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RESUMO 

MOURA, A. G. L. Avaliação da influência de nanopartículas de ferro e níquel na 

produção fermentativa de hidrogênio em reatores em batelada e contínuo. Tese 

(Doutorado) - Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo, São 

Carlos, 2021. 

Neste estudo as propriedades químicas de nanomateriais, incluindo sua maior área 

superficial e atividade reacional, foram utilizadas na suplementação de metais em 

reatores em batelada e contínuos (Reatores Anaeróbios de Leito Fluidificado – RALF 

operados em TDH de 3 h), e desta forma, a comparação entre reatores com 

nanopartículas (NPs) de ferro e níquel e reatores controle sem a adição das NPs foi 

realizada para avaliar sua influência em três configurações de processo fermentativo: 

(1) Nos reatores batelada alimentados com meio RCM e inoculados com a cultura pura 

C. butyricum foi aplicado planejamento experimental estatístico (Plackett-Burman e 

Delineamento Composto Central Rotacional). Sob tais condições, a adição de NPs de 

ferro (30 mg Fe0 L-1) e níquel (20 mg Ni0 L-1) foi favorável para otimização da produção 

de H2. Todavia, a adição de NPs de níquel acima de 50 mg L-1 foi desfavorável para a 

produção de H2. Além disso, a rota de produção de ácido valérico (ácido de alto valor 

agregado no mercado) foi favorecida em detrimento a de ácido acético e butírico 

quando NPs foram adicionadas ao meio. No reator em batelada com NPs foi observada 

maior quantidade e menor expressão da enzima hidrogenase quando comparado ao 

reator controle; (2) Nos reatores contínuos alimentados com glicose e inoculados por 

autofermentação e bioaumentação com C. butyricum, a imobilização de metais no 

material suporte (argila expandida) e consequente maior disponibilidade de ferro e 

níquel no meio reacional favoreceu a maior produção de Ácidos Orgânicos Voláteis 

(AOVs), quando comparado ao reator controle. Além disso, a adição de NPs influenciou 

nas rotas metabólicas, com maior concentração de ácidos acético e butírico no RALF - 

NP e ácido lático no RALF - Controle. Maior abundância relativa (48,8%) de bactérias 

semelhantes  a Lactobacillus foi observada no biofilme do RALF-NP. (3) Nos reatores 

contínuos alimentados com vinhaça e inoculados com lodo anaeróbio bioaumentado 

com C. butyricum, a composição de H2 no biogás foi significativamente maior no RALF 

- NP quando comparado ao RALF - Controle. A diminuição da concentração de ácido 

lático no processo fermentativo da vinhaça foi observada em ambos os reatores e em 

todas as etapas operacionais. Durante a etapa II (4 gcarb L-1), as NPs metálicas 

favoreceram genes relacionados às primeiras etapas da digestão da vinhaça, com 

maiores percentuais das enzimas beta-glucosidase, glucoquinase e piruvato-ferredoxina 

oxidoredutase que se relacionam com maior abundância relativa de Bacteroides e 

Prevotella. No entanto, quando alimentado com vinhaça (7 gcarb L
-1) (etapa III), L- e D-

lactato desidrogenase, 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase, acetato quinase, piruvato 

quinase e flavoproteína fumarato redutase foram as enzimas favorecidas na presença de 

NPs. Estas enzimas estão relacionadas às etapas finais da remoção de compostos 

orgânicos da vinhaça. Além disso, sob tais condições foi observada maior abundância 

relativa de Lactobacillus (11,4%) e Secundilactobacillus (7,5%) 
 

Palavras-chave: ácido valérico, qPCR, Lactobacillus, Delineamento Composto Central 

Rotacional, Reator Anaeróbio de Leito Fluidificado, Vinhaça, Clostridium butyricum. 



ii 

 

 

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 São Carlos, University of São Paulo, São 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 Fe0 L-1) and nickel (20 mg Ni0 L-1) 

optimized the production of H2. However, the addition of nickel NPs above 50 mg L-1 

reduced the production of H2. 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 II (4 gcarb L
-1), 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 gcarb L
-1, stage III), 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, qPCR, Lactobacillus, Central Rotational Composite Design, 

Anaerobic Fluidized Bed Reactor, Vinasse, Clostridium butyricum. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Em nanotecnologia, uma partícula é definida como um pequeno objeto que se 

comporta como uma unidade inteira em termos de seu transporte e propriedades. 

Nanopartículas (NP) são partículas cujo tamanho situa-se entre 1 e 100 nanômetros. NP 

metálicas vem sendo utilizadas em processos fermentativos para favorecer maior produção de 

biogás e ácidos orgânicos. Por exemplo, algumas NPs metálicas alteram a velocidade de 

transferência de elétrons e aumentam a atividade do complexo ferrodoxina-oxiredutase. 

Gadhe et al. (2015) obtiveram 27% de aumento da produção de hidrogênio (H2) a partir da co-

adição de NPs de níquel e hematita utilizando água residuária da produção de leite como 

substrato. Além disso, Zhang et al. (2015) reportaram aumento de 50% no rendimento de H2 

com a adição de NPs de Fe0 ao meio, a qual favoreceu o predomínio de Clostridium sp. no 

consórcio microbiano. 

 Além de otimizar a produção de biogás, NPs podem ser utilizadas para aumentar a 

produção de ácidos orgânicos voláteis (AOV). Zhang et al. (2020) operaram reator anaeróbio 

para digestão de lodo e observaram produção de AOV 2,5 vezes maior no reator com 100 mg 

L-1 de NPs de óxido de ferro (Fe3O4), quando comparado ao reator controle (sem NPs). O 

aumento da concentração de NPs de Fe0 (0-800 mg L-1) foi reportado como diretamente 

proporcional ao aumento da produção de AOV em reator inoculado com lodo anaeróbio, 

utilizando algas (Saccharina japonica) como substrato (Yin e Wang, 2019). 

 Inúmeras pesquisas vêm sendo realizadas no Laboratório de Processos Biológicos 

(LPB-EESC-USP), por meio da avaliação da produção de H2 em reatores em batelada e 

contínuos, a partir da fermentação de diferentes resíduos, como bagaço de cana, restos de 

alimento, papel, vinhaça etc. A abordagem da produção fermentativa de H2 tem grande 

atratividade por abranger simultaneamente a destinação final de resíduos e a produção de 

energia. Conciliar estas duas vertentes é o desafio mais importante no desenvolvimento desta 

tecnologia. Principalmente, porque a vazão de H2 produzida no processo, ainda é reduzida, o 

que justifica os esforços direcionados para a otimização do sistema. 

 A indústria de produção do etanol a partir da cana-de-açúcar está entre as 17 que mais 

poluem o mundo, e os resíduos gerados (bagaço, melaço e vinhaça) a partir dessa biorrefinaria 

têm grande potencial energético (produção de biogás) e de reuso (fertilizante do solo), quando 

aplicada a fermentação como forma de tratamento seguida da disposição ambientalmente 
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correta no solo (Barros et al., 2020). Barros et al. (2020) demonstraram a viabilidade de 

recuperação do potássio presente na vinhaça por eletrodiálise. Os autores utilizaram 

membranas íon seletivas e estudaram quatro diferentes soluções eletrolíticas (Na2SO4, 

MgSO4, K2SO4 e NH4NO3). Os melhores resultados, com precipitação de 7,3 kg de estruvita 

kg-1 de vinhaça tratada foram obtidos com a solução de NH4NO3. Em 16/10/2020, a 

biorrefinaria Raízen inaugurou a primeira planta no mundo, em escala comercial, a utilizar a 

tecnologia de conversão da torta de filtro e da vinhaça (subprodutos do processo produtivo do 

etanol e do açúcar) em biogás. A nova unidade em Guariba-SP poderá produzir 138 MWh 

ano-1, o suficiente para abastecer a demanda de energia elétrica, por exemplo, da cidade de 

Araraquara-SP. 

 A avaliação da produção de H2 em Reatores Anaeróbios de Leito Fluidificado 

(RALFs) com diferentes concentrações de substrato, diferentes tempos de detenção hidráulica 

(TDHs) e a avaliação dos possíveis metabolitos produzidos no processo fermentativo estão 

reportadas na literatura (Amorim et al., 2012; Lin et al., 2009; Shida et al., 2009). No entanto, 

faltam ainda estudos utilizando estratégias alternativas aos parâmetros operacionais para 

otimização da produção de H2 em reatores contínuos, como por exemplo, a suplementação 

com NPs metálicas. 

 A compreensão aprofundada da composição microbiana, diversidade/similaridade, 

redes metabólicas, padrões funcionais de genes e relação entre a biodiversidade e as funções 

do sistema em nível do genoma podem ajudar na caracterização taxonômica e funcional, e 

consequentemente contribuir para o aprimoramento do processo de fermentação. Técnicas 

moleculares, como a reação em cadeia da polimerase em tempo real (q-PCR), foram descritas 

por Kumar et al. (2020). Ademais, muitos pesquisadores aplicaram com sucesso a análise de 

bioinformática na metagenômica microbiana da digestão anaeróbia para identificar bactérias 

dominantes e arqueias metanogênicas, monitorar a mudança da comunidade microbiana, e 

elucidar correlações entre o desempenho do reator, estruturas da comunidade microbiana e 

variáveis ambientais pertinentes (Zhang et al., 2019). 

 Desta forma, por meio da realização desta pesquisa, buscou-se o favorecimento da 

produção fermentativa de H2, ao adicionar NPs de ferro e níquel em reatores em batelada e 

em reatores de fluxo contínuo (RALF) inicialmente usando água residuária sintética a base de 

glicose, e posteriormente, vinhaça. Além disso, técnicas de biologia molecular foram 

aplicadas para avaliar a influência da adição de NPs metálicas: (a) na quantidade e expressão 
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da hidrogenase (hydA) em reatores em batelada por q-PCR e RT-qPCR e (b) na 

caracterização taxonômica e funcional do biofilme de reatores contínuos por metagenoma. 
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2 HIPÓTESE 

 Hipótese A: Por meio da combinação de parâmetros operacionais (concentração de 

substrato), e a adição de NPs de ferro e níquel tem-se a otimização da produção de H2 e 

ácidos orgânicos por Clostridium butyricum em reatores em batelada. 

 

 Hipótese B: A condição ótima para produção fermentativa de H2 e ácidos orgânicos 

obtida em reatores em batelada se mantém, quando os parâmetros operacionais e as NPs de 

ferro e níquel são aplicados em reator anaeróbio de leito fluidificado. 

 

 Hipótese C: A adição de NPs de ferro e níquel favorece a produção de H2 e ácidos 

orgânicos em reator anaeróbio de leito fluidificado alimentado com água residuária real 

(vinhaça). 

 

 Hipótese D: Quando adicionadas em reatores batelada, NPs de ferro e níquel 

influenciam no número de cópias de hidrogenase e na sua expressão. 

 

 Hipótese E: No contexto de produção de H2 e ácidos orgânicos, é possível observar 

diferença taxonômica e funcional entre reatores contínuos em que NPs de ferro e níquel foram 

adicionadas, e aqueles sem a adição de NPs. 

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar a influência da suplementação com metais no formato de NPs de ferro e níquel 

no processo fermentativo de substrato sintético (glicose) por C. butyricum em reator em 

batelada, e comparar com a influência da adição de metais em configuração reacional 

contínua (RALF) alimentada com mesmo substrato sintético (glicose), como também, com 

água residuária real (vinhaça). 
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2.2 Objetivos específicos 

a) Avaliar a influência de NPs metálicas no processo de digestão anaeróbia de reatores 

em batelada e contínuos; 

b) Avaliar a remoção de carboidratos em reator com NPs e reator controle; 

c) Avaliar a produção de AOV em reator com NPs e reator controle; 

d) Avaliar a produção de H2 em reator com NPs e reator controle; 

e) Avaliar a influência da adição de NPs metálicas na quantidade e expressão de enzimas 

hidrogenase participantes da fermentação nos reatores batelada; 

f) Comparar a diversidade de bactérias do biofilme dos reatores contínuos com e sem 

NPs; 

g) Avaliar a abundância relativa de enzimas relacionadas ao ferro e ao níquel dos reatores 

contínuos com e sem adição de NPs; 

h) Descrever a influência de NPs metálicas no perfil taxonômico e no potencial funcional 

do biofilme desenvolvido na manta de lodo de reatores contínuos quando alimentados 

com glicose e quando alimentados com vinhaça. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Produção fermentativa de hidrogênio e ácidos orgânicos 

 A produção de H2 e ácidos orgânicos a partir de biomassa contendo carboidratos é a 

perspectiva futura para atingir economia circular com emissão nula de gás carbônico e 

redução do aquecimento global (Sharma, 2019). São vantagens econômicas da fermentação, a 

produção de energia de forma contínua, e não dependência da luz solar, além de maior 

estabilidade e eficiência. É o processo mais indicado em escala industrial, devido a sua 

simplicidade operacional. Além disso, no processo fermentativo pode-se utilizar variedade de 

resíduos orgânicos como substrato, para simultaneamente obter redução destes resíduos e 

produção de energia (Azwar et al., 2014). O processo de fermentação para produção de H2 e 

ácidos orgânicos exige águas residuárias com elevada carga orgânica, baixo requerimento de 

nutrientes e resultado positivo no fluxo de energia. 

 Acar e Dincer (2019) avaliaram  o aspecto econômico, ambiental, social e diferentes 

possibilidades de obtenção de H2. Ao comparar a produção biológica, térmica, fotônica e 

elétrica, os autores reportaram que a obtenção por processo biológico é inferior apenas em 

relação a fotônica, cujos custos para produção não são viáveis atualmente. Os autores também 

reportaram que o maior desafio para a produção biológica de H2 refere-se as velocidades de 

obtenção, uma vez que trata-se de processo lento sob condição anaeróbia, além da 

necessidade de mais pesquisas na busca de condições favoráveis de obtenção de populações 

microbianas para otimizar a produção e fundamentalmente a aplicação em larga escala. 

 O estudo da otimização da produção de H2 e ácidos orgânicos e de seu rendimento é 

direcionado, principalmente, na redução da pressão parcial de H2, otimização das condições 

operacionais do processo e isolamento de culturas puras ou mistas. É importante ressaltar que 

o baixo rendimento da produção de H2 em processos fermentativos é um dos principais 

obstáculos da comercialização desta tecnologia. Isto ocorre porque apenas 1/3 do substrato é 

convertido em H2, enquanto 2/3 são convertidos em outros produtos da fermentação, como 

ácido acético, ácido butírico, butanol, acetona, etc (Hallenbeck e Ghosh, 2009). Na prática, 

maior rendimento de obtenção de H2 está associado a mistura de ácido butírico e acético 

como produtos da fermentação, enquanto menor valor está associado ao ácido lático e outros 

solventes (Cai et al., 2010). 
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 Sharma (2019) reportou como efetiva a combinação entre a catálise química e 

biológica para produção de H2. O autor descreveu a operação de uma célula de 

biotransformação e metabolismo sintético como produtora de 12 H2 por glicose equivalente e 

afirmou ser uma possível solução para o baixo rendimento do H2 via processo fermentativo. 

El-Emam e Özcan (2019) avaliaram a perspectiva técnica e econômica da produção de H2 em 

larga escala. Os autores consideraram que utilizar a bioenergia contida em biomassa por 

processos enzimáticos, metabólicos e fermentativos ainda está no estágio de pesquisa e 

desenvolvimento e distantes da aplicação em larga-escala no curto prazo. 

 Castelló et al. (2020) descreveram os possíveis entraves da produção fermentativa de 

H2. Os autores reportaram a utilização de cultura mista como crucial para o aumento de escala 

do processo, no entanto está diretamente ligada aos problemas com estabilidade operacional e 

produtividade. A homoacetogênese e o aparecimento de bactérias produtoras de ácido lático 

foram observadas, independente da configuração dos reatores. Todavia, estratégias 

operacionais favoráveis à produção estável de H2 foram descritas, como o pré-tratamento 

térmico do lodo de inóculo e a adequação de parâmetros como TDH e Carga Orgânica 

Volumétrica (COV). A inibição da produção de H2 também pode ocorrer pelo excesso de 

substrato, micronutrientes, macronutrientes, íons metálicos, pH ácido, ácidos orgânicos não 

dissociados e substâncias tóxicas derivadas do substrato. Todavia, existem alternativas como 

estudar os fundamentos dos mecanismos de inibição e intervalo ótimo de parâmetros para 

operar os reatores e evitar a inibição (Elbeshbishy et al., 2017). 

 A produção fermentativa de H2 e ácidos orgânicos é especialmente atrativa pela 

flexibilidade no uso de diferentes fontes de carbono, desde substratos sólidos até águas 

residuárias industriais. Dentre tais substratos podem ser mencionados, xilose, soro de queijo, 

silagem de grama, grama seca, resíduos de alimento, água residuária de usina de álcool, 

extrato de carne, extrato do sorgo de açúcar, celulose, glicerol, bagaço de cana-de-açúcar, 

vinhaça, melaço, 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; Li et al., 2012; 

Lo et al., 2013; Mäkinen et al., 2012) (Tabela 3.1). 
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Tabela 3.1: Resumo de produção de hidrogênio e ácidos orgânicos a partir de diversos substratos 

Inóculo Substrato Operação H2 
Principais 

metabólitos 
Referência 

Clostridium 

perfrigens 
Glicose 

pH 6, 

37°C 

5 mol 

molglicose
-1 

Acético e 

butírico 
[A] 

Autóctone 
Resíduos de 

melão/melancia 

pH 6, 

36°C 
391 mL - [B] 

Autóctone 
Resíduos de 

café 

pH 7, 

30°C 
82 mL 

Acético e 

lático 
[C] 

Bacillus sp. 
Resíduos de 

banana 

pH 7, 

37°C 

32 mmol L-

1 

Acético e 

butírico 
[D] 

Autóctone Sorgo doce 
pH 5,3, 

35°C 

0,9 mol 

molglicose
-1 

Butírico [E] 

Bacillus sp. e 

Brevundimonas sp. 
Amido 

pH 5, 

35°C 

1,2 mol 

molglicose
-1 

Butírico [F] 

Autóctone Grama 
pH 7, 

35°C 

72 mL 

ggrama
-1 

Acético [G] 

Lodo de ETE Celulose 
pH 5,5 

55°C 

12 mmol 

gcelulose
-1 

Acético [H] 

Lodo de ETE 
Resíduos de 

alimentos 

pH 4,3, 

35°C 

2,3 mol 

molglicose
-1 

Butírico [I] 

Lodo de ETE 
Soro de queijo 

em pó 

pH 7, 

55°C 
257 mL - [J] 

Autóctone Silagem 
pH 7, 

37°C 

38 mL 

gsilagem
-1 

Acético e 

butírico 
[K] 

Clostridium 

pasteurianum 
Glicerol 

pH 7, 

35°C 

0,5 mol 

molglicerol
-1 

Butírico e 

etanol 
[L] 

Clostridium 

acetobutulyticum e 

Citrobacter freundii 

Xilose 
pH 6,8, 

45°C 

0,5 mol 

molxilose
-1 

Butírico e 

acético 
[M] 

ETE: Estação 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 et al. (2013); M: Mäkinen et al. (2012). 

