 3.3). Alguns ensaios em batelada realizados

com a cultura pura C. butyricum para producdo de H, estio resumidos na Tabela 3.3. E
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possivel observar que o rendimento variou entre 162 e 253 mLH, gDQO™, e em alguns
ensaios foram utilizados também residuos sélidos como substrato, sendo reportada esta
espécie como bactéria celulolitica predominante.

Kataoka et al. (1997), Lin et al. (2007) e Cai et al. (2010) obtiveram rendimentos de
producdo de H, de 164, 211 e 162 mL de H2 g* de matéria organica, respectivamente, em
reator em batelada, inoculado com cultura pura de Clostridium butyricum fermentando glicose
em condicdo mesofilica (Tabela 3.2). Nos trés estudos foram obtidos rendimentos menores
que 50% da produgcdo tedrica de H> e acidos acético e butirico como principais metabdlitos.

Mahmood et al. (2013) estudaram a fermentacdo de aguapé por cultura mista e C.
butyricum. Os autores obtiveram 38% de aumento no rendimento da producdo de Hz ao
adicionar NPs de ferro ao processo. O rendimento méaximo obtido foi de 57 ml de H, g de
peso seco da planta quando 250 mg Fe® L foram adicionados. Pachapur et al. (2017)
utilizaram bactérias semelhantes a C. butyricum para producdo de H a partir de residuos da
industria de biodiesel. Os reatores em batelada foram operados a 30°C, pH 6,5 e 150 rpm,
cuja produgdo maxima observada foi de 17,44 + 0,38 mmol de H, L™,

Jiang et al. (2016) utilizaram bagaco de cana de agtcar (242 mLH; gDQO™) e folhas
de Jatropha hulls (228 mLH, gDQO™) e obtiveram rendimento da producio de H, similar
aquele com glicose (253 mLH, gDQO™).  S&o poucos os exemplos de aplicacdo de cultura
pura de C. butyricum como in6culo de reatores continuos ndo estéreis. Fritsch et al. (2008)
utilizaram um reator de coluna com estruturas ceramicas quadradas e operado a 37 °C e TDH
de 5,5 h. Os autores obtiveram rendimento de 0,92 molHz Molhexose™ € reportaram os acidos
butirico (2,4 g L) e formico (1 g L) como principais metabdlitos sollveis. Pattra et al.
(2010) utilizaram cultura pura de C. butyricum como inéculo em reator de mistura completa e
obtiveram o maximo rendimento de 1 molH, molhexose™ em TDH de 4h. Nesta condigdo os

acidos latico (3,4 gDQO L) e etanol (2,9 gDQO L) foram os principais metabdlitos

solaveis.
Tabela 3.3: Producéo de hidrogénio por Clostridium butyricum utilizando glicose como substrato
Substrato Temperatura (°C) A Referéncia
Glicose 253
Glicose e bagaco 35 242 Jiang et al. (2016)

Glicose e Jatropha hulls 228
Glicose 35 162 Cai etal. (2010)
Glicose 35 211 Lin etal. (2007)
Glicose 30 164  Kataoka et al. (1997)

A: Rendimento (mLHz gDQO™)
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Calusinska et al. (2010) evidenciaram a importancia de caracterizar 0s organismos de
interesse de acordo com suas diferentes hidrogenases. Por exemplo, a partir deste estudo
poderia modificar uma cultura a ponto de retirar a hidrogenase que utiliza o Hy, e ent&o retirar
a sua capacidade de recicla-lo. Outra abordagem é a de identificar novas enzimas com
velocidades maiores, além da obtencdo de maior flexibilidade na utilizagdo de redutores.
Ainda, com a possibilidade de selecionar enzimas com menor sensibilidade ao oxigénio.
Clostridium spp. possui uma diversidade de enzimas que poderiam atender a estas exigéncias
da engenharia genética.

As possiveis rotas de fermentacdo da glicose e a porcentagem de reagente que é
destinada a cada produto ao utilizar a cultura pura de C. butyricum esté ilustrada na Figura 3.3
(Cai et al., 2010). Provavelmente, 10% do acido piravico formado pode ser usado para a
formacdo de &cido latico, enquanto 4% vai para a rota que envolve acido citrico. Os 85%
restantes vao para a rota de producéo de H> que também tem o &cido butirico, acido acético e
etanol como subprodutos (Figura 3.3).

Figura 3.3: Fluxo metabdlico da producéo fermentativa de hidrogénio por Clostridium butyricum a
partir da glicose

Glicose

l

Acido fosfoenolpirivico —>Acido pirdvico —> Acido litico

o ‘L Ferrodoxina
Acido oxaloacético Q
Ferrodoxina reduzida—— H:

Acido citrico

Acetil CoA

Acido alfa cetoglutarico / \ Etanol

Acido butirico

Acido acético

(Fonte: Cai et al., 2010)

3.4 Reator anaerobio de leito fluidificado

O RALF é caracterizado pela elevada relacdo altura/diametro e aplicacdo de vazdo de
recirculagdo no sistema de modo a fluidificar o leito de lodo. A manutencdo da biomassa no
sistema € garantida por sua adesdo em um material suporte. Essa configuracdo hidraulica
garante a melhora no contato biomassa-agua residudria; evita a formacdo de canais

preferenciais, empacotamento e retencdo de gas; permite o controle e otimizacdo da espessura
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do biofilme; requer menor area; e pode-se obter melhor estabilidade e melhor eficiéncia de
remocdo de matéria organica (Shah et al., 2017).

Desta forma, a configuracdo do RALF surgiu como alternativa para o tratamento de
aguas residudrias recalcitrantes, cujos compostos geralmente sdo hidrofébicos e de alto peso
molecular. As vantagens do RALF abrangem: resiliéncia frente a variagdes das caracteristicas
afluentes, alta velocidade de transferéncia de massa, e mistura uniforme. Apesar de
relativamente nova, verifica-se ampla aplicacédo desta configuracdo em larga escala. O design
e a operacdo do RALF influenciam na eficiéncia de tratamento, e os principais parametros séo
relacionados com a geometria do reator, tamanho e densidade do material suporte, velocidade
ascensional, pH, TDH e COV (Bello et al., 2017).

Apesar dos diversos estudos relacionados a producédo bioldgica de Hy, o estudo deste
processo em reatores continuos como o RALF ainda é necessario. Alguns aspectos que
influenciaram a producdo deste gas ja foram avaliados, tais como, adaptacdo do indculo a
fonte de carbono no proprio reator, concentracdo de substrato 6tima e metabdlitos (Cavalcante
de Amorim et al., 2009; Koskinen et al., 2007; Z. Zhang et al., 2008). Na Figura 3.4 estdo
descritos os principais parametros relacionados ao projeto e operacdo de RALF.

Figura 3.4: Principais parametros do Reator Anaerdbio de Leito Fluidificado

REATOR ANAEROBIO DE LEITO FLUIDIFICADO

Parametros de projeto:

Geometria do reator, tamanho e
densidade do material suporte

Recirculacéo

Parametros operacionais: Diluigo da
. recalcitrincia de
pH, alcalinidade, temperatura, carga COmpostos
organica, TDH e velocidade ascensional P

: Resisténciaa

Eficiéncia no tratamento tranqifse;aénncli?ade
de aguas residuarias e
producgao de biogas

Outros estudos da producio de H; utilizando RALF estio resumidos na Tabela 3.4. E
possivel observar que rendimentos entre 1,0 e 15,2 mmol Hz gDQO™ foram reportados,

porém utilizando &gua residuéria real, o rendimento nio foi maior que 5,2 mmol Hz g de
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matéria orgénica (menor que 40% do méximo teorico), reforcando a necessidade de novos
estudos para otimizar esta producéo de Ha.

Tabela 3.4: Producéo de hidrogénio em reatores anaerébios de leito fluidificado
TDH Temperatura

Inéculo Substrato R A Referéncia
(h) (°C)
Esgoto Sacarose 6 40 111 [A]
Vinhaga Vinhaga 6 55 2,9 [B]
Agua_re5|duar|a de Vm_haga e 5 55 31 [C]
suinocultura glicose
Vinhaca Soro de queijo 4 55 5,2 [D]
Cerveja Galactose 6 37 15,2 [E]
Esgoto Xilose 6 55 7,5 [F]
Vinhaca Vlrglhaga € S0ro 55 1,0 [G]
e gueijo

L: Rendimento (mmolH, gDQO™); A: (Lin et al., 2009); B: (Santos et al., 2014); C: (Reis et al., 2015);
D: (Ottaviano et al., 2017); E: (Anburajan et al., 2018);F: (Dessi et al., 2018); G: (Ramos e Silva,
2018).

Zhang et al., (2008) utilizaram dois RALF para producdo bioldgica de H, sendo um
deles com biofilme em material suporte e outro com lodo granular, ambos com glicose como
fonte de carbono, pH 5,5 e mantidos em 30°C. Os autores estudaram a influéncia do tempo de
detencdo hidraulico (TDH) (0,125 a 3 h) e da concentracéo de glicose (5 a 120 g L™) na
producdo de Hz. Em ambos os reatores, o rendimento maximo de H: foi de 188 mL de H2 g
de matéria organica, em TDH de 0,25 h e 10 g L™ de glicose.

Shida et al. (2009) estudaram a producado biologica de H, em RALF alimentado com
agua residuaria sintética (2 g de glicose L™). Os autores reportaram aumento da produgio
volumétrica de Hz de 1,84 para 2,29 L h* L, com a reducio do TDH de 8 para 2 h. O
contetdo do biogéas foi de Hz e CO, livre de CHa, sendo o contelldo méximo de H, de 37%,
em TDH de 2 h.

Santos et al. (2014) e Reis et al. (2015) operaram RALF em condicdo termofilica
(55°C) e submetidos ao mesmo TDH (6h). Os autores obtiveram rendimento de 2,9 e 3,1
mmol de H, g de matéria organica, respectivamente, ao alimentar o reator com vinhagca e co-
digestdo de vinhaca e glicose. Desta forma, a co-digestdo com substrato de facil assimilacéo
nédo favoreceu de forma significativa o rendimento da producéo de H», em relagdo ao aumento

de custo que significaria no processo de tratamento.
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Ao comparar o rendimento de RALFs operados em condig¢do termofilica (55°C) e
TDH de 6h, com aquele alimentado apenas com vinhaga (2,9 mmolH, gDQO™ (Santos et al.,
2014)) ou apenas com soro de queijo (5,2 mmolH, gDQO™ (Ottaviano et al., 2017) foi
observado maior producdo em relacdo aquele alimentado em co-digestdo com vinhaga e soro
de queijo (1,0 mmolH, gDQO™ (Ramos and Silva, 2018b)).

Ao comparar 0s RALFs submetidos a TDH de 6h e alimentados com substrato
sintético (sacarose, galactose e xilose) foram observados maiores rendimentos da producéo de
H2 naqueles operados em condicdo mesofilica; ou seja de 11,1 mmolH, gDQO™ a 40°C (Lin
et al., 2009) e 15,2 mmolH, gDQO™ a 37°C (Anburajan et al., 2018), em relagdo a condicéo
termofilica de 7,5 mmolH, gDQO™ a 55°C (Dessi et al., 2018).

Pefias et al. (2019) modelaram o choque de cargas organicas de fenol em RALF com
particulas adsorventes, para avaliar a robustez e estabilidade desta configuracdo de reator. Os
autores reportaram sistema continuo de mistura completa sem resisténcia a transferéncia de
massa por difusdo. Jamali et al. (2019) estudaram a eficiéncia de tratamento de efluente de
moinho de 6leo de palma em reator RALF utilizando carvao ativado como material suporte do
biofilme. Diferentes pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0) e TDH (12, 20 e 25h) foram testados, sendo a
maxima produc&o de H; (5,2 mmol de H, L™ h'l) obtida na condigéo de pH 6 e TDH de 12 h.

Barca et al. (2015) reportaram que o RALF é uma alternativa de sistema continuo
interessante para producdo de H» a partir de solucgdes ricas em carboidratos. No entanto, ao
revisarem a literatura, os autores enfatizaram que s@o poucos os estudos que utilizam agua
residudria real. Além disso, de forma geral, destacaram também que obtiveram em RALF
melhor desempenho em relagcdo ao Reator Anaerdbio de Leito Empacotado (RALE), apesar

de sua operagédo ser mais complexa.

3.5 Agua residuaria da indUstria de cana-de-agtcar

A industria canavieira esta entre as 17 que mais poluem o meio ambiente. Atualmente,
22,4*10° L de vinhaca sdo produzidos no mundo, com potencial para gerar 40,77*10%° L de
biogas. O tratamento da vinhaca € um dos problemas significativos e desafiantes para o
processo de producdo industrial de etanol. Dentre as opg¢des, a remocdo biologica é
reconhecidamente uma possibilidade efetiva de degradacdo dos compostos organicos da dgua

residudria com alto potencial poluente proveniente da agroindustria, incluindo as destilarias.
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Além disso, por meio do processo anaerobio tem-se a possibilidade de converter porcao
significativa da matéria organica em biogas, que pode ser usado como fonte de energia na
propria destilaria (Pant e Adholeya, 2007). A vinhaca € a mais efetiva fonte de matéria
organica para producdo de H> de alta eficiéncia e a fermentacdo é o mais promissor processo
de producdo de H> a partir desta &gua residuaria. Na Figura 3.5 estdo descritos os fatores que

influenciam a composicao quimica da vinhaca e o seu processo de producao.



Figura 3.5: Resumo do processo de producao do etanol/vinhaca
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Moraes et al. (2014) indicaram a viabilidade de remocéo e degradagdo de compostos
organicos da vinhaca em reatores anaerobios, a partir do conceito de biorrefinarias incluindo a
producéo de energia e controle ambiental (emissao de gases de efeito estufa, impactos no solo
e em lengois freaticos). Enquanto a composi¢do quimica da vinhaca depende do solo, da
variedade da cana-de-acucar, do método de colheita (manual ou mecénica), e das etapas
industriais de producéo do etanol (Goyal et al., 2019).

Lin et al. (2012) avaliaram o potencial de producdo fermentativa de Hz de diversas
aguas residudrias. Os autores reportaram que com a vinhaca obtiveram a maior energia
liquida, seguida de agua residuéria com glicerina e esgoto doméstico, respectivamente de 140,
69 e 52 kJ gDQO™. Os autores obtiveram rendimento maximo de 224 mLH, gDQO™ a partir
da vinhaca. Christine et al. (2014) estudaram o efeito da diluicdo desta agua residuéria no
rendimento da producdo de H> em RALF termofilico (55°C) em TDH de 6 h e reportaram
valores de 18 e 64 mLH, gDQO™ ao utilizar a 4gua residuéria in natura e trés vezes diluida,
respectivamente.

Malik et al. (2014) reportaram a cinética da producdo de H: catalisada por NPs de
ferro utilizando vinhaga como substrato. Os autores realizaram ensaios variando a
concentracéo de substrato (25-125 gDQO L) e concentragdo de NPs de ferro adicionadas ao
processo (sem NPs — até 200 mgFe® L), Nas condi¢des com 50 mg L de NPs de ferro, 110
g L de concentracdo inicial de matéria organica e pH 6, obtiveram a maxima produc&o
acumulada de Hz de 275 mL, o que corresponde ao rendimento de 26 mL H, gDQO™.
Todavia, no ensaio controle (sem a adicdo de NPs) a produ¢cdo maxima de H» foi de 140 mL,
0 que correspondeu ao rendimento de 13 mLH, gDQO™. Ou seja, a adigdo de NPs de ferro
resultou em aumento de 100% na producéo fermentativa de H» a partir da vinhaca.

Godoi et al. (2019) estudaram a influéncia da variacdo sazonal nas caracteristicas
desta agua residuaria e concluiram que a composicdo quimica da vinhaca é influenciada
principalmente pelo manejo da cultura de cana-de-agUcar e pelas etapas de processamento da
cana ao etanol, em comparacao as caracteristicas climaticas. Os autores também ressaltaram a
importancia do processo anaerdbio anterior a sua disposicdo no solo, para minimizar 0s
impactos ambientais causados por sua elevada concentracdo de matéria organica. Por meio do
processo anaerobio tem-se a remogédo de matéria organica excessiva e producédo de biogas.

Parsaee et al. (2019) descreveram a vinhagca como uma &gua residuédria com baixa

razdo carbono:nitrogénio. Os autores sugerem a co-digestdo com substancias complementares
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como esterco e fertilizantes para aumentar a producdo de biogas. Reportou-se que a co-
digestdo da vinhaca com esterco pode aumentar em até 15% a producéo de biogas. O impacto
de maior disponibilidade de nutrientes na atividade microbiana foi reportado por
Narueworanon et al. (2020). Os autores observaram que a suplementacédo da fermentacéo de
vinhaga com acucar, carbonato de célcio e nitrogénio aumentou em 21% a produgdo de
butanol em reatores em batelada inoculados com Clostridium beijerinckii.

Buller et al. (2020) avaliaram os beneficios de fertilizacdo mineral da vinhaca
biodigerida, a qual pode substituir 30% de nitrogénio mineral e 46% de fésforo da adubacéo.
A aplicacdo desta &gua residudria, pos-aplicacdo de processo de degradacdo, no solo
geralmente € limitada por leis ambientais locais. A partir disso, a modelagem por Sistema de
Informacédo Geografica € uma 6tima estratégia para aplicar vinhaca em niveis ambientalmente
seguros. Estes autores ilustraram como a producdo de energia e a reciclagem de nutrientes a
partir da vinhaga contribuem para a descarbonizacdo. No estudo foi considerado que a
producdo média de 23,8*10° m® de vinhaca por ano pode gerar 66.585 MWh ano™ de energia
elétrica, a partir da queima do biogas, na regido metropolitana de Campinas. Esta quantidade
de energia pode abastecer 103.000 habitantes e evitar a emissio de 35.892 tCO, ano™ (a partir
da substituicdo da fonte de energia elétrica).

A producdo de biogas a partir da digestdo anaerdbia em reator anaerébio de manta de
lodo e fluxo ascendente (UASB) de dois estagios alimentados com vinhaga e melaco tem o
potencial de melhorar o balango energético da industria do etanol. Junior et al. (2019)
utilizaram o melaco como substrato para a continuidade da operacdo dos reatores na
entressafra e obtiveram rendimento médio de 0,275 m® de CH4 kg de matéria organica
removida. Os autores obtiveram por meio do sistema de dois estagios 58% mais energia (5,1
kwh d! m? de vinhaga) em relagdo ao estigio Gnico, quantidade equivalente a 17% da
energia necessaria para processar uma tonelada de cana-de-agucar.

Madaleno et al. (2020) propuseram uma alternativa para diminuir o consumo de agua
de abastecimento na inddstria de etanol. Os autores avaliaram a reciclagem de vinhaca
biodigerida em reator UASB e concluiram que a integracdo da geracdo de biogas e producéo
de etanol, assim como o uso da vinhaga efluente de reator UASB de dois estagios para diluir o
melaco séo alternativas viaveis. A producdo de etanol a partir do melaco e eficiéncia de seu
tratamento quando diluido com vinhaca (5,7% e 89,3%, respectivamente) foi similar aos

resultados obtidos quando diluido em agua potavel (5,6% e 85,9%, respectivamente).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Planejamento experimental

Os procedimentos experimentais deste projeto foram divididos em 4 etapas (Figura
4.1). A primeira etapa consistiu em testes para a sintese de NPs de Ferro e Niquel. Na segunda
etapa foram realizados os testes em reator em batelada com cultura pura (C. butyricum) e agua
residudria sintética a base de glicose (Reinforced Clostridial Medium - RCM). A partir destes
testes e da sua organizacao utilizando Delineamento Experimental (DOE) foi obtido modelo
matematico referente a condicdo Otima de producdo de Hz. Nos ensaios de validacéo
experimental desta condigdo 6tima foi realizado o gPCR e o0 RT-gPCR, a fim de verificar a
influéncia de NPs metalicas no nimero e na expressdo da enzima hidrogenase.

Durante a terceira etapa foram operados dois RALFs, em escala de bancada,
inoculados por autofermentacdo e bioaumentacdo com C. butyricum. As seguintes condigdes
foram analisadas: adicdo de NPs de ferro e niquel (RALF - NP) e sem a adigdo de NPs (RALF
- Controle). Os reatores foram alimentados com &agua residuaria sintética, e operados nas
condicbes Otimas obtidas do teste em reator em batelada. Ademais, suas duas fases
operacionais foram divididas de acordo com a composi¢éo da alimentacao dos reatores.

Durante a quarta etapa foram operados dois RALFs, em escala de bancada, inoculados
com lodo da estacdo de tratamento de agua residuaria de abatedouro de aves bioaumentado
com C. butyricum. As seguintes condi¢des foram analisadas: adi¢cdo de NPs de ferro e niquel
(RALF - NP) e sem a adi¢cdo de NPs (RALF - Controle). Os reatores foram alimentados com
vinhaca. Ademais, trés fases operacionais foram divididas de acordo com a concentracdo de
carboidratos no afluente (diluigdo da vinhaga na alimentacéo).

Ao final da terceira e quarta etapa experimental foram retiradas amostras do biofilme
dos RALFs para realizacdo de analise metagendmica, a fim de identificar populacGes
microbianas (taxonomia) e avaliar a influéncia da presenga de NPs nas enzimas relacionadas

ao processo fermentativo.
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Figura 4.1: llustracdo do Planejamento Experimental
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4.2 Sintese de nanoparticulas para os ensaios em batelada

As NPs de Ferro e Niquel foram sintetizadas segundo a metodologia adaptada de
Cheng et al. (2010) e Wu e Chen, (2003), respectivamente. As NPs de Ferro foram
sintetizadas a partir do gotejamento de 100 mL de solucéo 0,04M de FeSO4.7H>0 em 100 mL

de solucdo 0,2 M de KBHa. Esse procedimento foi realizado em baldo com 3 bocas sob
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atmosfera de argdnio (99%) e temperatura ambiente. A precipitacdo das NPs ocorreu de
acordo com a Equacdo (4.1) a seguir. As particulas foram entdo lavadas com agua destilada.
As NPs de Niquel foram sintetizadas a partir da precipitacdo de Niquel ao adicionar 0,18 g de
borohidreto de potassio em 20 mL de solugdo 2*10* mol L de cloreto de niquel
(NiCl2.6H20) em etileno glicol (Equacdo 4.2). Ap6s duas horas sob agitacdo magnética a
70°C, as NPs foram lavadas em etanol, que evapora em temperatura ambiente, e entdo as
particulas estavam prontas para 0 uso.
Fe(H,0);*+ 2BH; — Fe"l +2B(0OH);+ 7H, T (Equacio 4.1)

.24 - 0 * -
2Ni*" + BH; + 2H,0 5 2Ni® L +4H™ + BO; + 2H, T (g4 050 4.2)

A caracterizagdo das NPs sintetizadas foi realizada por Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDS) em Microscopio Eletronico de Varredura ZEISS em abertura de 60 pm.
Além de fotos das NPs sintetizadas para avaliar seu tamanho médio, imagens das NPs em

meio com Clostridium butyricum também foram capturadas.

4.3 Imobilizacdo de nanoparticulas na cinasita dos reatores continuos

As NPs de Ferro e Niquel foram imobilizadas no material suporte dos reatores
continuos, formado por pequenos graos de argila expandida, também denominados cinasita.
Para isso, utilizou-se a metodologia de Delgado e Mendez (2012) modificada, a qual consistiu
nas seguintes etapas: (1) mergulhar 500 mg de cinasita (2,8 <D < 3,5 mm) em 1 L de solucéo
concentrada contendo FeCls (50 g L) e NiCls (30 g L™); (2) a mistura foi transferida para
sistema com agitacdo por 24 h a 25°C; (3) a mistura foi mantida sob agitacdo por 10 h a
120°C; (4) a mistura foi lavada com &gua destilada até a eliminagédo de todo o ferro e niquel
sollveis, garantida com a analise da concentracdo de metais no sobrenadante; (5) As
particulas de cinasita foram transferidas para estufa a 70°C por 24 h, e posteriormente, em
temperatura ambiente, foram adicionadas no RALF - NP.

A imobilizacdo de NPs no material suporte dos reatores continuos é mais vantajosa,
quando comparada a adicdo de NPs na alimentagdo durante a operagdo, pois ocorre apenas
uma vez, antes do inicio da operacdo. Além de facilitar a manutencéo das particulas no reator,

submetido a alta velocidade ascensional (vazao de recirculagéo).
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4.4 Reatores em batelada

Os ensaios em batelada foram realizados em reatores com volume total de 250 mL
(125 mL de meio reacional e 125 mL de headspace) e encubados na temperatura de 37°C,
rotacdo de 130 rpm e pH inicial de 6,8. Cada condicdo foi preparada em triplicata para
amostragem de biogas, porém a amostragem da fracdo liquida (para andlise de &cidos e
carboidratos) era realizada em apenas um dos reatores, pois influencia nos dados de producéo

de biogas.

4.5 Reator anaerdbio de leito fluidificado

Todos os reatores continuos utilizados neste trabalho foram confeccionados em
acrilico, com volume atil de 1,4 L, com um dispositivo na extremidade superior para garantir
a separacdo entre as fases solida, liquida e gasosa, e um distribuidor de vazdo na base. Foram
instalados pontos de amostragem no leito e no separador de fases (Figura 4.2). Os reatores
foram mantidos em condicdo mesofilica, a 37°C, em camara climatizada. A vazdo de
alimentagio e de recirculagio empregadas foram 0,7 L h™t e 50 L h%, respectivamente.

Cada reator foi operado com uma para alimentacdo e outra para a recirculagcdo do
efluente. A fluidificacdo do leito foi mantida atraves da bomba de recirculagdo. A cinasita de
diametro entre 2,80 e 3,35 mm foi escolhida como material suporte dos reatores, por ser de
facil obtencdo, inerte, e apresentar caracteristicas fisicas adequadas a boa deposi¢cdo dos

microrganismos tal como rugosidade e porosidade.
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Figura 4.2: Esquema do Reator Anaerobio de Leito Fluidificado (RALF)
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4.6 Indculo

4.6.1 Reatores em batelada

A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Colecdo de Culturas
Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello, foi utilizada como indculo dos reatores
bioldgicos. O inoculo obtido foi reativado em Reinforced Clostridial Medium (RCM) cuja
composicdo esta descrita na Tabela 4.1, com pH inicial de 6,8. Apds crescimento da cultura a
37°C por 24 h, amostras foram obtidas da suspensdo celular, submetidas a centrifugacéo (
9.000 rpm), sendo o pellet recoberto em glicerol e congelado a -80°C em frascos de plastico.
Antes de cada batelada de ensaios, as amostras do inoculo eram novamente reativadas em
meio RCM por 24 h. Desta reativacdo, 25 mL (correspondente a 20% do volume reacional
dos ensaios) foram centrifugados a 9.000 rpm por 5 minutos e a biomassa precipitada era
entdo utilizada como indculo (Figura 4.3). As concentracdes de solidos suspensos totais e
sdlidos suspensos volateis na solucdo de indculo foram 1,23 + 0,15 e 1,14 + 0,15 g L™,
respectivamente.

A fim de garantir a manutencdo da cultura pura, foram utilizados nos ensaios apenas

materiais esterilizados, enquanto as solugdes e frascos Duran foram autoclavados a 130°C e
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1,7 bar por 15 minutos. A inoculacdo e montagem dos ensaios foi realizada a menos de 30 cm
de Bico de Bunsen. As condicGes de anaerobiose foram mantidas durante o preparo dos meios
de cultura e inoculagéo, a fracdo liquida e o headspace dos reatores foram submetidos a
atmosfera de N2 (100%) por 15 min. Os reatores foram fechados com tampa de butila e
parafuso plastico e incubados a 37 ° C até a estabilizacdo da producéo de Ho.