 

 Wong et al. (2018) reportaram rendimento da produção de H2 por Clostridium 

perfrigens em pH 6, 37°C e com 5 g L-1 de glicose como substrato de 4,68 mol de H2 mol-1 de 

glicose (Tabela 3.1). Este valor está acima do teórico convencional de 4 mol de H2 mol-1 de 

glicose e foi obtido tendo como principal rota metabólica a produção dos ácidos acético e 

butírico, com a razão entre a concentração de ácido acético e butírico de 0,77. 

 Turhal et al. (2019) estudaram a produção fermentativa de H2 a partir de resíduos de 

melão e melancia. Os autores concluíram que o resíduo pode ser usado, tanto como inóculo, 

quanto como substrato, e a respectiva maior produção de H2 e ácidos orgânicos obtida foi de 
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391 mL e 11 g L-1, para resíduos com 37 g L-1 (Tabela 3.1). Montoya et al. (2019) estudaram 

a produção de H2 a partir da co-digestão da polpa, casca e água residuária do café utilizando 

organismos autóctones como inóculo. Os autores obtiveram máxima produção de H2 de 82 

mL de H2 nas condições de: 30 °C, 180 rpm, 50% headspace, 2 g L-1 de polpa e casca, 30 g 

de matéria orgânica L-1 de águas residuária do café e 2 g L-1 de extrato de levedura, os 

principais ácidos orgânicos observados nesta condição foram o acético (1956 mg L-1) e lático 

(786 mg L-1) (Tabela 3.1). Mazareli et al. (2019) usaram a fermentação de resíduos de banana 

com cultura autóctone de Bacillus sp. e obtiveram máxima produção de H2 de 31,7 mmol L-1 

para 5 g L-1 de substrato, além dos ácidos acético (488 mg L-1) e butírico (536 mg L-1) como 

principais metabólitos (Tabela 3.1). 

 Na Figura 3.1 é possível observar um fluxograma das características da produção 

fermentativa de H2 descritas acima. 
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Figura 3.1: Possíveis substratos e inóculos para a produção biológica de hidrogênio e ácidos orgânicos 
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3.2 Nanopartículas metálicas 

 Em nanotecnologia, uma partícula é definida como um pequeno objeto que se 

comporta como uma unidade inteira em termos de seu transporte e propriedades. 

Nanopartículas (NP) são partículas cujo tamanho situa-se entre 1 e 100 nanômetros. O 

crescente acesso a nanotecnologia, devido à redução de seu custo, possibilita a utilização de 

NPs metálicas na engenharia ambiental. A elevada área superficial das NPs lhes confere 

específicas propriedades químicas e físicas, como por exemplo, na fabricação de células 

combustíveis microbianas (CCM). NPs de molibdênio 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 sustentável de efluentes, como por exemplo, 

nas áreas de nano-fotocatálise, desinfecção, nano-filtração e nano-adsorção. A suplementação 

com elementos traço de meios usando NPs para melhorar a digestão anaeróbia é atualmente 

uma dessas áreas de interesse científico e tecnológico. A ideia principal é fornecer formas 

metálicas mais estáveis aos microrganismos, consequentemente potencializando a produção 

de ácidos orgânicos e biogás (hidrogênio - H2 e/ou metano - CH4) (Figura 3.2). No contexto 

da digestão anaeróbia, as NPs metálicas propiciam maior transferência intracelular de 

elétrons, auxiliam a produção de H2 por [FeFe]- e [NiFe]-hidrogenases, e favorecerem a 

seleção de culturas produtoras de H2 no meio(Patel et al., 2018). Na Figura 3.2 é possível 

observar um resumo da atividade de NPs metálicas na fermentação. 
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Figura 3.2: Resumo da atividade de NPs metálicas na fermentação 

 

 

 Taherdanak et al. (2016) estudaram a influência dos íons Fe+2 e Ni+2 versus a 

influência de NPs de Fe0 e Ni0 na produção fermentativa de H2 mesofílica a partir de glicose, 

utilizando lodo anaeróbio como inóculo (Tabela 3.2). Os autores reportaram que a ordem de 

efeitos nos parâmetros cinéticos foi a seguinte: Ni+2>Fe0>Fe+2>Ni0. A partir da análise de 

metabólitos solúveis, os autores concluíram que a produção de etanol e ácido propiônico 

afetaram de forma negativa a produção de H2, enquanto a produção de ácido butírico foi 

favorecida. 

 O aumento no valor de rendimento da produção de H2 com a adição de NPs em 

experimentos que utilizaram glicose como substrato e lodo de Estação de Tratamento de 

Esgoto (ETE) como inóculo variou de 2% com a adição de 2,5 mg L-1 de NPs de níquel 

(Taherdanak et al. 2016) a 100% com a adição de 200 mg L-1 de NPs de ferro (Zhang et al. 

2015) (Tabela 3.2). 

 O aumento de apenas 7% na produção de H2 a partir da fermentação de glicose ao 

adicionar NPs de paládio (5 mg L-1) 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-1 de NPs de ferro, o aumento na produção de H2 

foi de 101% quando comparado ao reator controle (Nath et al., 2015) (Tabela 3.2). Ou seja, o 

íon que compõe a NP influencia de forma significativa na produção de H2 que será obtida a 

partir do processo fermentativo. 
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Tabela 3.2: Diferentes estudos sobre a influência da adição de nanopartículas no rendimento da 

produção de hidrogênio em ensaios em batelada 

NPs Concentração Inóculo Substrato 
λ Aumento 

do λ (%) 
Referência 

Controle NPs 

Co 10-6 mol L-1 C. butyricum Glicose 109 118 9 [A] 

Ag 20 nM Lodo de ETE Glicose 173 284 64 [B] 

Au 5 nM 

Consórcio 

presente em 

cereais 

Sacarose 157 269 71 [C] 

Pd 5 mg L-1 
Enterobacter 

cloacae 
Glicose 273 292 7 [D] 

Fe2O3 175 mg L-1 
C. 

acetobutylicum 
Glicose 213 284 33 [E] 

Fe 5 mg L-1 Lodo de ETE Glicose 326 450 38 [F] 

Fe 400 mg L-1 Lodo de ETE Glicose 80 161 100 [G] 

Fe 100 mg L-1 
Enterobacter 

cloacae 
Glicose 111 223 101 [H] 

Ni 2,5 mg L-1 Lodo de ETE Glicose 326 332 2 [I] 

Ni 5,7 mg L-1 Lodo de ETE Glicose 237 307 30 [J] 

Ni 60 mg L-1 Lodo de ETE MEG 18 25 39 [K] 

Fe-Ni 37,5 mg L-1 Lodo de ETE Amido 72 142 97 [L] 

λ: rendimento da produção de H2 (mLH2 gDQO -1); MEG: Monoetilenoglicol; ETE: Estação 

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 expressão dos genes da [Ni-Fe]-hidrogenase e [Fe-

Fe]-hidrogenase (genes hydB e hydAB) durante a produção de H2 em reatores em batelada a 

partir da reação da transcriptase reversa seguida da reação da polimerase em cadeia (RT-

PCR). Os autores observaram que ambas as enzimas estavam ativas, simultaneamente, após 

14 h de experimento, e novamente após 80 h de experimento, e em ambos os casos estavam 

relacionadas ao aumento de H2 no headspace. Os reatores foram inoculados com Shewanella 

oneidensis. Desta forma, a disponibilidade de íons níquel e ferro no meio está diretamente 

ligada a produção de H2, já que estes metais são parte constituinte das enzimas hidrogenase 

(hydA). 

 Zhang et al. (2019) estudaram a biodisponibilidade do ferro em ambiente acidificado e 

a possível ação de ácidos orgânicos voláteis (AOV) ou radicais de ácidos inorgânicos como 

reguladores das especiações deste metal. Reatores em batelada com diferentes relações 

alimento/microrganismo (5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4 e 0:1) foram operados em condição 

mesofílica, inoculados com lodo anaeróbio e alimentados com resíduo sólido orgânico. Os 



14 

 

 

autores reportaram que os AOV e os radicais de ácidos inorgânicos não regularam a 

especiação do ferro. Além disso, na presença de AOV, a conversão de ferro para sua fração 

solúvel foi observada, diminuindo a fração residual, a qual tem papel fundamental na 

manutenção do ferro em estados biodisponíveis. Desta forma, um fator externo para regular as 

especiações seria necessário, como por exemplo, o uso de NPs. 

 Zhong et al. (2020) avaliaram a influência de NPs de magnetita (Fe3O4) na produção 

de H2 em reator de manta de lodo granular e expandida (EGSB) alimentado com glicose, 

operado em condição mesofílica e TDH de 6h. Os autores analisaram as especiações do ferro 

nas amostras afluentes de dois reatores: EGSBt – NPs de magnetita foram adicionadas e 

EGSBc – sem a suplementação com metais. Foi possível observar fração estável de metais 

(ferro residual) significativamente maior no EGSBt (68%) quando comparado ao EGSBc 

(1%), com maior porcentagem de frações instáveis (ferro oxidável, reduzível e solúvel). Além 

disso, foi reportada maior produção de H2 em EGSBt (13 mL de H2 g-1 de SSV), quando 

comparado ao EGSBc (9 mL de H2 g-1 de SSV). Provavelmente, devido as cadeias de 

condução elétrica formadas, pelo ferro estável, na superfície das células microbianas do lodo 

do EGSBt. 

3.3 Clostridium butyricum 

 A engenharia genética aplicada ao aumento da produção fermentativa de H2 tem 

utilizado cepas de Clostridium spp., Escherichia coli e Enterobacter spp. (Goyal et al., 2013; 

Hallenbeck et al., 2012). Bactérias semelhantes à Clostridium têm sido descritas como uma 

das mais eficazes para a produção de H2 dentre aquelas pertencentes ao Filo Firmicutes. 

Algumas espécies já citadas como produtoras de H2 são 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 inóculo como lodo de estação de tratamento de 

esgoto (Zhao et al., 2013) e consórcio de bactérias em cereais (Zhang and Shen, 2007), a 

presença dominante de C. butyricum no processo fermentativo de produção de H2 é 

frequentemente reportada na literatura (Tabela 3.3).  Alguns ensaios em batelada realizados 

com a cultura pura C. butyricum para produção de H2 estão resumidos na Tabela 3.3. É 
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possível observar que o rendimento variou entre 162 e 253 mLH2 gDQO-1, e em alguns 

ensaios foram utilizados também resíduos sólidos como substrato, sendo reportada esta 

espécie como bactéria celulolítica predominante. 

 Kataoka et al. (1997), Lin et al. (2007) e Cai et al. (2010) obtiveram rendimentos de 

produção de H2 de 164, 211 e 162 mL de H2 g
-1 de matéria orgânica, respectivamente, em 

reator em batelada, inoculado com cultura pura de Clostridium butyricum fermentando glicose 

em condição mesofílica (Tabela 3.2). Nos três estudos foram obtidos rendimentos menores 

que 50% da produção teórica de H2 e ácidos acético e butírico como principais metabólitos. 

 Mahmood et al. (2013) estudaram a fermentação de aguapé por cultura mista e C. 

butyricum. Os autores obtiveram 38% de aumento no rendimento da produção de H2 ao 

adicionar NPs de ferro ao processo. O rendimento máximo obtido foi de 57 ml de H2 g
-1 de 

peso seco da planta quando 250 mg Fe0 L-1 foram adicionados. Pachapur et al. (2017) 

utilizaram bactérias semelhantes a C. butyricum para produção de H2 a partir de resíduos da 

indústria de biodiesel. Os reatores em batelada foram operados a 30°C, pH 6,5 e 150 rpm, 

cuja produção máxima observada foi de 17,44 ± 0,38 mmol de H2 L
-1. 

 Jiang et al. (2016) utilizaram bagaço de cana de açúcar (242 mLH2 gDQO-1) e folhas 

de Jatropha hulls (228 mLH2 gDQO-1) e obtiveram rendimento da produção de H2 similar 

aquele com glicose (253 mLH2 gDQO-1). São poucos os exemplos de aplicação de cultura 

pura de C. butyricum como inóculo de reatores contínuos não estéreis. Fritsch et al. (2008) 

utilizaram um reator de coluna com estruturas cerâmicas quadradas e operado a 37 °C e TDH 

de 5,5 h. Os autores obtiveram rendimento de 0,92 molH2 molhexose
-1 e reportaram os ácidos 

butírico (2,4 g L-1) e fórmico (1 g L-1) como principais metabólitos solúveis. Pattra et al. 

(2010) utilizaram cultura pura de C. butyricum como inóculo em reator de mistura completa e 

obtiveram o máximo rendimento de 1 molH2 molhexose-1 em TDH de 4h. Nesta condição os 

ácidos lático (3,4 gDQO L-1) e etanol (2,9 gDQO L-1) foram os principais metabólitos 

solúveis.  

Tabela 3.3: Produção de hidrogênio por Clostridium butyricum utilizando glicose como substrato 

Substrato Temperatura (°C) λ Referência 

Glicose 

35 

253 

Jiang et al. (2016) Glicose e bagaço 242 

Glicose e Jatropha hulls 228 

Glicose 35 162 Cai et al. (2010) 

Glicose 35 211 Lin et al. (2007) 

Glicose 30 164 Kataoka et al. (1997) 

λ: Rendimento (mLH2 gDQO-1) 
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 Calusinska et al. (2010) evidenciaram a importância de caracterizar os 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 H2, e então retirar 

a sua capacidade de reciclá-lo. Outra abordagem é a de identificar novas enzimas com 

velocidades maiores, além da obtenção de maior flexibilidade na utilização de redutores. 

Ainda, com a possibilidade de selecionar enzimas com menor sensibilidade ao oxigênio. 

Clostridium spp. possui uma diversidade de enzimas que poderiam atender a estas exigências 

da engenharia genética. 

 As possíveis rotas de fermentação da glicose e a porcentagem de reagente que é 

destinada a cada produto ao utilizar a cultura pura de C. butyricum está ilustrada na Figura 3.3 

(Cai et al., 2010). Provavelmente, 10% do ácido pirúvico formado pode ser usado para a 

formação de ácido lático, enquanto 4% vai para a rota que envolve ácido cítrico. Os 85% 

restantes vão para a rota de produção de H2 que também tem o ácido butírico, ácido acético e 

etanol como subprodutos (Figura 3.3). 

Figura 3.3: Fluxo metabólico da produção fermentativa de hidrogênio por Clostridium butyricum a 

partir da glicose 

 
(Fonte: Cai et al., 2010) 

3.4 Reator anaeróbio de leito fluidificado 

 O RALF é caracterizado pela elevada relação altura/diâmetro e aplicação de vazão de 

recirculação no sistema de modo a fluidificar o leito de lodo. A manutenção da biomassa no 

sistema é garantida por sua adesão em um material suporte. Essa configuração hidráulica 

garante a melhora no contato biomassa-água residuária; evita a formação de canais 

preferenciais, empacotamento e retenção de gás; permite o controle e otimização da espessura 
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do biofilme; requer menor área; e pode-se obter melhor estabilidade e melhor eficiência de 

remoção de matéria orgânica (Shah et al., 2017). 

 Desta forma, a configuração do RALF surgiu como alternativa para o tratamento de 

águas residuárias recalcitrantes, cujos compostos geralmente são hidrofóbicos e de alto peso 

molecular. As vantagens do RALF abrangem: resiliência frente a variações das características 

afluentes, alta velocidade de transferência de massa, e mistura uniforme. Apesar de 

relativamente nova, verifica-se ampla aplicação desta configuração em larga escala. O design 

e a operação do RALF influenciam na eficiência de tratamento, e os principais parâmetros são 

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 à produção biológica de H2, o estudo deste 

processo em reatores contínuos como o RALF ainda é necessário. Alguns aspectos que 

influenciaram a produção deste gás já foram avaliados, tais como, adaptação do inóculo a 

fonte de carbono no próprio reator, concentração de substrato ótima e metabólitos (Cavalcante 

de Amorim et al., 2009; Koskinen et al., 2007; Z. Zhang et al., 2008). Na Figura 3.4 estão 

descritos os principais parâmetros relacionados ao projeto e operação de RALF. 

Figura 3.4: Principais parâmetros do Reator Anaeróbio de Leito Fluidificado 

 
Outros estudos da produção de H2 utilizando RALF estão resumidos na Tabela 3.4. É 

possível observar que rendimentos entre 1,0 e 15,2 mmol H2 gDQO-1 foram reportados, 

porém utilizando água residuária real, o rendimento não foi maior que 5,2 mmol H2 g
-1 de 
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matéria orgânica (menor que 40% do máximo teórico), reforçando a necessidade de novos 

estudos para otimizar esta produção de H2. 

Tabela 3.4: Produção de hidrogênio em reatores anaeróbios de leito fluidificado  

Inóculo Substrato 
TDH 

(h) 

Temperatura 

(°C) 
λ Referência 

Esgoto Sacarose 6 40 11,1 [A] 

Vinhaça Vinhaça  6 55 2,9 [B] 

Água residuária de 

suinocultura 

Vinhaça e 

glicose 
6 55 3,1 [C] 

Vinhaça Soro de queijo 4 55 5,2 [D] 

Cerveja Galactose 6 37 15,2 [E] 

Esgoto Xilose 6 55 7,5 [F] 

Vinhaça 
Vinhaça e soro 

de queijo 
6 55 1,0 [G] 

λ: Rendimento (mmolH2 gDQO-1); 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: (Dessì et al., 2018); G: (Ramos e Silva, 

2018). 

 

 Zhang et al., (2008) utilizaram dois RALF para produção biológica de H2, 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 influência do tempo de 

detenção hidráulico (TDH) (0,125 a 3 h) e da concentração de glicose (5 a 120 g L-1) na 

produção de H2. Em ambos os reatores, o rendimento máximo de H2 foi de 188 mL de H2 g
-1 

de matéria orgânica, em TDH de 0,25 h e 10 g L-1 de glicose. 

 Shida et al. (2009) estudaram a produção biológica de H2 em RALF alimentado com 

água residuária sintética (2 g de glicose L-1). Os autores reportaram aumento da produção 

volumétrica de H2 de 1,84 para 2,29 L h-1 L-1, com a redução do TDH de 8 para 2 h. O 

conteúdo do biogás foi de H2 e CO2, livre de CH4, sendo o conteúdo máximo de H2 de 37%, 

em TDH de 2 h. 

Santos et al. (2014) e Reis et al. (2015) operaram RALF em condição termofílica 

(55°C) e submetidos ao mesmo TDH (6h). Os autores obtiveram rendimento de 2,9 e 3,1 

mmol de H2 g
-1 de matéria orgânica, respectivamente, ao alimentar o reator com vinhaça e co-

digestão de vinhaça e glicose. Desta forma, a co-digestão com substrato de fácil assimilação 

não favoreceu de forma significativa o rendimento da produção de H2, em relação ao aumento 

de custo que significaria no processo de tratamento. 
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 Ao comparar o rendimento de RALFs operados em condição termofílica (55°C) e 

TDH de 6h, com aquele alimentado apenas com vinhaça (2,9 mmolH2 gDQO-1 (Santos et al., 

2014)) ou apenas com soro de queijo (5,2 mmolH2 gDQO-1 (Ottaviano et al., 2017) foi 

observado maior produção em relação aquele alimentado em co-digestão com vinhaça e soro 

de queijo (1,0 mmolH2 gDQO-1 (Ramos and Silva, 2018b)). 

Ao comparar os RALFs submetidos a TDH de 6h e alimentados com substrato 

sintético (sacarose, galactose e xilose) foram observados maiores rendimentos da produção de 

H2 naqueles operados em condição mesofílica; ou seja de 11,1 mmolH2 gDQO-1 a 40°C (Lin 

et al., 2009) e 15,2 mmolH2 gDQO-1 a 37°C (Anburajan et al., 2018), em relação a condição 

termofílica de 7,5 mmolH2 gDQO-1 a 55°C (Dessì et al., 2018). 

 Peñas et al. (2019) modelaram o choque de cargas orgânicas de fenol em RALF com 

partículas adsorventes, para avaliar a robustez e estabilidade desta configuração de reator. Os 

autores reportaram sistema contínuo de mistura completa sem resistência a transferência de 

massa por difusão. Jamali et al. (2019) estudaram a eficiência de tratamento de efluente de 

moinho de óleo de palma em reator RALF utilizando carvão 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 

máxima produção de H2 (5,2 mmol de H2 L
-1 h-1) obtida na condição de pH 6 e TDH de 12 h. 

 Barca et al. (2015) reportaram que o RALF é uma alternativa de sistema contínuo 

interessante para produção de H2 a partir de soluções ricas em carboidratos. No entanto, ao 

revisarem a literatura, os autores enfatizaram que são poucos os estudos que utilizam água 

residuária real. Além disso, de forma geral, destacaram também que obtiveram em RALF 

melhor desempenho em relação ao Reator Anaeróbio de Leito Empacotado (RALE), apesar 

de sua operação ser mais complexa. 

3.5 Água residuária da indústria de cana-de-açúcar 

 A indústria canavieira está entre as 17 que mais poluem o meio ambiente. Atualmente, 

22,4*109 L de vinhaça são produzidos no mundo, com potencial para gerar 40,77*1010 L de 

biogás. O tratamento da vinhaça é um dos problemas significativos e desafiantes para o 

processo de produção industrial de etanol. Dentre as opções, a remoção biológica é 

reconhecidamente uma possibilidade efetiva de degradação dos compostos orgânicos da água 

residuária com alto potencial poluente proveniente da agroindústria, incluindo as destilarias. 



20 

 

 

Além disso, por meio do processo anaeróbio tem-se a possibilidade de converter porção 

significativa da matéria orgânica em biogás, que pode ser usado como fonte de energia na 

própria destilaria (Pant e Adholeya, 2007). A vinhaça é a mais efetiva fonte de matéria 

orgânica para produção de H2 de alta eficiência e a fermentação é o mais promissor processo 

de produção de H2 a partir desta água residuária. Na Figura 3.5 estão descritos os fatores que 

influenciam a composição química da vinhaça e o seu processo de produção. 
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Figura 3.5: Resumo do processo de produção do etanol/vinhaça 

 

 

[Fonte: Parsaee et al., 2019; Junior et al., 2019; Narueworanon et al., 2020; Buller et al., 2020; Madaleno et al., 2020]
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 Moraes et al. (2014) indicaram a viabilidade de remoção e degradação de compostos 

orgânicos da vinhaça em reatores anaeróbios, a partir do conceito de biorrefinarias incluindo a 

produção de energia e controle ambiental (emissão de gases de efeito estufa, impactos no solo 

e em lençóis freáticos). Enquanto a composição química da vinhaça depende do solo, da 

variedade da cana-de-açúcar, do método de colheita (manual ou mecânica), e das etapas 

industriais de produção do etanol (Goyal et al., 2019). 

 Lin et al. (2012) avaliaram o potencial de produção fermentativa de H2 de diversas 

águas residuárias. Os autores reportaram que com a vinhaça obtiveram a maior energia 

líquida, seguida de água residuária com glicerina e esgoto doméstico, respectivamente de 140, 

69 e 52 kJ gDQO-1. Os autores obtiveram rendimento máximo de 224 mLH2 gDQO-1 a partir 

da vinhaça. Christine et al. (2014) estudaram o efeito da diluição desta água residuária no 

rendimento da produção de H2 em RALF termofílico (55°C) em TDH de 6 h e reportaram 

valores de 18 e 64 mLH2 gDQO-1 ao utilizar a água residuária in natura e três vezes diluída, 

respectivamente. 

 Malik et al. (2014) reportaram a cinética da produção de H2 catalisada por NPs de 

ferro utilizando vinhaça como substrato. Os autores realizaram ensaios variando a 

concentração de substrato (25-125 gDQO L-1) e concentração de NPs de ferro adicionadas ao 

processo (sem NPs – até 200 mgFe0 L-1). Nas condições com 50 mg L-1 de NPs de ferro, 110 

g L-1 de concentração inicial de matéria orgânica e pH 6, obtiveram a máxima produção 

acumulada de H2 de 275 mL, o que corresponde ao rendimento de 26 mL H2 gDQO-1. 

Todavia, no ensaio controle (sem a adição de NPs) a produção máxima de H2 foi de 140 mL, 

o que correspondeu ao rendimento de 13 mLH2 gDQO-1. Ou seja, a adição de NPs de ferro 

resultou em aumento de 100% na produção fermentativa de H2 a partir da vinhaça. 

 Godoi et al. (2019) estudaram a influência da variação sazonal nas características 

desta água residuária e concluíram que a composição química da vinhaça é influenciada 

principalmente pelo manejo da cultura de cana-de-açúcar e pelas etapas de processamento da 

cana ao etanol, em comparação as características climáticas. Os autores também ressaltaram a 

importância do processo anaeróbio anterior à sua disposição no solo, para minimizar os 

impactos ambientais causados por sua elevada concentração de matéria orgânica. Por meio do 

processo anaeróbio tem-se a remoção de matéria orgânica excessiva e produção de biogás. 

 Parsaee et al. (2019) descreveram a vinhaça como uma água residuária com baixa 

razão carbono:nitrogênio. Os autores sugerem a co-digestão com substâncias complementares 
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como esterco e fertilizantes para aumentar a produção de biogás. Reportou-se que a co-

digestão da vinhaça com esterco pode aumentar em até 15% a produção de biogás. O impacto 

de maior disponibilidade de nutrientes na atividade microbiana foi reportado por 

Narueworanon et al. (2020). Os autores observaram que a suplementação da fermentação de 

vinhaça com açúcar, carbonato de cálcio e nitrogênio aumentou em 21% a produção de 

butanol em reatores em batelada inoculados com Clostridium beijerinckii. 

 Buller et al. (2020) avaliaram os benefícios de fertilização mineral da vinhaça 

biodigerida, a qual pode substituir 30% de nitrogênio mineral e 46% de fósforo da adubação. 

A aplicação desta água residuária, pós-aplicação de processo de degradação, no solo 

geralmente é limitada por leis ambientais locais. A partir disso, a modelagem por Sistema de 

Informação Geográfica é uma ótima estratégia para aplicar vinhaça em níveis ambientalmente 

seguros. Estes autores ilustraram como a produção de energia e a reciclagem de nutrientes a 

partir da vinhaça contribuem para a descarbonização. No estudo foi considerado que a 

produção média de 23,8*106 m3 de vinhaça por ano pode gerar 66.585 MWh ano-1 de energia 

elétrica, a partir da queima do biogás, na região metropolitana de Campinas. Esta quantidade 

de energia pode abastecer 103.000 habitantes e evitar a emissão de 35.892 tCO2 ano-1 (a partir 

da substituição da fonte de energia elétrica). 

 A produção de biogás a partir da digestão anaeróbia em reator anaeróbio de manta de 

lodo e fluxo ascendente (UASB) de dois estágios alimentados com vinhaça e melaço tem o 

potencial de melhorar o balanço energético da indústria do etanol. Junior et al. (2019) 

utilizaram o melaço como substrato para a continuidade da operação dos reatores na 

entressafra e obtiveram rendimento médio de 0,275 m3 de CH4 kg-1 de matéria orgânica 

removida. Os autores obtiveram por meio do sistema de dois estágios 58% mais energia (5,1 

kWh d-1 m-3 de vinhaça) em relação ao estágio único, quantidade equivalente a 17% da 

energia necessária para processar uma tonelada de cana-de-açúcar. 

 Madaleno et al. (2020) propuseram uma alternativa para diminuir o consumo de água 

de abastecimento na indústria de etanol. Os autores avaliaram a reciclagem de vinhaça 

biodigerida em reator UASB e concluíram que a integração da geração de biogás e produção 

de etanol, assim como o uso da vinhaça efluente de reator UASB de dois estágios para diluir o 

melaço são alternativas viáveis. A produção de etanol a partir do melaço e eficiência de seu 

tratamento quando diluído com vinhaça (5,7% e 89,3%, respectivamente) foi similar aos 

resultados obtidos quando diluído em água potável (5,6% e 85,9%, respectivamente). 



24 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

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 síntese de NPs de Ferro e Níquel. Na segunda 

etapa foram realizados os testes em reator em batelada com cultura pura (C. butyricum) e água 

residuária sintética a base de glicose (Reinforced Clostridial Medium - RCM). A partir destes 

testes e da sua organização utilizando Delineamento Experimental (DOE) foi obtido modelo 

matemático referente a condição ótima de produção de H2. Nos ensaios de validação 

experimental desta condição ótima foi realizado o qPCR e o RT-qPCR, a fim de verificar a 

influência de NPs metálicas no número e na expressão da enzima hidrogenase. 

 Durante a terceira etapa foram operados dois RALFs, em escala de bancada, 

inoculados por autofermentação e bioaumentação com C. butyricum. As seguintes condições 

foram analisadas: adição de NPs de ferro e níquel (RALF - NP) e sem a adição de NPs (RALF 

- Controle). Os reatores foram alimentados com água residuária sintética, e operados nas 

condições ótimas obtidas do teste em reator em batelada. Ademais, suas duas fases 

operacionais foram divididas de acordo com a composição da alimentação dos reatores. 

 Durante a quarta etapa foram operados dois RALFs, em escala de bancada, inoculados 

com lodo da estação de tratamento de água residuária de abatedouro de aves bioaumentado 

com C. butyricum. As seguintes condições foram analisadas: adição de NPs de ferro e níquel 

(RALF - NP) e sem a adição de NPs (RALF - Controle). Os reatores foram alimentados com 

vinhaça. Ademais, três fases operacionais foram divididas de acordo com a concentração de 

carboidratos no afluente (diluição da vinhaça na alimentação). 

 Ao final da terceira e quarta etapa experimental foram retiradas amostras do biofilme 

dos RALFs para realização de análise metagenômica, a fim de identificar populações 

microbianas (taxonomia) e avaliar a influência da presença de NPs nas enzimas relacionadas 

ao processo fermentativo. 
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Figura 4.1: Ilustração do Planejamento Experimental 

 

4.2 Síntese de nanopartículas para os ensaios em batelada 

 As NPs de Ferro e Níquel 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 solução 0,04M de FeSO4.7H2O em 100 mL 

de solução 0,2 M de KBH4. Esse procedimento foi realizado em balão com 3 bocas sob 
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atmosfera de argônio (99%) e temperatura ambiente. A precipitação das NPs ocorreu de 

acordo com a Equação (4.1) a seguir. As partículas foram então lavadas com água destilada. 

As NPs de Níquel foram sintetizadas a partir da precipitação de Níquel ao adicionar 0,18 g de 

borohidreto de potássio em 20 mL de solução 2*10-4 mol L-1 de cloreto de níquel 

(NiCl2.6H2O) em etileno glicol (Equação 4.2). Após duas horas sob agitação magnética a 

70°C, as NPs foram lavadas em etanol, que evapora em temperatura ambiente, e então as 

partículas estavam prontas para o uso. 

(Equação 4.1) 

 

(Equação 4.2) 

 

 A caracterização das NPs sintetizadas foi realizada por Espectroscopia por Energia 

Dispersiva (EDS) em Microscópio Eletrônico de Varredura ZEISS em abertura de 60 µm. 

Além de fotos das NPs sintetizadas para avaliar seu tamanho médio, imagens das NPs em 

meio com Clostridium butyricum também foram capturadas. 

4.3 Imobilização de nanopartículas na cinasita dos reatores contínuos 

 As NPs de Ferro e Níquel foram imobilizadas no material suporte dos reatores 

contínuos, formado por pequenos grãos 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 solução 

concentrada contendo FeCl3 (50 g L-1) e NiCl3 (30 g L-1); (2) a mistura foi transferida para 

sistema com agitação por 24 h a 25°C; (3) a mistura foi mantida sob agitação por 10 h a 

120°C; (4) a mistura foi lavada com água destilada até a eliminação de todo o ferro e níquel 

solúveis, garantida com a análise da concentração de metais no sobrenadante; (5) As 

partículas de cinasita foram transferidas para estufa a 70°C por 24 h, e posteriormente, em 

temperatura ambiente, foram adicionadas no RALF - NP. 

 A imobilização de NPs no material suporte dos reatores contínuos é mais vantajosa, 

quando comparada a adição de NPs na alimentação durante a operação, pois ocorre apenas 

uma vez, antes do início da operação. Além de facilitar a manutenção das partículas no reator, 

submetido a alta velocidade ascensional (vazão de recirculação). 
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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, 

rotação de 130 rpm e pH inicial de 6,8. Cada condição foi preparada em triplicata para 

amostragem de biogás, porém a amostragem da fração líquida (para análise de ácidos e 

carboidratos) era realizada em apenas um dos reatores, pois influencia nos dados de produção 

de biogás. 

4.5 Reator anaeróbio de leito fluidificado 

 Todos os reatores contínuos utilizados neste trabalho foram confeccionados em 

acrílico, com volume útil de 1,4 L, com um dispositivo na extremidade superior para garantir 

a separação entre as fases sólida, líquida e gasosa, e um distribuidor de vazão na base. Foram 

instalados pontos de amostragem no leito e no separador de fases (Figura 4.2). Os reatores 

foram mantidos em condição mesofílica, a 37ºC, em câmara climatizada. A vazão de 

alimentação e de recirculação empregadas foram 0,7 L h-1 e 50 L h-1, respectivamente. 

 Cada reator foi operado com uma para alimentação e outra para a recirculação do 

efluente. A fluidificação do leito foi mantida através da bomba de recirculação. A cinasita de 

diâmetro entre 2,80 e 3,35 mm foi escolhida como material suporte dos reatores, por ser de 

fácil obtenção, inerte, e apresentar características físicas adequadas à boa deposição dos 

microrganismos tal como rugosidade e porosidade. 



28 

 

 

Figura 4.2: Esquema do Reator Anaeróbio de Leito Fluidificado (RALF) 

 

4.6 Inóculo 

4.6.1 Reatores em batelada 

 A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Coleção de Culturas 

Tropical (CCT) da Fundação André Tosello, foi utilizada como inóculo dos reatores 

biológicos. O inóculo obtido foi reativado em Reinforced Clostridial Medium (RCM) cuja 

composição está descrita na Tabela 4.1, com pH inicial de 6,8. Após crescimento da cultura a 

37°C por 24 h, amostras foram obtidas da suspensão celular, submetidas a centrifugação ( 

9.000 rpm), sendo o pellet recoberto em glicerol e congelado a -80°C em frascos de plástico. 

Antes de cada batelada de ensaios, as amostras do inóculo eram novamente reativadas em 

meio RCM por 24 h. Desta reativação, 25 mL (correspondente a 20% do volume reacional 

dos ensaios) foram centrifugados a 9.000 rpm por 5 minutos e a biomassa precipitada era 

então utilizada como inóculo (Figura 4.3). As concentrações de sólidos suspensos totais e 

sólidos suspensos voláteis na solução de inóculo foram 1,23 ± 0,15 e 1,14 ± 0,15 g L-1, 

respectivamente. 

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

materiais esterilizados, enquanto as soluções e frascos Duran foram autoclavados a 130°C e 
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1,7 bar por 15 minutos. A inoculação e montagem dos ensaios foi realizada a menos de 30 cm 

de Bico de Bunsen. As condições de anaerobiose foram mantidas durante o preparo dos meios 

de cultura e inoculação, a fração líquida e o headspace dos reatores foram submetidos à 

atmosfera de N2 (100%) por 15 min. Os reatores foram fechados com tampa de butila e 

parafuso plástico e incubados a 37 ° C até a estabilização da produção de H2. 