Tabela 4.1: Composic¢do do Reinforced Clostridial Medium (RCM)

Composto Concentragéo (g L™)

Extrato de carne 10
Peptona 10
Glicose 5
Extrato de levedura 3
Amido 1
Cloreto de sddio 5
Acetato de sodio 3

L-cisteina 0,5

Figura 4.3: Esquema ilustrativo das etapas de inoculagéo dos reatores batelada nos ensaios do
planejamento experimental
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4.6.2 Reatores continuos alimentados com glicose

A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Colecdo de Culturas
Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello, foi utilizada na bioaumentacdo dos RALFs. O
indculo obtido foi reativado em meio RCM otimizado nos ensaios em batelada (Tabela 4.2),
em pH inicial de 6,8. Apds ser incubado a 37°C por 24 h, amostras do indculo foram
centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos e a biomassa precipitada foi adicionada a

alimentacdo dos reatores continuos.
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Tabela 4.2: Composicdo do Reinforced Clostridial Medium otimizado (RCM)

Composto Concentragéo (g L™?)
Extrato de carne 5
Peptona 5
Glicose 5
Extrato de levedura 15
Amido 1

Além da cultura pura, a alimentacao recirculada nos reatores continuos durante a etapa
de inoculagdo (30 dias), em condigdes nao estéreis, permitiu crescimento de outros
organismos e consequente formacéo do biofilme pelo processo denominado autofermentacao.
A concentracéo de solidos no inéculo esta descrita na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Concentracdo de sélidos na alimentacdo do periodo operacional de inoculagdo dos RALFs
alimentados com glicose

Biomassa Inicial RALF NP RALF
controle

Solidos Totais (g L™) 31+15 30+ 13
Solidos Totais Volateis (g L™?) 27 +13 25+12

4.6.3 Reatores continuos alimentados com vinhaca

A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Colecdo de Culturas
Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello foi utilizada na bioaumentacdo dos RALF. O
inoculo obtido foi reativado em RCM otimizado nos ensaios em batelada (Tabela 4.2), em pH
inicial de 6,8. Apds ser incubado a 37°C por 24 h, amostras do in6culo foram centrifugadas a
9.000 rpm por 5 minutos. A biomassa precipitada foi ressuspendida em vinhaca diluida e
adicionada na alimentagéo dos reatores.

Além da cultura pura, lodo de estacdo de tratamento de agua residuaria de abatedouro
de aves (Avicola Céu Azul S/A, Sorocaba-SP) também foi utilizado como in6culo dos
reatores RALF. O pH inicial do lodo foi ajustado para proximo de 5 e, em seguida, procedeu-
se ao tratamento térmico (aquecido até 90°C por 10 minutos e resfriado em banho de gelo até
sua temperatura atingir 25°C) (lglesias et al., 2019). A concentracdo de metais observada no
lodo foi de 174 mg L de ferro e 1,6 mg L™ de niquel (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Concentracdo de sélidos no lodo anaerébio
Metais (mg L™?) Lodo anaedbio
Ferro 174
Niquel 1,6
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O reator foi mantido em recircula¢do com o indculo [cultura pura de C. butyricum (5%
do volume da alimentac&o) + lodo (7% do volume da alimentagdo)] e vinhaca diluida (~1g L™
de carboidrato) por 30 dias para permitir a formacdo de biofilme no material suporte dos
reatores. A concentracao de sélidos no in6culo estéa descrita na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Concentracdo de sélidos na alimentacgdo do periodo operacional de inoculagdo dos RALFs
alimentados com vinhaca

Biomassa Inicial (g L ™) RALF NP RALF
controle

Sélidos Totais 12+ 2 12+ 2

Sélidos Totais Volateis 7+2 7+2

4.7 Etapas do procedimento experimental

4.7.1 Reatores em batelada

4.7.1.1 Etapa 1: Ensaio preliminar em Reatores em Batelada

Ensaio preliminar foi realizado para avaliar a influéncia das NPs na producédo de H>
(Tabela 4.6), em meio RCM, cuja composicao esta descrita na Tabela 4.1.

Tabela 4.6: Ensaio preliminar para avaliar a influéncia de nanoparticulas na produgéo de hidrogénio

em RCM
Ensaio preliminar ~ Controle
NPs de Fe® (mg L™?) 10 -
NPs de Ni° (mg L™?) 10 -

4.7.1.2 Etapa 2: Avaliagdo da composi¢do do RCM

Percebeu-se que apesar de adequado para otimizar a producdo de H», a composi¢do do
RCM era muito dispendiosa e economicamente inviavel em termos de aplicacdo
biotecnoldgica. Para tanto, realizou-se ensaios para otimizar sua composicao original (Tabela
4.7). O RCM possui 8 ingredientes em sua composicao, cujas concentragdes originais foram
utilizadas como méaximo (+1) em um ensaio de Plackett Burman (PB). A concentracdo
minima dos ingredientes foi nula, para que fosse possivel exclui-los da composicdo, caso o
resultado de seu efeito fosse negativo. Além da concentracdo dos compostos, foram variadas
também a concentracio de NPs de Ferro e Niquel (0-100 mg L), sendo assim necesséaria a

realizacdo de um PB16 (para que o nimero minimo de 4 graus de liberdade fosse satisfeito).
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Tabela 4.7: Matriz de varidveis do PB16 para otimizacdo do RCM

Variaveis (g L™) -1 0 +1
Extrato de carne 0 5* 10
Peptona 0 5* 10
Glicose 0 2,5 5
Extrato de levedura 0 1,5* 3
Amido 0 0,5 1*
Cloreto de sddio 0* 2,5 5
Acetato de sodio 0* 1,5 3
L-cisteina 0* 0,25 0,5
NPs de Fe° 0 0,05 0,1
NPs de Ni° 0 0,05 0,1

*concentra¢do escolhida para cada componente do meio ap0s este ensaio, para ser utilizada na etapa 3.

4.7.1.3 Etapa 3: Avaliagdo da concentragdo de glicose

A concentracdo de glicose para obter o maximo rendimento da producdo de H: foi
obtida por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) nas condi¢Ges descritas na
Tabela 4.8 em ensaios em reatores em batelada. A concentragio de 5 g L™ foi entdo a
escolhida para realizar os ensaios de otimizagao da concentracdo de NPs (Etapa 4).

Tabela 4.8: Matriz de variaveis do DCCR de glicose em RCM otimizado
Variavel (g L ™) -1 0 +1
Glicose 2 5* 8
*concentragdo de glicose escolhida para realizar o DCCR de nanoparticulas

4.7.1.4 Etapa 4: Otimizagdo da concentragdo de nanoparticulas

Os ensaios a fim de otimizar a concentracdo de NPs comegaram com um
Delineamento Composto Central (DCC), utilizando faixa ampla de concentracao (Tabela 4.9).

Tabela 4.9:Matriz de variaveis do DCC com ampla faixa de concentracdo de nanoparticulas em RCM

otimizado
Variaveis (mg L) -1 0 +1
NPs de Fe° 10 180 350
NPs de Ni° 10 180 350

Em seguida, a partir dos resultados do DCC anterior, outro DCCR com faixa de NPs
mais adequada para o processo foi realizado (Tabela 4.10).
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Tabela 4.10: Matriz de variaveis do DCCR com faixa adequada da concentragdo de nanoparticulas em
RCM otimizado

Variaveis (mg L) -1 0 +1
NPs de Fe° 10 30 50
NPs de Ni° 10 30 50

Além disso, realizou-se um ensaio para validacdo da concentracdo 6tima de NPs para
méaxima producdo de H. obtida a partir do modelo matematico no DCCR (Tabela 4.11),
durante o qual também obteve-se amostras para andlise de q-PCR e MEV.

Tabela 4.11: Validacdo experimental do modelo de concentracdo de nanoparticulas para producéo
otimizada de hidrogénio
Batelada com NPs Controle
NPs de Fe® (mg L™?) 30 -
NPs de Ni° (mg L™?) 20 -

4.7.2 Reatores continuos alimentados com glicose

Os RALFs alimentados com substrato sintético (mesma alimentacdo era preparada e
dividida entre os dois reatores) foram submetidos a duas etapas de operagédo (Tabela 4.12). Os
reatores foram alimentados com RCM otimizado (Tabela 4.2) por 90 dias (Etapa 1). No
entanto, durante o preparo da alimentacdo, percebeu-se que este meio era muito dispendioso e
resolveu-se testar a operagdo simplificando a alimentacdo, a qual passou a ter apenas glicose e
extrato de levedura na alimentagdo, na mesma concentracdo utilizada na Etapa I, por 30 dias
(Etapa I1).

Tabela 4.12: Etapas de operacdo do RALF alimentado com substrato sintético
TDH Duracgéo

Etapa Composicéo afluente

(h) (dias)
I RCM otimizado 3,1+0,5 90
| Glicose + Extrato de levedura 3,1 +0,6 30

4.7.3 Reatores continuos alimentados com vinhaca

A operacdo dos RALFs foi dividida em trés etapas de acordo com a concentragao
afluente de carboidratos, controlada a partir do fator de dilui¢do da vinhaca bruta: Etapa I (2 =
1gL™Y), Etapall (4+0gL?)eEtapalll (7+1gL™?) (Tabela 4.13).
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Tabela 4.13: Etapas de operacdo do RALF alimentado com vinhaga
Carboidratos

Etapa Afluente TDH Dur_agéo
LY Q (dias)
I 2+1 28+0,5 90
I 4+0 32+0,0 60
i 71 32+0,1 60

4.8 Analises de monitoramento

A determinacdo de carboidratos foi realizada por meio do método colorimétrico
proposto por Dubois et al. (1956). As analises de pH, alcalinidade, sélidos suspensos, e
medicdo indireta da concentracdo de matéria organica (Demanda Quimica de Oxigénio —
DQO) foram realizadas segundo métodos descritos por (APHA, 2012). A determinacgdo de
acidos organicos volateis (AOV) foi realizada por cromatografia gasosa (Adorno et al., 2014).
O volume de biogas produzido foi quantificado por meio de medidor, no topo do reator, o
qual utiliza o principio do Arduino (Yang et al., 2019). A composicdo dos gases resultantes da
fermentacao foram determinados por cromatografia gasosa usando um GC 2010 Shimadzu de
acordo com Rabelo et al. (2018). Para modelar a producdo acumulada de H> ao longo do
tempo e obter pardmetros que serviriam de resposta na analise estatistica, utilizou-se a

equacdo de Gompertz (Equacéo 4.3):

2,7183
Y=A4 ?exp(—exp((xc? 1 ),., (k—x)+ 1))
(Equacéo 4.3)

Sendo:

Y = producdo acumulada de Hy;

x = tempo (h);

A = producdo maxima (mL);

xc = velocidade (mL h);

k = fase inicial para producéo de biogas (h).

Em relacdo as analises de metais, as amostras foram digeridas utilizando micro-ondas
Berghof speedwave. Na preparacdo da cinasita para a analise de metais, 1 g foi mergulhado
em solucéo contendo H2SO4 (99%) e HNOs (70%) na proporcédo 5:1. Na preparacdo de
amostras liquidas para analise de metais, acrescentou-se 5 mL de solu¢do de HNOs 3M em 10
mL de amostra. Tanto amostras de cinasita, quanto amostras liquidas, foram transferidas para
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tubos de PFTE teflon e submetidas a 160°C por 15 minutos e 200°C por 25 minutos, sob
pressdo de 40 bar. A concentracdo de metais Ferro e Niquel foi entdo avaliada por

espectroscopia de absor¢éo atbmica, seguindo a metodologia 3111B (APHA, 2012).

4.9 Caracterizagdo da vinhaca

A coleta da vinhaga foi realizada na Usina S8o Martinho transferida para o
Laboratério de Processos Biologicos (LPB) e armazenada a -20°C. No preparo da
alimentacdo, a vinhaca era apenas descongelada, diluida e homogeneizada (ndo era realizada
sua esterilizacdo). A caracterizacao da vinhaca foi realizada de acordo com as metodologias
descritas na Tabela 4.14.

Tabela 4.14: Metodologia das andlises de caracterizacdo da vinhaca
Parametro Referéncia
pH, solidos, DQO, DBO, COT,
calcio, NTK, sulfato, fosfato e fosforo (APHA, 2012)

Proteina (Lowry et al., 1951)
Carboidratos (Duboais et al., 1956)
Glicerol (Valdez et al., 2012)
Fenol (Buchanan e Nicell, 1997)
Acido latico (Taylor, 1996)

4.10 Biologia molecular

4.10.1Reacdo de polimerase em cadeia em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado nas amostras dos reatores em batelada, a fim de
verificar a presenca da enzima hidrogenase. As amostras para extracdo de acidos nucléicos
foram coletadas dos reatores em batelada dos experimentos de validagdo com NPs (30 mgFe®
Lt e 20 mgNi® L) e sem NPs (controle). As amostras foram coletadas no inicio do
experimento (Inicial, t = 0), no estagio inicial de producdo de Hz (A, t = 2,5h), duas amostras
durante a fase exponencial de producéo de Hz (Exp., T = 8 e 12h ), e na fase estacionaria de
producéo de H: (Stat., t = 26h).

As reagdes foram conduzidas em microplacas MicroAmp ™ Optical 96-Well Reaction
(Thermofisher) usando 7,5 uL do kit QuantiNova SYBR® Green PCR, 0,075 puL de Rox
Reference Dye (InvitrogenTM), 0,3 uL de cada primer 10 uM (direto e reverso), 2,0 uL de

DNA ou cDNAtemplate e 4,15 pL de UltraPure ™ DNase / Agua destilada sem RNase
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(Invitrogen ™). As placas foram seladas com MicroAmp™ Clear Adhesive Film
(Thermofisher). As amplificacGes foram realizadas em um 7500 Real-time PCR System®
(Applied Biosystems ™).

As condicGes de ciclagem comegaram com uma etapa de pré-incubagdo a 95 ° C por 5
min, seguida por 40 ciclos a 95 ° C por 15 se 60 ° C por 30 s. No final dos ciclos, os produtos
amplificados foram dissociados aumentando a temperatura de 65 para 95 ° C em incrementos
de 0,5 ° C para avaliar a temperatura de fusdo. Todas as amostras foram testadas em duplicata
e, para cada execucdo de gene e gPCR, um controle sem modelo (NTC) foi incluido. Todos os
resultados foram expressos em ciclo de quantificacdo (Cq).

4.10.1.1 Selegdo dos iniciadores

As sequéncias de nucleotideos do gene alvo hydA e os genes de referéncia (GyrA,
Buk, Pfo e RecA) de C. butyricum foram desenhadas de acordo com as sequéncias de genes
depositadas no  GenBank, utilizando o programa  computacional  Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Os valores de eficiéncia de todos os ensaios qPCR foram
calculados usando o software LinRegPCR. A estabilidade dos candidatos a genes de
referéncia (Buk, Pfo, GyrA e RecA) foi analisada comparando os resultados obtidos por
BestKeeper, RefFinder (http: // leonx ie.esy.es/RefFinder/), Delta CT Algoritmos e
Normfinder (Andersen et al., 2004; Pfaffl, 2001; Silver et al., 2006; Xie et al., 2012).

4.10.1.2 Quantificagdo absoluta de cdpias de DNA de hydA (qPCR)

Amostras (2,0 mL) para quantificagio de DNA foram coletadas com seringas
diretamente dos reatores e imediatamente armazenadas a -20 ° C. A extracdo de DNA total foi
realizada usando o PureLinkTM Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen), de acordo
com a recomendacdo do fabricante. Para a quantificagdo do DNA, uma curva padréo foi
construida usando DNA sintético (fragmentos do gene GBlock®, IDT). Os valores Cq obtidos
do qPCR foram usados para calcular e tracar uma linha de regressdo linear registrando o
numero de cépia do modelo (NC) e o valor Cq correspondente. A eficiéncia da reacdo qPCR
(E) foi calculada de acordo com a Equacéo 4.4, usando a inclinacdo da linha derivada da

curva padréo.
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1
E = [1[}(_530109) -1
(Equacéo 4.4)

4.10.1.3 Quantificagdo relativa da expressdo génica do DNA

Amostras (0,5 mL) para quantificacdo de RNA foram coletadas com seringas
diretamente dos reatores e imediatamente adicionadas em microtubos de 2,0 mL contendo 1,0
mL do reagente de bactérias RNA Protect (Qiagen®) e armazenadas a -20 ° C. A extracdo do
RNA foi realizada por meio de uma etapa de lise bacteriana com Proteinase K e Lisozima
seqguida de purificacdo com RNeasy Mini Kit de acordo com o protocolo do fabricante
(Qiagen®). A pureza e quantificacdo do RNA extraido foram estimadas por absorbancia
ultravioleta de 260nm e leituras de 260/280nm, respectivamente. A qualidade do RNA foi
verificada por anélise de RNA em eletroforese em gel de 1%. As amostras de RNA foram
tratadas com a enzima DNase RNase-free (Promega®), de acordo com o protocolo do
fabricante. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio do GoScriptTM Reverse
Transcription System (Promega®) e Random Primers, de acordo com o protocolo do
fabricante.

A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada de acordo com o modelo
matematico proposto por Pfaffl, (2001), baseado na eficiéncia da gPCR e no desvio de cross-
point dos transcritos investigados (Equacéo 4.5). A quantificacdo foi normalizada com o gene
de referéncia Pfo, e foi calibrada de acordo com as amostras iniciais (t = 0). Onde, Enyq € a
eficiéncia da reagdo gPCR com o gene hyd e Epto € a eficiéncia da reacdo gqPCR com o gene
Pfo.

AC initial — sample
(Ehyd) Ahyd( ple)

Relative quantification = (Epp, )G so(initial = sample)

(Equacéo 4.5)
4.10.2Metagenoma

Amostras para analise metagendmica do biofilme formado na cinasita foram retiradas
no final da operagdo do RALF-NP alimentado com glicose e ao final das etapas Il e 11l de
operagdo dos RALF-NP e — Controle alimentados com vinhaga (Figura 4.1). A extracdo de
DNA foi realizada por meio de kit comercial de extragdo por membrana filtrante “Power Soil
DNA Isolation Kit” da MO BIO®.

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa fastqc para avaliagdo da

qualidade do sequenciamento. Leituras de baixa qualidade (pontuagdo de Phred < 20) e
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adaptadores foram filtrados pela ferramenta Trimmomatic. A ferramenta SqueezeMeta foi
usada no modo "co-montagem"” com a ferramenta MegaHit para montar os contigs com
comprimento minimo de 150pb e K-mers 21, 29, 39, 59, 79, 99 e 119. As leituras foram
mapeadas em contigs usando o programa Bowtie2, e Bedtools foi usado para contagem e
cobertura de leituras em contigs para fins estatisticos. Prodigal foi utilizado para predizer os
ORFs (Open Read Frames) de procariotos. A ferramenta de alinhamento Diamond foi usada
para alinhar as leituras ao banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes e Genomes,
(Kanehisa et al., 2016)) para anotagdo funcional. O banco de dados GenBank foi utilizado
para anotacdo taxonomica usando o parametro LCA (Lowest Common Ancestor) (Benson et
al., 2013). No ambiente R Statistical, um fluxo de trabalho completo foi desenvolvido para
exploracdo de dados, usando especialmente o pacote phyloseq. As leituras de sequenciamento
foram depositadas no Arquivo Europeu de Nucleotideos sob o numero de projeto
PRJEB42427 e numero de amostra ERS5547523, ERS5547524, ERS5547525, ERS5547526
e ERS5547527.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentacdo da glicose na presenca de nanoparticulas metalicas em

reatores em batelada

5.1.1 Caracterizacao das nanoparticulas

A caracterizacdo das NPs de ferro e niquel foi realizada em microscépio eletrénico de
varredura (MEV). A partir dos resultados obtidos por meio de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) foi evidenciada a presenca de atomos de Ferro e Niquel nas NPs (Figura
5.1). Nas imagens obtidas foi possivel observar para as NPs de ferro formato arredondado e
diametro médio de 60 nm, e aglomerados maiores (350 nm), enquanto para as NPs de niquel a
organizacdo ocorreu em planos, formando uma rede de particulas (Figura 5.2).

Sun et al. (2006) caracterizaram NPs de ferro e também observaram diametro médio
de 60 nm e estruturas similares as que foram obtidas neste estudo (Figura 5.2). Nessa pesquisa
foi usado 0 mesmo método de sintese de NPs realizado por Sun et al. (2006). Wu e Chen,
(2003) caracterizaram NPs de niquel e observaram diametros (12 nm) bem menores em
relacdo ao presente estudo (350 nm) e estrutura também diferente; ou seja, no formato
pontiagudo e ndo em rede. Porém, no processo de sintese das NPs, os autores utilizaram a
reducdo com hidrazina, enquanto neste estudo a reducdo foi realizada com borohidreto de
potassio, devido principalmente ao menor custo de aquisicdo. E possivel entdo afirmar que o
método de sintese da NP pode influenciar na sua estrutura, e também na sua capacidade de

fornecer os ions metélicos de forma mais eficiente ao meio (Couto, 2006).
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Figura 5.1: Composicéo de nanoparticulas de Ferro (A) e Niquel (B) por espectroscopia de energia
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5.1.2 Etapa 1: Ensaio preliminar

A producgédo acumulada de H foi avaliada em reatores com NPs e sem a adi¢do de NPs
(controle) (Figura 5.3). Observou-se aumento de 54% na producdo maxima de Hy, de 287 + 7
mL (controle) para 392 + 6 mL quando as NPs foram adicionadas aos reatores em batelada. A
fase inicial de producéo de H> (FIPH) foi ligeiramente menor na presenga de NPs e durou 4,0
+ 0,2 h, enquanto em condicdo controle foi de 5,5 + 0,2 h (Tabela 5.1).

Figura 5.3: Producdo acumulada de hidrogénio no ensaio preliminar, seu ajuste ao modelo de
Gompertz e desvio padréo da triplicata de ensaios
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Tabela 5.1: Parametros do modelo de Gompertz ajustados aos dados de producéo acumulada de
hidrogénio no ensaio preliminar

Reator Controle NPs
Producdo méaxima (mL) 287+7 39246
Velocidade de producdo de H, (mL.h™?) 142+38 7146
FIPH (h) 5,540,2 4,0+0,2
R2 0,984 0,995
Rendimento (mLH, gDQO™Y) 59 81

FIPH = Fase Inicial de Produgéo de Hidrogénio.
AOQV e carboidratos foram observados nos reatores controle e com NPs (Figura 5.4).
Acidos butirico, acético, isobutirico, formico e latico foram observados em ambas as

condigdes, cuja concentracdo total de AOV ao final dos experimentos, apos 27 horas, foi de 5
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g L e 6 g L™ no reator controle e com NPs, respectivamente. A Unica diferenca significativa
no processo acidogénico foi a maior concentracao de acido butirico no ensaio em que as NPs
foram adicionadas (Figura 5.5).

Figura 5.4: Acidos Organicos Volateis e Carboidratos dos ensaios em reatores em batelada
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A atividade da hidrogenase também foi avaliada durante o ensaio, por meio do q-PCR.
Quanto menor o ndmero de ciclos necessarios para obter a curva Threshold (Figura 5.6),
maior a quantidade de genes relacionados a enzima hidrogenase presentes na amostra. Sendo

assim, ao comparar o ensaio com NPs em relacdo ao controle verificou-se que os genes da
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hidrogenase estavam em maior quantidade apenas na fase exponencial de producdo de H>
(apds 7h de ensaio). Ou seja, 10,7 ciclos foram necessarios para obter a curva Threshold na
amostra do reator com NPs, enquanto para a amostra controle foram necessarios 11,4 ciclos
(Tabela 5.2). Desta forma, a maior atividade da enzima hidrogenase na fase exponencial foi
crucial para maior producdo de Hz no processo fermentativo, e € nesta fase que a presenca de
ions fornecidos pelas NPs foram diferenciais. Em todas as outras amostras do processo
fermentativo, 0 nimero de ciclos necessario para obter a curva, ao comparar o reator controle
com aquele com NPs foi estatisticamente o mesmo (p>0,05) (Tabela 5.2).

Calusinska et al. (2010) estudaram a diversidade de hidrogenases de Clostridium spp.
e reportaram que estas enzimas compdem um grupo de diferentes estruturas, e que muito
pouco se sabe sobre suas propriedades bioquimicas e fisioldgicas. Este conhecimento seria
essencial na area de bioengenharia metabdlica, para auxiliar na otimizacéo da produgéo de Ho.
Wang e Wan, (2008), a partir de RT-PCR, estudaram a correlagéo entre a expresséo do gene
funcional hydA (que codifica a hidrogenase em Clostridium butyricum) com a bioproducéo de
H> em testes em batelada utilizando cultura pura. Os autores relataram que a producéo
especifica de Hz de C. butyricum foi linearmente proporcional ao nivel de expressdo do gene
hydA. Neste estudo, maior concentracdo de hidrogenases na fase exponencial, também esteve
associada a maior producdo de H.. A producdo acumulada de H> foi de 392+6 mL e 2877
mL de H> nos reatores com maior e menor concentracdo de hidrogenase, respectivamente
(Tabela 5.1 e Tabela 5.2).
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Figura 5.6: Curva Threshold dos ciclos de PCR nas amostras processadas
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Unidades relativas de fluorescéncia
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Tabela 5.2: Médias de ciclos necessaria para obter a curva Threshold no g-PCR do ensaio preliminar
Tempo (h) Controle NPs
0 13,3 13,3
3 13,1 13,2
7 114 10,7
19 11,8 11,9

5.1.3 Etapa 2: Avaliacao da composi¢ao do meio de cultura RCM

O meio de cultura utilizado como base foi o Reinforced Clostridial Medium (RCM)
com 8 compostos (Tabela 4.1), cujas concentracdes avaliadas em um ensaio de Plackett
Burman (PB), conforme as condi¢Ges nutricionais fornecidas para cada reator refletissem em
producdo acumulada de Hx (Tabela 5.3). A producdo acumulada de H, temporal de cada
condigio esta ilustrada na Figura 5.7. E possivel observar que na condigdo 12 foi obtida a
maior producdo acumulada de Hz (P), a qual foi de 267 = 4 mL e resultou em rendimento
(Rm) de 110 mL de Hz g de DQO. Para as condic@es 9 e 7 observou-se 245 + 6 e 225 + 8 mL
de Hy, para P e de 76 e 87 mL de H, g de DQO para Rm, respectivamente. Estas 3 condigdes
tm em comum na composicdo: 5 g L de glicose e 1 g L de amido, além de ter pelo menos
duas das trés possiveis fontes de outros substratos organicos (extrato de carne, extrato de
levedura e peptona). Em relagdo as condi¢des do ponto central (PC) 1, 2 e 3 obteve-se 155 +
2,148 + 3 e 120 + 3 mL de H; para P, respectivamente, € Rm de 84, 80 e 65 mL de H, g* de
DQO (Tabela 5.3).

A condigdo 3 (10 g L de peptona, 10 g L™ de extrato de carne e 1 g L™ de amido)
resultou na producéo de H: similar ao PC3 (5 g L™ de peptona, 5 g L™ de extrato de carne, 5 g
L de glicose, 1,5 g L de extrato de levedura e 0,5 g L™ de amido) de 119 + 1 e 120 + 3 mL

de Ha, respectivamente. No entanto, seu rendimento de 47 mL de Hz g de DQO foi bem



46

menor quando comparado ao ensaio nas condicdes centrais com Rm de 65 mL de Hz g* de
DQO (Tabela 5.3 e Figura 5.7). Desse modo, verificou-se a importancia de considerar a
quantidade e diversidade de substrato fornecida ao avaliar a eficiéncia de produgédo de H> do
processo bioldgico. Ou seja, caso menor quantidade de substrato seja necessaria para obter a
mesma producdo acumulada de Ha, esta condicdo € considerada mais eficiente.