Tabela 4.1: Composição do Reinforced Clostridial Medium (RCM) 

Composto Concentração (g L-1) 

Extrato de carne 10 

Peptona 10 

Glicose 5 

Extrato de levedura 3 

Amido 1 

Cloreto de sódio 5 

Acetato de sódio 3 

L-cisteína 0,5 

 

Figura 4.3: Esquema ilustrativo das etapas de inoculação dos reatores batelada nos ensaios do 

planejamento experimental 

 
 

4.6.2 Reatores contínuos alimentados com glicose 

 A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Coleção de Culturas 

Tropical (CCT) da Fundação André Tosello, foi utilizada na bioaumentação dos RALFs. O 

inóculo obtido foi reativado em meio RCM otimizado nos ensaios em batelada (Tabela 4.2), 

em pH inicial de 6,8. Após ser incubado a 37°C por 24 h, amostras do inóculo foram 

centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos e a biomassa precipitada foi adicionada a 

alimentação dos reatores contínuos. 
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Tabela 4.2: Composição do Reinforced Clostridial Medium otimizado (RCM) 

Composto Concentração (g L-1) 

Extrato de carne 5 

Peptona 5 

Glicose 5 

Extrato de levedura 1,5 

Amido 1 

 

 Além da cultura pura, a alimentação recirculada nos reatores contínuos durante a etapa 

de inoculação (30 dias), em condições não estéreis, permitiu crescimento de outros 

organismos e consequente formação do biofilme pelo processo denominado autofermentação. 

A concentração de sólidos no inóculo está descrita na Tabela 4.3. 

Tabela 4.3: Concentração de sólidos na alimentação do período operacional de inoculação dos RALFs 

alimentados com glicose 

Biomassa Inicial RALF NP 
RALF 

controle 

Sólidos Totais (g L-1) 31 ± 15 30 ± 13 

Sólidos Totais Voláteis (g L-1) 27 ± 13 25 ± 12 

4.6.3 Reatores contínuos alimentados com vinhaça 

 A cultura pura de Clostridium butyricum (N° 7470), obtida da Coleção de Culturas 

Tropical (CCT) da Fundação André Tosello foi utilizada na bioaumentação dos RALF. O 

inóculo obtido foi reativado em RCM otimizado nos ensaios em batelada (Tabela 4.2), em pH 

inicial de 6,8. Após ser incubado a 37°C por 24 h, amostras do inóculo foram centrifugadas a 

9.000 rpm por 5 minutos. A biomassa precipitada foi ressuspendida em vinhaça diluída e 

adicionada na alimentação dos reatores. 

 Além da cultura pura, lodo de estação de tratamento de água residuária de abatedouro 

de aves (Avícola Céu Azul S/A, Sorocaba-SP) também foi utilizado como inóculo dos 

reatores RALF. O pH inicial do lodo foi ajustado para próximo 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) (Iglesias et al., 2019). A concentração de metais observada no 

lodo foi de 174 mg L-1 de ferro e 1,6 mg L-1 de níquel (Tabela 4.4). 

Tabela 4.4: Concentração de sólidos no lodo anaeróbio 

Metais (mg L-1) Lodo anaeóbio 

Ferro  174 

Níquel 1,6 
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 O reator foi mantido em recirculação com o inóculo [cultura pura de C. butyricum (5% 

do volume da alimentação) + lodo (7% do volume da alimentação)] e vinhaça diluída (~1g L-1 

de carboidrato) por 30 dias para permitir a formação de biofilme no material suporte dos 

reatores. A concentração de sólidos no inóculo está descrita na Tabela 4.5. 

Tabela 4.5: Concentração de sólidos na alimentação do período operacional de inoculação dos RALFs 

alimentados com vinhaça 

Biomassa Inicial (g L-1) RALF NP 
RALF 

controle 

Sólidos Totais  12 ± 2 12 ± 2 

Sólidos Totais Voláteis 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 influência das NPs na produção de H2 

(Tabela 4.6), em meio RCM, cuja composição está descrita na Tabela 4.1. 

Tabela 4.6: Ensaio preliminar para avaliar a influência de nanopartículas na produção de hidrogênio 

em RCM 

 Ensaio preliminar Controle 

NPs de Fe0 (mg L-1) 10 - 

NPs de Ni0 (mg L-1) 10 - 

4.7.1.2 Etapa 2: Avaliação da composição do RCM 

 Percebeu-se que apesar de adequado para otimizar a produção de H2, a composição do 

RCM era muito dispendiosa e economicamente inviável em termos de aplicação 

biotecnológica. Para tanto, realizou-se ensaios para otimizar sua composição original (Tabela 

4.7). O RCM possui 8 ingredientes em sua composição, cujas concentrações originais foram 

utilizadas como máximo (+1) em um ensaio de Plackett Burman (PB). A concentração 

mínima dos ingredientes foi nula, para que fosse possível excluí-los da composição, caso o 

resultado de seu efeito fosse negativo. Além da concentração dos compostos, foram variadas 

também a concentração de NPs de Ferro e Níquel (0-100 mg L-1), sendo assim necessária a 

realização de um PB16 (para que o número mínimo de 4 graus de liberdade fosse satisfeito). 
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Tabela 4.7: Matriz de variáveis do PB16 para otimização do RCM  

Variáveis (g L-1) -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 sódio 0* 2,5 5 

Acetato de sódio 0* 1,5 3 

L-cisteína 0* 0,25 0,5 

NPs de Fe0 0 0,05 0,1 

NPs de Ni0 0 0,05 0,1 

*concentração escolhida para cada componente do meio após este ensaio, para ser utilizada na etapa 3. 

4.7.1.3 Etapa 3: Avaliação da concentração de glicose 

 A concentração de glicose para obter o máximo rendimento da produção de H2 foi 

obtida por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) nas condições descritas na 

Tabela 4.8 em ensaios em reatores em batelada. A concentração de 5 g L-1 foi então a 

escolhida para realizar os ensaios de otimização da concentração de NPs (Etapa 4). 

Tabela 4.8: Matriz de variáveis do DCCR de glicose em RCM otimizado 

Variável (g L-1)  -1  0  +1  

Glicose  2  5*  8  

*concentração de glicose escolhida para realizar o DCCR de nanopartículas 

4.7.1.4 Etapa 4: Otimização da concentração de nanopartículas 

 Os ensaios a fim de otimizar a concentração de NPs começaram com um 

Delineamento Composto Central (DCC), utilizando faixa ampla de concentração (Tabela 4.9). 

Tabela 4.9:Matriz de variáveis do DCC com ampla faixa de concentração de nanopartículas em RCM 

otimizado 

Variáveis (mg L-1)  -1  0  +1  

NPs de Fe0  10  180  350  

NPs de Ni0  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 variáveis do DCCR com faixa adequada da concentração de nanopartículas em 

RCM otimizado 

Variáveis (mg L-1)  -1  0  +1  

NPs de Fe0  10  30  50  

NPs de Ni0  10  30  50  

 

 Além disso, realizou-se um ensaio para validação da concentração ótima de NPs para 

máxima produção de H2 obtida a partir do modelo matemático no DCCR (Tabela 4.11), 

durante o qual também obteve-se amostras para análise de q-PCR e MEV. 

Tabela 4.11: Validação experimental do modelo de concentração de nanopartículas para produção 

otimizada de hidrogênio 

 Batelada com NPs Controle 

NPs de Fe0 (mg L-1) 30 - 

NPs de Ni0 (mg L-1) 20 - 

 

4.7.2 Reatores contínuos alimentados com glicose 

 Os RALFs alimentados com substrato sintético (mesma alimentação era preparada e 

dividida entre os dois reatores) foram submetidos a duas etapas de operação (Tabela 4.12). Os 

reatores foram alimentados com RCM otimizado (Tabela 4.2) por 90 dias (Etapa I). No 

entanto, durante o preparo da alimentação, percebeu-se que este meio era muito dispendioso e 

resolveu-se testar a operação simplificando a alimentação, a qual passou a ter apenas glicose e 

extrato de levedura na alimentação, na mesma concentração utilizada na Etapa I, por 30 dias 

(Etapa II). 

Tabela 4.12: Etapas de operação do RALF alimentado com substrato sintético 

Etapa Composição afluente 
TDH 

(h) 

Duração 

(dias) 

I RCM otimizado 3,1 ± 0,5 90 

II Glicose + Extrato de levedura 3,1 ± 0,6 30 

4.7.3 Reatores contínuos alimentados com vinhaça 

 A operação dos RALFs foi dividida em três etapas de acordo com a concentração 

afluente de carboidratos, controlada a partir do fator de diluição da vinhaça bruta: Etapa I (2 ± 

1 g L-1), Etapa II (4 ± 0 g L-1) e Etapa III (7 ± 1 g L-1) (Tabela 4.13). 
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Tabela 4.13: Etapas de operação do RALF alimentado com vinhaça 

Etapa 

Carboidratos  

Afluente 

(g L-1) 

TDH 

(h) 

Duração 

(dias) 

I 2 ± 1 2,8 ± 0,5 90 

II 4 ± 0 3,2 ± 0,0 60 

III 7 ± 1 3,2 ± 0,1 60 

4.8 Análises de monitoramento 

 A determinação de carboidratos foi realizada por meio do método colorimétrico 

proposto por Dubois et al. (1956). As análises de pH, alcalinidade, sólidos suspensos, e 

medição indireta da concentração de matéria orgânica (Demanda Química de Oxigênio – 

DQO) foram realizadas segundo métodos descritos por (APHA, 2012). A determinação de 

ácidos orgânicos voláteis (AOV) foi realizada por cromatografia gasosa (Adorno et al., 2014). 

O volume de biogás produzido foi quantificado por meio de medidor, no topo do reator, o 

qual utiliza o princípio do Arduíno (Yang et al., 2019). A composição dos gases resultantes da 

fermentação foram determinados por cromatografia gasosa usando um GC 2010 Shimadzu de 

acordo com Rabelo et al. (2018). Para modelar a produção acumulada de H2 ao longo do 

tempo e obter parâmetros que serviriam de resposta na análise estatística, utilizou-se a 

equação de Gompertz (Equação 4.3): 

(Equação 4.3) 

Sendo: 

Y = produção acumulada de H2; 

x = tempo (h); 

A = produção máxima (mL); 

xc = velocidade (mL h-1); 

k = fase inicial para produção de biogás (h). 

 Em relação as análises de metais, as amostras foram digeridas utilizando micro-ondas 

Berghof speedwave. Na preparação da cinasita para a análise de metais, 1 g foi mergulhado 

em solução contendo H2SO4 (99%) e HNO3 (70%) na proporção 5:1. Na preparação de 

amostras líquidas para análise de metais, acrescentou-se 5 mL de solução de HNO3 3M em 10 

mL de amostra. Tanto amostras de cinasita, quanto amostras líquidas, 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 

pressão de 40 bar. A concentração de metais Ferro e Níquel foi então avaliada por 

espectroscopia de absorção atômica, seguindo a metodologia 3111B (APHA, 2012). 

4.9 Caracterização da vinhaça 

 A coleta da vinhaça foi realizada na Usina São Martinho transferida para o 

Laboratório de Processos Biológicos (LPB) e armazenada a -20°C. No preparo da 

alimentação, a vinhaça era apenas descongelada, diluída e homogeneizada (não era realizada 

sua esterilização). A caracterização da vinhaça foi realizada de acordo com as metodologias 

descritas na Tabela 4.14. 

Tabela 4.14: Metodologia das análises de caracterização da vinhaça 

Parâmetro Referência 

pH, sólidos, DQO, DBO, COT, 

cálcio, NTK, sulfato, fosfato e fósforo 
(APHA, 2012) 

Proteína (Lowry et al., 1951) 

Carboidratos (Dubois et al., 1956) 

Glicerol (Valdez et al., 2012) 

Fenol (Buchanan e Nicell, 1997) 

Ácido lático (Taylor, 1996) 

4.10 Biologia molecular 

4.10.1 Reação 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 presença da enzima hidrogenase. As amostras para extração de ácidos nucléicos 

foram coletadas dos reatores em batelada dos experimentos de validação com NPs (30 mgFe0 

L-1 e 20 mgNi0 L-1) e sem NPs (controle). As amostras foram coletadas no início do 

experimento (Inicial, t = 0), no estágio inicial de produção de H2 (λ, t = 2,5h), duas amostras 

durante a fase exponencial de produção de H2 (Exp., T = 8 e 12h ), e na fase estacionária de 

produção de H2 (Stat., t = 26h). 

 As reações foram conduzidas em microplacas MicroAmp ™ Optical 96-Well Reaction 

(Thermofisher) usando 7,5 μL do kit QuantiNova SYBR® Green PCR, 0,075 μL de Rox 

Reference Dye (InvitrogenTM), 0,3 μL de cada primer 10 μM (direto e reverso), 2,0 μL de 

DNA ou cDNAtemplate e 4,15 μL de UltraPure ™ DNase / Água destilada sem RNase 
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(Invitrogen ™). As placas foram seladas com MicroAmp™ Clear Adhesive Film 

(Thermofisher). As amplificações foram realizadas em um 7500 Real-time PCR System® 

(Applied Biosystems ™). 

 As condições de ciclagem começaram com uma etapa de pré-incubação 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 fusão. Todas as amostras foram testadas em duplicata 

e, para cada execução de gene e qPCR, um controle sem modelo (NTC) foi incluído. Todos os 

resultados foram expressos em ciclo de quantificação (Cq). 

4.10.1.1 Seleção dos iniciadores 

 As sequências de nucleotídeos do gene alvo hydA e os genes de referência (GyrA, 

Buk, Pfo e RecA) de C. butyricum foram desenhadas de acordo com as sequências de genes 

depositadas no GenBank, utilizando o programa computacional Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Os valores de eficiência de todos os ensaios qPCR foram 

calculados usando o software LinRegPCR. A estabilidade dos candidatos a genes de 

referência (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 Quantificação absoluta de cópias de DNA de hydA (qPCR) 

 Amostras (2,0 mL) para quantificação de DNA foram coletadas com seringas 

diretamente dos reatores e imediatamente armazenadas a -20 ° C. A extração de DNA total foi 

realizada usando o PureLinkTM Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen), de acordo 

com a recomendação do fabricante. Para a quantificação do DNA, uma curva padrão foi 

construída usando DNA sintético (fragmentos do gene GBlock®, IDT). Os valores Cq obtidos 

do qPCR foram usados para calcular e traçar uma linha de regressão linear registrando o 

número de cópia do modelo (NC) e o valor Cq correspondente. A eficiência da reação qPCR 

(E) foi calculada de acordo com a Equação 4.4, usando a inclinação da linha derivada da 

curva padrão. 
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(Equação 4.4) 

4.10.1.3 Quantificação relativa da expressão gênica do DNA 

 Amostras (0,5 mL) para quantificação 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 extração do 

RNA foi realizada por meio de uma etapa de lise bacteriana com Proteinase K e Lisozima 

seguida de purificação com RNeasy Mini Kit de acordo com o protocolo do fabricante 

(Qiagen®). A pureza e quantificação do RNA extraído foram estimadas por absorbância 

ultravioleta de 260nm e leituras de 260/280nm, respectivamente. A qualidade do RNA foi 

verificada por análise 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 quantificação relativa da expressão gênica foi realizada de acordo com o modelo 

matemático proposto por Pfaffl, (2001), baseado na eficiência da qPCR e no desvio de cross-

point dos transcritos investigados (Equação 4.5). A quantificação foi normalizada com o gene 

de referência Pfo, e foi calibrada de acordo com as amostras iniciais (t = 0). Onde, Ehyd é a 

eficiência da reação qPCR com o gene hyd e EPfo é a eficiência da reação qPCR com o gene 

Pfo. 

(Equação 4.5) 

4.10.2 Metagenoma 

 Amostras para análise metagenômica do biofilme formado na cinasita foram retiradas 

no final da operação do RALF-NP alimentado com glicose e ao final das etapas II e III de 

operação dos RALF-NP e – Controle alimentados com vinhaça (Figura 4.1). A extração de 

DNA foi realizada por meio de kit comercial de extração por membrana filtrante “Power Soil 

DNA Isolation Kit” da MO BIO®. 

 As sequências obtidas foram analisadas no programa fastqc⁠ para avaliação da 

qualidade do sequenciamento. Leituras de baixa qualidade (pontuação 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 mínimo 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 estatísticos. 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 anotação funcional. O banco de dados GenBank foi utilizado 

para anotação taxonômica usando o parâmetro LCA (Lowest Common Ancestor) (Benson et 

al., 2013). No ambiente R Statistical, um fluxo de trabalho completo foi desenvolvido para 

exploração de dados, usando especialmente o pacote phyloseq. As leituras de sequenciamento 

foram depositadas no Arquivo Europeu de Nucleotídeos sob o número de projeto 

PRJEB42427 e número de amostra ERS5547523, ERS5547524, ERS5547525, ERS5547526 

e ERS5547527. 



39 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Fermentação da glicose na presença de nanopartículas metálicas em 

reatores em batelada 

5.1.1 Caracterização das nanopartículas 

 A caracterização das NPs de ferro e níquel foi realizada em microscópio eletrônico de 

varredura (MEV). A partir dos resultados obtidos por meio de espectroscopia de energia 

dispersiva (EDS) foi evidenciada a presença de átomos de Ferro e Níquel nas NPs (Figura 

5.1). Nas imagens obtidas foi possível observar para as NPs de ferro formato arredondado e 

diâmetro médio de 60 nm, e aglomerados maiores (350 nm), enquanto para as NPs de níquel a 

organização ocorreu em planos, formando uma rede de partículas (Figura 5.2). 

 Sun et al. (2006) caracterizaram NPs de ferro e também observaram diâmetro médio 

de 60 nm e estruturas similares as que foram obtidas neste estudo (Figura 5.2). Nessa pesquisa 

foi usado o mesmo método de síntese de NPs realizado por Sun et al. (2006). Wu e Chen, 

(2003) caracterizaram NPs de níquel e observaram diâmetros (12 nm) bem menores em 

relação ao presente estudo (350 nm) e estrutura também diferente; ou seja, no formato 

pontiagudo e não em rede. Porém, no processo de síntese das NPs, os autores utilizaram a 

redução com hidrazina, enquanto neste estudo a redução foi realizada com borohidreto de 

potássio, devido principalmente ao menor custo de aquisição. É possível então afirmar que o 

método de síntese da NP pode influenciar na sua estrutura, e também na sua capacidade de 

fornecer os íons metálicos de forma mais eficiente ao meio (Couto, 2006). 
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Figura 5.1: Composição de nanopartículas de Ferro (A) e Níquel (B) por espectroscopia de energia 

dispersiva. 

 

(A) 

 

(B) 

cps = contagem por segundo; eV = eletro volt; keV = quilo eletro volt; wt% = porcentagem em peso 

molecular. 

 



41 

 

 

Figura 5.2: Microscopia eletrônica de varredura das nanopartículas de ferro (A) e níquel (B). 

 

 

B A 
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5.1.2 Etapa 1: Ensaio preliminar 

 A produção acumulada de H2 foi avaliada em reatores com NPs e sem a adição de NPs 

(controle) (Figura 5.3). Observou-se aumento de 54% na produção máxima de H2, de 287 ± 7 

mL (controle) para 392 ± 6 mL quando as NPs foram adicionadas aos reatores em batelada. A 

fase inicial de produção de H2 (FIPH) foi ligeiramente menor na presença de NPs e durou 4,0 

± 0,2 h, enquanto em condição controle foi de 5,5 ± 0,2 h (Tabela 5.1). 

Figura 5.3: Produção acumulada de hidrogênio no ensaio preliminar, seu ajuste ao modelo de 

Gompertz e desvio padrão da triplicata de ensaios 

 

 

Tabela 5.1: Parâmetros do modelo de Gompertz ajustados aos dados de produção acumulada de 

hidrogênio no ensaio preliminar 

Reator Controle NPs 

Produção máxima (mL) 287±7 392±6 

Velocidade de produção de H2 (mL.h-1) 142±38 71±6 

FIPH (h) 5,5±0,2 4,0±0,2 

R² 0,984 0,995 

Rendimento (mLH2 gDQO-1) 59 81 

 FIPH = Fase Inicial de Produção de Hidrogênio. 

 AOV e carboidratos foram observados nos reatores controle e com NPs (Figura 5.4). 

Ácidos butírico, acético, isobutírico, fórmico e lático foram observados em ambas as 

condições, cuja concentração total de AOV ao final dos experimentos, após 27 horas, foi de 5 
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g L-1 e 6 g L-1 no reator controle e com NPs, respectivamente. A única diferença significativa 

no processo acidogênico foi a maior concentração de ácido butírico no ensaio em que as NPs 

foram adicionadas (Figura 5.5). 

Figura 5.4: Ácidos Orgânicos Voláteis e Carboidratos dos ensaios em reatores em batelada 

 

 

 

Figura 5.5: AOV no início e término do ensaio preliminar 

 

 A atividade da hidrogenase também foi avaliada durante o ensaio, por meio do q-PCR. 

Quanto menor o número de ciclos necessários 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 relação ao controle verificou-se que os genes da 



44 

 

 

hidrogenase estavam em maior quantidade apenas na fase exponencial de produção de H2 

(após 7h de ensaio). Ou seja, 10,7 ciclos foram necessários para obter a curva Threshold na 

amostra do reator com NPs, enquanto para a amostra controle foram necessários 11,4 ciclos 

(Tabela 5.2). Desta forma, a maior atividade da enzima hidrogenase na fase exponencial foi 

crucial para maior produção de H2 no processo fermentativo, e é nesta fase que a presença de 

íons fornecidos pelas NPs foram diferenciais. Em todas as outras amostras do processo 

fermentativo, o número de ciclos necessário 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 compõem um grupo de diferentes estruturas, e que muito 

pouco se sabe sobre suas propriedades bioquímicas e fisiológicas. Este conhecimento seria 

essencial na área de bioengenharia metabólica, para auxiliar na otimização da produção de H2. 

Wang e Wan, (2008), a partir de RT-PCR, estudaram a correlação entre a expressão do gene 

funcional hydA (que codifica a hidrogenase em Clostridium butyricum) com a bioprodução de 

H2 em testes em batelada utilizando cultura pura. Os autores relataram que a produção 

específica de H2 de C. butyricum foi linearmente proporcional ao nível de expressão do gene 

hydA. Neste estudo, maior concentração de hidrogenases na fase exponencial, também esteve 

associada a maior produção de H2. A produção acumulada de H2 foi de 392±6 mL e 287±7 

mL de H2 nos reatores com maior e menor concentração 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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Tabela 5.2: Médias de ciclos necessária para obter a curva Threshold no q-PCR do ensaio preliminar 

Tempo (h) Controle  NPs  

0 13,3  13,3  

3  13,1  13,2  

7 11,4  10,7  

19  11,8  11,9  

5.1.3 Etapa 2: Avaliação da composição 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 concentrações avaliadas em um ensaio de Plackett 

Burman (PB), conforme as condições nutricionais fornecidas para cada reator refletissem em 

produção acumulada de H2 (Tabela 5.3). A produção acumulada de H2 temporal de cada 

condição está ilustrada na Figura 5.7. É possível observar que na condição 12 foi obtida a 

maior produção acumulada de H2 (P), a qual foi de 267 ± 4 mL e resultou em rendimento 

(Rm) de 110 mL de H2 g
-1 de DQO. Para as condições 9 e 7 observou-se 245 ± 6 e 225 ± 8 mL 

de H2, para P e de 76 e 87 mL de H2 g
-1 de DQO para Rm, respectivamente. Estas 3 condições 

têm em comum na composição: 5 g L-1 de glicose e 1 g L-1 de amido, além de ter pelo menos 

duas das três possíveis fontes de outros substratos orgânicos (extrato de carne, extrato de 

levedura e peptona). Em relação as condições do ponto central (PC) 1, 2 e 3 obteve-se 155 ± 

2, 148 ± 3 e 120 ± 3 mL de H2 para P, respectivamente, e Rm de 84, 80 e 65 mL de H2 g
-1 de 

DQO (Tabela 5.3). 

 A condição 3 (10 g L-1 de peptona, 10 g L-1 de extrato de carne e 1 g L-1 de amido) 

resultou na produção de H2 similar ao PC3 (5 g L-1 de peptona, 5 g L-1 de extrato de carne, 5 g 

L-1 de glicose, 1,5 g L-1 de extrato de levedura e 0,5 g L-1 de amido) de 119 ± 1 e 120 ± 3 mL 

de H2, respectivamente. No entanto, seu rendimento de 47 mL de H2 g-1 de DQO foi bem 
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menor quando comparado ao ensaio nas condições centrais com Rm de 65 mL de H2 g
-1 de 

DQO (Tabela 5.3 e Figura 5.7). Desse modo, verificou-se a importância de considerar a 

quantidade e diversidade de substrato fornecida ao avaliar a eficiência de produção de H2 do 

processo biológico. Ou seja, caso menor quantidade de substrato seja necessária para obter a 

mesma produção acumulada de H2, esta condição é considerada mais eficiente. 

 Em relação as condições nutricionais dos ensaios 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10 e 13 observou-se 

produção acumulada de H2 e rendimento inferiores a 100 mL e 55 mL de H2 g
-1 de DQO. Nos 

ensaios 1, 2, 8, 10 e 13 não foi adicionado glicose , o que explica a baixa produção de H2. 

Enquanto nos ensaios 4, 5 e 6 adicionou-se 5 g L-1 de glicose e pelo menos duas das três 

fontes adicionais de substrato (peptona, extrato de levedura ou extrato de carne). Todavia, 

amido não foi adicionado em nenhuma destas condições, por conseguinte observou-se valores 

inferiores de produção de H2 evidenciando a influência de sua ausência no processo 

fermentativo de C. butyricum. Para as condições 11, 14, 15 e 16 não foi observado H2. Estes 4 

ensaios tinham em comum a ausência de outros substratos (extrato de levedura, extrato de 

carne e peptona), evidenciando a importância da presença destes componentes para o 

processo fermentativo (Jiang et al., 2016) (Tabela 5.3 e Figura 5.7). 
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Tabela 5.3: Condições dos reatores nos ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio ao variar componentes do RCM e parâmetros de Gompertz  

Condição 

Extrato 

de 

carne 

Peptona 

Cloreto 

de 

sódio 

Glicose 

Extrato 

de 

levedura 

Acetato 

de 

sódio 

Amido 

solúvel 

L-

cisteína 

NPs 

Fe0 

NPs 

Ni0 
Produção 

máxima 

(mL) 

Velocidade 

de 

produção 

de H2 

(mL.h-1) 

FIPH 

(h) 
R² 

Rendimento 

(mL de H2 

g-1 de 

DQO) (g L-1) 

1 10 - - - 3 - - 0,5 0,1 - 27 ± 0 10 ± 0 5 ± 1 0,999 17 

2 10 10 - - - 3 - - 0,1 0,1 28 ± 0 5 ± 0 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 20 ± 4 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 0 ± 0 0 ± 0 -* 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 0 ± 0 -* 0,956 9 

14 - - 5 - - 3 1 0 0,1 - 0 ± 0 0 ± 0 -** -** 0 

15 - - - 5 - - 1 0,5 0 0,1 0 ± 0 0 ± 0 -** -** 0 

16 - - - - - - - - - - 0 ± 0 0 ± 0 -** -** 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 1,5 1,5 0,5 0,25 0,05 0,05 120 ± 3 28 ± 4 6 ± 0 0,987 65 

*ensaio não ultrapassou a FIPH (Fase inicial para Produção de Hidrogênio); **não houve ajuste; (-) sem adição do composto químico ou NP; PC: Ponto 

Central
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Figura 5.7: Ensaios PB de otimização da produção de hidrogênio para diferentes condições dos 

componentes do meio de cultura RCM 

 

 Na Figura 5.8 é possível observar a produção de AOV e a eficiência de remoção de 

carboidratos nos ensaios de otimização do RCM. A maior concentração final de AOV de 10, 

9, 10 e 9 g L-1 foi obtida nos ensaios 6, 8, 9 e 13, respectivamente. A produção acumulada de 

H2 observada foi de 59 ± 2, 84 ± 2, 245 ± 6 e 16 ± 0 mL, respectivamente. Ou seja, nem 

sempre maior concentração de AOV está associada a maior produção de H2; isso porque para 

avaliar esta relação é preciso analisar a concentração de ácidos orgânicos específicos, como 

acético, butírico e valérico e interpretar qual rota foi favorecida em função da condição 

nutricional. Em todos os outros ensaios (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 14, 15, 16, PC1, PC2, 

PC3), a concentração de AOV foi menor que 8 g L-1. 

 Em relação a eficiência de conversão de carboidratos ao final dos ensaios foram 

observados valores acima de 90% nas condições 4, 6, 10, PC1, PC2 e PC3 com produção 

acumulada de H2 de 71 ± 2, 59 ± 2, 99 ± 1, 155 ± 2, 148 ± 3 e 120 ± 3 mL, respectivamente. 

Todavia, conversão 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 produção de H2 de 

28 ± 0, 0 ± 0, 0 ± 0 e 0 ±0 mL, respectivamente. Nos últimos casos a determinação de H2 foi 

inferior ao limite de detecção do método cromatográfico (≤LD). Desta forma, a conversão de 
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carboidratos esteve diretamente relacionada à composição do substrato e a produção de H2 

durante o processo fermentativo (Figura 5.7 e Figura 5.8).
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Figura 5.8: AOV e remoção de carboidratos dos ensaios PB de otimização da produção de hidrogênio para diferentes condições dos componentes do meio de 

cultura RCM 
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 Ao analisar a concentração de cada AOV (Figura 5.9 a Figura 5.14) foi possível 

observar maior concentração de ácido acético e ácido butírico, cujos valores em alguns 

ensaios foram acima de 3,5 g L-1 ao final do processo. Todavia, para os ácidos, propiônico e 

isovalérico observou-se valores acima de 1,1 g L-1. Em relação aos ácidos lático, valérico, 

fórmico e cítrico observou-se valor máximo de 0,5 g L-1, 0,5 g L-1, 0,35 g L-1 e 0,12 g L-1, 

respectivamente. Estes ácidos observados estão relacionados com a rota de produção de H2 

por Clostridium butyricum (Figura 5.15). As proporções observadas nos ensaios PB no 

processo fermentativo foram similares aquelas reportadas por Cai et al. (2010) e Lin et al. 

(2012). 

 Em relação ao ácido cítrico verificou-se pouca variação em função das condições 

nutricionais de cada ensaio. Todavia, em relação a concentração inicial da condição 6 (10 g L-

1 de extrato de carne, 5 g L-1 de glicose e 3 g L-1 de extrato de levedura) observou-se produção 

de 84 mg.L-1 de ácido cítrico. Nas condições 2, 3 e 13 foi observado consumo (em relação a 

concentração na amostra inicial) de 36, 32 e 24 mg L-1, respectivamente (Figura 5.9). Em tais 

condições (2, 3 e 13) não foi feita adição de glicose ao meio reacional. A formação de ácido 

cítrico é uma das rotas possíveis da fermentação da glicose por Clostridium butyricum (Figura 

5.15). 
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Figura 5.9: Ácido cítrico nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as diferentes 

condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

O consumo de ácido lático durante a fermentação é interessante pois indica que após 

sua formação (que não inclui a produção de H2 em suas rotas) ele está sendo reutilizado e 

pode ser direcionado a rotas que produzem H2. Gonzalez et al. (1995) reportaram que a 

enzima lactato desidrogenase (iLDH) é a responsável pela utilização deste ácido em pH < 5,5. 

Cai et al. (2013) reportaram o papel fundamental do ácido acético na utilização de ácido lático 

para pH > 5.5. Os autores estudaram o fluxo metabólico da degradação de glicose por C. 

butyricum e ao adicionarem fontes externas de ácido acético ao meio durante o processo 

fermentativo, reportaram o consumo completo de ácido lático concomitante a produção de 

ácido butírico e H2. Neste estudo, a maior concentração de ácido lático na amostra final (736 

mg.L-1) e baixa concentração de ácido acético foi observada na condição 4 (10 g L-1 de 

extrato de carne, 10 g L-1 de peptona e 5 g L-1 de glicose). Para as demais condições (1 a 3; 5 

a 16 e PC1, PC2 e PC3) os valores finais de ácido lático foram de 3,46 a 470 mg.L-1 (Figura 

5.10). Em relação ao ácido acético observou-se valores menores (498-1.232 mg L-1) na 

condição 4 e de 2.620 mg L-1 e 3.688 mg L-1 no início e final, respectivamente, da condição 9 

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

do ácido acético. 

Figura 5.10: Ácido lático nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as diferentes 

condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 Verificou-se pouca variação do ácido fórmico para a maioria dos ensaios, com a 

produção em relação a amostra inicial variando entre menor ou igual ao limite de detecção do 

método até 92 mg L-1, com exceção das condições 3, 4, 9 e 10, cuja produção foi de 110 a 174 

mg L-1 em relação a amostra inicial, até na faixa de 312-392 mg L-1 ao final do processo. 

Estas últimas condições tinham em comum, a adição de 10 g L-1 de peptona ao meio, desta 

forma, a adição deste substrato na concentração máxima (+1) pode ter favorecido a rota de 

produção de ácido fórmico (Figura 5.11). 
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Figura 5.11: Ácido fórmico nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as diferentes 

condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 As maiores concentrações de ácido acético na amostra final foram 3.314 e 3.688 mg L-

1, nas condições 7 e 9, respectivamente (Figura 5.12). Estas foram também as condições nas 

quais obteve-se a segunda e terceira maior produção acumulada de hidrogênio (225 ± 8 e 245 

± 6 mL, respectivamente), dentre as 17 condições estudadas. Estas condições tinham em sua 

composição 10 g L-1 de peptona, 5 g L-1 de glicose e 1 g L-1 de amido solúvel. Desta forma, é 

possível inferir que, neste estudo, a elevada concentração de ácido acético nos ensaios do 

PB16 esteve relacionada com valores elevados de produção acumulada de H2. 
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Figura 5.12: Ácido acético nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as diferentes 

condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 As bactérias semelhantes a Clostridium sp. tem a capacidade de simultânea conversão 

entre os ácidos butírico e isobutírico pela migração de grupamentos carboxil adjacentes 

(Wang et al., 1999). Desta forma, a concentração dos mesmos nas amostras foi somada e 

analisada em conjunto (Figura 5.13). Na amostra obtida da fase estacionária das condições 14, 

15 e 16 a concentração de ácido butírico somada a de isobutírico foi de apenas 16, 50 mg L-1 e 

inferior ao limite de detecção do método cromatográfico, respectivamente. Nestas condições a 

produção de H2 foi nula e não foi adicionado extrato de carne, peptona e extrato de levedura 

ao meio. Portanto, evidenciou-se a importância destas fontes alternativas de substrato, para a 

produção de H2. 



56 

 

 

Figura 5.13 Ácido (iso)butírico nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as 

diferentes condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 Em exceção da condição 12 cuja produção foi de 752 mg L-1 de ácido valérico, em 

todas as outras condições a produção deste ácido foi menor que 450 mg L-1 (Figura 5.14). 

Dentre as 17 condições estudadas, verificou-se para a condição 12 a maior produção 

acumulada de H2 (267 ± 4 mL de H2). Desta forma, a produção deste ácido esteve relacionada 

a otimização da produção de H2 no ensaios do PB 16. É importante ressaltar que, na condição 

12, além de 10 g L-1 de extrato de carne, 5 g L-1 de glicose, 3 g L-1 de extrato de levedura e 1 

g L-1 de amido foram adicionadas também ao meio 100 mgFe0 L-1 e 100 mgNi0 L-1, os quais 

podem ter favorecido a rota metabólica de produção deste ácido (Figura 5.15). O ácido 

valérico é produzido no processo fermentativo por alongamento de cadeia a partir dos ácidos 

acético e propiônico (Spirito et al., 2014). 
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Figura 5.14 Ácido valérico nas condições de otimização da produção de hidrogênio para as diferentes 

condições dos componentes do meio de cultura RCM 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 Nas condições 7, 9 e 12 foram observadas as maiores produções máxima de H2 de 225 

± 8, 245 ± 6 e 267 ± 4 mL, respectivamente. Todas estas condições tinham em sua 

composição 5 g L-1 de glicose e 1 g L-1 de amido, o que demonstra a importância destas fontes 

de substrato na produção otimizada de H2. Cai et al. (2010) relataram a importância da relação 

entre a produção de ácido butírico e acético (B:A) na produção otimizada de H2. Neste estudo, 

observou-se para a condição de maior produção acumulada de H2 (ensaio 12), elevada relação 

ácido butírico/ácido acético (1,78), enquanto nas condições 7 e 9 esta relação foi 0,6 e 0,8, 

respectivamente. 
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Figura 5.15: Rotas metabólicas de fermentação por Clostridium butyricum e a influência das 

condições estudadas nos produtos obtidos 

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

 

 Em resumo, a composição do meio influenciou as rotas metabólicas, uma vez que a 

produção de ácidos variou de acordo com a presença de macro e micronutrientes. O meio 

composto apenas por fontes de carbono (glicose e/ou amido) resultou em ácidos acético e 

butírico como principais produtos e produção nula de H2. Quando avaliado o meio constituído 

apenas por co-substratos (extrato de levedura e/ou extrato de carne e/ou peptona), observou-se 

baixa produção de H2 e os ácidos capróico e butírico 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 produção de H2 e os ácidos 

acético e butírico como principais metabólitos. O meio completo com NPs [glicose (5 g L-1); 

amido (1g L-1); extrato de carne (5 g L-1); peptona (5 g L-1); extrato de levedura (1,5 g L-1); 

NPs (30 mg Fe0 L-1 e 20 mg Ni0 L-1)] resultaram em uma produção ainda maior de H2 e ácido 

valérico como produto principal. Assim, a composição do meio proposta neste estudo (fonte 

de carbono, amido, três fontes de nitrogênio e vitaminas e NPs) é uma nova proposta de 
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exigências nutricionais para cultivar C. butyricum e atingir a produção máxima de H2 

simultaneamente (Figura 5.16). 