Em relacdo as condi¢cbes nutricionais dos ensaios 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10 e 13 observou-se
producdo acumulada de Hz e rendimento inferiores a 100 mL e 55 mL de Hz g™ de DQO. Nos
ensaios 1, 2, 8, 10 e 13 ndo foi adicionado glicose , 0 que explica a baixa producédo de Ho.
Enquanto nos ensaios 4, 5 e 6 adicionou-se 5 g L™ de glicose e pelo menos duas das trés
fontes adicionais de substrato (peptona, extrato de levedura ou extrato de carne). Todavia,
amido nao foi adicionado em nenhuma destas condi¢des, por conseguinte observou-se valores
inferiores de producdo de H> evidenciando a influéncia de sua auséncia no processo
fermentativo de C. butyricum. Para as condigdes 11, 14, 15 e 16 ndo foi observado H>. Estes 4
ensaios tinham em comum a auséncia de outros substratos (extrato de levedura, extrato de
carne e peptona), evidenciando a importancia da presenca destes componentes para 0

processo fermentativo (Jiang et al., 2016) (Tabela 5.3 e Figura 5.7).
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Tabela 5.3: Condigdes dos reatores nos ensaios de otimizagdo da produgdo acumulada de hidrogénio ao variar componentes do RCM e pardmetros de Gompertz

Extrato Cloreto Extrato Acetato Velocidade

de Peptona de Glicose de de Amido . L', NP(;S NPOS Producao de Rendimento
Condicdo carne s0dio levedura sodio solivel - cisteina  Fe Ni méxima  producdo FIPH R? (mL_ de H;
(h) g™ de
gL b DQO)
1 10 - - - 3 - - 0,5 0,1 - 270 10+£0 5+1 0,999 17
2 10 10 - - - 3 - - 0,1 0,1 28+0 50 3+0 0,999 12
3 10 10 5 - - - 1 - - 0,1 119+1 27+1 3+0 0,998 47
4 10 10 5 5 - - - 0,5 - - 71+2 16+2 3+0 0,983 23
5 - 10 5 5 3 - - - 0,1 - 89+3 27+5 12+0 0,985 36
6 10 - 5 5 3 3 - - - 0,1 59+ 2 204 6+£0 0,976 26
7 - 10 - 5 3 3 1 - - - 225+ 8 24 +£3 6+£0 0,991 87
8 10 - 5 - 3 3 1 0,5 - - 84 +2 21+3 4+0 0,987 48
9 10 10 - 5 - 3 1 0,5 0,1 - 245+6 171+110 8+0 0,992 76
10 - 10 5 0 3 - 1 0,5 0,1 0,1 99+1 34+5 4+0 0,996 52
11 - 0 5 5 - 3 - 0,5 0,1 0,1 00 00 -* 0,950 0
12 10 0 - 5 3 0 1 0 0,1 0,1 267 + 4 48 + 3 3+0 0,996 110
13 - 10 - - 3 3 - 0,5 - 0,1 16+0 00 -* 0,956 9
14 - - 5 - - 3 1 0 0,1 - 00 00 i i 0
15 - - - 5 - - 1 0,5 0 0,1 00 00 SRx SHx 0
16 - - - - - - - - - - 00 00 Sx SHx 0
PC1 5 5 2,5 2,5 1,5 1,5 0,5 0,25 0,05 0,05 155%2 17+1 3+0 0,998 84
PC2 5 5 2,5 2,5 1,5 1,5 0,5 0,25 0,05 0,05 148+3 83+ 14 5+0 0,983 80
PC3 5 5 2,5 2,5 15 1,5 0,5 0,25 005 0,05 120%3 28+ 4 6+£0 0,987 65

*ensaio nao ultrapassou a FIPH (Fase inicial para Producdo de Hidrogénio); **ndo houve ajuste; (-) sem adi¢do do composto quimico ou NP; PC: Ponto

Central
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Figura 5.7: Ensaios PB de otimizacdo da producédo de hidrogénio para diferentes condi¢fes dos
componentes do meio de cultura RCM
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Na Figura 5.8 é possivel observar a producdo de AOV e a eficiéncia de remocéo de
carboidratos nos ensaios de otimizacdo do RCM. A maior concentracédo final de AOV de 10,
9, 10 e 9 g L foi obtida nos ensaios 6, 8, 9 e 13, respectivamente. A producgio acumulada de
H> observada foi de 59 + 2, 84 £ 2, 245 £ 6 e 16 £ 0 mL, respectivamente. Ou seja, nem
sempre maior concentracdo de AOV esta associada a maior producédo de Hz; isso porque para
avaliar esta relacdo ¢ preciso analisar a concentracdo de &cidos organicos especificos, como
acetico, butirico e valérico e interpretar qual rota foi favorecida em funcdo da condicdo
nutricional. Em todos os outros ensaios (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 14, 15, 16, PC1, PC2,
PC3), a concentracdo de AOV foi menor que 8 g L.

Em relacdo a eficiéncia de conversdo de carboidratos ao final dos ensaios foram
observados valores acima de 90% nas condicdes 4, 6, 10, PC1, PC2 e PC3 com producéo
acumulada de Hode 71 £2,59 £ 2,99 + 1, 155 + 2, 148 + 3 e 120 + 3 mL, respectivamente.
Todavia, converséo inferior a 10% foi observada nos ensaios 2 (sem glicose e amido), 11, 15
e 16 (sem extrato de levedura, extrato de carne e peptona) e com reduzida producdo de H; de
28+0,0£0,0=0e0£0 mL, respectivamente. Nos ultimos casos a determinacdo de H; foi

inferior ao limite de detecgdo do método cromatografico (SLD). Desta forma, a conversao de
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carboidratos esteve diretamente relacionada a composi¢do do substrato e a producdo de H»

durante 0 processo fermentativo (Figura 5.7 e Figura 5.8).
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Figura 5.8: AOV e remocdo de carboidratos dos ensaios PB de otimizagdo da producdo de hidrogénio para diferentes condi¢es dos componentes do meio de

cultura RCM
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Ao analisar a concentracdo de cada AOV (Figura 5.9 a Figura 5.14) foi possivel
observar maior concentracdo de acido acético e acido butirico, cujos valores em alguns
ensaios foram acima de 3,5 g L™ ao final do processo. Todavia, para os &cidos, propionico e
isovalérico observou-se valores acima de 1,1 g L. Em relagdo aos écidos latico, valérico,
formico e citrico observou-se valor maximo de 05g L% 059 L% 0,35gLYe 0,12 g L™,
respectivamente. Estes acidos observados estdo relacionados com a rota de producdo de H>
por Clostridium butyricum (Figura 5.15). As proporcGes observadas nos ensaios PB no
processo fermentativo foram similares aquelas reportadas por Cai et al. (2010) e Lin et al.
(2012).

Em relacdo ao acido citrico verificou-se pouca variacdo em funcdo das condicGes
nutricionais de cada ensaio. Todavia, em relacdo a concentracéo inicial da condicdo 6 (10 g L~
! de extrato de carne, 5 g L™ de glicose e 3 g L™ de extrato de levedura) observou-se producio
de 84 mg.L? de 4cido citrico. Nas condigdes 2, 3 e 13 foi observado consumo (em relagdo a
concentragdo na amostra inicial) de 36, 32 e 24 mg L™, respectivamente (Figura 5.9). Em tais
condicdes (2, 3 e 13) ndo foi feita adicdo de glicose ao meio reacional. A formacéo de acido
citrico € uma das rotas possiveis da fermentacao da glicose por Clostridium butyricum (Figura
5.15).
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Figura 5.9: Acido citrico nas condicdes de otimizag&o da producdo de hidrogénio para as diferentes
condicBes dos componentes do meio de cultura RCM
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O consumo de acido latico durante a fermentagdo € interessante pois indica que apos
sua formagdo (que ndo inclui a producdo de H. em suas rotas) ele esta sendo reutilizado e
pode ser direcionado a rotas que produzem H.. Gonzalez et al. (1995) reportaram que a
enzima lactato desidrogenase (iLDH) € a responsavel pela utilizacdo deste acido em pH < 5,5.
Cai et al. (2013) reportaram o papel fundamental do acido acético na utilizacdo de acido latico
para pH > 5.5. Os autores estudaram o fluxo metabdlico da degradagdo de glicose por C.
butyricum e ao adicionarem fontes externas de acido acético ao meio durante o0 processo
fermentativo, reportaram o consumo completo de &cido latico concomitante a producdo de
acido butirico e H2. Neste estudo, a maior concentracéo de acido latico na amostra final (736
mg.L™?) e baixa concentracdo de acido acético foi observada na condigdo 4 (10 g L™? de
extrato de carne, 10 g L™ de peptona e 5 g L™ de glicose). Para as demais condicoes (1 a 3; 5
a 16 e PC1, PC2 e PC3) os valores finais de acido latico foram de 3,46 a 470 mg.L™* (Figura
5.10). Em relagio ao &cido acético observou-se valores menores (498-1.232 mg L) na
condicdo 4 e de 2.620 mg L™ e 3.688 mg L™ no inicio e final, respectivamente, da condigio 9

(10 g L de extrato de carne; 10 g L™ de peptona; 5 g L™ de glicose e 1 g L™ de amido). Desta
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forma, o amido é um substrato que, quando adicionado ao meio, favorece a rota de produgéo
do acido acético.

Figura 5.10: Acido latico nas condices de otimizacao da producao de hidrogénio para as diferentes
condi¢des dos componentes do meio de cultura RCM
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Verificou-se pouca variacdo do &cido formico para a maioria dos ensaios, com a
producdo em relacdo a amostra inicial variando entre menor ou igual ao limite de deteccéo do
método até 92 mg L%, com excecio das condigbes 3, 4, 9 e 10, cuja producéo foi de 110 a 174
mg L em relagdo a amostra inicial, até na faixa de 312-392 mg L™ ao final do processo.
Estas Gltimas condicdes tinham em comum, a adicdo de 10 g L™ de peptona ao meio, desta
forma, a adicdo deste substrato na concentracdo maxima (+1) pode ter favorecido a rota de

producéo de acido formico (Figura 5.11).
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Figura 5.11: Acido férmico nas condigdes de otimizacao da producéo de hidrogénio para as diferentes
condicBes dos componentes do meio de cultura RCM
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As maiores concentracdes de acido acético na amostra final foram 3.314 e 3.688 mg L~
! nas condicdes 7 e 9, respectivamente (Figura 5.12). Estas foram também as condigdes nas
quais obteve-se a segunda e terceira maior producdo acumulada de hidrogénio (225 + 8 e 245
+ 6 mL, respectivamente), dentre as 17 condicdes estudadas. Estas condigdes tinham em sua
composicdo 10 g L™ de peptona, 5 g L™ de glicose e 1 g L™ de amido solGvel. Desta forma, é
possivel inferir que, neste estudo, a elevada concentracdo de acido acético nos ensaios do
PB16 esteve relacionada com valores elevados de produgdo acumulada de Ho.



55

Figura 5.12: Acido acético nas condicdes de otimizacao da producio de hidrogénio para as diferentes
condicBes dos componentes do meio de cultura RCM
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As bactérias semelhantes a Clostridium sp. tem a capacidade de simultanea conversao
entre os acidos butirico e isobutirico pela migracdo de grupamentos carboxil adjacentes
(Wang et al., 1999). Desta forma, a concentracdo dos mesmos nas amostras foi somada e
analisada em conjunto (Figura 5.13). Na amostra obtida da fase estacionaria das condi¢6es 14,
15 e 16 a concentragéo de acido butirico somada a de isobutirico foi de apenas 16, 50 mg L e
inferior ao limite de detec¢do do método cromatografico, respectivamente. Nestas condi¢des a
producdo de H» foi nula e nédo foi adicionado extrato de carne, peptona e extrato de levedura
ao meio. Portanto, evidenciou-se a importancia destas fontes alternativas de substrato, para a
producéo de Ha.
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Figura 5.13 Acido (iso)butirico nas condigdes de otimizacao da producéo de hidrogénio para as
diferentes condigBes dos componentes do meio de cultura RCM
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Em excecio da condicdo 12 cuja producio foi de 752 mg L de acido valérico, em
todas as outras condicBes a producdo deste acido foi menor que 450 mg L™ (Figura 5.14).
Dentre as 17 condicOes estudadas, verificou-se para a condigdo 12 a maior producgéo
acumulada de Hz (267 £ 4 mL de Hy). Desta forma, a produgéo deste acido esteve relacionada
a otimizagao da producio de H2 no ensaios do PB 16. E importante ressaltar que, na condigo
12, além de 10 g L™ de extrato de carne, 5 g L™ de glicose, 3 g L™ de extrato de levedura e 1
g L de amido foram adicionadas também ao meio 100 mgFe® Lt e 100 mgNi°® L, os quais
podem ter favorecido a rota metabdlica de producdo deste &cido (Figura 5.15). O &cido
valérico é produzido no processo fermentativo por alongamento de cadeia a partir dos acidos

acetico e propidnico (Spirito et al., 2014).
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Figura 5.14 Acido valérico nas condicdes de otimizac&o da producao de hidrogénio para as diferentes
condicBes dos componentes do meio de cultura RCM
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Nas condicdes 7, 9 e 12 foram observadas as maiores producGes maxima de H, de 225

+ 8, 245 + 6 e 267 = 4 mL, respectivamente. Todas estas condi¢fes tinham em sua

composicdo 5 g L™ de glicose e 1 g L™ de amido, o que demonstra a importancia destas fontes

de substrato na producdo otimizada de H». Cai et al. (2010) relataram a importancia da relacéo

entre a producéo de acido butirico e acético (B:A) na producéo otimizada de Hz. Neste estudo,

observou-se para a condigdo de maior produgdo acumulada de H> (ensaio 12), elevada relagéo

acido butirico/acido acético (1,78), enquanto nas condicBes 7 e 9 esta relagdo foi 0,6 e 0,8,

respectivamente.
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Figura 5.15: Rotas metabdlicas de fermentagao por Clostridium butyricum e a influéncia das
condicdes estudadas nos produtos obtidos

Substrato
organico

1

Acido fosfoenolpirivico —>Acido pirivico —>  Acido latico
) +
Acido acético

<Fel'l'0(loxi1|:1
Ferrodoxina reduzida —— H»

. . . Acetil CoA
Acido (iso)butirico¢———

Rota tavorecida na \
auséncia de NPs Etanol
Acido acético
+
Acido propiénico

. Todoxing
Rota favorecida na Ferodoxina
presenca de NPs . .
Ferrodoxina reduzida — Ha
Acido valérico

Fonte: Cai et al. (2010); Cai et al. (2013); Spirito et al. (2014).

Acido oxaloacético

Acido citrico

Rota favorecida na
auséncia de glicose
Acido alfa cetoglutarico

Em resumo, a composicdo do meio influenciou as rotas metabdlicas, uma vez que a
producdo de &cidos variou de acordo com a presenca de macro e micronutrientes. O meio
composto apenas por fontes de carbono (glicose e/ou amido) resultou em &cidos acético e
butirico como principais produtos e producdo nula de H,. Quando avaliado o meio constituido
apenas por co-substratos (extrato de levedura e/ou extrato de carne e/ou peptona), observou-se
baixa producédo de H> e os acidos capraico e butirico foram obtidos como principais produtos.
O meio completo composto por todas as fontes e co-substratos de carbono (glicose, amido,
extrato de levedura, extrato de carne e peptona) resultou em alta produgdo de H> e os &cidos
acético e butirico como principais metabélitos. O meio completo com NPs [glicose (5 g L™);
amido (1g L™); extrato de carne (5 g L™?); peptona (5 g L™); extrato de levedura (1,5 g L™);
NPs (30 mg Fe® L e 20 mg Ni® L™)] resultaram em uma produc&o ainda maior de H; e acido
valérico como produto principal. Assim, a composi¢do do meio proposta neste estudo (fonte

de carbono, amido, trés fontes de nitrogénio e vitaminas e NPs) é uma nova proposta de
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exigéncias nutricionais para cultivar C. butyricum e atingir a producdo méxima de H>

simultaneamente (Figura 5.16).

Figura 5.16: Rotas metabdlicas de acordo com a composi¢do do meio nutricional

————————— T T T T —— T T T m—————————q ——————————

:L NPs | ' Glicose | Amido l i Extrato de

T I__':‘EVPT"HE"LA T came |
| _______________ bl

o,

| + acidos acético e butirico |

(condicoes 11, 14, 15 e 16)

i + acidos butirico e caprdico

(condicdes 1, 2 e 13)

i+ acidos acético e butirico |

(condices 4,5 € 6)

——
H

(Hy Jo

P

+ acidos acético e butiric

(condigdes 7,9 e 12)

. / , S
. L hN S —

i + &cidos acético, butirico e valérico

(condigdes com NPs)

A partir da avaliagdo do grafico de Pareto do PB16 (Figura 5.17) observou-se que a
variagdo de diferentes substratos e de NPs em um mesmo ensaio ndo foi adequada para

analise final. O substrato é essencial para o processo fermentativo, enquanto as NPs de ferro e
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niquel s&o algo a mais para potencializar a producdo de H». Desse modo, no caso especifico
desses ensaios, a influéncia das NPs na producao de H. foi mascarada.

Para 0s ensaios seguintes € interessante retirar do meio 0s componentes que tiveram
efeito negativo (cloreto de sddio, acetato de sodio e L-cisteina); fixar as fontes de nutrientes
na concentracdo do ponto central (5 g L™ de extrato de carne; 5 g L™ de peptonae 1,59 L™ de
extrato de levedura); fixar o substrato amido na concentragdo maxima (1 g L) por ter sido o
de maior influéncia. Além disso, fazer um ensaio para otimizar, inicialmente, apenas a
concentracdo de glicose (principal fonte de substrato). ApoGs essas possibilidades é
fundamental realizar ensaio com diferentes concentraces de NPs com concentracdo de
glicose otimizada. Tais possibilidades foram realizadas nas Etapas 3 e 4, cujos resultados
estdo descritos a sequir.

Figura 5.17: Gréfico de Pareto obtido no ensaio de otimizacao da producéo de hidrogénio variando os
componentes do meio de cultura RCM para nivel de significancia de 10% (0=0,1).
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Jiang et al. (2016) também realizaram ensaio PB para otimizar a producdo de H por
C. butyricum em meio com glicose (15-25 g L) como substrato, extrato de levedura (3,5-6,5
g L) e triptona (3-5 g L), além de fosfato de potassio dibésico (K2HPO4) (2-4 g L), fosfato
de potassio monobasico (KH:POs) (2-4 g L), L-Cisteina (0,05-0,15 g L), sulfato de
magnésio (MgSO4) (0-0,1 g L) e sulfato de ferro (FeSO.) (0,2-0,4 g L™). Os autores
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obtiveram rendimento maximo da producdo de H, de 174 mL de H, g de DQO em ensaio
PB12. Aléem disso, retiraram os componentes L-cisteina e K;HPO4 do meio para a realizacéo
dos ensaios posteriores de otimizagdo com biomassa de Jatropha hulls, por terem apresentado
efeito negativo. Na etapa 2 deste estudo, o rendimento maximo da producéo de H foi de 110
mL de Hz g de DQO. Os componentes L-cisteina, acetato de sodio e cloreto de sodio foram
retirados do meio para realizacdo dos ensaios posteriores por terem efeito negativo. Em

ambos os estudos, a concentracao de glicose teve influéncia significativa na producdo de Ho.

5.1.4 Etapa 3: Avaliacdo da concentracao de glicose

A partir dos ensaios em que a influéncia da variacdo da concentracdo de glicose de
1,43 a 8,57 g L™ na producdo de H, foi avaliada, foi possivel inferir que a duracdo da fase
inicial de producéo de H> (FIPH) foi similar (2 £ 0 a 4 £ 0 h) em todas as condic¢Ges deste
ensaio. As velocidades de producdo de H, tambem foram similares e variaram de 42 + 4 a 55
+ 5 mL h?, com excecdo da condicio em que 8,57 g L™ de glicose foi adicionada, cuja
velocidade foi de 73 + 4 mL h. Além disso, as condi¢cdes com menor concentragio de
glicose no meio de 1,43 g L e 2 g L™ foram as que menor produgdo maxima acumulada de
H> foi observada, de 190 + 2 e 244 + 5 mL, respectivamente. No entanto, ligeira inibigdo por
excesso de substrato também foi observada para 8,57 g L7 resultou em producdo e
rendimento de 312 + 3 mL de Hz e 115 mL de H, g de DQO, respectivamente. Enquanto,
para as condicOes do ensaio com 8 g de glicose L™ foi observada produgdo acumulada e
rendimento de 379 + 9 mL de Hz e 143 mL de H. g* de DQO, respectivamente. A produgio
acumulada de H: nas condicdes do ponto central (5 g de glicose L™) foi de 317 + 6, 322 + 4,
315 £ 4 mL de H; (Figura 5.18 e Tabela 5.4).
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Figura 5.18: Ensaios de variacdo da concentracao inicial de glicose para otimizacao da producéo
acumulada de hidrogénio
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Tabela 5.4: CondigBes dos reatores nos ensaios de otimizagdo da produgdo acumulada de hidrogénio
para diferentes concentracdes de glicose e respectivos pardmetros de Gompertz

Velocidade de Rendimento
Concentracdo de glicose  Producdo maxima < FIPH 5 (mL de H>
1 producéo de Hy R 1
(L") (mL) 1 (h) g de
(mL h™)

DQO)
1,43 190 £ 2 45+ 4 2+0 0,990 107
2 244 + 5 42 +4 2+0 0,986 132
5 317+6 55+5 2+0 0,983 141
5 322+4 38+2 4+0 0,995 143
5 315+4 46 £ 3 4+0 0,994 140
8 379+ 9 44 + 4 4+0 0,988 143
8,57 312+ 3 734 3+0 0,99 115

FIPH = Fase inicial de producdo de hidrogénio.

Os parametros de Gompertz da Tabela 5.4 foram organizados em software estatistico

(Protimiza) e levaram a obtencdo de uma regressao que resultou na equacao 5.1:

Sendo,

Y =323 + 58 x - 38 x? (Equagdo 5.1)

Y = produgéo acumulada de Hz (mL);

X = concentracdo de glicose (g LY).

E importante ressaltar que o nivel de significancia de 10% (0=0,1) é 0 indicado para

ensaios bioldgicos. As premissas para construcdo do ANOVA foram atendidas, com R2 =
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89%. A partir da interpretacdo do grafico de Pareto e da curva obtida do ANOVA (Figura
5.19), a concentracdo de glicose foi significativa na producdo de Hz e seu maximo foi obtido
para 7 g L™t com a producdo de 345 + 20 mL de H.. Na condigdo do ponto central (5 g L™ de
glicose) obteve-se menor producdo acumulada de Hz (322 £ 4 mL), no entanto, esta condi¢do
resultou em mesmo rendimento do ponto de concentragdo otimizada (8 g de glicose L™?) de
143 mL de H. g* de DQO (Tabela 5.4). Ou seja, ao considerar a eficiéncia do processo na
conversdo de substrato em Hy, e ndo apenas a produgdo acumulada obtida, 5 g de glicose L

deve ser considerado e serd utilizada nos ensaios com NPs.
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Figura 5.19: Gréfico de Pareto e curva de otimizacdo da produgdo de H2 com variacéo da

concentracao de glicose.
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A eficiéncia de conversédo de carboidratos de 86% foi obtida nos ensaios com 1,43; 2 e
5 g de glicose L, e a concentracdo de AOV ao final do experimento também foi similar e de
2,4; 2,4 e 2,5 g L nos respectivos ensaios. Enquanto nos ensaios com 8 e 8,57 g de glicose L-
! as eficiéncias de conversdo de carboidratos foram de 71% e 58%, respectivamente (Figura
5.19). Desta forma, a adicdo de maior concentracdo de carboidratos ao meio nem sempre pode
ser relacionada com a maior producdo de Ho, porque sua conversao € limitada pela capacidade
metabdlica dos microrganismos. A maior concentra¢do de AOV (3,3 g L) na condicio com 8
g de glicose L (Figura 5.20) esteve relacionada a maior producio de Ha, diferentemente do
ensaio de otimizacdo do RCM, quando o nimero de variaveis era muito maior e tal correlagéo
n&o ocorreu.

Figura 5.20: AOV e eficiéncia de conversdo de carboidratos dos ensaios de otimizagdo da producéo de
hidrogénio com variacdo da concentracdo de glicose.

M AOQV inicial

M AOV FIPH

[ AOV inicio da FEPH
AOV final da FEPH

Il AOV estacionéria
35 Il Carboidratos - 100
- 90
3 . m [ u ]
- 80
[ |
T 25 0
P 3
=2 - 60 g
N [ | i=)
= - 50 ©
8 :
§ 1,5 | - L 40 g
= =
S | u - 30 3
s 1! g
8 “20 &
=] o
\2 0,5
- 10
0 - o . R e L0
1,43 2 5 8 8,57

Glicose (g L)
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Hidrogénio.

A producdo de acido citrico foi observada em todos os ensaios desta etapa (Figura
5.21) e a concentracdo deste acido nas amostras obtidas da fase estacionaria da fermentacao

variaram de 10 mg L™ (no ensaio em que 5 g L™ de glicose foi adicionado ao meio) a 20 mg
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L (no ensaio em que 8,57 g L™ de glicose foi adicionado ao meio). Apesar de ter sido
produzido em todas as condicbes desta etapa, sua rota foi menos favorecida quando
comparado aos ensaios da etapa 2, em que a concentracdo deste acido nas amostras da fase
estacionaria da fermentagdo foram maiores (156 mg L™). Nos ensaios de PC da etapa 2, em
que 5 g L de glicose foram adicionados ao meio, por exemplo, a produgio média de acido
citrico foi de 65 mg L. Todavia, nos ensaios da etapa 2 foi observado que sem glicose rotas
metabdlicas que resultaram no consumo do acido citrico foram favorecidas (Figura 5.15). Este
consumo ndo ocorreu nesta etapa do estudo, pois a glicose foi adicionada em todas as
condigdes.

Figura 5.21: Acido citrico nas condigdes do DCCR para otimizag&o da producéo de hidrogénio com
diferentes concentracdes de glicose.
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FIPH = Fase Inicial para Producdo de hidrogénio; FEPH = Fase Exponencial para Produgdo de
Hidrogénio.

Quando 143 g L!, 2 g L' e 5 g L? de glicose foram adicionados ao meio, a
concentracdo de acido latico na fase estacionaria do processo fermentativo foi de 80, 84 e 82
mg L, respectivamente e menor do que aquelas obtidas na amostra inicial (98, 112 e 117 mg
L, respectivamente) (Figura 5.22). Cai et al. (2013) reportaram uma rota de consumo deste
acido por C. butyricum na presenca de acido acético (Figura 5.15), o que foi observado em
tais condicdes. Enquanto, nos ensaios em que 8 e 8,57 g L de glicose foram adicionados, a

concentracdo de acido latico na fase estacionaria do processo fermentativo foi maior do que a
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inicial (124 e 93 mg L™) e de 126 e 116 mg L™, respectivamente, mesmo na presenca de acido
acético. Ou seja, para os ensaios com valores acima de 5 g L™ de glicose, a rota de consumo

do &cido latico foi desfavorecida (Figura 5.15).

Figura 5.22: Acido latico nas condigdes do DCCR para otimizag&o da produco de hidrogénio com
diferentes concentracdes de glicose.
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A concentracdo de acido acético na amostra liquida da fase estacionaria do processo
fermentativo da etapa 2 foi de 3688 mg L™ na condicdo 9 (10 g L™ de extrato de carne, 10 g
L de peptona, 5 g L™ de glicose e 1 g L de amido). Nesta etapa do estudo, a producgdo de
acido acetico ndo chegou a atingir tal concentracdo. Todavia, sua producéo foi observada em
todas as condicdes, e sua concentracdo na fase estacionaria do processo fermentativo foi de
590, 711, 711, 1025 e 836 mg L™ nas condigBes em que 1,43; 2; 5; 8 e 8,57 g L* de glicose
foram adicionados ao meio, respectivamente (Figura 5.23). Desta forma, é possivel inferir que
a rota de producdo de acido acético a partir da glicose por C. butyricum (Figura 5.15) foi

favorecida nesta etapa do estudo.
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Figura 5.23 Acido acético nas condigdes do DCCR para otimizac&o da producéo de hidrogénio com
diferentes concentracgdes de glicose.
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A concentracdo de acido valérico ndo variou muito durante as etapas do processo
fermentativo com valores de 361, 415, 372, 405 e 301 mg L™ na amostra inicial e 471, 379,
438, 404 e 321 mg L™ na amostra da fase estacionaria nas condicdes em que 1,43; 2; 5; 8; e
8,57 g L de glicose foram adicionadas ao meio, respectivamente (Figura 5.24). Nos ensaios
da etapa 2, percebeu-se que a rota metabdlica de producdo deste acido (Figura 5.15) foi
favorecida com a adicdo de NPs ao meio, 0 que ndo ocorreu nesta etapa do estudo, em que

NPs nédo foram adicionadas aos ensaios.
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Figura 5.24: Acido valérico nas condi¢des do DCCR para otimizag&o da producéo de hidrogénio com
diferentes concentracgdes de glicose.
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A concentracdo de acido (iso)butirico o na amostra da fase estacionaria do processo
fermentativo foi de 643, 669, 811, 1106 e 1014 quando as concentragdes 1,43; 2; 5; 8; e 8,57
g L de glicose foram adicionadas ao meio, respectivamente (Figura 5.25). Ou seja, a rota de
producdo deste &cido ilustrada na Figura 5.15 foi favorecida e sua concentracdo foi
proporcional a concentracdo de substrato fornecida no meio.

Segundo White, (2000) a razdo entre a producdo de acido butirico e acético (B:A) para
Clostridium butyricum é 2. Porém, neste experimento, as raz6es foram 1,1; 0,9; 1,1; 1,1e 1,2
para os ensaios com 1,43; 2; 5; 8 e 8,57 g L de glicose, respectivamente. Cai et al. (2010)
também realizaram ensaios com C. butyricum com 4, 8 e 10 g L™ de glicose e reportaram
razdo B/A de 1,4; 1,3 e 1,6, respectivamente. E importante ressaltar que estes autores também
afirmaram que quanto maior esta razdo, maior a producdo acumulada de Hz por estes

microrganismos.
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Figura 5.25 Acido (iso)butirico nas condiges do DCCR para otimizag&o da producdo de hidrogénio
com diferentes concentragdes de glicose.
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5.1.5 Etapa 4: Otimizac¢do da concentracao de nanoparticulas

A. Faixa ampla de nanoparticulas

Os ensaios com variagdo de NPs de 10 a 350 mg L™ resultou em producéo acumulada
de H; ilustrada na Figura 5.26. E possivel observar que para concentra¢des de niquel acima de
180 mg L a producio acumulada de H: foi abaixo de 30 mL (Tabela 5.5). Engliman et al.
(2017) reportaram aumento de 5% na producdo de H. quando utilizaram 200 mg L™ de NPs
de niquel na degradacdo de glicose com lodo anaerdbio. Enquanto, Elreedy et al. (2017)
reportaram concentragdo 6tima de 60 mg Ni° L para otimizag&o da producéo de H.. Todavia,
a producao foi inferior para valores acima de 100 mg L.

Neste estudo, valores de até 350 mg L de NPs de ferro ndo foram suficientes para
inibir a producéo de Ha, que foi de 376 + 10 mL. No entanto, sob tais condi¢des observou-se
producdo de H, acumulada similar a condigdo com apenas 10 mgFe® L™ de 369 + 15 mL
(Figura 5.25 e Tabela 5.5). Mahmood et al., (2013) reportaram que valores acima de 500 mg
L de NPs de Fe® ndo tiveram efeito negativo na producéo de Ho.

Os parametros de Gompertz para produgdo de H, em cada condicdo estudada estéo
resumidos na Tabela 5.5. E importante ressaltar que essa faixa de concentracdo nio foi

apropriada para realizar o ANOVA no software estatistico, pois os pardmetros obtidos néo
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satisfizeram as premissas impostas por essa analise. Rodrigues e lemma (2005) relataram que
nestes casos, reduzir os experimentos em faixas menores de concentracéo € alternativa, e por
iSs0, 0 experimento descrito a seguir foi realizado. Todavia, é possivel relatar que mesmo em
faixas de concentracdo de NPs inadequada para otimizacdo da producdo de Haz, na condigéo
de maxima producdo acumulada obtida de 369 + 15 mL de Hz, o rendimento de 161 mL de H:

g de DQO foi 13% acima do maior valor obtido nos ensaios de otimizagio da concentragio

de glicose (quando NPs ndo foram adicionadas ao meio), cujo valor observado foi de 143 mL
de Hz g de DQO.

Figura 5.26: Ensaios de otimizacdo da produgdo acumulada de hidrogénio para faixa ampla de
nanoparticulas
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Tabela 5.5: CondicGes dos reatores nos ensaios de otimizacdo da producédo acumulada de hidrogénio
para faixa ampla de nanoparticulas e respectivos parametros de Gompertz relacionados

Velocidade
0 0 Producao de Rendimento
(mzeL'l) (mZ“L'l) maxima  producdo FEE)H R2 (mL de Hz g™
(mL) de Ha de DQO)
(mL h'h)

10 10 369 + 15 45+ 7 8+1 0,979 161
10 350 00 0+0 - 0,999 0

350 10 376 + 10 43 +5 5+0 0,988 164
350 350 25+1 2+0 -* 0,978 11
180 180 28+1 3+1 - 0,952 12

*ensaio ndo ultrapassou a FIPH (Fase Inicial de Producao de Hidrogénio).
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Assim como, o rendimento da produgdo de H> nos ensaios com adigdo de NPs de
niquel acima de 180 mg L™ ndo ultrapassou 15 mL de H, g*' de DQO, a remogdo de
carboidratos ndo ultrapassou 30% (Tabela 5.5 e Figura 5.27). Enquanto, no ensaio em que 10
mg Fe® L e 10 mg Ni° L foram adicionados, a remocéo de carboidratos foi de 71% e a
condicdo com 350 mg Fe® L™ e 10 mg Ni° L resultou em 87% de remocao dos carboidratos.
Neste ensaio, a remocdo de carboidratos esteve diretamente relacionada a eficiéncia de
producdo do H.. A concentragdo de AOV ao final do processo ndo ultrapassou 2 g L, com
excecdo do ensaio com 350 mg Fe® Lt e 350 mg Ni® L%, em que a producdo de AOV foi de
4,8 g L com producdo méaxima acumulada de 25 + 1 mL de H,. Ou seja, neste caso, a maior
producdo de AOV ndo esteve relacionada com a maior producdo de Hz (Tabela 5.5 e Figura
5.27).

Figura 5.27: AOV e remocao de carboidratos nos ensaios de otimizag&o da producdo de hidrogénio
para faixa ampla de NPs
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Os 4cidos latico, isobutirico e valérico foram observados no processo fermentativo das
condigdes deste Delineamento Composto Central (DCC) com faixa ampla de NPs (Figura
5.28 a Figura 5.30). Ao analisar as amostras da fase estacionaria do processo fermentativo, a

concentragio de &cido latico foi de 685, 1.087 e 1.475 mg L™ nas condi¢des com 350 mg Fe®
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L e 350 mg Ni° L%; 180 mg Fe® L e 180 mg Ni® L%; 350 mg Fe® L™ e 10 mg Ni® L
respectivamente (Figura 5.28). Ou seja, este acido so foi identificado nas amostras finais com
concentragdo de NPs de Ferro acima de 180 mg L™,

Figura 5.28: Acido latico nas condigées do DCC para otimizacao da producéo de hidrogénio variando
a concentracdo de NPs em faixa ampla
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O acido (iso)butirico foi observado em todos os ensaios em 188, 183, 123, 148 e 175
mg L nas amostras da fase estacionaria das condigdes em que NPs foram adicionadas em 10
mg Fe® LT e 10 mg Ni® L'%; 10 mg Fe® L™ e 350 mg Ni° L; 350 mg Fe® Lt e 10 mg Ni® L;
350 mg Fe® L e 350 mg Ni® L%; 180 mg Fe® L e 180 mg Ni° L, respectivamente. As
respectivas concentrag@es deste &cido na amostra do inicio da fermentagdo foram de 168, 170,
192, 170 e 180 mg L™ (Figura 5.29). Desta forma, é possivel inferir que nos ensaios da etapa
4, a variacdo da concentracdo de 4cido butirico no inicio do processo fermentativo em relacao
ao final ndo foi maior que 70 mg L. Valor muito inferior aqueles reportados na etapa 2 e
etapa 3 de 3.422 mg L e 641 mg L, respectivamente. Desta forma, é possivel afirmar que a
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adicdo de NPs ao meio nas concentragdes desta etapa, desfavoreceram as rotas de producéo

de butirico e acético (Figura 5.15).

Figura 5.29: Acido (iso)butirico nas condi¢des do DCC para otimizacio da producio de hidrogénio
variando a concentragdo de NPs em faixa ampla
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A concentracdo de acido valérico nas amostras da fase estacionaria do processo
fermentativo foram de 1.120, 1.648, 322, 3.985 e 108 mg L™ nas condiges com 10 mg Fe® L
1e 10 mg Ni° L'%; 10 mg Fe® L™ e 350 mg Ni® L:; 350 mg Fe® L™ e 10 mg Ni® L™; 350 mg
Fe® L™ e 350 mg Ni® L%; 180 mg Fe® L™ e 180 mg Ni° L%, respectivamente (Figura 5.30). A
maior concentracdo de acido valérico nesta etapa (3.985 mg L™ foi superior as maiores
observadas nas etapas 2 (1686 mg L™) e 3 (471 mg L) deste estudo. A rota de producdo
deste &cido a partir do acético e propidnico esta ilustrada na Figura 5.15. 1sso pode explicar a
auséncia de acido acético e propibnico nas amostras e presenca do acido valérico em
concentracfes acima daquelas reportadas nas etapas anteriores. O favorecimento desta rota
em detrimento daquela de producédo de acido butirico e acético (Figura 5.15) na presenca de
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NPs metélicas j& havia sido reportado na condi¢do 12 da etapa 2, e foi relacionada a
otimizacdo da producéo de Ha.

Figura 5.30 Acido valérico nas condi¢des do DCC para otimizacao da producao de hidrogénio
variando a concentragdo de NPs em faixa ampla
NPs (mg L)
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FIPH = Fase Inicial para Producdo de hidrogénio; FEPH = Fase Exponencial de Producdo de

Hidrogénio.

B. Faixa adequada de nanoparticulas

Os ensaios do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) realizado para
otimizacdo da producdo acumulada de H, com NPs de Fe® e Ni° estdo ilustrados na Figura
5.31. A maxima producédo acumulada de H. foi de 390 + 24 mL no ensaio com 30 mgFe® L e
30 mgNi° L%, No ensaio com 58,28 mgFe® L™ e 30 mgNi° L a produco acumulada de H
foi similar e de 370 £ 14 mL. Produgéo de H> inferior (< 100 mL de H) foi observada nos
ensaios com valores de NPs de niquel acima de 50 mg L. Desta forma, sob tais condicoes
pode-se afirmar que ocorreu inibicao da producédo de Hz (<100 mL), a qual foi inferior aquela
observada para o ensaio controle (sem NPs), cuja produgdo maxima acumulada foi de 285 +

10 mL. Os parametros de Gompertz obtidos estdo resumidos na Tabela 5.6.
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E possivel observar o menor ajuste ao modelo, nos ensaios em que a inibigio ocorreu
(concentraco de NPs de niquel>50 mg L™). Nestes casos, a FIPH n&o foi superada. Em todos
0s outros ensaios a duragdo da FIPH foi similar e variou de 7+ 0a 9 + 0 h (Tabela 5.6).

Figura 5.31: Ensaios de otimizacdo da produgdo acumulada de hidrogénio para faixa adequada de
nanoparticulas
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Tabela 5.6: CondicGes dos reatores nos ensaios de otimizagdo da producgdo acumulada de hidrogénio
para faixa adequada de nanoparticulas e respectivos parametros de Gompertz

Velocidade Rendimento
Fe’ Ni? Pr;%?(?r?waao rogﬁ 40 FIPH R2 " L‘ldgeHz
(mgLY)  (mg LY L) e He Q) BOO)
(mL h%)

10 10 341 +12 39+4 7+0 0,987 149
10 50 25+1 4+1 -* 0,987 11
50 10 343 +11 39+4 7+0 0,990 150
50 50 31+1 7+x1 -* 0,977 14
30 1,72 3258 48 +5 70 0,990 142
30 58,28 72+2 10+2 -* 0,976 31
1,72 30 349 + 23 25+2 7+1 0,987 153
58,28 30 370+ 14 37+4 8+0 0,990 162
30 30 390+ 24 32+3 8+1 0,986 170
- - 285+ 10 49+8 9+0 0,983 125

*ensaio ndo ultrapassou a FIPH (Fase Inicial de Producéo de Hidrogénio)
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Estes parametros de Gompertz levaram a obtencdo de uma regressdo que resultou na
equacéo 5.2:

Y =369 - 127 x1 - 112 x:? - 32 x2? (Equagdo 5.2)
Sendo,

Y = producdo acumulada de hidrogénio (mL);
X1 = concentracio de nanoparticulas de niquel (mg L™).
X2 = concentracéo de nanoparticulas de ferro (mg L™Y).

O nivel de significancia de 10% (a=0,1) foi adotado, pois € o indicado para ensaios
bioldgicos (Rodrigues e lemma, 2005), e as premissas da ANOVA foram atendidas, com R2 =
92%. Segundo o gréafico de Pareto e a curva obtida do ANOVA (Figura 5.32) a concentracdo
de NPs influenciou de forma estatisticamente significativa na producao de Hz e seu maximo
foi obtido para 30 mgFe® L™ e 20 mgNi® L™ com a producéo de 404 + 34 mL de H que
corresponderia ao rendimento de 177 mL de H, g™ de DQO, 42% maior do que aquele obtido

no ensaio controle (sem a adicdo de NPs).
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Nas condicdes em que a producdo de H: foi inibida (NPs > 50 mgNi° L) a eficiéncia
de remocdo de carboidratos ndo foi maior que 40% (Figura 5.33). Enquanto, em todas as
outras condicbes, a remocdo foi acima de 60%. Ou seja, a remo¢do de carboidratos
novamente esteve relacionada a producdo de H.. Enquanto a concentragdo de AOV nas
amostras ao final do processo fermentativo foi acima de 1,5 g L™, com excecéo das condices
com 10 mgFe® L e 50 mgNi° L; 50 mgFe® Lt e 50 mgNi®L%; 30 mgFe® L™ e 30 mgNi®L*
e novamente ndo tiveram associacédo direta com a producdo acumulada de Ha.

Figura 5.33: AOV e remocao de carboidratos nos ensaios de otimizag&o da producdo de hidrogénio
para faixa adequada de NPs
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Nos ensaios da etapa 2, o consumo de acido latico durante o processo fermentativo
esteve relacionado a presenca de acido acético e maior producao de H>. Nos ensaios da etapa
3, este consumo foi desfavorecido para concentragdo de glicose acima de 5 g L. Nos ensaios
da etapa 4a, a observacdo deste &cido nas amostras da fase estacionaria do processo
fermentativo esteve relacionada a concentragdes de NPs de Fe® acima de 180 mg L. Nesta
etapa (4b), em que a concentragdo de NPs adicionada ao meio foi mais adequada para

otimizagdo da producdo de Hz, a presenca de acido latico na fase estacionaria do processo
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fermentativo s6 ocorreu nas condigdes controle (sem adigdo de NPs); com 10 mgFe® L e 10
mgNi® L; e com 50 mgFe® L™ e 10 mgNi® L nas concentragdes de 700, 525 e 532 mg L?,
respectivamente (Figura 5.34). Desta forma, a rota de consumo de acido latico ilustrada na
Figura 5.15 foi desfavorecida em condi¢des com baixas concentragdes de NPs de niquel.

Figura 5.34: Acido latico do ensaio de DCCR com a concentracio de nanoparticulas de ferro e niquel
em faixa adequada como variaveis para otimizacdo da producédo de hidrogénio
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O &cido isobutirico foi observado nas amostras da fase estacionaria de producgdo de H:
em todas as condigdes desta etapa. A concentracdo desse acido nestas amostras variou de 128
mg L (com 30 mg Fe® L™ e 58,28 mg Ni® L) até 210 mg L (com 30 mg Fe® Lt e 30 mg
Ni® L) (Figura 5.35). Estas concentragdes foram proximas aos valores reportados na fase
estacionaria dos ensaios da etapa 4a, de 152 a 210 mg L. Estes valores foram inferiores aos
encontrados na etapa 3, em que NPs metalicas ndo foram adicionadas ao meio. Desta forma, é
possivel afirmar que nesta etapa a rota metabolica de producdo do &cido butirico ilustrada na
Figura 5.15 continuou sendo desfavorecida.
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Figura 5.35 Acido (iso)butirico do ensaio de DCCR com a concentragéo de nanoparticulas de ferro e
niquel em faixa adequada como varidveis para otimizacao da producéo de hidrogénio
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FIPH = Fase Inicial para Producdo de hidrogénio; FEPH = Fase Exponencial de Producdo de
Hidrogénio.

As condi¢bes com os maiores valores de rendimento da producdo de H» observados
foram com 30 mg Fe® L e 30 mg Ni® L?; 58,29 mg Fe® L e 30 mg Ni°® L, com rendimento
de 170 e 162 mL de H, g* de DQO, respectivamente. Sob tais condiges observou-se as
maiores concentracdes de acido valérico na fase estacionaria, de 3.900 e 3.578 mg L*,
respectivamente. Nas condices em que a concentracido de NPs de niquel > 50 mgL™, a
producdo de H foi inibida, e os valores de &cido valérico na amostra da fase estacionéria da
fermentacdo variaram de inferior ao limite de deteccdo do método até 595 mg L™ (Figura
5.36). Desta forma, pode-se afirmar que a rota de producdo do acido valérico (Figura 5.15)
esteve relacionada a producgdo de Hx mais elevada por C. butyricum na presenca de NPs de

niquel e ferro em meio RCM otimizado.
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Figura 5.36: Acido valérico do ensaio de DCCR com a concentragio de nanoparticulas de ferro e
niquel em faixa adequada como varidveis para otimizacao da producéo de hidrogénio
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C. Validagdo experimental do modelo para produgcdo otimizada de hidrogénio

A otimizacdo da producdo acumulada de Hz com 30 mgFe® L e 20 mgNi® L
resultou em aumento de 27%, ou seja, de 342 + 8 para 434 £ 13 mL de H» (Figura 5.37 e
Tabela 5.7). A producdo acumulada de H obtida com a adi¢do de NPs foi ainda maior do que
a prevista pelo modelo ANOVA (404 + 34 mL).

Taherdanak et al. (2015) também otimizaram a producdo de H> ao adicionar NPs de
Ferro e Niquel em reatores em batelada alimentados com amido e inoculados com lodo
anaerdébio de ETE. Os autores operaram os reatores a 37°C e reportaram as concentracdes de
37,5 mgNi° L e 37,5 mgFe® L como adequadas a producéo otimizada de Hz. O rendimento
obtido nesta condigéo foi de 142 mL de H2 g de DQO e foi 97% maior em relagdo obtido no
ensaio controle (72 mL de H, g de DQO). Os autores observaram que a adicdo de NPs ao
meio de fermentacdo pode: diminuir a viabilidade de O2 indesejado, levando assim a melhor

desempenho das hidrogenases sensiveis ao oxigénio. Desta forma sera interessante avaliar o
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comportamento das hidrogenases quando a concentracdo 6tima de NPs foi adicionada, em

comparagao ao ensaio controle.

Figura 5.37: Producéo acumulada de hidrogénio nos ensaios de validacdo da otimizacdo da

concentracdo de nanoparticulas
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Tabela 5.7: CondicGes dos reatores nos ensaios de validacdo da otimizacdo da concentracdo de
nanoparticulas e respectivos parametros de Gompertz relacionados aos dados de producao acumulada

de hidrogénio.

Velocidade

Fe? Ni© Pr;%il;r%é; progﬁgéo FIPH - RE(;T I(;r;elztzo
gl (mgry e oducio Ty g de
(mL h—l) DQO)
i i 342+8 33£3 60 0,986 149
30 20 434 +13 25+ 2 60 0,994 190

FIPH = Fase Inicial para Producédo de Hidrogénio.
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Figura 5.38: AQV e eficiéncia de remocéo de carboidratos nos ensaios de validagdo do modelo de
concentracao de NPs para otimizar a producdo de Hy
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A eficiéncia da remogdo de carboidratos foi similar e de 89% no ensaio controle e
84% no ensaio com a adicdo de NPs. AOV de 4,1 g L™, foi maior no ensaio controle quando
comparado ao ensaio com NPs (3 g L™?). Os &acidos organicos observados no ensaio de
validacdo foram latico, acético, isobutirico e valérico (Figura 5.39). O acido acetico foi
observado apenas na amostra inicial do reator com NPs, na concentracdo de 375 mg L. O
acido isobutirico foi observado em todas as amostras, porém, assim como observado na etapa
4a e 4b, ndo teve muita variacdo de concentracao durante as etapas do processo fermentativo.
Com a concentragéo de 202 e 218 mg L™ no inicio do processo fermentativo e 158 e 127 mg
L na fase estacionaria de producdo de Hz, nos reatores controle e com adicio de NPs,
respectivamente.

Spirito et al. (2014) reportaram que o alongamento da cadeia a partir de acido acético
e propidnico leva a formacdo de acido valérico, que pode também ser um produto de valor
agregado no processo, juntamente com o H» (Figura 5.15). Nesta etapa do estudo, o acido
valérico foi aquele produzido em concentragdes mais elevadas, de 210 e 627 mg L™ na
amostra inicial e 2.882 e 815 mg L™ na fase estacionaria, dos reatores com e sem a adicdo de
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NPs, respectivamente (Figura 5.39). Desta forma, é possivel inferir que nas etapas 2 e 3 deste
estudo, quando apenas os componentes do meio e concentracdo de substrato eram variados
entre os ensaios, a producdo de acido valérico ndo foi evidenciada, quando comparado aos
ensaios das etapas 4a, 4b e 4c.

O 4cido latico foi observado em 578 mg L™ no reator controle, todavia ndo foi
observado na amostra final do processo fermentativo com NPs (Figura 5.39). Desta forma, a
auséncia de acido latico ao final do ensaio em que NPs foram adicionadas foi uma diferenca
metabolica entre os reatores desta etapa. O consumo deste acido durante a fermentacdo é
interessante porque indica que apds sua formacao (que ndo produz Hy), esta sendo reutilizado
e pode ser direcionado a rotas que produzem H», como ilustrado na Figura 5.15. Porém,
diferentemente da rota reportada por Cai et al. (2013), neste ensaio, a maior producdo de H»
ndo esteve relacionada a presenca de acido acético e maior producdo de acido butirico, e sim,
a formacdo de &cido valérico.

Figura 5.39: AOV nos ensaios de validacdo da ANOVA com concentragdo de NPs para producao de
hidrogénio otimizada e reator controle
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A andlise de MEV do reator com NPs foi realizada no ensaio de validacdo
experimental do modelo de otimizacdo da producdo de Hz. A amostragem foi obtida dos
aglomerados que se formam em volta das particulas, visando identificar possivel utilizacdo
das mesmas como material suporte (Figura 5.40 (A)). Porém, na anélise de MEV foi possivel
observar que as particulas sdo menores que as células e por isso, ndo podem funcionar como
material suporte (Figura 5.40 (B)). A composicdo de ferro e niquel nas particulas entre as
células da imagem foi confirmada pela espectroscopia de energia dispersiva EDS (Figura
5.40).

Figura 5.40: Foto de aglomerado de células no reator em batelada (A) e bactérias e nanoparticulas em

) (B)
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Figura 5.41: EDS da amostra bioldgica com nanoparticulas do reator no ensaio de validagéo da

DEDEBE; N

5.1.6 Quantidade e expressio da hidrogenase na presenca de
nanoparticulas metalicas

Amostras do experimento de validacdo (etapa 4c) foram coletadas para realizacao das
analises de gPCR e RT-qPCR. A eficiéncia de cada primer do qPCR variou de 1,890 até
1,972, estes valores de eficiéncia proximos a 2,0 sdo satisfatorios (Pfaffl, 2001). Além disso, o
coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,999 para todos os primers (Tabela 5.8).

Tabela 5.8: Sequéncia de primers para genes alvo e genes referéncia

Gene Sequéncias dos primers Tag;;?ho Eficiéncia R?
HydA  F: AAATGTGGGGTCTGTGCAGTAG 137 1,972 0,9998
R: GCTGCCACTCTCATCTTTACTCTC
Buk F: GTTGGTAGAGGTGGAATGCT 100 1,936 0,9997
R: CATGAGGTCCTTGAACTCCTAC
Pfo F: CGCAGCAATCGATAAGGGTGTT 103 1,900 0,9997
R: AGTAGCACCCTTGATTGGAGC
GyrA F: GGATTCGGTAAGAGAACTCCTGTC 110 1,890 0,9997
R: GTGGCACCTGTAAGTTTTCCAGTC
RecA F: TAGTGCGTTCTGGAGCTATTG 112 1,897 0,9996

R: CTCGCTTGAAGACCTATATGAGAA
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A partir do teste de estabilidade dos candidatos a gene de referéncia (Buk, Pfo, GyrA
and RecA), concluiu-se que o gene Pfo é o mais estavel nas condicbes experimentais
avaliadas (Figura 5.42). O gene Pfo codifica a enzima piruvato-Fd oxidoredutase, que é
essencial para o metabolismo bacteriano, pois catalisa a converséo do piruvato em acetil Co-
A, levando a reducdo da liberacdo de ferredoxina durante a glicélise (Yang et al., 2016).
Assim, foi o gene utilizado como referéncia para normalizar a expressdo génica da hydA, e a

producéo de H; esta diretamente envolvida com esta reacao.

Figura 5.42: Estabilidade dos candidatos a gene de referéncia da Clostridium butyricum de acordo com
os algoritmos RefFinder, delta CT e Normfinder
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Em estudos em que o gene Pfo ndo foi avaliado, GyrA e RecA ja foram apontados
como 0S genes mais estaveis para monitorar consoércios artificiais compostos por diferentes
Clostridium spp. produtores de Ha, incluindo C. butyricum. Rabelo et al. (2020) analisaram
diferentes genes como referéncia (GyrB, Pfo e RecA) para Paraclostridium sp., uma bactéria
da classe Clostridia, e obtiveram Pfo como gene mais estavel. Portanto, a utilizacdo do gene
Pfo deve ser considerada em outros estudos de PCR envolvendo C. butyricum hydA, uma vez
que pode contar com maior estabilidade e, consequentemente, resultados mais precisos

relacionados ao monitoramento da expressao génica.

5.1.6.1 Quantidade de hidrogenases (qPCR)

A gPCR ¢ considerada altamente sensivel para a quantificacdo de organismos
microbianos em amostras ambientais (Tkacz et al., 2018), bem como em reatores
fermentativos (Wan et al., 2016). A quantificacdo dos numeros de copias do DNA hydA em
reatores de fermentacio foi realizada de acordo com a Equacéo 5.3 (R? = 0,9976).

Cq =-3,59*HydA + 36,21 (Equacéo 5.3)
Assumindo que cada célula continha uma copia de hydA (Zhao et al., 2019), o padréo

de crescimento de bactérias observado no reator com NPs foi diferente, quando comparado ao
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reator controle. Nos reatores contendo NPs, o niimero de copias aumentou de 2,6*10° na fase
de produgdo de H no inicio do experimento (t = 0), para 9,2*10% na fase estacionaria de
producdo de H. (t = 26h). No reator controle (sem NPs), o crescimento bacteriano foi
observado até a fase de producédo exponencial de H, de 2,6%10° (t = 0) a 3,7*10%° (t = 8h) e
estabilizacdo do crescimento (3,6*%10%°) foi observada na fase estacionaria de producéo de H;
(t = 26h).