Figura 5.16: Rotas metabólicas de acordo com a composição do meio nutricional 

 
 

 A partir da avaliação do gráfico de Pareto do PB16 (Figura 5.17) observou-se que a 

variação de diferentes substratos e de NPs em um mesmo ensaio não foi adequada para 

análise final. O substrato é essencial para o processo fermentativo, enquanto as NPs de ferro e 
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níquel são algo a mais para potencializar a produção de H2. Desse modo, no caso específico 

desses ensaios, a influência das NPs na produção de H2 foi mascarada. 

 Para os ensaios seguintes é interessante retirar do meio os componentes que tiveram 

efeito negativo (cloreto de sódio, acetato de sódio e L-cisteína); fixar as fontes de nutrientes 

na concentração do ponto central (5 g L-1 de extrato de carne; 5 g L-1 de peptona e 1,5 g L-1 de 

extrato de levedura); fixar o substrato amido na concentração máxima (1 g L-1) por ter sido o 

de maior influência. Além disso, fazer um ensaio para otimizar, inicialmente, apenas a 

concentração de glicose (principal fonte de substrato). Após essas possibilidades é 

fundamental realizar ensaio com diferentes concentrações de NPs com concentração de 

glicose otimizada. Tais possibilidades foram realizadas nas Etapas 3 e 4, cujos resultados 

estão descritos a seguir. 

Figura 5.17: Gráfico de Pareto obtido no ensaio de otimização da produção de hidrogênio variando os 

componentes do meio de cultura RCM para nível de significância de 10% (α=0,1). 

 

 Jiang et al. (2016) também realizaram ensaio PB para otimizar a produção de H2 por 

C. butyricum em meio com glicose (15-25 g L-1) como substrato, extrato de levedura (3,5-6,5 

g L-1) e triptona (3-5 g L-1), além de fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) (2-4 g L-1), fosfato 

de potássio monobásico (KH2PO4) (2-4 g L-1), L-Cisteína (0,05-0,15 g L-1), sulfato de 

magnésio (MgSO4) (0-0,1 g L-1) e sulfato de ferro (FeSO4) (0,2-0,4 g L-1). Os autores 
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obtiveram rendimento máximo da produção de H2 de 174 mL de H2 g
-1 de DQO em ensaio 

PB12. Além disso, retiraram os componentes L-cisteína e K2HPO4 do meio para a realização 

dos ensaios posteriores de otimização com biomassa de Jatropha hulls, por terem apresentado 

efeito negativo. Na etapa 2 deste estudo, o rendimento máximo da produção de H2 foi de 110 

mL de H2 g
-1 de DQO. Os componentes L-cisteína, acetato de sódio e cloreto de sódio foram 

retirados do meio para realização dos ensaios posteriores por terem efeito negativo. Em 

ambos os estudos, a concentração de glicose teve influência significativa na produção de H2. 

5.1.4 Etapa 3: Avaliação da concentração de glicose 

 A partir dos ensaios em que a influência da variação da concentração de glicose de 

1,43 a 8,57 g L-1 na produção de H2 foi avaliada, foi possível inferir que a duração da fase 

inicial de produção de H2 (FIPH) foi similar (2 ± 0 a 4 ± 0 h) em todas as condições deste 

ensaio. As velocidades de produção de H2 também foram similares e variaram de 42 ± 4 a 55 

± 5 mL h-1, com exceção da condição em que 8,57 g L-1 de glicose foi adicionada, cuja 

velocidade foi de 73 ± 4 mL h-1. Além disso, as condições com menor concentração de 

glicose no meio de 1,43 g L-1 e 2 g L-1 foram as que menor produção máxima acumulada de 

H2 foi observada, de 190 ± 2 e 244 ± 5 mL, respectivamente. No entanto, ligeira inibição por 

excesso de substrato também foi observada para 8,57 g L-1 resultou em produção e 

rendimento de 312 ± 3 mL de H2 e 115 mL de H2 g
-1 de DQO, respectivamente. Enquanto, 

para as condições do ensaio com 8 g de glicose L-1 foi observada produção acumulada e 

rendimento de 379 ± 9 mL de H2 e 143 mL de H2 g
-1 de DQO, respectivamente. A produção 

acumulada de H2 nas condições do ponto central (5 g de glicose L-1) foi de 317 ± 6, 322 ± 4, 

315 ± 4 mL de H2 (Figura 5.18 e Tabela 5.4). 
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Figura 5.18: Ensaios de variação da concentração inicial de glicose para otimização da produção 

acumulada de hidrogênio 

 

Tabela 5.4: Condições dos reatores nos ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio 

para diferentes concentrações de glicose e respectivos parâmetros de Gompertz  

Concentração de glicose 

(g L-1) 

Produção máxima 

(mL) 

Velocidade de 

produção de H2 

(mL h-1) 

FIPH 

(h) 
R² 

Rendimento 

(mL de H2  

g-1 de 

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 73 ± 4 3 ± 0 0,995 115 

FIPH = Fase inicial de produção de hidrogênio. 

 Os parâmetros de Gompertz da Tabela 5.4 foram organizados em software estatístico 

(Protimiza) e levaram a obtenção de uma regressão que resultou na equação 5.1: 

Y = 323 + 58 x - 38 x² (Equação 5.1) 

Sendo,  

Y = produção acumulada de H2 (mL); 

x = concentração de glicose (g L-1). 

 É importante ressaltar que o nível de significância de 10% (α=0,1) é o indicado para 

ensaios biológicos. As premissas para construção do ANOVA foram atendidas, com R² = 
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89%. A partir da interpretação do gráfico de Pareto e da curva obtida do ANOVA (Figura 

5.19), a concentração de glicose foi significativa na produção de H2 e seu máximo foi obtido 

para 7 g L-1 com a produção de 345 ± 20 mL de H2. Na condição do ponto central (5 g L-1 de 

glicose) obteve-se menor produção acumulada de H2 (322 ± 4 mL), no entanto, esta condição 

resultou em mesmo rendimento do ponto de concentração otimizada (8 g de glicose L-1) de 

143 mL de H2 g
-1 de DQO (Tabela 5.4). Ou seja, ao considerar a eficiência do processo na 

conversão de substrato em H2, e não apenas a produção acumulada obtida, 5 g de glicose L-1 

deve ser considerado e será utilizada nos ensaios com NPs. 
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Figura 5.19: Gráfico de Pareto e curva de otimização da produção de H2 com variação da 

concentração de glicose. 
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 A eficiência de conversão de carboidratos de 86% foi obtida nos ensaios com 1,43; 2 e 

5 g de glicose L-1, e a concentração de AOV ao final do experimento também foi similar e de 

2,4; 2,4 e 2,5 g L-1 nos respectivos ensaios. Enquanto nos ensaios com 8 e 8,57 g de glicose L-

1 as eficiências de conversão de carboidratos foram de 71% e 58%, respectivamente (Figura 

5.19). Desta forma, a adição de maior concentração de carboidratos ao meio nem sempre pode 

ser relacionada com a maior produção de H2, porque sua conversão é limitada pela capacidade 

metabólica dos microrganismos. A maior concentração de AOV (3,3 g L-1) na condição com 8 

g de glicose L-1 (Figura 5.20) esteve relacionada a maior produção de H2, diferentemente do 

ensaio de otimização do RCM, quando o número de variáveis era muito maior e tal correlação 

não ocorreu. 

Figura 5.20: AOV e eficiência de conversão de carboidratos dos ensaios de otimização da produção de 

hidrogênio com variação da concentração de glicose. 
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 A produção de ácido cítrico foi observada em todos os ensaios desta etapa (Figura 

5.21) e a concentração deste ácido nas amostras obtidas da fase estacionária da fermentação 

variaram de 10 mg L-1 (no ensaio em que 5 g L-1 de glicose foi adicionado ao meio) a 20 mg 
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L-1 (no ensaio em que 8,57 g L-1 de glicose foi adicionado ao meio). Apesar de ter sido 

produzido em todas as condições desta etapa, sua rota foi menos favorecida quando 

comparado aos ensaios da etapa 2, em que a concentração deste ácido nas amostras da fase 

estacionária da fermentação foram maiores (156 mg L-1). Nos ensaios de PC da etapa 2, em 

que 5 g L-1 de glicose foram adicionados ao meio, por exemplo, a produção média de ácido 

cítrico foi de 65 mg L-1. Todavia, nos ensaios da etapa 2 foi observado que sem glicose rotas 

metabólicas que resultaram no consumo do ácido cítrico foram favorecidas (Figura 5.15). Este 

consumo não ocorreu nesta etapa do estudo, pois a glicose foi adicionada em todas as 

condições. 

Figura 5.21: Ácido cítrico nas condições do DCCR para otimização da produção de hidrogênio com 

diferentes concentrações de glicose. 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 Quando 1,43 g L-1, 2 g L-1 e 5 g L-1 de glicose foram adicionados ao meio, a 

concentração de ácido lático na fase estacionária do processo fermentativo foi de 80, 84 e 82 

mg L-1, respectivamente e menor do que aquelas obtidas na amostra inicial (98, 112 e 117 mg 

L-1, respectivamente) (Figura 5.22). Cai et al. (2013) reportaram uma rota de consumo deste 

ácido por C. butyricum na presença de ácido acético (Figura 5.15), o que foi observado em 

tais condições. Enquanto, nos ensaios em que 8 e 8,57 g L-1 de glicose foram adicionados, a 

concentração de ácido lático na fase estacionária do processo fermentativo foi maior do que a 
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inicial (124 e 93 mg L-1) e de 126 e 116 mg L-1, respectivamente, mesmo na presença de ácido 

acético. Ou seja, para os ensaios com valores acima de 5 g L-1 de glicose, a rota de consumo 

do ácido lático foi desfavorecida (Figura 5.15). 

Figura 5.22: Ácido lático nas condições do DCCR para otimização da produção de hidrogênio com 

diferentes concentrações de glicose. 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 A concentração de ácido acético na amostra líquida da fase estacionária do processo 

fermentativo da etapa 2 foi de 3688 mg L-1 na condição 9 (10 g L-1 de extrato de carne, 10 g 

L-1 de peptona, 5 g L-1 de glicose e 1 g L-1 de amido). Nesta etapa do estudo, a produção de 

ácido acético não chegou a atingir tal concentração. Todavia, sua produção foi observada em 

todas as condições, e sua concentração na fase estacionária do processo fermentativo foi de 

590, 711, 711, 1025 e 836 mg L-1 nas condições em que 1,43; 2; 5; 8 e 8,57 g L-1 de glicose 

foram adicionados ao meio, respectivamente (Figura 5.23). Desta forma, é possível inferir que 

a rota de produção de ácido acético a partir da glicose por C. butyricum (Figura 5.15) foi 

favorecida nesta etapa do estudo. 
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Figura 5.23 Ácido acético nas condições do DCCR para otimização da produção de hidrogênio com 

diferentes concentrações de glicose. 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 A concentração de ácido valérico não variou muito durante as etapas do processo 

fermentativo com valores de 361, 415, 372, 405 e 301 mg L-1 na amostra inicial e 471, 379, 

438, 404 e 321 mg L-1 na amostra da fase estacionária nas condições em que 1,43; 2; 5; 8; e 

8,57 g L-1 de glicose foram adicionadas ao meio, respectivamente (Figura 5.24). Nos ensaios 

da etapa 2, percebeu-se que a rota metabólica de produção deste ácido (Figura 5.15) foi 

favorecida com a adição de NPs ao meio, o que não ocorreu nesta etapa do estudo, em que 

NPs não foram adicionadas aos ensaios. 
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Figura 5.24: Ácido valérico nas condições do DCCR para otimização da produção de hidrogênio com 

diferentes concentrações de glicose. 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

 

 A concentração de ácido (iso)butírico o na amostra da fase estacionária do processo 

fermentativo foi de 643, 669, 811, 1106 e 1014 quando as concentrações 1,43; 2; 5; 8; e 8,57 

g L-1 de glicose foram adicionadas ao meio, respectivamente (Figura 5.25). Ou seja, a rota de 

produção deste ácido ilustrada na Figura 5.15 foi favorecida e sua concentração foi 

proporcional a concentração de substrato fornecida no meio. 

 Segundo White, (2000) a razão entre a produção de ácido butírico e acético (B:A) para 

Clostridium butyricum é 2. Porém, neste experimento, as razões foram 1,1; 0,9; 1,1; 1,1 e 1,2 

para os ensaios com 1,43; 2; 5; 8 e 8,57 g L-1 de glicose, respectivamente. Cai et al. (2010) 

também realizaram ensaios com C. butyricum com 4, 8 e 10 g L-1 de glicose e reportaram 

razão B/A de 1,4; 1,3 e 1,6, respectivamente. É importante ressaltar que estes autores também 

afirmaram que quanto maior esta razão, maior a produção acumulada de H2 por estes 

microrganismos. 
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Figura 5.25 Ácido (iso)butírico nas condições do DCCR para otimização da produção de hidrogênio 

com diferentes concentrações de glicose. 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial para Produção de 

Hidrogênio. 

5.1.5 Etapa 4: Otimização da concentração de nanopartículas 

A. Faixa ampla de nanopartículas 

 Os ensaios com variação de NPs de 10 a 350 mg L-1 resultou em produção acumulada 

de H2 ilustrada na Figura 5.26. É possível observar que para concentrações de níquel acima de 

180 mg L-1 a produção acumulada de H2 foi abaixo de 30 mL (Tabela 5.5). Engliman et al. 

(2017) reportaram aumento de 5% na produção de H2 quando utilizaram 200 mg L-1 de NPs 

de níquel na degradação de glicose com lodo anaeróbio. Enquanto, Elreedy et al. (2017) 

reportaram concentração ótima de 60 mg Ni0 L-1 para otimização da produção de H2. Todavia, 

a produção foi inferior para valores acima de 100 mg L-1. 

 Neste estudo, valores de até 350 mg L-1 de NPs de ferro não foram suficientes para 

inibir a produção de H2, que foi de 376 ± 10 mL. No entanto, sob tais condições observou-se 

produção de H2 acumulada similar à condição com apenas 10 mgFe0 L-1 de 369 ± 15 mL 

(Figura 5.25 e Tabela 5.5). Mahmood et al., (2013) reportaram que valores acima de 500 mg 

L-1 de NPs de Fe0 não tiveram efeito negativo na produção de H2. 

 Os parâmetros de Gompertz para produção de H2 em cada condição estudada estão 

resumidos na Tabela 5.5. É importante ressaltar que essa faixa de concentração não foi 

apropriada para realizar o ANOVA no software estatístico, pois os parâmetros obtidos não 
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satisfizeram as premissas impostas por essa análise. Rodrigues e Iemma (2005) relataram que 

nestes casos, reduzir os experimentos em faixas menores de concentração é alternativa, e por 

isso, o experimento descrito a seguir foi realizado. Todavia, é possível relatar que mesmo em 

faixas de concentração de NPs inadequada para otimização da produção de H2, na condição 

de máxima produção acumulada obtida de 369 ± 15 mL de H2, o rendimento de 161 mL de H2 

g-1 de DQO foi 13% acima do maior valor obtido nos ensaios de otimização da concentração 

de glicose (quando NPs não foram adicionadas ao meio), cujo valor observado foi de 143 mL 

de H2 g
-1 de DQO. 

Figura 5.26: Ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio para faixa ampla de 

nanopartículas  

 

Tabela 5.5: Condições dos reatores nos ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio 

para faixa ampla de nanopartículas e respectivos parâmetros de Gompertz relacionados 

Fe0 
(mg L-1) 

Ni0 

(mg L-1) 

Produção 

máxima 

(mL) 

Velocidade 

de 

produção 

de H2 

(mL h-1) 

FIPH 
(h) 

R² 

Rendimento  

(mL de H2 g
-1 

de DQO) 

10 10 369 ± 15 45 ± 7 8 ± 1 0,979 161 

10 350 0 ± 0 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 não ultrapassou a FIPH (Fase Inicial de Produção de Hidrogênio). 
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 Assim como, o rendimento da produção de H2 nos ensaios com adição de NPs de 

níquel acima de 180 mg L-1 não ultrapassou 15 mL de H2 g-1 de DQO, a remoção de 

carboidratos não ultrapassou 30% (Tabela 5.5 e Figura 5.27). Enquanto, no ensaio em que 10 

mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1 foram adicionados, a remoção de carboidratos foi de 71% e a 

condição com 350 mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1 resultou em 87% de remoção dos carboidratos. 

Neste ensaio, a remoção de carboidratos esteve diretamente relacionada a eficiência de 

produção do H2. A concentração de AOV ao final do processo não ultrapassou 2 g L-1, com 

exceção do ensaio com 350 mg Fe0 L-1 e 350 mg Ni0 L-1, em que a produção de AOV foi de 

4,8 g L-1 com produção máxima acumulada de 25 ± 1 mL de H2. Ou seja, neste caso, a maior 

produção de AOV não esteve relacionada com a maior produção de H2 (Tabela 5.5 e Figura 

5.27). 

Figura 5.27: AOV e remoção de carboidratos nos ensaios de otimização da produção de hidrogênio 

para faixa ampla de NPs  

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

 

 Os ácidos lático, isobutírico e valérico foram observados no processo fermentativo das 

condições deste Delineamento Composto Central (DCC) com faixa ampla de NPs (Figura 

5.28 a Figura 5.30). Ao analisar as amostras da fase estacionária do processo fermentativo, a 

concentração de ácido lático foi de 685, 1.087 e 1.475 mg L-1 nas condições com 350 mg Fe0 
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L-1 e 350 mg Ni0 L-1; 180 mg Fe0 L-1 e 180 mg Ni0 L-1; 350 mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1 

respectivamente (Figura 5.28). Ou seja, este ácido só foi identificado nas amostras finais com 

concentração de NPs de Ferro acima de 180 mg L-1. 

Figura 5.28: Ácido lático nas condições do DCC para otimização da produção de hidrogênio variando 

a concentração de NPs em faixa ampla 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

 

 O ácido (iso)butírico foi observado em todos os ensaios em 188, 183, 123, 148 e 175 

mg L-1 nas amostras da fase estacionária das condições em que NPs foram adicionadas em 10 

mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1; 10 mg Fe0 L-1 e 350 mg Ni0 L-1; 350 mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1; 

350 mg Fe0 L-1 e 350 mg Ni0 L-1; 180 mg Fe0 L-1 e 180 mg Ni0 L-1, respectivamente. As 

respectivas concentrações deste ácido na amostra do início da fermentação foram de 168, 170, 

192, 170 e 180 mg L-1 (Figura 5.29). Desta forma, é possível inferir que nos ensaios da etapa 

4, a variação da concentração de ácido butírico no início do processo fermentativo em relação 

ao final não foi maior que 70 mg L-1. Valor muito inferior aqueles reportados na etapa 2 e 

etapa 3 de 3.422 mg L-1 e 641 mg L-1, respectivamente. Desta forma, é possível afirmar que a 
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adição de NPs ao meio nas concentrações desta etapa, desfavoreceram as rotas de produção 

de butírico e acético (Figura 5.15). 

Figura 5.29: Ácido (iso)butírico nas condições do DCC para otimização da produção de hidrogênio 

variando a concentração de NPs em faixa ampla 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

 

 A concentração de ácido valérico nas amostras da fase estacionária do processo 

fermentativo foram de 1.120, 1.648, 322, 3.985 e 108 mg L-1 nas condições com 10 mg Fe0 L-

1 e 10 mg Ni0 L-1; 10 mg Fe0 L-1 e 350 mg Ni0 L-1; 350 mg Fe0 L-1 e 10 mg Ni0 L-1; 350 mg 

Fe0 L-1 e 350 mg Ni0 L-1; 180 mg Fe0 L-1 e 180 mg Ni0 L-1, respectivamente (Figura 5.30). A 

maior concentração de ácido valérico nesta etapa (3.985 mg L-1 foi superior as maiores 

observadas nas etapas 2 (1686 mg L-1) e 3 (471 mg L-1) deste estudo. A rota de produção 

deste ácido a partir do acético e propiônico está ilustrada na Figura 5.15. Isso pode explicar a 

ausência de ácido acético e propiônico nas amostras e presença do ácido valérico em 

concentrações acima daquelas reportadas nas etapas anteriores. O favorecimento desta rota 

em detrimento daquela de produção de ácido butírico e acético (Figura 5.15) na presença de 
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NPs metálicas já havia sido reportado na condição 12 da etapa 2, e foi relacionada a 

otimização da produção de H2. 

Figura 5.30 Ácido valérico nas condições do DCC para otimização da produção de hidrogênio 

variando a concentração de NPs em faixa ampla 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

B. Faixa adequada de nanopartículas 

 Os ensaios do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) realizado para 

otimização da produção acumulada de H2 com NPs de Fe0 e Ni0 estão ilustrados na Figura 

5.31. A máxima produção acumulada de H2 foi de 390 ± 24 mL no ensaio com 30 mgFe0 L-1 e 

30 mgNi0 L-1. No ensaio com 58,28 mgFe0 L-1 e 30 mgNi0 L-1 a produção acumulada de H2 

foi similar e de 370 ± 14 mL. Produção de H2 inferior (< 100 mL de H2) foi observada nos 

ensaios com valores de NPs de níquel acima de 50 mg L-1. Desta forma, sob tais condições 

pode-se afirmar que ocorreu inibição da produção de H2 (<100 mL), a qual foi inferior aquela 

observada para o ensaio controle (sem NPs), cuja produção máxima acumulada foi de 285 ± 

10 mL. Os parâmetros de Gompertz obtidos estão resumidos na Tabela 5.6. 
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 É possível observar o menor ajuste ao modelo, nos ensaios em que a inibição ocorreu 

(concentração de NPs de níquel>50 mg L-1). Nestes casos, a FIPH não foi superada. Em todos 

os outros ensaios a duração da FIPH foi similar e variou de 7 ± 0 a 9 ± 0 h (Tabela 5.6). 

Figura 5.31: Ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio para faixa adequada de 

nanopartículas  

 

 

Tabela 5.6: Condições dos reatores nos ensaios de otimização da produção acumulada de hidrogênio 

para faixa adequada de nanopartículas e respectivos parâmetros de Gompertz  

Fe0 

(mg L-1) 

Ni0 

(mg L-1) 

Produção 

máxima 

(mL) 

Velocidade 

de 

produção 

de H2 

(mL h-1) 

FIPH 

(h) 
R² 

Rendimento  

(mL de H2 

g-1 de 

DQO) 

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 ± 1 -* 0,977 14 

30 1,72 325 ± 8 48 ± 5 7 ± 0 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 não ultrapassou a FIPH (Fase Inicial de Produção de Hidrogênio) 
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 Estes parâmetros de Gompertz levaram a obtenção de uma regressão que resultou na 

equação 5.2: 

Y = 369 - 127 x₁ - 112 x₁² - 32 x₂² (Equação 5.2) 

Sendo,  

Y = produção acumulada de hidrogênio (mL); 

x1 = concentração de nanopartículas de níquel (mg L-1). 

x2 = concentração de nanopartículas de ferro (mg L-1). 

 O nível de significância de 10% (α=0,1) foi adotado, pois é o indicado para ensaios 

biológicos (Rodrigues e Iemma, 2005), e as premissas da ANOVA foram atendidas, com R² = 

92%. Segundo o gráfico de Pareto e a curva obtida do ANOVA (Figura 5.32) a concentração 

de NPs influenciou de forma estatisticamente significativa na produção de H2 e seu máximo 

foi obtido para 30 mgFe0 L-1 e 20 mgNi0 L-1 com a produção de 404 ± 34 mL de H2 que 

corresponderia ao rendimento de 177 mL de H2 g
-1 de DQO, 42% maior do que aquele obtido 

no ensaio controle (sem a adição de NPs). 
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Figura 5.32: Gráfico de Pareto e curva de otimização da produção de hidrogênio com variação da 

concentração de nanopartículas de ferro e níquel em faixa adequada 
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 Nas condições em que a produção de H2 foi inibida (NPs > 50 mgNi0 L-1) a eficiência 

de remoção de carboidratos não foi maior que 40% (Figura 5.33). Enquanto, em todas as 

outras condições, a remoção foi acima de 60%. Ou seja, a remoção de carboidratos 

novamente esteve relacionada a produção de H2. Enquanto a concentração de AOV nas 

amostras ao final do processo fermentativo foi acima de 1,5 g L-1, com exceção das condições 

com 10 mgFe0 L-1 e 50 mgNi0 L-1; 50 mgFe0 L-1 e 50 mgNi0 L-1; 30 mgFe0 L-1 e 30 mgNi0 L-1 

e novamente não tiveram associação direta com a produção acumulada de H2. 

Figura 5.33: AOV e remoção de carboidratos nos ensaios de otimização da produção de hidrogênio 

para faixa adequada de NPs  

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio 

 

 Nos ensaios da etapa 2, o consumo de ácido lático durante o processo fermentativo 

esteve relacionado a presença de ácido acético e maior produção de H2. Nos ensaios da etapa 

3, este consumo foi desfavorecido para concentração de glicose acima de 5 g L-1. Nos ensaios 

da etapa 4a, a observação deste ácido nas amostras da fase estacionária do processo 

fermentativo esteve relacionada a concentrações de NPs de Fe0 acima de 180 mg L-1. Nesta 

etapa (4b), em que a concentração de NPs adicionada ao meio foi mais adequada para 

otimização da produção de H2, a presença de ácido lático na fase estacionária do processo 
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fermentativo só ocorreu nas condições controle (sem adição de NPs); com 10 mgFe0 L-1 e 10 

mgNi0 L-1; e com 50 mgFe0 L-1 e 10 mgNi0 L-1 nas concentrações de 700, 525 e 532 mg L-1, 

respectivamente (Figura 5.34). Desta forma, a rota de consumo de ácido lático ilustrada na 

Figura 5.15 foi desfavorecida em condições com baixas concentrações de NPs de níquel. 

Figura 5.34: Ácido lático do ensaio de DCCR com a concentração de nanopartículas de ferro e níquel 

em faixa adequada como variáveis para otimização da produção de hidrogênio 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

 

 O ácido isobutírico foi observado nas amostras da fase estacionária de produção de H2 

em todas as condições desta etapa. A concentração desse ácido nestas amostras variou de 128 

mg L-1 (com 30 mg Fe0 L-1 e 58,28 mg Ni0 L-1) até 210 mg L-1 (com 30 mg Fe0 L-1 e 30 mg 

Ni0 L-1) (Figura 5.35). Estas concentrações foram próximas aos valores reportados na fase 

estacionária dos ensaios da etapa 4a, de 152 a 210 mg L-1. Estes valores foram inferiores aos 

encontrados na etapa 3, em que NPs metálicas não foram adicionadas ao meio. Desta forma, é 

possível afirmar que nesta etapa a rota metabólica de produção do ácido butírico ilustrada na 

Figura 5.15 continuou sendo desfavorecida. 
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Figura 5.35 Ácido (iso)butírico do ensaio de DCCR com a concentração de nanopartículas de ferro e 

níquel em faixa adequada como variáveis para otimização da produção de hidrogênio 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio. 

 

 As condições com os maiores valores de rendimento da produção de H2 observados 

foram com 30 mg Fe0 L-1 e 30 mg Ni0 L-1; 58,29 mg Fe0 L-1 e 30 mg Ni0 L-1, com rendimento 

de 170 e 162 mL de H2 g-1 de DQO, respectivamente. Sob tais condições observou-se as 

maiores concentrações de ácido valérico na fase estacionária, de 3.900 e 3.578 mg L -1, 

respectivamente. Nas condições em que a concentração de NPs de níquel > 50 mgL-1, a 

produção de H2 foi inibida, e os valores de ácido valérico na amostra da fase estacionária da 

fermentação variaram de inferior ao limite de detecção do método até 595 mg L-1 (Figura 

5.36). Desta forma, pode-se afirmar que a rota de produção do ácido valérico (Figura 5.15) 

esteve relacionada a produção de H2 mais elevada por C. butyricum na presença de NPs de 

níquel e ferro em meio RCM otimizado. 
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Figura 5.36: Ácido valérico do ensaio de DCCR com a concentração de nanopartículas de ferro e 

níquel em faixa adequada como variáveis para otimização da produção de hidrogênio 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio 

C. Validação experimental do modelo para produção otimizada de hidrogênio 

 A otimização da produção acumulada de H2 com 30 mgFe0 L-1 e 20 mgNi0 L-1 

resultou em aumento de 27%, ou seja, de 342 ± 8 para 434 ± 13 mL de H2 (Figura 5.37 e 

Tabela 5.7). A produção acumulada de H2 obtida com a adição de NPs foi ainda maior do que 

a prevista pelo modelo ANOVA (404 ± 34 mL). 

 Taherdanak et al. (2015) também otimizaram a produção de H2 ao adicionar NPs de 

Ferro e Níquel em reatores em batelada alimentados com amido e inoculados com lodo 

anaeróbio de ETE. Os autores operaram os reatores a 37°C e reportaram as concentrações de 

37,5 mgNi0 L-1 e 37,5 mgFe0 L-1 como adequadas à produção otimizada de H2. O rendimento 

obtido nesta condição foi de 142 mL de H2 g
-1 de DQO e foi 97% maior em relação obtido no 

ensaio controle (72 mL de H2 g
-1 de DQO). Os autores observaram que a adição de NPs ao 

meio de fermentação pode: diminuir a viabilidade de O2 indesejado, levando assim a melhor 

desempenho das hidrogenases sensíveis ao oxigênio. Desta forma será interessante avaliar o 
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comportamento das hidrogenases quando a concentração ótima de NPs foi adicionada, em 

comparação ao ensaio controle. 

Figura 5.37: Produção acumulada de hidrogênio nos ensaios de validação da otimização da 

concentração de nanopartículas 

 
 

Tabela 5.7: Condições dos reatores nos ensaios de validação da otimização da concentração de 

nanopartículas e respectivos parâmetros de Gompertz relacionados aos dados de produção acumulada 

de hidrogênio. 

Fe0 

(mg L-1) 

Ni0 

(mg L-1) 

Produção 

máxima 

(mL) 

Velocidade 

de 

produção 

de H2 

(mL h-1) 

FIPH 

(h) 
R² 

Rendimento 

(mL de H2 

g-1 de 

DQO) 

- - 342 ± 8 33 ± 3 6 ± 0 0,986 149 

30 20 434 ± 13 25 ± 2 6 ± 0 0,994 190 

FIPH = Fase Inicial para Produção de Hidrogênio. 
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Figura 5.38: AOV e eficiência de remoção de carboidratos nos ensaios de validação do modelo de 

concentração de NPs para otimizar a produção de H2 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio 

 

 A eficiência da remoção de carboidratos foi similar e de 89% no ensaio controle e 

84% no ensaio com a adição de NPs. AOV de 4,1 g L-1, foi maior no ensaio controle quando 

comparado ao ensaio com NPs (3 g L-1). Os ácidos orgânicos observados no ensaio de 

validação foram lático, acético, isobutírico e valérico (Figura 5.39). O ácido acético foi 

observado apenas na amostra inicial do reator com NPs, na concentração de 375 mg L-1. O 

ácido isobutírico foi observado em todas as amostras, porém, assim como observado na etapa 

4a e 4b, não teve muita variação de concentração durante as etapas do processo fermentativo. 

Com a concentração de 202 e 218 mg L-1 no início do processo fermentativo e 158 e 127 mg 

L-1 na fase estacionária de produção de H2, nos reatores controle e com adição de NPs, 

respectivamente. 

 Spirito et al. (2014) reportaram que o alongamento da cadeia a partir de ácido acético 

e propiônico leva a formação de ácido valérico, que pode também ser um produto de valor 

agregado no processo, juntamente com o H2 (Figura 5.15). Nesta etapa do estudo, o ácido 

valérico foi aquele produzido em concentrações mais elevadas, de 210 e 627 mg L-1 na 

amostra inicial e 2.882 e 815 mg L-1 na fase estacionária, dos reatores com e sem a adição de 
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NPs, respectivamente (Figura 5.39). Desta forma, é possível inferir que nas etapas 2 e 3 deste 

estudo, quando apenas os componentes do meio e concentração de substrato eram variados 

entre os ensaios, a produção de ácido valérico não foi evidenciada, quando comparado aos 

ensaios das etapas 4a, 4b e 4c. 

 O ácido lático foi observado em 578 mg L-1 no reator controle, todavia não foi 

observado na amostra final do processo fermentativo com NPs (Figura 5.39). Desta forma, a 

ausência de ácido lático ao final do ensaio em que NPs foram adicionadas foi uma diferença 

metabólica entre os reatores desta etapa. O consumo deste ácido durante a fermentação é 

interessante porque indica que após sua formação (que não produz H2), está sendo reutilizado 

e pode ser direcionado a rotas que produzem H2, como ilustrado na Figura 5.15. Porém, 

diferentemente da rota reportada por Cai et al. (2013), neste ensaio, a maior produção de H2 

não esteve relacionada a presença de ácido acético e maior produção de ácido butírico, e sim, 

a formação de ácido valérico. 

Figura 5.39: AOV nos ensaios de validação da ANOVA com concentração de NPs para produção de 

hidrogênio otimizada e reator controle 

 
FIPH = Fase Inicial para Produção de hidrogênio; FEPH = Fase Exponencial de Produção de 

Hidrogênio 
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 A análise de MEV do reator com NPs foi realizada no ensaio de validação 

experimental do modelo de otimização da produção de H2. A amostragem foi obtida dos 

aglomerados que se formam em volta das partículas, visando identificar possível utilização 

das mesmas como material suporte (Figura 5.40 (A)). Porém, na análise de MEV foi possível 

observar que as partículas são menores que as células e por isso, não podem funcionar como 

material suporte (Figura 5.40 (B)). A composição de ferro e níquel nas partículas 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  nanopartículas em 

MEV (B). 

 
   (A)          (B) 
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Figura 5.41: EDS da amostra biológica com nanopartículas do reator no ensaio de validação da 

condição otimizada de produção de hidrogênio. 

 
 

 

5.1.6 Quantidade e expressão da hidrogenase na presença de 

nanopartículas metálicas 

 Amostras do experimento de validação (etapa 4c) foram coletadas para realização das 

análises de qPCR e RT-qPCR. A eficiência de cada primer do qPCR variou de 1,890 até 

1,972, estes valores de eficiência próximos a 2,0 são satisfatórios (Pfaffl, 2001). Além disso, o 

coeficiente de correlação (R²) foi de 0,999 para todos os primers (Tabela 5.8). 

Tabela 5.8: Sequência de primers para genes alvo e genes referência 

Gene Sequências dos primers 
Tamanho 

(bp) 
Eficiência R2 

HydA F: AAATGTGGGGTCTGTGCAGTAG 

R: GCTGCCACTCTCATCTTTACTCTC 

137 1,972 0,9998 

Buk F: GTTGGTAGAGGTGGAATGCT 

R: CATGAGGTCCTTGAACTCCTAC 

100 1,936 0,9997 

Pfo F: CGCAGCAATCGATAAGGGTGTT 

R: AGTAGCACCCTTGATTGGAGC 

103 1,900 0,9997 

GyrA F: GGATTCGGTAAGAGAACTCCTGTC 

R: GTGGCACCTGTAAGTTTTCCAGTC 

110 1,890 0,9997 

RecA F: TAGTGCGTTCTGGAGCTATTG 

R: CTCGCTTGAAGACCTATATGAGAA 

112 1,897 0,9996 
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 A partir do teste de estabilidade dos candidatos a gene de referência (Buk, Pfo, GyrA 

and RecA), concluiu-se que o gene Pfo é o mais estável nas condições experimentais 

avaliadas (Figura 5.42). O gene Pfo codifica a enzima piruvato-Fd oxidoredutase, que é 

essencial para o metabolismo bacteriano, pois catalisa a conversão do piruvato em acetil Co-

A, levando à redução da liberação de ferredoxina durante a glicólise (Yang et al., 2016). 