Zhang et al. (2020) quantificaram o gene hydA em reatores em batelada de producdo
de Hz por consércio bacteriano misto e observaram o crescimento bacteriano até a fase
exponencial de producdo de Ha, semelhante aos resultados observados no experimento
controle do presente estudo. Portanto, pode-se afirmar que as NPs adicionados nos reatores
favorecem maior duracdo do crescimento bacteriano, uma vez que o Ferro e o Niquel fazem
parte da constituigdo celular, incluindo o sitio ativo das enzimas hydA (Zhao et al., 2019). O
crescimento celular nos reatores NP foi observado durante todas as fases, mesmo na fase
estacionéria de producdo de Hz, 0 que pode ter resultado em producdo de H> mais elevada
(434 mL) do que no reator controle (342 mL) (Figura 5.43).
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Figura 5.43: Namero de cépias de hydA durante as fases de producdo de hidrogénio nos reatores com
NPs e controle

O tempo de geracdo para C. butyricum foi obtido com base nos valores de crescimento

bacteriano. No reator com NPs, o tempo de geracédo foi de 1,6 h e no reator de controle foi de
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1,8 h. Os valores estimados de tempo de geragédo para C. butyricum, com glicose como fonte
de carbono, foram menores que os tempos de geracdo de 4,3 h para C. cellulolyticum
cultivado em celobiose (Braga et al., 2019). Assim, no presente estudo, a fonte de carbono foi

determinante para o baixo tempo de geracdo de C. butyricum, independente da adi¢do de NPs.

5.1.6.2 Expressdo da hidrogenase (RT-qPCR)

As alteragdes nos niveis de hydA mRNA normalizados com a amostra inicial (t = 0)
obtidas foram avaliadas para comparar a expressdo do gene HydA entre os reatores controle e

NPs (Figura 5.44). Ou seja, foram evidenciadas quantas copias de mRNA foram expressas em
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Figura 5.44: Expresséo relativa da hydA nos reatores NPs e controle
Niveis semelhantes de transcritos de hydA foram observados entre os reatores NPs e
controle, desde a fase inicial (expresséao relativa de 1,5 e 1,7, respectivamente, em t = 0) até o
inicio da fase de producdo exponencial de H. (8h), onde a expressdo relativa de hydA foi 3,3
e 3,2, nos reatores controle e NPs, respectivamente. No entanto, no final das fases
exponencial e estacionaria de producdo de H, a expressdo de hydA foi maior no reator
controle (4,5 e 2,8, ap6s 12 e 26 h, respectivamente) em comparacao ao reator com NPs (2,9 e
1,8, apds 12 e 26 h, respectivamente). Ou seja, no reator com NPs, a expressdo de hydA foi

menor do que no reator de controle. Desta forma, a adicdo de NPs favoreceu a atividade
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enzimética de hydA, uma vez que o aumento da produgéo de H> foi observado mesmo durante
uma menor expressao do gene de hydA.

Wang et al. (2008) avaliaram a expressdo de hydA de C. butyricum durante a
fermentacdo da sacarose e observaram que a expressdo de hydA foi menor durante a fase de
maior producdo de H». Portanto, a alta producdo de H» provavelmente resultou da atividade
hydA remanescente, e ndo devido ao aumento dos transcritos de mRNA. Em outro estudo,
Wang et al. (2008a) adicionaram meio de cultura fresco aos reatores em batelada apos a fase
estacionaria de producdo de Hz por C. butyricum. Os autores observaram que a producdo de
H> aumentou apds a adicdo do meio de cultura, mesmo na presenga de baixos niveis de
expressao do gene hydA, provavelmente devido a atividade hydA que ainda estava presente
no meio.

No presente estudo, a maior producdo de H, em reatores em batelada também foi
relacionada a uma menor expressdo de hydA, isso significa que o Hx foi produzido
principalmente por hydA ja existente, ao invés de novos transcritos. Desta forma, as NPs Fe°
e Ni% metais parte do sitio ativo, indispensaveis para a estabilidade e atividade enzimatica
(Wodrich e Hu, 2018), foram importantes para manter um maior numero de cdpias
disponiveis e ativas da hidrogenase, em vez de uma maior transcricdo do gene durante o

estagio de producédo exponencial de H (Figura 5.43 e 5.44).

5.2 Fermentacdo da glicose na presenca de nanoparticulas metélicas em

reator continuo

5.2.1 Metais

Nos reatores que foram alimentados com glicose, a concentracdo de metais na cinasita
que ndo passou pelo procedimento de imobilizacdo de Ferro e Niquel foi de 1,65 e 0,01
mg g de cinasita, respectivamente (Tabela 5.9). Todavia, para a cinasita que passou pelo
processo de imobilizagdo de metais obteve-se 16,7 mg de Fe® g de cinasita e 0,02 mg de Ni°
g! de cinasita (Tabela 5.9). E possivel afirmar que a partir do protocolo modificado de
Delgado e Mendez (2012) para imobilizacdo de NPs obteve-se resultados melhores com
imobilizacdo do ferro na cinasita, quando comparado ao niquel. Além disso, o consumo de

ferro pelas bactérias no RALF - NP pode ser evidenciado pela concentracdo de metais na
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cinasita ao final da operacéo, que foi de 1,21 mg g de cinasita para o ferro e 0,01 mg g de
cinasita para o niquel (Tabela 5.9).

Casals et al. (2014) descreveram o processo de desintegracdo de NPs de ferro em um
reator anaerdbio. Usando difracdo de raios-X, os autores relataram a dissolugdo de NPs e a
diminuigcdo de seu tamanho durante a producdo de biogas. Quando avaliadas as estruturas
eletronicas do ferro, maior teor de Fe*3 foi observado, a partir de espectroscopia de absorcio
de raios-x. Além disso, um menor teor de ferro nas NPs foi observado ao final do processo
fermentativo por meio de espectroscopia de perda de energia de elétrons. Neste estudo, o
mesmo conteudo inferior do metal foi observado em cinasita, usando espectroscopia de
absorcédo atbmica (Tabela 5.9).

Tabela 5.9: Concentracdo de metais no material suporte dos RALFs alimentados com glicose

Etapa de Ferro (mg g™ de cinasita) Niquel (mg g™* de cinasita)

operacgéo RALF NP RALF controle RALF NP RALEF controle
Inicio 16,7 1,6 0,04 0,01
Final 1,2 1,3 0,01 0,01

A liberacédo de ions ferro para a fase liquida foi observada tanto no RALF-NP quanto
no RALF-Controle, ao longo de todos os dias operacionais (Figura 5.45). No RALF-Controle,
provavelmente recebeu a composicao original de ferro na cinasita (1,65 mg g* - Tabela 5.9).
Os valores médios da concentracdo de ferro no efluente do RALF-NP e do RALF-Controle na
Etapa | foram 2,3 + 1,1 e 1,3 + 0,7 mg L, respectivamente. A diferenca de apenas 1 mg L
foi suficiente para alterar as vias metabdlicas, uma vez que o ferro € um micronutriente
importante para as atividades enzimaticas (Lee et al., 2009). Durante o Estagio II, a
concentracdo de ferro no efluente foi menor tanto no RALF-NP (0,9 + 0,3 mg L) quanto no
RALF-Controle (0,3 + 0,1 mg L™). Provavelmente, a menor atividade fermentativa
desencadeou menor utilizacdo de ferro pelos microrganismos e consequente menor liberacédo

de ferro para 0 meio (Lee et al., 2009).
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Figura 5.45: Concentragdo de metais no afluente e efluente dos RALFs alimentados com glicose
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Neste estudo, as NPs foram imobilizados em material poroso (argila expandida) e foi
evidenciado sua eficicia e consumo por microrganismos (Tabela 5.9 e Figura 5.45). Zhu e
Xu, (2016) descreveram a imobilizacdo de NPs em diversos materiais porosos, como grafeno,
nanotubos de carbono e silica. Os autores relataram que, devido a sua alta energia superficial,
0os NPs tendem a se agregar. Porém, quando utilizado com materiais porosos com alta area
superficial, o confinamento espacial pode evitar o ato de aglutinacdo, favorecendo a catalise
de reacdo na qual essas particulas estdo envolvidas. Além disso, os materiais de suporte
podem interagir com NPs e modificar suas propriedades cataliticas.

A concentracdo de ferro no efluente do RALF-NP (4,7 + 1,0 e 8,1 + 1,8 mg L™ nas
etapas | e Il, respectivamente) foi maior quando comparado ao RALF-Controle (4,3 £ 0,9 e
7,2 £ 0,7 mg L nas etapas | e I, respectivamente) e provavelmente também com maior
concentracdo de fragdo estavel, pois resultou em maior producdo de &cidos organicos. Zhong
et al. (2020) avaliaram a influéncia de NPs de magnetita na fermentacdo de glicose em reator
EGSB inoculado com lodo anaerébio e operado em condi¢des mesofilicas em 6 h HRT. Os
autores relataram que os NPs de ferro promoveram a atividade de coenzimas chave, por meio
de cadeias condutoras eletrdnicas, o que aumentou a eficiéncia do transporte de elétrons no
lodo granular. EGSB: (com NPs de magnetita), EGSBt (com ferro soltvel - FeCls) e EGSBc
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(controle - sem metais) foram operados por esses autores, e uma maior estabilidade do ferro
(frag&o residual de ferro) foi observada no efluente EGSB¢, quando comparado com EGSBse €
EGSBc., onde o ferro instavel estava principalmente presente (fragdes soltvel, redutivel e
oxidavel). Portanto, a adicdo de NPs de FesO4 pode transferir a fracdo de ferro do estado
instavel para o estado estavel dentro do lodo, o que formaria cadeias de conducéo elétrica na
superficie das células microbianas para elevar a producdo de Hz e AOV.

Desta forma, a disponibilidade de metais no meio foi essencial para as primeiras
etapas da degradacgédo da glicose, que resultou em maior producdo de AOV. Fu et al. (2021)
avaliaram o efeito sinérgico do Fe-Ni na hidrogenacéo da glicose. Os autores relataram que
Fe e Ni na forma de liga sdo menos propensos a oxidacdo do que Fe e Ni monometalicos, de
modo que sitios de Fe e Ni metalicos permanecem na superficie dos catalisadores bimetalicos,
contribuindo para a divisdo do hidrogénio necessario para o processo catalitico. Portanto, a
presenca de Ni-Fe em conjunto foi favoravel a sua estabilidade e liberacdo de elétrons no

meio.

5.2.2 Degradagao de matéria organica

A simplificacdo da composicdo da alimentacao ndo alterou a eficiéncia de remocéo de
matéria organica no RALF NP, que manteve a média de 8 £ 5% em ambas as etapas de
operacao. Enquanto no RALF controle a eficiéncia de remocao de matéria organica aumentou
de 6 + 4% na etapa | para 14 + 10% na etapa Il (Tabela 5.9). Este aumento na remocéo esta
relacionado a menor concentracao de acidos organicos deste reator nesta etapa. Na operacao
de reatores acidogénicos, a remocdo de matéria organica normalmente ndo ultrapassa 30%,
devido as elevadas concentracbes de &cidos organicos neste reator, € nem chega a ser um
objetivo, por esta configuracdo sempre preceder um sistema metanogénico, onde a remogé&o
de matéria organica ocorrera de forma mais eficiente (Fuess et al., 2017).

Neste estudo as cargas organicas especificas e volumétricas no afluente dos RALFs
foram de 20 + 2 gDQO gvS'd'e 56 + 6 gDQO L1 d' na Etapal,e 8 + 1 gDQO gvStdle
21 + 2 gDQO L d*! na Etapa Il, respectivamente (Tabela 5.10). Altos valores de carga
orgénica afluente, tanto especifica quanto volumétrica, sdo necessérios para manutengdo de
condicgdes acidogénicas em reatores anaerobios. Paudel et al. (2017) estudaram o efeito de
cargas organicas na eficiéncia de reatores acidogénicos e sugeriram cargas organicas > 10

gDQO gvStdl,
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Tabela 5.10: Remocdo de matéria organica dos RALFs NP e controle alimentados com glicose

Etapa | Etapa Il
Parametros Afluente RALF RALF Afluente RALF RALF
NP controle NP controle
DQO (gL 7+1 61 6+1 3x0 210 2+0
Remocéo (%) - 85 64 - 85 14+ 10
11 *
Carga Especifica®™ ), 5 549 1+1  8+1 140  1#1

(gDQO gvStd?
Carga Volumétrica*
(gDQO L*d™)
*removida no caso das amostras de efluente.

56 +6 5%3 32 21+2 2+1 3%3

Observou-se menor remog¢do de matéria orgénica (6 a 14% para DQO afluente 3-7 g
L - Tabela 5.10) em relagdo aquelas observadas por Amorim et al. (2012), os quais também
operaram RALFs com argila expandida como meio suporte, TDH de 2 h e condicao
mesofilica, porém inoculados com lodo anaerdbio. Os autores utilizaram glicose como
substrato e reportaram que a partir de 10 + 1 g L™ de matéria organica a remocéo foi de 16 +
2%, e para 2,7 + 0,2 g L, a remocéo foi de 26 + 6%. Ou seja, a utilizacdo de autofermentagio
bioaumentada com C. butyricum como estratégia de inoculagcdo prejudicou a eficiéncia de
remocdo de matéria orgénica do reator, quando comparado a sistema inoculado com
consércio microbiano anaerdbio, provavelmente devido a menor diversidade de organismos
(Jobard et al., 2017) no caso especifico dessa pesquisa, em relacdo a Amorim et al. (2012).

A estabilidade temporal dos parametros relacionados a degradacdo de matéria

organica pode ser observada na Figura 5.46.



96

Figura 5.46:Variacdo temporal de matéria organica nos RALFs alimentados com glicose
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5.2.3 Remocao de carboidratos

A remocdo de carboidratos foi estavel durante toda a operacdo (Tabela 5.11 e Figura
5.47). Fato ja esperado, por ser um reator alimentado com substrato de fécil degradacédo
(glicose e amido — Etapa I; glicose — Etapa II). A retirada do amido da alimentacdo favoreceu
a remocdo de carboidratos que aumentou de 86 + 8% para 93 £ 2% e de 85 + 7% para 91 +
3% nos RALFs metais e controle, respectivamente, para concentracdo afluente de
carboidratos de 2 + 0 g LY e 2 + 0 g L™%. Ao comparar os reatores entre si, tanto a carga
especifica de carboidrato removida (5 + 1 mg gvVS* d* — Etapa | e 6 + 0 mg gvS* d! — Etapa
I1; em ambos os reatores), quanto a carga volumétrica de carboidrato removida (12 + 3 mg L™
d! — Etapa 1 e 15 + 1 mg L* d! — Etapa Il; em ambos os reatores) tiveram valores
estatisticamente semelhantes (Tukey, p>0,05). Ou seja, a imobilizacdo de metais (ferro e
niquel) no material suporte e sua consequente maior disponibilidade ndo afetaram de forma
significativa a eficiéncia de remocao de carboidratos.

A eficiéncia de remocéo de carboidratos reportada neste estudo (85-93% para 2 g L
afluente) com glicose em RALF foi similar aquela reportada por Lima et al. (2013), de 84-

98% para 0 mesmo substrato organico (2 g L™ afluente) em reator de leito fixo inoculado via
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fermentacgdo natural e operado no mesmo TDH (2 h) e em condigdo mesofilica (25°C). Desta
forma, é possivel afirmar que a eficiéncia de remocéo de carboidratos facilmente assimilaveis
é robusta e se mantém mesmo em diferentes configuracdes de reatores continuos com
diferentes fontes de in6culo.

Segundo Won et al. (2013), a produtividade de H. depende da concentracdo de
carboidratos e matéria organica quando a fermentacdo ocorre em menor TDH. Maior
concentracdo de substrato pode elevar a produgéo de H», no entanto, concentracfes excessivas
podem diminuir esta capacidade. Neste estudo, a concentracdo 6tima de carboidratos obtida
de ensaios em batelada foi aplicada nos RALFs, mas ndo resultou em otimizacao da producéo
de Hz (item 5.2.4), provavelmente devido as diferencas na cinética microbiana caracteristicas
entre reatores em batelada e continuos (Russo et al., 2018).

Tabela 5.11: Remocéo de carboidratos nos RALFs alimentados com glicose

Etapa | Etapa Il
Parametros Afluente RALF RALF Afluente RALF RALF
NP controle NP controle
Carboidratos (g L™ 2+0 02+01 02+01 2+0 01%01 0,2%01
Remocéo (%) - 86+8 857 - 93+2 91+3

Carga Especifica*
(mgcarb gvS? d?)
Carga Volumétrica*
(mgcarb L't d )
*removida no caso das amostras de efluente.

5t1 5*1 5*1 6+0 60 6+0

59+6 12+3 12+3 21 +2 15+1 15+1
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Figura 5.47: Variagdo temporal de carboidratos nos RALFs alimentados com glicose
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5.2.4 Biogas

Os valores médios de producdo de H. durante a etapa | foram de 899 + 1303 mL e 951
+ 779 mL para 0s RALF NP e controle, respectivamente (Tabela 5.12). Desta forma,
diferentemente dos resultados obtidos em batelada (relatério parcial 1), a adicdo de NPs de
ferro e niquel no material suporte de reatores continuos nao favoreceu de forma significativa a
producéo continua de biogas (Teste Tukey, p>0,05).

Amorim et al. (2009) avaliaram condic¢des similares a deste estudo (30°C, TDH de 2
h, alimentado com 2 g de glicose L™, com cinasita como meio suporte, inoculado com lodo
anaer6bio) em RALF e reportaram producdo de Hz de 1,3 mL h™t. Wu et al. (2003) também
operaram RALF em condi¢des mesofilicas, com argila expandida como meio suporte, TDH
de 2 h, inoculado com lodo anaerébio e alimentado com 2 g L™ de sacarose. Os autores
reportaram producéo de 0,96 mL de H2 h™. Em ambos os trabalhos foi reportada produgdo de
H> menor que a media obtida durante a Etapa I, tanto no RALF NP, quanto no RALF controle
(8+1e3+1mL deH;h?, respectivamente). Provavelmente, a adicdo de co-substratos como
a peptona, extrato de levedura e extrato de carne; além do amido e glicose favoreceram a

maior producédo de biogas durante o processo fermentativo neste estudo, quando comparado a
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Amorim et al. (2009) e Wu et al. (2003), os quais alimentaram 0 reator apenas com

glicose/sacarose e solucdo de sais.

Tabela 5.12: Producéo de hidrogénio dos RALFs metais e controle alimentados com glicose
Etapa | (RCM otimizado) Etapa Il (glicose e ext. de lev.)

Parametros RALF RALF RALF RALF
NP controle NP controle

Hz (mL h™) 3x1 3x1 0+0 0+0

Hz (mL) 899 + 1303 951 + 779 0+0 0+0

H2 (%) 74 + 35 83 + 28 0+0 0+0

Ao analisar de forma pontual a producdo de H» (Figura 5.48), no 35° e 36° dias de
operagdo a producdo de H> foi 10 e 11 L no RALF NP e 2 e 2 L no RALF controle,
respectivamente. Nestes dias, a producdo de acidos organicos no RALF NP (3,8 e 3,5 gHac L~
1 foi menor do que a reportada no RALF controle (6,1 e 6,0 gHac L), diferentemente da
média durante toda a operagdo (6,2 gHac L™ no RALF NP e 4,9 gHac L™ no RALF controle -
item 5.2.5). Nestes dias, a glicose foi fermentada via produco de propidnico (1.393 mg L),
butirico (1.331 mg L) e acético (1.307 mg L), além do Hz, no RALF NP. Esta rota foi
descrita por Li et al. (2008) ao avaliar a producéo de H> em pH entre 5,5 e 6,0 (0 pH efluente
no RALF NP foi de 5,2). Enquanto a rota de degradacao da glicose com producao de acido
latico (1.491 mg L) foi favorecida no RALF controle. Esta rota foi descrita por Moreira et al.
(2017) ao avaliar a producdo de H> em ciclos em bateladas utilizando lodo pré-tratado
termicamente e foi relacionada a menor producdo de H> em pH 5 (o pH efluente no RALF

controle foi de 4,4).
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Figura 5.48: Variagdo temporal da produgdo de hidrogénio dos RALFs alimentados com glicose
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Durante o final da Etapa | (a partir do 59° dia de operacdo), mesmo com a
continuidade dos acidos acético e butirico como metabdlitos principais, menor producao de
H> foi observada no RALF NP (Figura 5.48). Regueira et al. (2018) reportaram resultados
similares e propuseram duas possibilidades: regeneracdo da ferrodoxina sem a formacéo de
H> (fendmeno o qual os autores denominaram bifurcagéo de elétrons) e homoacetogénese. A
bifurcacdo de elétrons, observada em espécies de Clostridia (Jungermann et al., 1973),
consiste na utilizagdo dos dois elétrons da ferrodoxina em reacfes anabdlicas, provavelmente
reacOes altamente endergbnicas nas quais NADH; ndo é um doador de elétrons
suficientemente forte. Enquanto, a homoacetogénese consiste no consumo de Hz com
formacéo de acido acético (Equacéo 5.4), o qual foi reportado em funcéo do baixo rendimento
de H2 (Bundhoo and Mohee, 2016; Dinamarca and Bakke, 2009; Fang and Liu, 2002; Guo et
al., 2010; Hallenbeck and Ghosh, 2009; Karadag and Puhakka, 2010; Saady, 2013).

4H, + 2 HCO3™ + H* — CyH302™ + 4H20 (Equacio 5.4)

Durante a Etapa Il, a producdo de H» nula tanto no RALF NP, quanto no RALF
controle, esteve relacionada a producdo de &cido latico como principal metabdlito (Moreira et
al., 2017), via metabdlica de fermentacdo da glicose que ndo produz H, (Equacdo 5.5).
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Provavelmente, a retirada de co-substratos (extrato de carne, peptona e amido) da alimentacgéo
favoreceu esta rota em ambos 0s reatores.
1 CsH1205 — 2 C3He03 (Equagéo 5.5)

5.2.5 Producao de acidos organicos

A maior disponibilidade dos metais ferro e niquel, dada a presenca de NPs, favoreceu
a producdo de AOV do processo fermentativo em reator anaerébio continuo alimentado com
glicose. No presente estudo, maior producdo de AOV (78-98%) foi obtida quando NPs de
Ferro e Niquel foram adicionados ao reator (Tabela 5.13). Durante a etapa | do RALF-NP, o0s
metabdlitos com maior producdo foram os acidos acético (0,62 g L) e butirico (0,60 g L ™).
Enquanto maior producdo de acido latico (0,44 g L) foi observada durante a etapa Il de
operacao deste mesmo reator. Desta forma, ocorreu uma mudancga na rota metabdlica, ou seja,
quando o amido, o extrato de carne e a peptona foram removidos da composicdo da
alimentacdo (etapa Il), a producéo de acido latico foi favorecida. Todavia, durante a etapa I, a
concentracdo de acido latico no efluente foi menor do que no afluente, ou seja, constatou-se o
consumo de &cido latico (0,18 g L) (Tabela 5.13).

Tabela 5.13: Concentracdo de acidos organicos no afluente e efluente do reator anaerébio continuo
alimentado com glicose

Acidos (9 L'l) Sg}i Acético Butirico Propionic Latico Valérico

o 486+ 060+ 044+ 092+ 076+ 046z

_ 1.08 0.21 0.10 0.27 0.34 0.11
< ] 623+ 122+ 104+ 099t 058+ 0572

g RALF-NPs 1.52 0.33 0.37 0.54 0.19 0.24
RALF- 489+ 094+ 054+ 084+ 123+ 097<

Controle 1.48 0.32 0.27 0.39 0.25 0.17
Afluente 069+ 010+ 011+ 021+ 010+ 000z

_ 0.25 0.04 0.04 0.06 0.01 0.00
= 187+  015%+ 046+ 027+ 053+ 000z

‘m% RALF-NPs 0.41 0.02 0.12 0.05 0.10 0.00
RALF- 095+ 017+ 008+ 019+ 039+ 00Llz

Controle 0.06 0.05 0.03 0.04 0.20 0.01

*(g Haceq L™

Braga et al. (2020) avaliaram a influéncia dos metais ferro, niquel e selénio na
producdo de acidos butirico e acetico a partir da co-digestdo de glicose e substratos
celuldsicos por C. butyricum em reatores em batelada. Maior concentracdo de AOV (3,23 e
5,56 g L dos acidos butirico e acético, respectivamente) foi observada no ensaio com 25uM

Fe no meio, quando comparado a ensaios com 25 uM Fe + 1 uM Ni (3,17 e 5,10 g L dos
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4cidos butirico e acético, respectivamente); 25 uM Fe + 1 uM Ni+ 1 pM Se (3,61 ¢ 4,03 g L
dos &cidos butirico e acético, respectivamente) e Controle - sem adicdo de metais (2,81 e 2,92
g L™ dos &cidos butirico e acético, respectivamente). Os autores concluiram que ferro, niquel
e selénio foram importantes co-fatores para hidrogenase e para maior producdo de AOV,
resultado semelhante ao relatado neste estudo, com reator continuo alimentado com glicose e
NPs de Fe® e Ni° no material de suporte.

Neste estudo, o maior rendimento de H» foi relacionado com a via do &cido acetico,
enquanto o menor rendimento de H» foi relacionado com a via do &cido latico. Sewwandi e
Nitisoravut (2020) estudaram ferro zero valente suportado por quitosana como um catalisador
para melhorar a producdo de AOV em reatores batelada. A fermentacdo foi realizada por
Enterobacter aerogenes utilizando glicose como fonte de carbono em condicdo mesofilica
(37°C). A distribuicao de AQV relacionou a via acética com a producgdo de Ha, resultando em
uma correlagdo positiva entre o rendimento de Hz e a concentracdo de acido acético.

Mudancas nas rotas metabdlicas foram observadas com a adicdo de NPs, assim como,
de acordo com a composicdo do meio. A transicdo da rota relacionada com a producao de
acido acetico-butirico (Equacdes 5.6 e 5.7) para aquela relacionada com a producdo de acido
lactico (Equacédo 5.8) € frequentemente relatada como prejudicial a producdo de H. [34], o
que explica a menor producgéo de H> em reator durante esta fase (Figura 5.48).

Maior producéo de acido valérico (0,51 g L) e acido latico (0,45 g L) foi observada
no RALF-Controle, durante a etapa |. Enquanto isso, na etapa I1, o acido latico (0,29 g L) foi
0 metabolito predominante. Desta forma, é possivel afirmar que a retirada dos co-substratos
da alimentacdo favoreceu a rota de produgdo de acido latico, tanto na presenca de NPs
imobilizadas no leito do reator, quanto na sua auséncia.

CeH1206 + 2H,0— 2CH3COOH + 2C0; +4H; (Equagéo 5.6)

CsH1205 — 2CH3(CH2)2COOH + 2H, + 2C0O», (EqanéO 57)
1 Celeoe —2 C3H603 (Equaqéo 5.8)

Shida et al. (2009) estudaram a producdo de AOV em RALF alimentado com 2 g de
glicose L, além de solugdo nutritiva (incluindo metais) a 30°C, TDH de 2 h e inoculado com
lodo anaer6bio. Os autores relataram como metabdlitos principais os acidos butirico (1,01
g L) e acético (0,52 g L™?). Assim, a proporcéo butirico/acético (B: A) foi de 2:1 e diferente
das obtidas no RALF-NP (1:1) e RALF-Controle (1:2) durante a etapa | deste estudo.
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Provavelmente , as diferencas metabdlicas foram atribuidas a diferentes microrganismos
realizando o processo fermentativo.

Zhong et al. (2020) avaliaram o efeito da adicdo de FesOs NPs em reatores EGSB
alimentados com glicose, em condigdes mesofilicas, TDH de 6 h e inoculados com lodo
anaerobio. Os autores relataram que, quando NPs foram adicionadas, a concentracdo de
butirato diminuiu de 0,42 para 0,19 g L™, a concentragdo de acetato e etanol aumentou de
0,31 para 0,39 g L e de 0,52 para 0,72 g L%, respectivamente, apds 20 dias de operagdo. Ou
seja, a adicdo de NPs alterou a rota fermentativa que estava relacionada a producdo de
butirico para rota relacionada a producdo de etanol. Portanto, neste estudo, um indculo
diferente (autofermentacdo e bioaumentacdo de C. butyricum) e uma maior taxa de fluxo de
recirculacdo foram os pardmetros que influenciaram nas vias metabdlicas, quando
comparados a Zhong et al. (2020). Além disso, a mudanga no tipo de fermentacdo da rota
relacionada ao &cido latico para a rota relacionada aos acidos butirico e acético foi observada

com a adigéo de NPs.

5.2.6 pH e alcalinidade

A ndo adicdo de bicarbonato na alimentacdo, resultou em baixos valores de
alcalinidade parcial durante a etapa I, tanto no RALF NP (6 + 11 mg L), quanto no RALF
controle (11 + 22 mg L), além de alto desvio padrdo (instabilidade) nos valores. Durante a
etapa Il a alcalinidade parcial foi nula em ambos os RALFs (Tabela 5.14). A relacdo
custo/beneficio do uso de bicarbonato é alta, dado que apesar de caro, a instabilidade na
alcalinidade ndo prejudica o processo fermentativo acidogénico, ja que a alcalinidade é
garantida pela presenca de &cidos organicos (alcalinidade intermediaria) (Parawira et al.,
2007).

A geracdo de alcalinidade intermediéria foi observada na Etapa | com valores afluente,
RALF NP e RALF controle de 265 + 93, 942 + 402 e 510 + 495 mg L, respectivamente. No
entanto, ao retirar os co-substratos (etapa Il) e diminuir a eficiéncia do processo fermentativo
(menor producdo de é&cidos organicos quando comparado a etapa | — Tabela 5.13), a
alcalinidade intermediaria passou a ndo ser mais gerada e os valores afluente, RALF NP e
RALF controle foram de 76 + 33, 11 + 19 e 0 + 0 mg L, respectivamente.



Tabela 5.14: pH e alcalinidade nos RALFs NP e controle alimentados com glicose
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Etapa | (RCM otimizado)

Etapa Il (glicose e ext. de lev.)

Parametros
(mgCaCOs LY)  Afluente RALF NP RALE  Afjuente  RALF RALF
controle NP controle
pH* 6,006 52+04 47+07 61+07 39+04 3,7+0,3
Alcalinidade
Parcial 33+31 6+11 11+22 14+ 10 0+0 0+0
A'CaT':)rt‘;‘:ade 265+93 942+402 5104495 76+33 11+19 00
*adimensional
O pH do reator com NP esteve ligeiramente mais elevado (5,2 + 0,4 — Etapa l e 3,9 +

0,4 — Etapa Il) quando comparado ao pH do RALF controle (4,7 + 0,7 — Etapa l e 3,7 £ 0,3 —

Etapa Il) (Tabela 5.14 e Figura 5.49). A presenca de NPs metalicas pode influenciar o pH do

meio e muitas vezes é um dos fatores que esta associado a maior produtividade de H> (Llorca

e ldriss, 2011).
Figura 5.49: Variacao temporal do pH nos RALFs
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5.2.7 Sélidos Suspensos

Ao avaliar os solidos suspensos, é possivel verificar ligeiro escape de soélidos no

efluente, provavelmente devido a elevada agitacdo caracteristica da configuracdo de reatores

fluidificados (Moharram et al., 2019). Tanto na Etapa I, quanto na Etapa Il, a diferenca

estatistica (Teste Tukey — p>0,05) ndo foi significativa quando comparada a concentracdo de
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solidos suspensos no efluente do RALF NP com a do efluente no RALF controle (Tabela
5.15).

Tabela 5.15: Sélidos nos RALFs NP e controle alimentados com glicose

RALF RALF Afluente RALF RALF
NP controle NP controle

Parametros (g L)  Afluente

Soélidos Suspensos
Totais
Sélidos Suspensos
Volateis

01+01 05+01 0,7+04 01+00 03+01 03%0,1

01+01 0501 06+04 01+00 02+01 0,2%0,1

5.2.8 Metagenoma do biofilme do reator continuo

5.2.8.1 Taxonomia

Embora a bioaumentagdo com C. butyricum tenha sido realizada no RALF, a
autofermentacdo favoreceu o crescimento de outros géneros bacterianos, uma vez que o
género mais abundante (48,8%) observado no biofilme de argila expandida, ao final da
operagdo do RALF-NP, foi o Lactobacillus (Figura 5.50). De acordo com Rajab et al. (2020),
Lactobacillus sdo bactérias em forma de bastonete, ndo formadoras de esporos e conhecidas
como anaerobios aerotolerantes, adaptando-se assim a condi¢Ges microaerofilicas, dada a alta
taxa de fluxo de recirculacdo da configuracdo RALF durante a autofermentacdo. Este género
se caracteriza pela capacidade de produzir acido latico como subproduto do metabolismo da
glicose, sendo compativel com as analises de producdo de AGV observadas neste estudo.
(Carosia et al., 2017) também operaram RALF alimentado com glicose em condi¢fes
mesofilicas e 2 h de TDH, porém inoculado com lodo anaer6bio. Os autores relataram
Lactobacillus como o segundo género mais abundante (15%) no biofilme que se formou
utilizando pneus como material suporte, depois de Ethanoligenens (57%), que teve

abundéancia de 2,6% no biofilme deste estudo (Figura 5.50).
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Figura 5.50: Heatmap dos géneros mais abundantes no biofilme do RALF-NP
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Propionibacterium é desejavel em reatores acidogénicos cujo propdsito é a producédo
de acido propidnico e vitamina B12, e € comumente aplicado como cultura pura em reatores
anaerobios de engenharia metabolica (Hedayati et al., 2020; McCubbin et al., 2020; P. Wang
et al., 2020; Z. Wang et al., 2020). Este género foi o segundo mais abundante no biofilme do
RALF-NP neste estudo (12,6% - Figura 5.50). Além disso, o acido propiodnico foi o terceiro
acido mais presente (Tabela 5.13), tanto na Etapa | - 0,99 + 0,54 g L™ (ap6s os acidos acético
-1,22 +0,33 g L e butirico - 1,04 + 0,37 g L) quanto na Etapa Il - 0,27 + 0,05 g L (apds
os acidos latico - 0,53 + 0,10 g L e butirico - 0,46 + 0,42 g L'). Desta forma, a presenca de
NPs na cinasita do RALF alimentado com glicose favoreceu o cultivo de Propionibacterium e
a producdo de acido propibnico.

O género Clostridium utilizado na inoculacdo do reator foi o terceiro género mais
abundante no biofilme do RALF-NP (4,3%). Uma vez que esses microrganismos sdo
caracterizados por fermentar glicose, principalmente, em H; e &cidos butirico e acético, os
resultados do metagenoma estdo em concordancia com a producdo de AOV (Tabela 5.13).
Além disso, este metabolismo / predominancia de microrganismos foi mantido até o 58 ° dia
de operacdo do RALF-NP, ou seja, quando foi observada a producéo de H» (Figura 5.48). Em
seguida, a via metabolica mudou para producdo de H> nula e rota de producédo de &cido latico,
provavelmente quando Lactobacillus foi favorecido e superou a abundancia relativa de

Clostridium na comunidade microbiana do biofilme. Essa mudanca de comunidades é
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geralmente relatada na literatura e comumente associada a reducdo dos valores de pH (Feng et
al., 2018). Muitos microrganismos coexistentes, mas taxonomicamente distintos, podem
codificar as mesmas funcGes metabdlicas produtoras de energia, e essa redundancia funcional
aliada a variabilidade taxondmica é frequentemente considerada como resultado do
movimento ecoldgico entre organismos equivalentes (Louca et al., 2018).

5.2.8.2 Genes relacionados ao ferro

Na Figura 5.51 é possivel observar abundancias relativas de genes funcionais
relacionados a concentracdo otima de ferro disponivel no meio liquido do reator (Yin and
Wang, 2021). Ademais, é possivel observar que bactérias semelhantes aos géneros
Acidopropionibacterium e Propionibacterium tiveram relacdo com genes associados a
presenca de ferro (K03737: piruvato-ferredoxina oxidoredutase, K00925: acetato quinase,
K00873: piruvato quinase, KO0850: 6-fosfofructoquinase: K00845 , K00626: acetil-CoA C-
acetiltransferase, K00123: subunidade principal de formato desidrogenase, KO0016: L-lactato
desidrogenase). Portanto, a maior concentracao de acido propi6nico no efluente do RALF-NP
(0,99 + 0,54 g L na Etapa | e 0,27 + 0,05 g L na Etapa Il), em ambos os estagios
operacionais, quando comparado ao RALF-Controle (0,84 + 0,39 g L™ na Etapa | e 0,19 +
0,04 g L™ na Etapa II), provavelmente, esteve relacionada com a alta disponibilidade de ferro
dada a presenga de NPs na argila expandida.

Figura 5.51: Filogenia bacteriana relacionada a biodisponiblidade de ferro e sua abundancia relativa
no biofilme do RALF - NP
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Bactérias semelhantes ao género Lactobacillus foram as que apresentaram maior
abundancia relativa (48,8% - Figura 5.51) e maior numero de genes relacionados a presenca
de ferro (K04069: piruvato-formiato liase, K00925: acetato quinase, K00873: piruvato
quinase, KO00850: 6-fosfofrutoquinase, K00845: glucoquinase, KO00626: acetil-CoA C-
acetiltransferase, KO00625: fosfato acetiltransferase, KO00074: 3-hidroxibutiril-CoA
desidrogenase, K00016: L-lactato desidrogenase - Figura 5.51). No entanto, uma vez que
esses organismos estdo relacionados a producdo de acido lactico, e esse metabdlito estava
presente tanto no efluente do RALF-NP quanto no efluente do RALF-Controle,
provavelmente sua atividade foi favorecida, ndo apenas por causa da disponibilidade de ferro,
mas também pela condi¢cdo microaerofilica da configuracdo do reacional.

O maior rendimento com NPs de ferro (170 mLH, gDQO™), quando comparada ao
Controle (sem NPs - 125 mLH, gDQO™) em reatores descontinuos inoculados com C.
butyricum e alimentados com RCM modificado, em pH inicial 6,8 e 37 ° C, foi relatado por
Moura et al. (2020). Neste estudo, as mesmas condi¢cdes foram aplicadas em uma
configuracdo de reator continuo (RALF-NP) e os genes K03737 e K00248 foram
identificados como simultaneamente relacionados a presenca de ferro e bactérias semelhantes
ao género Clostridium. Ambos os genes representam enzimas intermediarias da fermentacao
da glicose para atingir metabdlitos finais (AOV). O gene K03737 refere-se a piruvato-
ferredoxina oxidoredutase, uma enzima caracterizada como responsavel pela conversdo de
acetil-CoA em piruvato e, posteriormente, o piruvato é convertido em lactato pela enzima
K00016-lactato-desidrogenase (Equacdo 5.9). O gene K00248 esta relacionado a butiril-CoA
desidrogenase, uma enzima que converte crotonil-CoA em butiril-CoA, que é posteriormente
convertida em butirilfosfato (K00634-fosfato butiriltransferase) e, finalmente, em &cido
butirico por K00929-butirato quinase (Equacdo 5.10) (Lu Zhang et al., 2020). Bactérias
semelhantes a Clostridium ndo foram relacionadas com as enzimas usadas na segunda etapa
da equagéo 5.7 (K00016: L-lactato desidrogenase) e 5.8 (K00634: fosfato butiriltransferase e
K00929: butirato quinase) (Figura 5). Portanto, a autofermentagdo com bioaumentacéo de C.
butyricum permitiu ao consércio microbiano obter acido latico e butirico como produtos
finais.

pyruvate—ferredoxin oxidoreductase lactate—dehydrogenase

AcetylCoA Pyruvate Lactate (Equacéo 5.9)
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butyrylCoA dehydrogenase phosphate butyryltransferase
CrotonylCoA ButyrylCoA Butyrylphosphate

butyrate kinase
—— Butyrate

(Equacdo 5.10)
5.2.8.3 Genes relacionados ao niquel

Na Figura 5.52 é possivel observar abundancias relativas de enzimas relacionadas a
biodisponibilidade de niquel (Lu et al., 2020). K00244 - flavoproteina fumarato redutase foi a
enzima que apresentou maior abundancia relativa (0,33%) e foi principalmente (0,31%)
identificado em bactérias semelhantes ao género Lactobacillus. Essa enzima utiliza quindis de
baixo potencial, como menaquinol e rodoquinol, para reduzir o fumarato como etapa final de
uma cadeia respiratoria anaerobia. Koendjbiharie e Van Kranenburg, (2019) relataram a
flavoproteina fumarato redutase como envolvida na bifurcacdo de elétrons, processo que

provavelmente ocorreu no reator RALF-NP.
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Figura 5.52: Taxonomia bacteriana relacionada a biodisponiblidade de niguel e sua abundancia
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A segunda, terceira e quarta enzima relacionada ao niquel de maior abundancia foram,

respectivamente, K00874 - gene 2-desidro-3-desoxigluconocinase, K00059 - 3-oxoacil

redutase e KO0615 - transquetolase (Figura 5.52). De acordo com os modulos KEGG, o gene

2-desidro-3-desoxigluconocinase esta relacionado a degradacdo da pectina, o gene 3-oxoacil

redutase esta relacionado a biossintese e alongamento de acidos graxos e o gene da

transquetolase esta relacionado a biossintese de aminoacidos.

5.2.8.4 Genes relacionados a sinergia entre ferro e niquel

O efeito sinérgico de ferro e niquel foi evidenciado em genes relacionados a glicolise:

K00845 [glucoquinase], K00850 [6-fosfofrutocinase], formacdo e degradacdo de acido

piravico: K00873 [piruvato quinase], KO3737 [piruvato-ferredoxina oxidoredutase] (Equacéao
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5.11) (Park et al., 2021). Assim, além da abundéancia relativa das enzimas relacionadas a
degradacéo da glicose, as quais foram associados a presenca sinérgica de ferro e niquel no
RALF-NP, também foi observada maior producéo total de AOV nas Etapas | e Il (6,23 £ 1,52
e 1,87 £ 0,41 g L%, respectivamente), quando comparado ao RALF-Controle (4,89 + 1,48 e
0,95 + 0,06 g L%, respectivamente).

Glucokinase/6—phosphofructokinase Pyruvate kinase
Glucose Phosphoenolpyruvate —— Pyruvate

Pyruvate—ferredoxin oxidoreductase

AcetylCoA (Equagdo 5.11)
Lactobacillus contribuiu 0,36, 0,33 e 0,29% na expressdo dos genes da glucoquinase,
6-fosfoftuctoquinase e piruvato quinase, respectivamente. Enquanto isso, Propionibacterium
contribuiu com 58% para a expressdo do gene piruvato-ferredoxina oxidoredutase. Rodriguez
et al. (2020) estudaram a resposta de Lactobacillus a exposicdo a NPs de 6xido metélico,
como Oxido de ferro (Fe20s3), didxido de silicio (SiO2), didxido de titanio (TiO2) ou 6xido de
zinco (ZnO). A microscopia confocal detectou fortes interacdes bactérias-NP. Liu et al.,
(2020) realizaram andlises protedbmicas para avaliar as vias metabdlicas de bactérias
semelhantes ao género Propionibacterium e relataram subsistemas de transporte de niquel e
ferro por quorum sensing e transportadores ABC, respectivamente. Xie et al. (2019) relataram
Lactobacillus e Propionibacterium como um consorcio eficiente na co-fermentacéo de farelo
de trigo para a producdo in situ de vitamina B12. Neste estudo, Lactobacillus e
Propionibacterium foram favorecidos na presenca de NPs de niquel e ferro e provavelmente
trabalharam juntos nas primeiras etapas de fermentacdo da glicose (Figura 5.51, Figura 5.52).
O efeito sinérgico de ferro e niquel foi evidenciado em K00925 [acetato quinase],
K00625 [fosfato acetiltransferase] e K00626 [acetil-CoA C-acetiltransferase]. As enzimas
bacterianas acetato quinase (K00925) e fosfato acetiltransferase (K00625) formam uma via
chave para a sintese do metabdlito intermediario acetil-CoA, a partir do acetato ou para a
geracao de ATP do excesso de acetil-CoA (Equacdo 5.12) (Smith et al., 2006). Esse resultado
condiz com a maior producdo de &cido acético (1,22 + 0,33 g L) no RALF-NP quando
comparado ao Controle (0,94 + 0,32 g L), observada na Etapa I. Satar et al. (2020) avaliaram
0 desempenho do catodo de espuma de niquel-ferro (Ni-Fe) em sistema bioeletroquimico para
producdo de H», a partir de efluente de fermentacdo de glicose, usando lodo anaerdbio de
efluente de fabrica de dleo de palma como fonte de indculo. Os autores observaram o acido

acetico como principal produto metabdlico. Portanto, a maior biodisponibilidade de niquel e
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ferro também esteve relacionada a maior producdo de acido acético, conforme relatado neste

estudo.

Phosphate acetyltransferasefacetyl—CoA C—acetyltransferase Acetate kinase
AcetylCoA Acetylphosphate ———  Acetate

Equacéo 5.12

Organismos semelhantes ao género Lactobacillus foram um dos principais envolvidos
na ocorréncia da Equagdo 5.12, e contribuiram com 0,70, 0,40 e 0,85% para a expressao das
enzimas fosfato acetiltransferase, acetil-CoA C-acetiltransferase e acetato quinase,
respectivamente (Figura 5.51 e Figura 5.52). Li et al. (2021) compararam os efeitos das
bactérias relacionadas a producdo dos acidos acético e lactico na diversidade microbiana e nas
vias funcionais da massa, conforme revelado pelo sequenciamento metagendmico de alto
rendimento. Os autores utilizaram farinha de trigo comercial como indculo e verificaram que
as especies de Lactobacillus sdo favorecidas no metabolismo de carboidratos e uma
correlacéo positiva foi observada entre o conteudo de &cido acético e a abundéncia relativa de
Lactobacillaceae. Neste estudo, também foi observada relagdo do género Lactobacillus com a

producdo de 4cido acético.

5.3 Fermentacdo da vinhaca na presenca de nanoparticulas metalicas em

reator continuo

5.3.1 Metais

Nos reatores que foram alimentados com vinhaga, a concentracao de Ferro e Niquel na
cinasita com metais imobilizados adicionada ao RALF - NP foi de 45,1 mg de ferro g* de
cinasita e 4,2 mg de niquel g de cinasita. Ao analisar a cinasita adicionada ao RALF -
Controle, que ndo passou pelo processo de imobilizagdo de metais, a concentragéo foi de 1,4
mg de ferro g de cinasita e <0,008 mg de niquel g de cinasita (Tabela 5.16). Desta forma, é
possivel afirmar que a imobilizacdo de metais na cinasita foi bem sucedida, porém com maior
facilidade para a sedimentacdo do ferro do que para o niquel. Ao final da operagdo dos
reatores, a concentracdo de metais na cinasita foi de 0,4 mg de ferro g de cinasita e <0,008
mg de niquel g* de cinasita no RALF - NP e 0,8 mg de ferro g de cinasita e <0,008 mg de
niquel g* de cinasita no RALF controle (Tabela 5.16). Ou seja, 0 consumo dos metais

imobilizados foi efetivo, e 0 consumo de ferro ja existente na cinasita (cinasita do RALF -
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Controle) também aconteceu, apesar de que em menor escala quando comparado a por¢do que
foi imobilizada (cinasita do RALF - NP).

Tabela 5.16: Concentracdo de metais no material suporte dos RALFs alimentados com vinhaca

Etapa de Ferro (mg g™ de cinasita) Niquel (mg g* de cinasita)

operacgéo RALF NP RALF controle RALF NP RALEF controle
Inicio 45,1 14 4,2 <0,008
Final 0,4 0,8 <0,008 <0,008

A concentracdo de ferro ja presente na vinhaca afluente foi de 3,0 + 1,9, 3,9+ 13 e
6,1 + 0,7 mg L™ nas etapas I, Il e 111, respectivamente. As concentracdes de ferro no efluente
foram maiores que a afluente tanto no RALF controle (3,3+0,5;4,3+09¢e7,2+07mgL™*
nas etapas I, Il e I, respectivamente), quanto no RALF NP (6,2 £0,6; 4,7 £+1,0e8,1%+1,8
mg L? nas etapas I, Il e Ill, respectivamente) (Tabela 5.17). Ou seja, mesmo no RALF
controle, houve oxidagcdo de ferro no meio, sendo este um processo caracteristico do
tratamento da vinhaca (Fregolente et al., 2020). Tal resultado também condiz com aqueles
reportados por Junior et al. (2019). Os autores observaram que o tratamento anaerébio da
vinhaga conserva os micronutrientes (incluindo o ferro), permitindo a continuidade do seu uso
na fertirrigacdo. Além disso, os metais sollveis podem também acumular no efluente
recirculado. Todavia, é possivel observar que o ferro presente na vinhaca nédo foi suficiente e
quantidades maiores e estatisticamente significativas foram liberadas das NPs incorporadas ao
material suporte no efluente do RALF NP nas etapas | (3,3 = 0,5 mg L™ no RALF controle
versus 6,2 + 0,6 mg L™ no RALF NP) e 111 (7,2 £ 0,7 mg L™ no RALF controle versus 8,1 +
1,8 mg L™ no RALF NP).

Tabela 5.17: Concentracdo de metais nos RALFs NP e controle
Etapa | Etapa Il  Etapa Il

Ferro (mg L™?)

Afluente 30+19 39+13 6,1+0,7

RALF NP 6,2+06 47+10 8,1+18
RALF controle 33+05 43+09 7,2+0,7
Niguel (mg L™?)

Afluente <0,008 <0,008 <0,008

RALF NP <0,008 <0,008 <0,008
RALF controle <0,008 <0,008 <0,008

Zhong et al. (2020) avaliaram a influéncia de NPs de magnetita na fermentacéo de
glicose em reator EGSB inoculado com lodo anaerébio e operado em TDH de 6 h. Os autores

reportaram que as NPs de ferro promoveram a atividade de co-enzimas chave e produtos
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microbianos sollveis, através de cadeias de conducgéo eletrdnica, que aumentaram a eficiéncia
do transporte de elétrons no lodo granular. Trés reatores foram operados, a saber, EGSB; -
NPs de magnetita foram adicionadas; EGSBf — Suplementado com cloreto férrico (ferro na
forma soltvel) e EGSB; — sem a suplementacdo de ferro. A maior estabilidade do ferro
(fracéo residual) no efluente do EGSBt foi observada quando comparada ao EGSB+ e EGSBg,
cuja fracdo de ferro instavel foi maior (fracdo sollvel, reduzivel e oxidavel). Desta forma, o
uso de NPs foi efetivo na transferéncia de fracGes instaveis para fracdes estaveis em relacéo a
distribuicéo das especiagdes do ferro. Por meio desta transferéncia tem-se maior formagao de
cadeias condutoras de elétrons na superficie de células microbianas, aumentando a
bioconversao de carboidratos em &cidos organicos e biogas. Neste estudo, a concentracdo de
ferro no efluente do RALF NP (6,2 +0,6; 4,7 + 1,0 e 8,1 + 1,8 mg L™ nas etapas I, Il e I,
respectivamente) foi maior quando comparada ao RALF controle (3,3 +£0,5;43+09e 7,2
0,7 mg L nas etapas I, Il e Ill, respectivamente) e, provavelmente, também com maior
concentracdo de fragdo estavel, pois resultou em maior producéo de biogas (item 5.3.4) e de
acidos organicos (item 5.3.5).

Izadi et al. (2020) estudaram o efeito da suplementacdo de diferentes concentragdes
(0,5 - 5 mg L) de metais (cobre, cobalto, zinco e ferro) e vitaminas (biotina, B1, B2, B3, B6
e B12) na digestdo anaerobia de residuos sélidos municipais e obtiveram producéo de metano
30% maior no meio com metais, quando comparado a sistemas suplementados apenas com
vitaminas. Os autores avaliaram reatores em batelada inoculado com lodo anaerdbio a 35°C.
Neste estudo, a suplementacdo com metais resultou em até 37% maior composic¢éo de Hz no
biogas na Etapa I11 (8 g de carboidratos L™) de operagéo (item 5.3.4).

Apesar da efetiva imobilizacdo de niquel na cinasita do RALF NP (item 4.3), este
metal no foi identificado em concentragdes acima de 0,008 mg L™ no efluente deste reator.
Niquel também ndo foi identificado em concentragdes acima de 0,008 mg L™ nem no efluente
do RALF controle, nem no afluente (Tabela 5.17). A menor demanda deste metal no processo
anaerdbio, quando comparado ao ferro, também foi reportada no relatério parcial I, relatério

parcial Il e por Parsaee et al. (2019).

5.3.2 Degradacgao de matéria organica

O aumento da concentracdo de matéria organica afluente durante as etapas I, Il e 1lI

(10 +3,14 +2 e 23 + 4 g L, respectivamente) diminuiu a eficiéncia de remocéo de 20 + 14
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para 16 £ 6 e 14 £ 9% no RALF NP e de 17 £ 15 para 14 + 7 e 12 + 7% no RALF controle,
respectivamente (Tabela 5.18). Esta diminuicéo ja era esperada, pois 0 aumento da por¢do de
vinhaca no afluente, além de aumentar a matéria organica, aumenta também a concentracédo
de compostos recalcitrantes que comp&em esta dgua residuaria (Godoi et al., 2019). Gamboa
et al. (2017) estudaram a degradacdo de vinhaca em RALF inoculado com Tametes versicolor
em condi¢Oes ndo estéreis e 6 h de TDH. Os autores obtiveram 10% de eficiéncia de remocao
de matéria organica, para 7 g L afluente. Neste estudo, a eficiéncia obtida em condicdes
semelhantes (Etapa 1) foi de 17 a 20%. Provavelmente, a inoculacdo com lodo anaerdbio
favoreceu a remocdo de matéria organica devido a maior diversidade de organismos (Jobard
etal., 2017).

Tabela 5.18: Remocdo de matéria organica dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaca
Etapa | Etapall  Etapa Il

DQO (gL™)
Afluente 10+3 14+2 23+ 4
RALF NP 7+2 12+1 21+ 3
RALF controle 8+2 12+1 22+ 2
Remocéo (%)
RALF NP 20+ 14 16+ 6 14+9
RALF controle 17 +15 14+7 12+7
Carga Especifica (gDQO gSV*!d?)
Aplicada no Afluente 35+12 506 88 +12
Removida no RALF NP 9+7 8+4 13+0
Removida no RALF controle 8+8 7+4 11+8
Carga Volumétrica (gDQO L d?})
Aplicada no Afluente 96+34 137+16 243+33
Removida no RALF NP 24+19 23+10 36 + 25
Removida no RALF controle 23+22 20+ 10 31+22

Diferenca estatistica entre as eficiéncias de remocdo do RALF NP e RALF controle s
foi observada na Etapa Ill (Tukey, p<0,05). A influéncia positiva da presenca de metais na
remocdo de matéria organica quando ocorre aumento da concentracdo de compostos
recalcitrantes foi reportada por Isfahani et al., (2020) quando estudaram a influéncia de NPs
de TiOz na digestdo anaerobia de substrato lignocelulésico. Os autores observaram aumento
de 13% na eficiéncia de remogéo de matéria organica ao adicionar 0,252 mg de NPs de TiO»
g de sélidos totais. O aumento da eficiéncia ocorreu devido ao aumento da taxa de hidrolise.
Neste estudo, a presenca de NPs de ferro e niquel na Etapa Ill resultou em apenas 2% de
aumento na eficiéncia de remocdo de matéria organica, ao comparar o RALF NP com o
RALF controle.
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As respectivas cargas organicas especificas e volumétricas aplicadas em ambos os
RALFs foram de 35 + 12 gDQO gSV?* d! e 96 + 34 gDQO L d! na Etapa I; 50 + 6 gDQO
gSV1dle 137 + 16 gDQO L1 d? na Etapa II; 88 + 12 gDQO gSV! d e 243 + 33 gDQO L
d? na Etapa Ill (Tabela 5.18). Altos valores de carga organica especifica afluente (> 10
gDQO gSV?! d?) sdo necessarios para manutencdo de condicdes acidogénicas em reatores
anaerébios (Paudel et al., 2017) estudaram o efeito de cargas organicas na eficiéncia de
reatores acidogénicos e sugeriram cargas organicas.

Fuess et al. (2017) avaliaram reator de leito fixo, com TDH de 7,5 he 28 g L? de
matéria orgénica no afluente. Os autores observaram operacdo estavel para cargas de 30
gDQO L d. Ramos e Silva (2020) operaram RALF alimentado com vinhaca, TDH de 4h e
10 g L de matéria organica no afluente. Os autores aplicaram carga volumétrica de 60 gDQO
L d. Neste estudo o RALF foi operado em TDH de 3h e as cargas orgénicas aplicadas
foram de 96 a 243 gDQO L™ d?. Ou seja, os reatores de leito fluidificado podem ser
submetidos a maiores cargas organicas volumétricas, quando comparados aos reatores de leito
fixo. Tanto Fuess et al. (2017), quanto Ramos e Silva (2020) e este estudo, observam
producéo de biogas mais altas, quando maiores cargas organicas foram aplicadas.

A estabilidade temporal dos parametros relacionados a degradacdo de matéria

organica pode ser observada na Figura 5.53.
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Figura 5.53:Variacdo temporal de matéria organica nos RALFs NP e controle alimentados com

vinhaca
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5.3.3 Remocao de carboidratos

A remocdo de carboidratos foi estavel durante toda a operacao (Tabela 5.19 e Figura
5.54). A maior proporc¢do de vinhaca na alimentacdo favoreceu a remogéo de carboidratos de
66 + 11 para 78 £ 3e 76 + 6% no RALF NP e de 63 £ 12 para 78 + 2 e 77 £ 4% no RALF
controle, respectivamente, para 2 + 1; 4 + 0 e 7 + 1 g L™ afluente, nas fases I, Il e IIl. Na
analise comparativa das cargas especificas de carboidrato removidas nas etapas I, Il e 1l (5 +
2;11+1;20 + 2 mgcarb gSVd? no RALFNP e 5+ 2; 11 + 1; 19 + 2 mgcarb gSV1 d* no
RALF controle) e carga volumétrica de carboidrato removida (14 + 5; 30 + 3; 56 + 7 mgcarb
L? d?no RALF NP e 14 + 5; 30 + 3; 55 + 7 mgcarb L™ d*! no RALF controle) verificou-se
valores estatisticamente semelhantes (Tukey p>0,05). Ou seja, a imobilizagdo de NPs de ferro
e niquel no material suporte e sua consequente maior disponibilidade ndo afetaram de forma

significativa a eficiéncia de remocao de carboidratos.
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Tabela 5.19: Remocéo de carboidratos dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaga
Etapa | Etapall  Etapa lll

Carboidratos (g L)

Afluente 2+1 40 71
RALF NP 06+02 08+01 1805
RALF controle 06+02 0801 17+04
Remocao (%)
RALF NP 66 + 11 78+3 76+6
RALF controle 6312 78%2 76+4
Carga Especifica (mgcarb gvS* d?)
Aplicada no Afluente 72 14+3 27+ 3
Removida no RALF NP 52 11+1 20+ 2
Removida no RALF controle 52 11+1 19+2
Carga Volumétrica (mgcarb L™ d?)
Aplicada no Afluente 20+ 6 38+3 75+8
Removida no RALF NP 14+5 30+3 56+7
Removida no RALF controle 14+5 30+3 55+ 7

Santos et al. (2014) operaram RALF termofilico (55°C) alimentado com vinhaca
diluida em glicose e vinhaga bruta em TDH de 1, 2, 4, 6 e 8 h, com concentragdo de matéria
organica afluente entre 10 e 30 g L. Sob tais condicdes, os autores verificaram eficiéncias de
remocdo de carboidratos entre 37 e 52%. Neste estudo, em condi¢do mesofilica (37°C) e TDH
de 3 h e matéria organica entre 10 e 23 g L%, a eficiéncia de remogc&o de carboidratos foi entre
63 e 78%. Ou seja, sob condi¢do mesofilica obteve-se maior remocdo de carboidratos quando
comparado a condigdo termofilica.

Chang et al. (2011) operaram reator de mistura completa em condicdo mesofilica
(35°C) alimentado com vinhaca resultante do processamento de beterraba com carga organica
volumétrica de 20 a 44 gDQO L d. Os autores observaram 79% de eficiéncia de remocéo
de carboidratos. Freitas et al. (2020) operaram EGSB alimentado com vinhaga de cana de
acucar e sacarose, também em condicdo mesofilica (30°C), e obtiveram eficiéncia de remocéo
de carboidratos entre 91 e 96% ao aplicar COV de 15 a 60 gDQO L™ d. Neste estudo,
operou-se RALFs alimentados com vinhaga de cana-de-agUcar e as COVs foram de 96 a 243
gDQO L d. As eficiéncias de remogéo de carboidratos obtidas foram de 63 a 78%. Ou seja,
a aplicacdo de menores COVs e co-digestdo da vinhagca com sacarose favoreceram a remogéo

de carboidratos quando comparado as condi¢Ges deste estudo.
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Figura 5.54: Variacdo temporal de carboidratos nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaga
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5.3.4 Biogas

A maior porcentagem de H> na composicao do biogas do RALF NP (65 + 35; 50 + 24
e 61 + 25% nas etapas I, Il e 111, respectivamente) foi observada em todas as etapas, quando
comparado ao RALF controle (43 = 29; 27 + 26 e 24 + 20% nas etapas I, Il e IlI,
respectivamente) (Tabela 5.20). Desta forma, é possivel afirmar que a adicdo de NP de ferro e
niquel favoreceu a producdo qualitativa de Hz. No entanto, a produgdo volumétrica deste gas
so foi significativamente maior no RALF NP (0,54 + 0,22 mmol) quando comparado ao
RALF controle (0,46 + 0,12 mmol) na Etapa Il (7 + 1 gcarb L) de operagdo. Ou seja, a
Etapa Il foi a melhor condicdo para producdo de H> na presenca de NP, com maior
porcentagem e producdo volumétrica deste gas. Enquanto, nas Etapas | e Il, ndo houve
diferenca estatistica entre a producdo volumétrica de H, do RALF NP (0,40 £ 0,05 e 0,51 £
0,12 mmol nas Etapas | e Il, respectivamente) quando comparado ao RALF controle (0,40 +
0,05 e 0,54 = 0,13 mmol nas Etapas | e Il, respectivamente). Ou seja, apesar de menor
porcentagem de H2 na composi¢do do seu gas, o volume total de gas produzido no RALF

controle foi semelhante ao do RALF NP.
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Tabela 5.20: Producdo de biogas dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaca

Etapa | Etapa Il Etapa Il

RALF RALF RALF RALF RALF RALF
NP controle NP controle NP controle

(mmol)

H2 040+0,05 040+005 051+012 054+0,13 054+0,22 0,46+0,12

CHs 0,25+030 002+003 017+0,11 0,07+0,06 009+0,11 0,21+0,26

CO, 046+052 201+204 072+049 457+2,79 0,78+0,11 7,16+7,13

(%)

Ho 65+ 35 43 + 29 50+ 24 27 +26 61+ 25 24 + 20
CH4 13+14 0+0 10+5 1+1 4+3 1+£2
CO2 22+ 24 57+29 40 + 20 72+ 25 35+ 23 75+ 20

Freitas et al. (2020) operaram reatores EGSB em condi¢do mesofilica (30°C), TDH de
1 h e alimentado com vinhaga e sacarose nas concentracdes de matéria organica de 10 e 15 g
L e obtiveram producdo volumétrica de Hz de 5 e 21 mmol, respectivamente. Reis et al.
(2015) operaram RALF em condicdo mesofilica, TDH de 6h e alimentado com vinhaca e
glicose na concentragdo de 10 g L™t de matéria organica e obtiveram producdo volumétrica de
H> de 13 mmol. Neste estudo, a méaxima producgéo de H (0,54 + 0,22 mmol) ocorreu na Etapa
111 do RALF NP para 23 g L™ afluente. Desta forma, a co-digestdo da vinhaga com substratos
de facil degradacdo como a glicose e sacarose (Freitas et al., 2020 e Reis et al., 2015)
favoreceram a producdo volumétrica de H> de forma mais significativa, do que a adigéo de
metais ao meio (este estudo). Pois a producdo de H» obtida a partir da fermentacéo da vinhaca
utilizando co-substratos (5-21 mmol) foi maior quando comparada a obtida utilizando metais
(0,54 mmol). Nos relatérios parciais | e 1l também foi observada a maior influéncia dos
substratos na produgéo de H> em comparagéo a adi¢do de metais.

Ramos e Silva (2020) avaliaram a producdo de H2 em RALF termofilico (55°C), TDH
de 4h, alimentado com vinhaga e entre 5 e 10 g L™ de matéria organica. Os autores obtiveram
composicdo de Hz no gas de 24% e producdo volumétrica de 3,4 mmol de H.. Neste estudo,
para 10 a 23 g L™* de matéria organica afluente e TDH de 3h, obteve-se maxima composicao e
producdo volumétrica de Hz de 65% e 0,54 mmol, respectivamente. Desta forma, a utilizacdo
de NPs metélicas favoreceu a producdo qualitativa de H», ou seja, sua maior composi¢do no
biogas. No entanto, o volume de gas produzido em condigdes termofilicas (Ramos e Silva,
2020) foi maior quando comparado a condi¢cdes mesofilicas (este estudo).

A producédo de metano (CH4) foi favorecida na presenca de NP quando comparada ao
controle nas Etapas I (0,25 £ 0,30 e 0,02 + 0,03 mmol nos RALF NP e controle,
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respectivamente) e Il (0,17 £ 0,11 e 0,07 £ 0,06 mmol nos RALF NP e controle,
respectivamente). No entanto, na Etapa 11l a producdo de CH4 no RALF controle (0,21 + 0,26
mmol) foi maior quando comparada ao RALF NP (0,09 + 0,11). De acordo com (Yun e Cho,
(2017), as etapas com maior producdo de CH4 estdo relacionadas com a menor produgédo de
H>, devido ao seu consumo no processo metanogénico (Equagao 5.13).

4H, + CO; =CH, + 2H,0 (Equacéo 5.13)

A maior producdo de CH4 na presenca de NP metélicas foi reportada por Ajay et al.
(2020). Os autores reportaram que a transferéncia de elétrons entre espécies é o principal
mecanismo que favorece a producdo de CHs na presenga de NP. Os autores observaram
aumento de 46% no contetdo de CH4 quando trataram lodo anaerébio com 0,75 g de NP de
Fe®. Feng et al. (2014) observaram aumento de 44% nas mesmas condigdes, no entanto 0s
autores também reportaram que quando adicionadas em excesso (1,5 g de NP de Fe®), as NPs
provocaram a diminui¢do da produtividade de CH4 em 30% comparado ao reator controle
(sem adicdo de NPs), devido a efeitos de toxicidade.

A variagdo temporal da producdo de CH4 e H2 nos reatores RALF NP e RALF
controle esta ilustrada na Figura 5.55. E possivel observar que ao final da Etapa | (50° ao 90°
dia de operac¢do) houve aumento na producéo de CHs (~0,8 mmol) no RALF NP, o qual foi
interrompido com o aumento da carga organica de 35 + 12 para 50 + 6 gDQO gVS* d, nas
Etapas I e Il, respectivamente. Nesse periodo (50°-90° dia de opera¢do) observou-se aumento
da producao de acido propionico (1a 1,5 g L™) e valérico (0,3 a0,5 g L) no reator RALF NP
(Figura 5.56).

A maior producéo continua de H> foi observada entre o 108° e 140° dias de operacéo,
em ambos os reatores, e foi relacionada ao aumento da producéo de acido butirico (item 5.3.5
— Figura 5.56). A relacdo entre a producéo de acido butirico e H2 no processo fermentativo da
vinhaga em co-digestdo com soro de leite foi reportada por Ramos e Silva, (2018) em RALF
operado em temperatura termofilica (55°C). Os autores reportaram porcentagens maximas
deste acido (30%) na condigdo de maior producdo de H» (8,2 mmol de H2). Neste estudo, a
porcentagem maxima de acido butirico em ambos os reatores foi de 25%, e a respectiva
producdo volumétrica de H. foi de 0,5 mmol de H.

Por outro lado, as maiores produg6es pontuais de H> ocorreram nos dias 166° e 187°

de operacdo dos reatores RALF NP e RALF controle, respectivamente e estiveram
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relacionadas ao aumento da producdo de acido acético no RALF NP e de &cido butirico no
RALF controle.

Figura 5.55: Variagédo temporal da produgdo de hidrogénio dos RALFs NP e controle alimentados com

vinhaca
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5.3.5 Producao de acidos organicos

A respectiva producio de AOV nas etapas | (10 gDQOafiente L), 11 (14
gDQOxfiente L) € 11 (23 gDQOxfiente L) foram 1708 + 743, 3423 + 746 e 4256 + 1104
mgHac L™ no RALF - NP e 1628 + 635, 3657 + 923 e 4148 + 1054 mgHac L™ no RALF -
Controle (Tabela 5.18). Nao foi observada diferenca estatistica significativa (Tukey, p> 0,05)
entre a producéo total de AOV do RALF - NP e RALF - Controle. Os principais metabolitos
do tratamento anaerobio com vinhaca neste estudo foram os &cidos acético, propibnico,
butirico, valérico e lactico, respectivamente em ordem decrescente (Tabela 5.21). As rotas
metabolicas relacionadas a produgdo de acido acético, butirico e propiénico estdo descritas
nas EquacBes 5.4, 5.5 e 5.6, respectivamente. A rota do acido acético estd relacionada a
producéo de 4 mol de H, mol™ de glicose, enquanto a rota do acido butirico gera 2 mol de H;
mol? de glicose. Se o objetivo principal é produzir H, a partir da degradacdo dos

carboidratos, a rota do acido propiodnico € indesejavel, pois consome Ho.
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O é&cido valeérico foi o Unico acido organico com maior producdo estatisticamente
significativa (Tukey, P <0,05) no RALF - NP (532 + 62 mg L) quando comparado ao RALF
- Controle (452 + 47 mg L), durante a etapa Il (Tabela 5.18). A producéo de &cido valérico
no processo fermentativo estd geralmente relacionada ao alongamento da cadeia dos acidos
acético e propionico (Spirito et al., 2014)). NPs de ferro e niquel que favorecem o
alongamento da cadeia também foram relatados nos reatores batelada deste estudo, os quais
foram alimentados com glicose e inoculados com C. butyricum.

Tabela 5.21: Producdo de &cidos organicos nos reatores anaerébios continuos com e sem a adi¢éo de
nanoparticulas metalicas alimentados com vinhaca

Etapa [ ] 11
Acido acético (mg L)
RALF — NP 886 + 184 1186 + 91 1616 + 115
RALF — Controle 876 + 153 1264 + 164 1564 + 67
Acido butirico (mg L)
RALF — NP 234 + 84 796 + 149 1192 + 141
RALF — Controle 230+ 74 798 + 189 1204 + 107
Acido propiénico (mg L™)
RALF — NP 650 =+ 139 1278 + 118 1608 + 102
RALF — Controle 634 + 126 1424 + 158 1752 + 108
Acido valérico (mg L™)
RALF — NP 246 = 82 490 + 99 532 + 62
RALF — Controle 218+ 70 502 + 117 452 + 47
Acido latico (mg L™
RALF — NP 48 +7 405 87 +31
RALF — Controle 287 40+£5 74+£19
Acido caproéico (mg L™
RALF — NP 22 +10 52+ 15 80+ 13
RALF — Controle 18+7 72+21 72+ 10
Acidos organicos totais (mgHac L)
RALF — NP 1708 £ 743 3423+ 746 4256 £ 1104
RALF — Controle 1628+ 635 3657 £923 4148 £ 1054

Ramos e Silva, (2020) estudaram a fermentac¢do da vinhaca em RALF em condicdo
termofilica (55°C) e parametros operacionais (lodo anaerébio como indculo, TDH de 4 h, 10
gDQO%aiente L) semelhante a etapa | deste estudo (lodo anaerdbio como indculo, TDH de 3
h, 10 gDQOafiene LY). Os autores relataram, respectivamente, 19, 30, 13 e 10% de acido
acetico, butirico, propiénico e latico no efluente do reator. Neste estudo, em condigdes
mesofilicas (37°C), os respectivos percentuais foram 40, 11, 30 e 4% no RALF - NP e RALF
- Controle. Portanto, as condicdes termofilicas (Ramos e Silva, 2020) favoreceram a rota
metabolica relacionada ao &cido butirico e a mesofilica (este estudo) favoreceram as rotas
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relacionadas a producgéo dos acidos acético e propibnico, a partir da fermentacdo da vinhaca,
com e sem adicdo de metais a0 meio.

As concentracOes de acido lactico observadas nas etapas I, 11 e Il foram 48 + 7,40+ 5
e87+31mgL no RALF-NPe28+7 40 +5¢e 74 +19 mg L no RALF - Controle,
respectivamente (Tabela 5.21). Dada a concentracdo de acido latico no afluente dos reatores
(340, 680 e 1360 mg L™, nas etapas I, 11 e 111, respectivamente), seu consumo foi observado
em todos os estagios operacionais. O consumo de acido latico é interessante no contexto de
producédo de H,, uma vez que pode levar a rotas de produgdo de H> (Detman et al., 2019).
Autores que estudaram previamente a fermentacdo da vinhaca em RALF relataram a
producdo e ndo consumo de acido latico (Freitas et al., 2020; Ramos and Silva, 2020). No
entanto, Detman et al. (2019) relataram relacdo da presenca de C. butyricum com a rota de
consumo de &cido latico, e como o indculo deste estudo foi bioaumentado com Clostridium
butyricum, provavelmente, este foi o motivo da diferenca da rota metabodlica latica entre
estudos anteriores de fermentacdo da vinhaga e este estudo.

Um aumento na produgéo continua de H foi observada entre 0 108 ° e 140 ° dia de
operagdo, tanto no RALF - NP quanto no RALF - Controle, e esteve relacionado a maior
producdo de acido butirico (1,0 - 1,5 g L™). A relagdo entre a produgdo de acido butirico e
maior rendimento de H> foi relatada na co-digestdo termofilica (55 C) de vinhaca e soro de
queijo usando RALF, os autores relataram maior producdo de H»> (8,2 mmol de Hz) com
porcentagem maxima de acido butirico (30%) Neste estudo, a maior porcentagem de acido
butirico foi de 25% com 0,5 mmol de producdo de Hz. Além disso, maiores producdes
pontuais de H> foram observadas no 166 ° e 187 ° dia de operagdo, respectivamente, do
RALF - NP e do RALF-Controle, e esteve relacionada & maior produgdo de acido acético no
RALF- NP (2,3 e 2,1 g L) e maior produgio de acido butirico no RALF - Controle (2,0 e 2,1
gLY.

Acido acético foi observado nas Etapas I, Il e 11l em 886 + 184, 1186 + 91 e 1616 +
115 mg Lt no RALF NP e 876 + 153, 1264 + 164 e 1564 + 67 mg L™ no RALF controle
(Tabela 5.21). Em ambos os reatores, a porcentagem de acido acético em relacdo a producéo
total de acidos foi de 40, 30 e 30% nas Etapa I, 1l e 11, respectivamente. Freitas et al. (2020)
operaram EGSB mesofilico alimentado com vinhaga e sacarose (15 g L™) e TDH de 4h e

obtiveram 50% de Aacido acético (500 mg L™). Desse modo, mesmo em diferentes
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configuragdes reacionais, 0 &cido acético € um dos principais metabolitos resultantes da
fermentacao de vinhaca.

As concentracgdes de &cido butirico observadas nas respectivas Etapas I, 11 e 111 foram
de 234 + 84, 796 + 149 e 1192 + 141 mg L™ no RALF NP e 230 + 74, 798 + 189 e 1204 +
107 mg L no RALF controle (Tabela 5.21). Em ambos os reatores, a porcentagem de acido
butirico em relacdo a producdo total de acidos foi de 10, 20 e 15% nas Etapa I, Il e IlI,
respectivamente. Santos et al., (2014) operaram RALF termofilico alimentado com vinhaca e
glicose (10 g L™) e 4h de TDH e obtiveram 581 + 50 mg L™ de acido butirico, concentracéo
maior do que as reportadas neste estudo. Provavelmente, a adicdo de um substrato de facil
degradacéo favoreceu a producdo de butirico quando comparado a esse estudo.

As concentracdes de acido propidnico observadas nas respectivas Etapas I, 1l e 1lI
foram de 650 + 139, 1278 + 118 e 1608 + 102 mg L™ no RALF NP e 634 + 126, 1424 + 158 ¢
1752 + 108 mg L no RALF controle (Tabela 5.21). A producdo de acido propionico em
reatores acidogénicos geralmente é indesejada, pois esta rota metabdlica consome H:
(Equacdo 5.6). Ferreira et al. (2018) estudaram as rotas metabdlicas de RALFs alimentados
com sacarose (5 gDQO L) e TDH de 4 h. Os autores reportaram que ndo houve producio de
acido propibnico no processo fermentativo, tanto em condigdo mesofilica (30°C), quanto em
condicdo termofilica. Neste estudo, o &cido propidnico foi o segundo metabolito mais
produzido e isto pode ter contribuido paras as baixas produgdes volumétricas de H» (item
5.3.4).

As concentracdes de acido valérico observadas nas respectivas Etapas I, Il e 11 foram
de 246 + 82, 490 + 99 e 532 + 62 mg L™ no RALF NP e 218 + 70, 502 + 117 e 452 + 47 mg
L no RALF controle (Tabela 5.21). Quando adicionadas em reatores em batelada com
glicose como substrato (Relatorio Parcial 1), as NPs de ferro e niquel aumentaram em 5 vezes
producdo de &cido valérico. Nesta etapa do estudo, ndo houve diferenca estatistica na
producdo de acido valérico ao comparar o RALF NP com o RALF controle. Ferreira et al.
(2018) avaliaram a influéncia do TDH (1, 2, 4, 6 e 8h) na produgdo de metabdlitos de RALF
alimentado com glicose. Os autores reportaram a producdo de acido valérico apenas em TDH
de 8h. No estudo de Ferreira et al. (2018), o &cido valérico foi produzido em todas as etapas
de operacdo, em TDH de 4h. Ou seja, a utilizacdo de agua residuéria real (vinhaga), favoreceu

a producdo de acido valérico, quando comparado ao substrato sintético (glicose).
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As concentragOes de &cido latico observadas nas respectivas Etapas I, Il e 111 foram 48
+7,40+5e87+31mgLTno RALFNPe28+7, 40+5e74+19 mgL?'noRALF
controle (Tabela 5.21). Dada a concentracdo afluente deste acido (1082 + 109 mg L), seu
consumo foi observado em todas as Etapas (Equacdo 5.14). O consumo deste &cido durante a
fermentacgdo é interessante porque pode ser direcionado a rotas que produzem Ho, ja que esta
relacionado a producdo de acido butirico (Detman et al., 2019). Autores que estudaram a
degradacéo de vinhaca em RALF normalmente relatam a producédo e ndo o consumo de acido
latico (Freitas et al., 2020; Ramos and Silva, 2020; Santos et al., 2014). Todavia, Detman et
al. (2019) relataram o seu consumo, e também avaliaram com Clostridium butyricum em seu
inoculo. Provavelmente, a presenca de Clostridium butyricum no meio favorece esta rota
metabolica.

170CHsCOOH + 200CH3;CHCOOH+ 3CH3CH>COOH + 18CH3CH,CH,COOH—=76CH3;COOH +
4CH3;CHCOOH+ 3CH3;CH,COOH+190CH3CH,CH,COOH+ 29CH3;CH,O0H + X (Equacéo 5.14)

Sendo, X a biomassa bacteriana e outros produtos da fermentag&o, como por exemplo

0S gases.
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Figura 5.56: Variagdo temporal da producgdo de &cidos organicos volateis nos RALFs NP e controle

alimentados com vinhaca
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5.3.6 pH e alcalinidade
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Toda a alcalinidade do reator foi referente a presenca de AOV devido a ndo adicédo de

bicarbonato na alimentacéo, e em todas as etapas, a alcalinidade do RALF NP foi maior do
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que a do RALF controle, devido a maior concentracdo de AOV na presenca de NP metélicas.
Nas respectivas Etapas I, Il e 11l os valores foram de 618 + 169, 519 + 107 e 1194 + 244
mgCaCOs; L no RALF NP e 355 + 106, 302 + 46 e 695 + 101 mgCaCOs; L no RALF
controle (Tabela 5.22).

Tabela 5.22: pH e alcalinidade nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaca

Etapa | Etapa Il Etapa Il
pH

Afluente 48+0,0 46+0,0 49+0,0

RALF NP 4,7+0,0 46+0,0 4,7+0,0

RALF controle 47+0,0 46+0,0 47+0,0

Alcalinidade (mgCaCO; L)

Afluente 328 + 107 219+ 40 741 £ 110
RALF NP 618 + 169 519+107 1194 +244

RALF controle 355+ 106 302 + 46 695 + 101

A presenca de NPs metalicas pode influenciar o pH do meio e muitas vezes € um dos
fatores que esta associado a maior produtividade de H> (Llorca e Idriss, 2011). Esta diferenca
de pH na presenca de NP metalicas foi observada nos resultados do Relatério Parcial Il,
quando os RALFs foram alimentados com glicose. Quando alimentados com vinhaga, nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de pH no RALF NP (4,7 £ 0,0;
4,6 £0,0e 4,7+ 0,0 nas Etapas I, Il e 11, respectivamente) e RALF controle (4,7 + 0,0; 4,6 +
0,0 e 4,7 £ 0,0 nas Etapas I, Il e Ill, respectivamente) (Tabela 5.22 e Figura 5.57).
Provavelmente, a influéncia dos diversos compostos presentes em agua residudria real,
mascarou a influéncia dos metais no pH (Godoi et al., 2019).

Ramos and Silva, (2020) operaram RALF alimentado com vinhaga (10 gDQO L) em
condicdo termofilica (55°C) e TDH de 4h. Os autores reportaram pH efluente de 4,8 + 0,2.
Valor muito similar aos obtidos neste estudo (4,6 + 0,0 a 4,9 + 0,0). Ou seja, a mudanca de

temperatura ndo afeta os valores de pH ao final do processo acidogénico.
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Figura 5.57: Variagdo temporal do pH nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaga
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5.3.7 Sélidos Suspensos

O escape de sélidos no efluente devido a elevada agitacdo é caracteristica da
configuracao de reatores fluidificados (Moharram et al., 2019). No entanto, como a vinhaca é
uma agua residuaria real com elevada concentracdo de solidos, houve remocao de sélidos
totais volateis, que provavelmente foram hidrolisados no reator, quando comparou-se a
concentracio afluente (9 £ 5, 11 + 2 e 21 + 2 g L™ nas Etapas I, Il e 111, respectivamente) com
ados RALFNP (4 +1,6+1e11+2gL"nas Etapas I, Il e I, respectivamente) e RALF
controle (4 + 1,6 +1e 10 + 0 g L nas Etapas I, Il e Ill, respectivamente) (Tabela 5.23).
Ramos e Silva, (2020) também observaram remog¢do de sélidos em RALF alimentado com
vinhaca (3,2 + 0,4 gSST L™) em condigdes termofilica (55°C) e TDH de 4h. Os autores
reportaram respectivas concentracfes efluente de sélidos suspensos totais, solidos suspensos
volateis e solidos suspensos fixos de 1,0 + 0,3; 0,8 + 0,2; 0,2 + 0,1 g L. Neste estudo, as
concentragdes de solidos suspensos foi maior e variou de 1,0 + 0,4 a 25 + 05 g L%,
provavelmente devido a maior concentracao de sélidos suspensos também no afluente (2,0 +
04-51+05gL™.
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Tabela 5.23: Concentracdo de sélidos nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaga
Etapa | Etapall  Etapa lll

Soélidos Totais (g L™

Afluente 12+7 15+2 29+3

RALF NP 7+3 101 201
RALF controle 72 10+1 18+ 0

Solidos Totais Volateis (g L)

Afluente 9+5 11+2 212

RALF NP 4+1 6+1 11+2
RALF controle 4+1 61 100

Solidos Suspensos (g L)

Afluente 36+43 20+04 51+05

RALF NP 10+£04 13+£02 25+05
RALF controle 1004 19+05 23+0,3

Solidos Suspensos Volateis (g L?)

Afluente 32+40 18+03 44+04

RALF NP 08+04 11+02 19%05
RALF controle 09+04 15+02 17%03

Em todas as etapas de operacdo a diferenca estatistica (Teste Tukey — p>0,05) néo foi
significativa quando comparada a concentracdo de sélidos suspensos totais no efluente do
RALF NP (1,0+0,4,1,3+0,2e 2,5+0,5g L™ nas Etapas I, Il e Ill, respectivamente) com a
do efluente no RALF controle (1,0 + 0,4, 1,9 + 0,5 e 2,3 + 0,3 g L™ nas Etapas I, Il e I,
respectivamente) (Tabela 5.23). Ou seja, a adicdo de NP metélicas ndo influenciou na

dinamica de sélidos dos reatores.
5.3.8 Metagenoma do biofilme

5.3.8.1 Taxonomia

Durante todas as etapas de operacdo, e tanto no RALF - NP quanto no RALF -
Controle, Prevotella foi o género mais abundante no biofilme dos reatores [respectivamente
nas etapas Il e 111: 31,6 e 30,4% no RALF - NP e 20,6 e 33,0% no RALF - Controle] , seguido
por Clostridium [respectivamente nas etapas Il e I1l: 10,7 e 11,0% no RALF - NP e 14,6 e
15,1% no RALF - Controle] (Figura 5.58). Prevotella é caracterizada como bactéria da
vinhaca (Cassman et al., 2018) e utiliza sacarideos como xilana, xilose e pectina para produzir
acetato e succinato (Diaz e Salas, 2020). Clostridium sp. é frequentemente identificada como

abundante na fermentacdo da vinhaca, além de ser uma bactéria produtora de solvente que
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tem a capacidade de converter uma variedade de carboidratos em produtos finais, como
acetona, butanol e etanol (Diaz e Salas, 2020).

Alguns dos géneros identificados na analise taxonémica do biofilme diminuiram sua
abundancia relativa com o aumento da carga organica, ou seja, na passagem da etapa Il para a
etapa Ill, tanto no RALF - NP quanto no RALF — Controle: Pectinatus sp. [respectivamente
nas etapas Il e Ill: 11,0 e 1,5% no RALF - NP e 12,9 e 0,7% no RALF - Controle],
Acidipropionibacterium sp. [respectivamente nas etapas Il e I1l: 1,8 € 0,2% no RALF - NP e
0,7 e 0,3% no RALF - Controle], Acetobacter sp. [respectivamente nas etapas Il e 11l: 1,8 e
0,0% no RALF - NP e 0,4 e 0,0% no RALF - Controle], e Megasphaera sp. [respectivamente
nas etapas Il e 111: 0,9 e 0,4% no RALF - NP e 0,8 e 0,2% no RALF - Controle] (Figura 5.58).

Microrganismos do género Pectinatus convertem a glicose em &cido propidnico e
acetico (Costa et al., 2020). A producdo de H, a partir da vinhaga de cana-de-aglcar em
reatores anaerobios de leito fixo e fluxo ascendente foi avaliada em um TDH de 24 h, uma
carga organica de 36,2 kgDQO m? d e 25°C. Nestas condigdes, Pectinatus e Megasphaera
foram associados a baixos rendimentos de H.. Os autores relataram que organismos do género
Pectinatus foram dominantes (54,1%) no inicio (10° dia) e ndo dominantes (3,1%) no final
(50° dia) da operacdo do reator (Junior et al., 2015). Neste estudo, também foi observada uma
reducdo na abundéncia relativa do inicio [11,0 e 12,9% na etapa Il do RALF - NP e -
Controle, respectivamente] para o final [0,7 e 1,5% na etapa |1l do RALF - NP e - Controle,

respectivamente].
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Figura 5.58: Heatmap da abundancia relativa dos géneros observados no biofilme dos RALFs NP e
Controle ao final das etapas operacionais Il e 111
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Acetobacter sp. € um dos microrganismos que participam na produgdo de vinho e é
capaz de converter o etanol produzido pelas leveduras em &cido acético e, assim, aumentar a
acidez volatil do vinho (Niu et al., 2019). Acetobacter foi tambem classificada como parte do
microbioma central da cana-de-agUcar, e foi relatado como um género significativamente
abundante na vinhacga, portanto descrita como bactéria da vinhaga (Cassman et al., 2018).
Neste estudo, maior abundancia relativa de Acetobacter (1.8%) foi observada no biofilme do
RALF - NP durante a etapa Il, e provavelmente foi uma das responsaveis pela producéo de
acido acético (1,20 + 0,09 g L) neste reator (Figura 5.56 e Tabela 5.21).

A evidéncia gendmica levou a divisdo do género Propionibacterium em
Propionibacterium e Acidipropionibacterium. S8o bastonetes pleomorficos, anaerébios a
aerotolerantes, mesofilicos, Gram-positivos e de alto G + C. Estes organismos produzem
acido propiénico como o principal produto final da degradacdo de diversos substratos.
Bactérias do género também produzem vitaminas e outros compostos de interesse e podem
ser usados como probidticos. Ferramentas genéticas e sequéncias de genoma estdo agora
disponiveis para os géneros Propionibacterium e Acidipropionibacterium, o que ira melhorar
suas aplicacbes (Turgay et al.,, 2020). Neste estudo, as abundancias relativas de
Acidipropionibacterium foram respectivamente nas etapas Il e 111: 1,8 e 0,2% no RALF - NP
e 0,7 e 0,3% no RALF - Controle, e evidencia como o aumento da carga organica (14 a 23
gDQO%afente L, respectivamente nas etapas Il e 111) ndo favoreceu sua presenca no meio,
tanto na presenca, quanto na auséncia de NPs metalicas.

O género Lactobacillus foi proposto por Beijerinck em 1901 e inclui microrganismos
Gram-positivos, fermentativos, facultativamente anaerdébios e ndo formadores de esporos. O
género esta classificado no filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae, que contém os géneros Lactobacillus, Paralactobacillus e Pediococcus. O
género Lactobacillus compreende 261 espécies extremamente diversas nos niveis fenotipico,
ecoldgico e genotipico. Com base na filogenia do genoma central, identidade média de pares
de aminoacidos, genes de assinatura especificos, critérios fisiolbégicos e a ecologia dos
organismos, a reclassificacdo do género Lactobacillus em 25 géneros foi proposta (Zheng et
al., 2020). Seis dos 25 géneros propostos foram observados neste estudo: Lactobacillus,
Lactiplantibacillus,  Secundilactobacillus,  Levilactobacillus,  Lacticaseibacillus e
Liquorilactobacillus.
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A abundancia relativa dos géneros Liquorilactobacillus e Lacticaseibacillus diminuiu
quando a carga organica dos reatores aumentou de 14 gDQOasiente L (etapa 1) para 23
gDQO%asente L (etapa 111) (Figura 5.58). Liquorilactobacillus, um lactobacillus referindo-se
ao isolamento da maioria das espécies a partir de liquidos, incluindo melago fermentado,
seiva vegetal e bebidas alcodlicas. O género é caracterizado como homofermentativo, Gram
positivo e produtor de dextrana a partir da sacarose (Zheng et al., 2020). Neste estudo, a
abundancia relativa de Liquorilactobacillus foi, respectivamente nas etapas Il e 111, 1,0 e 0,3%
no RALF - NP e 0,7 e 0,1% no RALF - Controle. Lacticaseibacillus também diminuiu sua
abundancia relativa quando a carga organica aumentou no RALF - NP [2,5 e 1,8% nas etapas
Il e Ill, respectivamente] e manteve abundancia relativa semelhante nas etapas Il e Ill do
RALF - Controle [respectivamente, 1,3 e 1,4%]. As cepas de Lacticaseibacillus séo
homofermentativas, ndo moveis, oxidase negativas e frequentemente produzem acido latico a
partir da glicose, além de metabolizar pentoses através da via da fosfocetolase (Zheng et al.,
2020).

Ademais, o aumento na abundancia relativa de Lactobacillus, Lactiplantibacillus,
Secundilactobacillus e Levilactobacillus foi observado da etapa Il para a etapa Ill. Ou seja, 0
aumento da proporgéo da vinhaca na alimentagédo favoreceu a maior abundancia relativa dos
géneros relacionados a Lactobacillus.

Lactiplantibacillus sdo bastonetes Gram-positivos, ndo formadores de esporos,
homofermentativos e ndo moveis, os quais tem sido amplamente utilizados como espécie
modelo para estudos metabolicos, ecolégicos e genéticos em Lactobacillus. Sua importancia
comercial vem de sua aplicacdo como cultura inicial para multiplas fermentacdes alimentares
(mandioca, feijdo, couve, etc) além de ser uma cultura probiotica. Este género produz lactato
a partir de um amplo espectro de pentoses, hexoses e dissacarideos (Zheng et al., 2020). A
abundancia relativa de Lactiplantibacillus foi, respectivamente nas etapas Il e 11I, 0,0 e 5,8%
no RALF - NP e 0,0 e 7,3% no RALF - Controle (Figura 5.55).

Por outro lado, Secundilactobacillus e Levilactobacillus sdo relativamente
homogéneos no que diz respeito a sua identidade de aminoacidos, mas eles sdo separados por
analise filogenética e sua ecologia. O Secundilactobacillus é um lactobacillus que ocorre em
fermentacdo secundaria ou como um organismo de deterioracdo depois que os fermentadores
primarios esgotaram hexoses e dissacarideos. Gram-positivo, em forma de bastonete, catalase

negativa, heterofermentativo. Corresponde a adaptagdo a habitats empobrecidos por hexose,
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incluindo silagem, cerveja, licor e cidra de magd A abundéancia relativa de
Secundilactobacillus foi, respectivamente nas etapas Il e I11, 0,0 e 7,5% no RALF - NP e 0,0 e
1,8% no RALF - Controle (Figura 5.58). Levilactobacillus refere-se a ocorréncia de mdaltiplas
espécies do género que sdo utilizadas como levedura. Foi descrito como Gram-positivo, em
bastonete, catalase negativo e heterofermentativo. A abundancia relativa do Levilactobacillus
foi, respectivamente nas etapas Il e 111, 0,0 e 3,0% no RALF - NP e 0,1 e 3,1% no RALF -
Controle (Figura 5.58). As cepas nos géneros Secundilactobacillus e Levilactobacillus
geralmente abrigam genes que codificam transaldolase/transquetolase, as quais mediam o
metabolismo de pentoses em piruvato (Zheng et al., 2020).

A maior influéncia das NPs metalicas na composi¢do da taxonomia foi observada na
abundancia relativa de Secundilactobacillus, a qual foi de 7,5% no RALF - NP versus 1,8%
no RALF - Controle, na etapa Ill (7 + 1gcarb L™). Secundilactobacillus é um género
caracterizado como bactéria lactica e foi relatado que sua presenca aumenta a capacidade de
ligacdo, digestibilidade, absor¢éo e solubilidade de minerais como o ferro (Ashaolu e Reale,
2020). Thomas et al. (2021) estudaram a microbiologia da fermentacdo de cervejas historicas
e relataram 31% da abundancia relativa de Secundilactobacillus, bem como uma
predominéncia de chumbo e ferro como os principais ions detectaveis. Neste estudo, a maior
abundancia relativa de Secundilactobacillus esteve relacionada com a maior disponibilidade
de ferro no meio, dada a adicdo de NPs na argila expandida do RALF-NP.

Durante a etapa |1, os géneros com pelo menos 2 vezes a abundancia relativa no RALF
- NP quando comparados com RALF-Controle foram: Acidipropionibacterium [1,8 versus
0,7%, respectivamente], Acetobacter [1,8 versus 0,4%, respectivamente] e Bifidobacterium
[1,6 versus 0,4 %, respectivamente] (Figura 5.58). Ou seja, da comunidade de biofilme
formada durante a fermentacdo da vinhaga com 4 gcarb L™ na alimentagdo, esses foram os
géneros influenciados pela maior disponibilidade de metais (ferro e niquel) no meio.
Acidipropionibacterium € um novo género proposto a partir de Propionibacterium e foi
descrito como contendo genes de aquisi¢do de ferro (Scholz and Kilian, 2016). O estudo do
papel do ferro na resisténcia ao estresse oxidativo de organismos semelhantes ao género
Acetobacter revelou que a proteina de ligagdo ao DNA incorpora um ferro divalente
intracelularmente, formando um centro de ferroxidase (Suzuki et al., 2021). Portanto, tanto
Acidipropionibacterium quanto Acetobacter foram relacionados a disponibilidade de ferro no

meio na literatura e, neste estudo, a maior disponibilidade de ferro resultou em maior
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abundancia relativa destes géneros no RALF - NP quando comparado ao RALF-Controle no
final da etapa I1.

O efeito da disponibilidade de ferro na fermentacédo foi avaliado e uma diminuicao de
15% na abundancia relativa de Bifidobacterium foi observada, sob condic¢des de quelacdo de
ferro (Parmanand et al., 2019). Penella et al. (2012) observaram a relacdo entre a absorcéo
celular de ferro e organismos do género Bifidobacterium. Os autores reportaram que 0S
conteddos dialisaveis de ferro para amostras com Bifidobacteria aumentaram 2,3-5,6 vezes
em comparagdo com os controles. O metabolismo do ferro em bifidobactérias foi descrito
como dois sistemas de absorc¢éo de ferro: um operando em baixas concentracdes externas de
ferro (1 a 20 uM); e um operando em concentragdes mais altas (até 400 uM). O ferro esta
localizado principalmente na superficie e na fracdo solivel em células em baixas
concentracBes de ferro. Em niveis elevados, o ferro esta associado principalmente a fracdo
insoltvel (particulada) (Bezkorovainy et al., 1996). Neste estudo, provavelmente o sistema de
captacdo do ferro em niveis elevados favoreceu o crescimento de Bifidobacterium no RALF-
NP quando comparado ao RALF-Controle, durante a etapa Il.

Durante a etapa Ill, os géneros com pelo menos 2 vezes a abundancia relativa no
RALF - NP quando comparados com RALF-Controle foram: Pectinatus [respectivamente, 1,5
versus 0,7%], Secundilactobacillus [respectivamente, 7,5 versus 1,8%], Megasphaera
[respectivamente, 0,4 versus 0,2%], Liquorilactobacillus [respectivamente, 0,3 versus 0,1%] e
Weissella [respectivamente, 0,6 versus 0,1%] (Figura 5.58).

As cepas de Weissella sdo capazes de descarboxilar compostos fenélicos poliméricos
resultando em sua melhor biodisponibilidade, e s&o potenciais iniciadores poderosos para a
fermentacdo de alimentos. Além de sua presenca ja ter sido relatada em amostras com alta
concentracdo de metais, uma cepa especifica, Weissella oryzae, foi relatada como envolvida
na sintese de bionanoparticulas de prata com 10-30 nm, esférica e intracelular (Rana et al.,
2020). A relagéo de Pectinatus, Megasphaera e Liquorilactobacillus com a suplementacéo de
ferro e niquel ainda nédo € relatada na literatura, mas os genes relacionados foram descritos

neste estudo, no item 5.3.7 B.

5.3.8.2 Genes relacionados ao ferro e ao niquel
Durante a etapa Il, os genes relacionados a suplementacdo de ferro com maior

porcentagem no RALF - NP quando comparados ao RALF - Controle foram: K00845 -
glucoquinase (0,07 versus 0,05%) e KO03737 - piruvato-ferredoxina oxidoredutase (0,23
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versus 0,21%) (Figura 5.59). Ambos sdo genes unitarios relacionados as etapas iniciais da
degradacdo da glicose (Figura 5.60) e sua maior abundancia foi associada a uma maior
presenca no género Prevotella (Figura 5.59). Heibel et al. (2018) descreveu como a
suplementacdo de ferro estimula a glicélise e inibe a gliconeogénese em células de Bactris
setosa. Os autores relataram que a suplementacdo de ferro melhora a resposta da glicose
intracelular, estimulando as enzimas limitantes da taxa glicolitica: glucoquinase e
fosfofrutoquinase, e inibindo a enzima gliconeogénica glicose-6-fosfatase. Neste estudo, as
NPs de ferro adicionadas ao material suporte do RALF-NP também favoreceram as enzimas
glicoliticas, que eram a glucoquinase e a piruvato-ferredoxina oxidoredutase (Figura 5.60).

Além disso, durante a etapa 11, K05349 - beta-glicosidase foi o Unico gene relacionado
a suplementacdo de niquel e com maior abundancia no RALF - NP quando comparado ao
RALF - Controle (0,24 versus 0,17%). E sua maior presenca estava relacionada ao género
Bacteroides (Figura 5.59). E um gene responsavel pela hidrélise de compostos em glicose
(Figura 5.60). Uma vez que a glucosidase desempenha papel fundamental na producdo de
biocombustiveis a partir de biomassa, muitos esforcos para melhorar sua atividade sdo
relatados na literatura, como a selecdo do inoculo (Penicillium, Lichtheimia, etc) e estratégias
para as desvantagens da inibicdo enzimatica (pré-tratamento) (Srivastava et al., 2019). Neste
estudo, a suplementacdo de niquel é dada como uma das possibilidades ainda néo
consideradas na literatura, de melhorar a atividade desta enzima. Jiang, (2014) estudou a
hidrogenacdo hidrolitica de celulose em alcoois por sais de niquel e relatou rendimento de
87,9% na presenca de NiSO..



Figura 5.59: Abundéncia relativa de genes e géneros associados relacionados a presenca de ferro e niquel no meio
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Durante a etapa Ill, os genes relacionados a suplementacdo de ferro com maior
porcentagem no RALF - NP quando comparado ao RALF - Controle foram: K00925 - acetato
quinase (0,10% versus 0,06%), KO0873 - piruvato quinase (0,08 versus 0,05%), K0O0074 - 3-
hidroxibutiril-CoA desidrogenase (0,02 versus 0,01) e K00016 - L-lactato desidrogenase
(0,05 versus 0,02%). K00873 - piruvato quinase esta envolvida nas primeiras etapas da
fermentacdo da glicose e sua bifurcacdo metabdlica adicional pode resultar no uso dos outros
trés genes descritos acima: K00925 - acetato quinase, K00074 - 3-hidroxibutiril-CoA
desidrogenase e K00016 - L-lactato desidrogenase tendo como produtos finais os acidos
acetico, butirico e latico, respectivamente (Figura 5.59). Além dessa distin¢cdo na atividade
dos genes, ndo foi observada diferenca entre o RALF - NP e o RALF - Controle na
concentracdo total de &cidos volateis obtida no monitoramento de analises quimicas. Além
disso, avaliando o monitoramento de AOV, € possivel inferir que o &cido latico estava sendo
consumido a piruvato, uma vez que a concentracéo de acido latico no efluente (28-87 mg L™?)
foi menor do que no afluente (354-541 mg L), indicando seu consumo nos RALFs e em
todas as fases operacionais.

O uso de cépsulas de pectina-ferro para estabilizar e liberar bactérias de acido latico
foi relatado por Ghibaudo et al. (2017). Além disso, a atividade catalitica do niquel e do ferro
na desidrogenacdo do &cido latico em &cido pirtvico é descrita na literatura (Lomate et al.,
2013). Neste estudo, a suplementagdo de niquel e ferro estava relacionada a maior abundancia
de genes relacionados ao consumo de acido latico.

Durante a etapa Ill, os genes relacionados a suplementacdo de niquel com maior
porcentagem no RALF- NP quando comparados ao RALF - Controle foram: K00016 - L-
lactato desidrogenase (0,05 versus 0,02%), K00244 - fumarato redutase flavoproteina (0,19
versus 0,09%) , K00925 - acetato quinase (0,10 versus 0,06%) e KO03778 - D-lactato
desidrogenase (0,06 versus 0,01%) (Figura 5.59). A maior porcentagem destas enzimas esta
relacionada a sua presencga nos géneros Secundilactobacillus e/ou Lactobacillus. Portanto, a

suplementacdo de niquel foi relacionada a rota do lactato ilustrada na Figura 5.60.
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Figura 5.60:Rota metabdlica de degradacéo da vinhaga, genes associados e géneros relacionados
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5.4 Comparacéo da influéncia das nanoparticulas metélicas nas diferentes
configuracdes reacionais

O acido valérico é considerado um produto da fermentacédo de alto valor agregado (U$
3,0 kg}) e a suplementacio com metais na forma de NPs de ferro e niquel resultou em
producdo mais elevadas desse &cido, quando comparado ao reator controle, tanto no
experimento de DCCR dos reatores em batelada alimentados com RCM (3,9 € 3,4 mg L™ no
reator NP e controle, respectivamente — Figura 5.37), quanto no RALF alimentado com
vinhaca (532 e 452 mg L™! no RALF — NP e -Controle, respectivamente - item 5.3.5).

Todavia, no reator continuo alimentado com RCM, a rota de producdo dos &cidos
acético e butirico foi favorecida no RALF-NP, quando comparado ao RALF-Controle, cuja
rota de producgdo de &cido latico foi favorecida. Provavelmente, a autofermentacdo foi uma
estratégia que mudou a estrutura da comunidade bacteriana e modificou as rotas de
fermentacdo (Russo et al., 2018). Ou seja, 0s resultados obtidos em reatores descontinuos néo
foram reproduzidos em reatores continuos, mesmo quando condi¢cGes notavelmente

semelhantes (mesma temperatura, pH inicial e alimentacio) foram aplicadas. E importante
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ressaltar que as condicGes controladas dos reatores em batelada garantiram o metabolismo da
glicose apenas pela cultura pura de C. butyricum, enquanto no RALF-NP, além do
Clostridium (4,3%), também foi obtida abundancia relativa maior para Lactobacillus (48,8%)
e Propionibacterium (12,6%).

Ao analisar de forma pontual a producdo de H> nos RALF alimentados com glicose
(Figura 5.48), no 35° e 36° dias de operacdo a producédo de Hz foi 10 e 11 L no RALF - NP e
2 e 2 L no RALF - Controle, respectivamente. Nestes dias, a fermentacdo da glicose esteve
relacionada a producéo de propibnico (1,4 g L), butirico (1,3 g L) e acético (1,3 g L™), no
RALF — NP e a producdo de acido latico (1,5 g L™) no RALF - Controle. Além disso, 0s
géneros Lactobacillus (48,8%) e Propionibacterium (12,6%) foram os mais abundantes no
biofilme do RALF — NP ao final da operacdo, e as respectivas enzimas mais abundantes
relacionadas a suplementacdo de ferro e niquel foram K00925: acetato quinase — 0,18% e
K00244: fumarato flavoproteina redutase — 0,33%.

No RALF alimentado com vinhaga, a maior producdo pontual de H foi observada no
166 ° e 187 ° dia de operacgdo, respectivamente, do RALF - NP e do RALF-Controle, e
estiveram relacionadas a maior producédo de acido acético no RALF- NP (2,3e21gL?)e
maior producdo de &cido butirico no RALF - Controle (2,0 e 2,1 g L. Além disso, o
aumento da proporcdo da vinhaga na alimentagdo favoreceu a maior abundancia relativa do
género Lactobacillus tanto no RALF-NP (1,4 e 11,4% nas etapas Il e Ill, respectivamente)
qguanto no RALF — Controle (1,9 e 6,5% nas etapas Il e Ill, respectivamente). A
suplementacdo com NPs de niquel e ferro esteve associada a maior abundancia de genes
relacionados ao consumo de &cido latico. A relacdo de Pectinatus, Megasphaera e
Liquorilactobacillus com a suplementacdo de ferro e niquel ainda ndo relatada na literatura,
foi descrita neste estudo. Ademais, a suplementacdo de niquel é dada como uma das
possibilidades ainda ndo consideradas na literatura, de melhorar a atividade da enzima

glucosidase, responsavel pela hidrélise de compostos organicos complexos em glicose.
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6 CONCLUSOES

o Otimizacéo da producdo de H: foi obtida nos reatores em batelada alimentados com
RCM e inoculados com a cultura pura de C. butyricum, por meio do ajuste na
composicdo nutricional utilizando planejamento experimental e a adicdo de NPs de
ferro (30 mg Fe® L) e niquel (20 mg Ni® L) . Todavia, a adi¢do de NPs de niquel
acima de 50 mg L™ foi desfavoravel para a producgdo de Hz. Ademais, maior eficiéncia
de conversdo de carboidratos esteve diretamente ligada a maior producdo acumulada
de Hy, e a atividade da enzima hidrogenase na fase exponencial foi crucial para maior
producdo de Hy, pois foi nesta fase que a presenca de ions fornecidos pelas NPs foram
diferenciais na fermentacdo. Além disso, a rota de producdo de acido valérico (&cido
de alto valor agregado no mercado) foi favorecida em detrimento a de acido acético e
butirico quando NPs foram adicionadas ao meio. A suplementacdo de metais na forma
de NPs metalicas nos reatores em batelada resultaram em maior quantidade e em
menor expressdo da enzima hydA quando comparado ao reator controle.

o Nos reatores continuos alimentados com glicose e inoculados por autofermentagédo
com bioaumentacdo de C. butyricum, a imobilizacdo de metais (ferro e niquel) no
material suporte e sua consequente maior disponibilidade ndo afetaram de forma
significativa a eficiéncia de remocao de carboidratos e a producdo de H». Todavia, a
presenca de NPs favoreceu a maior producdo de AOVSs, quando comparado ao reator
controle. Além disso, a adicdo de NPs influenciou nas rotas metabdlicas, com maior
producdo dos acidos acético e butirico no RALF - NP e acido latico no RALF -
Controle. A retirada de co-substratos (extrato de carne, peptona e amido) da
alimentacdo favoreceu a rota de producao de &cido latico em ambos os reatores (RALF
- NP e RALF - Controle). Bactérias semelhantes ao género Lactobacillus, e
relacionadas a producdo de acido latico e sintese da enzima lactato-desidrogenase
(11,8% de abundancia relativa), foram identificadas com maior abundancia relativa
(48,8%) no biofilme do RALF-NP;

o Nos reatores continuos alimentados com vinhaga e inoculados com lodo anaerébio
bioaumentado com C. butyricum, a imobilizacdo de metais (ferro e niquel) no material
suporte e sua consequente maior disponibilidade ndo afetaram de forma significativa a

eficiéncia de remocéo de carboidratos e a producdo de AOV. Todavia, a composicdo
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de H> no biogéas foi significativamente maior no RALF - NP quando comparado ao
RALF - Controle. Tanto no RALF - NP, quanto no RALF - Controle, os acidos
acetico, propibnico e butirico foram os principais metabolitos. Além disso, 0 consumo
de &cido latico no processo fermentativo da vinhaga foi observado em ambos os
reatores e em todas as etapas operacionais, provavelmente devido a bioaumentagédo
com C butyricum. Durante a etapa Il, as NPs metalicas favoreceram genes
relacionados as primeiras etapas da digestdo da vinhaca, com maiores percentuais das
enzimas beta-glucosidase, glucoquinase e piruvato-ferredoxina oxidoredutase e
relacionadas com maior abundancia relativa de Bacteroides e Prevotella. No entanto,
quando alimentado com vinhaca mais concentrada (etapa Ill), L- e D-lactato
desidrogenase, 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase, acetato quinase, piruvato gquinase
e flavoproteina fumarato redutase foram as enzimas favorecidas na presenca de NPs.
Estas enzimas estdo relacionadas as etapas finais da degradacdo dos compostos
organicos da vinhaca e sua maior abundéncia foi relacionada aos géneros

Lactobacillus e Secundilactobacillus.
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