Assim, foi o gene utilizado como referência para normalizar a expressão gênica da hydA, e a 

produção de H2 está diretamente envolvida com esta reação. 

Figura 5.42: Estabilidade dos candidatos a gene de referência da Clostridium butyricum de acordo com 

os algoritmos RefFinder, delta CT e Normfinder 

 
 Em estudos em que o gene Pfo não foi avaliado, GyrA e RecA já foram apontados 

como os genes mais estáveis para monitorar consórcios artificiais compostos por diferentes 

Clostridium spp. produtores de H2, incluindo C. butyricum. Rabelo et al. (2020) analisaram 

diferentes genes como referência (GyrB, Pfo e RecA) para Paraclostridium sp., uma bactéria 

da classe Clostridia, e obtiveram Pfo como gene mais estável. Portanto, a utilização 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 expressão gênica. 

5.1.6.1 Quantidade de hidrogenases (qPCR) 

 A qPCR é considerada altamente sensível para a quantificação de organismos 

microbianos em amostras ambientais (Tkacz et al., 2018), bem como em reatores 

fermentativos (Wan et al., 2016). A quantificação dos números de cópias do DNA hydA em 

reatores de fermentação foi realizada de acordo com a Equação 5.3 (R2 = 0,9976). 

Cq = -3,59*HydA + 36,21 (Equação 5.3) 

 Assumindo que cada célula continha uma cópia de hydA (Zhao et al., 2019), o padrão 

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 número de cópias aumentou de 2,6*109, na fase 

de produção de H2 no início do experimento (t = 0), para 9,2*1010 na fase estacionária de 

produção de H2 (t = 26h). No reator controle (sem NPs), o crescimento bacteriano foi 

observado até a fase de produção exponencial de H2, de 2,6*109 (t = 0) a 3,7*1010 (t = 8h) e 

estabilização do crescimento (3,6*1010) foi observada na fase estacionária de produção de H2 

(t = 26h). 

 Zhang et al. (2020) quantificaram o gene hydA em reatores em batelada de produção 

de H2 por consórcio bacteriano misto e observaram o crescimento bacteriano até a fase 

exponencial de produção de H2, semelhante aos resultados observados no experimento 

controle do presente estudo. Portanto, pode-se afirmar que as NPs adicionados nos reatores 

favorecem maior duração do crescimento bacteriano, uma vez que o Ferro e o Níquel fazem 

parte da constituição celular, incluindo o sítio ativo das enzimas hydA (Zhao et al., 2019). O 

crescimento celular nos reatores NP foi observado durante todas as fases, mesmo na fase 

estacionária de produção de H2, o que pode ter resultado em produção de H2 mais elevada 

(434 mL) do que no reator controle (342 mL) (Figura 5.43). 

 
Figura 5.43: Número de cópias de hydA durante as fases de produção de hidrogênio nos reatores com 

NPs e controle 

 

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

bacteriano. No reator com NPs, o tempo de geração 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 geração para C. butyricum, com glicose como fonte 

de carbono, foram menores que os tempos de geração 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 geração de C. butyricum, independente da adição de NPs. 

5.1.6.2 Expressão da hidrogenase (RT-qPCR) 

 As alterações nos níveis de hydA mRNA normalizados com a amostra inicial (t = 0) 

obtidas foram avaliadas para comparar a expressão do gene HydA entre os reatores controle e 

NPs (Figura 5.44). Ou seja, foram evidenciadas quantas cópias de mRNA foram expressas em 

relação a t = 0. 

 
Figura 5.44: Expressão relativa da hydA nos reatores NPs e controle 

 

 Níveis semelhantes de transcritos de hydA foram observados entre os reatores NPs e 

controle, desde a fase inicial (expressão relativa de 1,5 e 1,7, respectivamente, em t = 0) até o 

início da fase de produção exponencial de H2 (8h), onde a expressão relativa de hydA foi 3,3 

e 3,2, nos reatores controle e NPs, respectivamente. No entanto, no final das fases 

exponencial e estacionária de produção de H2, a expressão de hydA foi maior no reator 

controle (4,5 e 2,8, após 12 e 26 h, respectivamente) em comparação ao reator com NPs (2,9 e 

1,8, após 12 e 26 h, respectivamente). Ou seja, no reator com NPs, a expressão de hydA foi 

menor do que no reator de controle. Desta forma, a adição de NPs favoreceu a atividade 
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enzimática de hydA, uma vez que o aumento da produção de H2 foi observado mesmo durante 

uma menor expressão do gene de hydA. 

 Wang et al. (2008) avaliaram a expressão de hydA de C. butyricum durante a 

fermentação da sacarose e observaram que a expressão de hydA foi menor durante a fase de 

maior produção de H2. Portanto, a alta produção de H2 provavelmente resultou da atividade 

hydA remanescente, e não devido ao aumento dos transcritos de mRNA. Em outro estudo, 

Wang et al. (2008a) adicionaram meio de cultura fresco aos reatores em batelada após a fase 

estacionária de produção de H2 por C. butyricum. Os autores observaram que a produção de 

H2 aumentou após a adição do meio de cultura, mesmo na presença de baixos níveis de 

expressão do gene hydA, provavelmente devido à atividade hydA que ainda estava presente 

no meio. 

 No presente estudo, a maior produção de H2 em reatores em batelada também foi 

relacionada a uma menor expressão de hydA, isso significa que o H2 foi produzido 

principalmente por hydA já existente, ao invés de novos transcritos. Desta forma, as NPs Fe0 

e Ni0, metais parte do sítio ativo, indispensáveis para a estabilidade e atividade enzimática 

(Wodrich e Hu, 2018), foram importantes para manter um maior número de cópias 

disponíveis e ativas da hidrogenase, em vez de uma maior transcrição do gene durante o 

estágio de produção exponencial de H2 (Figura 5.43 e 5.44). 

5.2 Fermentação da glicose na presença de nanopartículas metálicas em 

reator contínuo 

5.2.1 Metais 

 Nos reatores que foram alimentados com glicose, a concentração de metais na cinasita 

que não passou pelo procedimento de imobilização de Ferro e Níquel foi de 1,65 e 0,01   

mg g-1 de cinasita, respectivamente (Tabela 5.9). Todavia, para a cinasita que passou pelo 

processo de imobilização de metais obteve-se 16,7 mg de Fe0 g-1 de cinasita e 0,02 mg de Ni0 

g-1 de cinasita (Tabela 5.9). É possível afirmar que a partir do protocolo modificado de 

Delgado e Mendez (2012) para imobilização de NPs obteve-se resultados melhores com 

imobilização do ferro na cinasita, quando comparado ao níquel. Além disso, o consumo de 

ferro pelas bactérias no RALF - NP pode ser evidenciado pela concentração de metais na 
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cinasita ao final da operação, que foi de 1,21 mg g-1 de cinasita para o ferro e 0,01 mg g-1 de 

cinasita para o níquel (Tabela 5.9). 

 Casals et al. (2014) descreveram o processo de desintegração de NPs de ferro em um 

reator anaeróbio. Usando difração de raios-X, os autores relataram a dissolução de NPs e a 

diminuição de seu tamanho durante a produção de biogás. Quando avaliadas as estruturas 

eletrônicas do ferro, maior teor de Fe+3 foi observado, a partir de espectroscopia de absorção 

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 conteúdo inferior do metal foi observado em cinasita, usando espectroscopia de 

absorção atômica (Tabela 5.9). 

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

Etapa de 

operação 

Ferro (mg g-1 de cinasita) Níquel (mg g-1 de cinasita) 

RALF NP RALF controle RALF NP RALF controle 

Início 16,7 1,6 0,04 0,01 

Final 1,2 1,3 0,01 0,01 

 

 A liberação de íons ferro para a fase líquida 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 composição original de ferro na cinasita (1,65 mg g-1 - Tabela 5.9). 

Os valores médios da concentração de ferro no efluente do RALF-NP e do RALF-Controle na 

Etapa I foram 2,3 ± 1,1 e 1,3 ± 0,7 mg L-1, respectivamente. A diferença de apenas 1 mg L-1 

foi suficiente para alterar as vias metabólicas, uma vez que o ferro é um micronutriente 

importante para as atividades enzimáticas (Lee et al., 2009). Durante o Estágio II, a 

concentração de ferro no efluente foi menor tanto no RALF-NP (0,9 ± 0,3 mg L-1) quanto no 

RALF-Controle (0,3 ± 0,1 mg L-1). Provavelmente, a menor atividade fermentativa 

desencadeou menor utilização de ferro pelos microrganismos e consequente menor liberação 

de ferro para o meio (Lee et al., 2009). 
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Figura 5.45: Concentração de metais no afluente e efluente dos RALFs alimentados com glicose 

 
 Neste estudo, as NPs foram imobilizados em material poroso (argila expandida) e foi 

evidenciado sua eficácia e consumo por microrganismos (Tabela 5.9 e Figura 5.45). Zhu e 

Xu, (2016) descreveram a imobilização de NPs em diversos materiais porosos, como grafeno, 

nanotubos de carbono e sílica. Os autores relataram que, devido à sua alta energia superficial, 

os NPs tendem a se agregar. Porém, quando utilizado com materiais porosos com alta área 

superficial, o confinamento espacial pode evitar o ato de aglutinação, favorecendo a catálise 

de reação na qual essas partículas estão envolvidas. Além disso, os materiais de suporte 

podem interagir com NPs e modificar suas propriedades catalíticas. 

 A concentração de ferro no efluente do RALF-NP (4,7 ± 1,0 e 8,1 ± 1,8 mg L-1 nas 

etapas I e II, respectivamente) foi maior quando comparado ao RALF-Controle (4,3 ± 0,9 e 

7,2 ± 0,7 mg L-1 nas etapas I e II, respectivamente) e provavelmente também com maior 

concentração de fração estável, pois resultou em maior produção de ácidos orgânicos. Zhong 

et al. (2020) avaliaram a influência de NPs de magnetita na fermentação de glicose em reator 

EGSB inoculado com lodo anaeróbio e operado em condições mesofílicas em 6 h HRT. Os 

autores relataram que os NPs de ferro promoveram a atividade de coenzimas chave, por meio 

de cadeias condutoras eletrônicas, o que aumentou a eficiência do transporte de elétrons no 

lodo granular. EGSBt (com NPs de magnetita), EGSBfe (com ferro solúvel - FeCl3) e EGSBc 
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(controle - sem metais) foram operados por esses autores, e uma maior estabilidade do ferro 

(fração residual de ferro) foi observada no efluente EGSBt, quando comparado com EGSBfe e 

EGSBc, onde o ferro instável estava principalmente presente (frações solúvel, redutível e 

oxidável). Portanto, a adição de NPs de Fe3O4 pode transferir a fração de ferro do estado 

instável para o estado estável dentro do lodo, o que formaria cadeias de condução elétrica na 

superfície das células microbianas para elevar a produção de H2 e AOV. 

 Desta forma, a disponibilidade de metais no meio foi essencial para as primeiras 

etapas da degradação da glicose, que resultou em maior produção de AOV. Fu et al. (2021) 

avaliaram o efeito sinérgico do Fe-Ni na hidrogenação da glicose. Os autores relataram que 

Fe e Ni na forma de liga são menos propensos à oxidação do que Fe e Ni monometálicos, de 

modo que sítios de Fe e Ni metálicos permanecem na superfície dos catalisadores bimetálicos, 

contribuindo para a divisão do hidrogênio necessário para o processo catalítico. Portanto, a 

presença de Ni-Fe em conjunto foi favorável à sua estabilidade e liberação de elétrons no 

meio. 

5.2.2 Degradação de matéria orgânica 

 A simplificação da composição da alimentação não alterou a eficiência de remoção de 

matéria orgânica no RALF NP, que manteve a média de 8 ± 5% em ambas as etapas de 

operação. Enquanto no RALF controle a eficiência de remoção de matéria orgânica aumentou 

de 6 ± 4% na etapa I para 14 ± 10% na etapa II (Tabela 5.9). Este aumento na remoção está 

relacionado a menor concentração de ácidos orgânicos deste reator nesta etapa. Na operação 

de reatores acidogênicos, a remoção de matéria orgânica normalmente não ultrapassa 30%, 

devido as elevadas concentrações de ácidos orgânicos neste reator, e nem chega a ser um 

objetivo, por esta configuração sempre preceder um sistema metanogênico, onde a remoção 

de matéria orgânica ocorrerá de forma mais eficiente (Fuess et al., 2017). 

 Neste estudo as cargas orgânicas específicas e volumétricas no afluente dos RALFs 

foram de 20 ± 2 gDQO gVS-1 d-1 e 56 ± 6 gDQO L-1 d-1 na Etapa I, e 8 ± 1 gDQO gVS-1 d-1 e 

21 ± 2 gDQO L-1 d-1 na Etapa II, respectivamente (Tabela 5.10). Altos valores de carga 

orgânica afluente, tanto específica quanto volumétrica, são necessários para manutenção de 

condições acidogênicas em reatores anaeróbios. Paudel et al. (2017) estudaram o efeito de 

cargas orgânicas na eficiência de reatores acidogênicos e sugeriram cargas orgânicas ≥ 10 

gDQO gVS-1 d-1. 
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Tabela 5.10: Remoção de matéria orgânica dos RALFs NP e controle alimentados com glicose 

Parâmetros 

Etapa I Etapa II 

Afluente 
RALF 

NP 

RALF 

controle 
Afluente 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

DQO (g L-1) 7 ± 1 6 ± 1 6 ± 1 3 ± 0 2 ± 0 2 ± 0 

Remoção (%) - 8 ± 5 6 ± 4 - 8 ± 5 14 ± 10 

Carga Específica* 

(gDQO gVS-1 d-1) 
20 ± 2 2 ± 1 1 ± 1 8 ± 1 1 ± 0 1 ± 1 

Carga Volumétrica* 

(gDQO L-1 d-1) 
56 ± 6 5 ± 3 3 ± 2 21 ± 2 2 ± 1 3 ± 3 

*removida no caso das amostras de efluente. 

 Observou-se menor remoção de matéria orgânica (6 a 14% para DQO afluente 3-7 g 

L-1 - Tabela 5.10) em relação aquelas observadas por Amorim et al. (2012), os quais também 

operaram RALFs com argila expandida como meio suporte, TDH de 2 h e condição 

mesofílica, porém inoculados com lodo anaeróbio. Os autores utilizaram glicose como 

substrato e reportaram que a partir de 10 ± 1 g L-1 de matéria orgânica a remoção foi de 16 ± 

2%, e para 2,7 ± 0,2 g L-1, a remoção foi de 26 ± 6%. Ou seja, a utilização de autofermentação 

bioaumentada com C. butyricum como estratégia de inoculação prejudicou a eficiência de 

remoção de matéria orgânica do reator, quando comparado a sistema inoculado com 

consórcio microbiano anaeróbio, provavelmente devido a menor diversidade de organismos 

(Jobard et al., 2017) no caso específico dessa pesquisa, em relação a Amorim et al. (2012). 

 A estabilidade temporal dos parâmetros relacionados a degradação de matéria 

orgânica pode ser observada na Figura 5.46. 
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Figura 5.46:Variação temporal de matéria orgânica nos RALFs alimentados com glicose 

  

 

5.2.3 Remoção de carboidratos 

 A remoção de carboidratos foi estável durante toda a operação (Tabela 5.11 e Figura 

5.47). Fato já esperado, por ser um reator alimentado com substrato de fácil degradação 

(glicose e amido – Etapa I; glicose – Etapa II). A retirada do amido da alimentação favoreceu 

a remoção de carboidratos que aumentou de 86 ± 8% para 93 ± 2% e de 85 ± 7% para 91 ± 

3% nos RALFs metais e controle, respectivamente, para concentração afluente de 

carboidratos de 2 ± 0 g L-1 e 2 ± 0 g L-1. Ao comparar os reatores entre si, tanto a carga 

específica de carboidrato removida (5 ± 1 mg gVS-1 d-1 – Etapa I e 6 ± 0 mg gVS-1 d-1 – Etapa 

II; em ambos os reatores), quanto a carga volumétrica de carboidrato removida (12 ± 3 mg L-1 

d-1 – Etapa I e 15 ± 1 mg L-1 d-1 – Etapa II; em ambos os reatores) tiveram valores 

estatisticamente semelhantes (Tukey, p>0,05). Ou seja, a imobilização de metais (ferro e 

níquel) no material suporte e sua consequente maior disponibilidade não afetaram de forma 

significativa a eficiência de remoção de carboidratos. 

 A eficiência de remoção de carboidratos reportada neste estudo (85-93% para 2 g L-1 

afluente) com glicose em RALF foi similar àquela reportada por Lima et al. (2013), de 84-

98% para o mesmo substrato orgânico (2 g L-1 afluente) em reator de leito fixo inoculado via 
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fermentação natural e operado no mesmo TDH (2 h) e em condição mesofílica (25°C). Desta 

forma, é possível afirmar que a eficiência de remoção de carboidratos facilmente assimiláveis 

é robusta e se mantém mesmo em diferentes configurações de reatores contínuos com 

diferentes fontes de inóculo. 

 Segundo Won et al. (2013), a produtividade de H2 depende da concentração de 

carboidratos e matéria orgânica quando a fermentação ocorre em menor TDH. Maior 

concentração de substrato pode elevar a produção de H2, no entanto, concentrações excessivas 

podem diminuir esta capacidade. Neste estudo, a concentração ótima de carboidratos obtida 

de ensaios em batelada foi aplicada nos RALFs, mas não resultou em otimização da produção 

de H2 (item 5.2.4), provavelmente devido as diferenças na cinética microbiana características 

entre reatores em batelada e contínuos (Russo et al., 2018). 

Tabela 5.11: Remoção de carboidratos nos RALFs alimentados com glicose 

Parâmetros 

Etapa I Etapa II 

Afluente 
RALF 

NP 

RALF 

controle 
Afluente 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

Carboidratos (g L-1) 2 ± 0 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 2 ± 0 0,1 ± 0,1 0,2 ± 0,1 

Remoção (%) - 86 ± 8 85 ± 7 - 93 ± 2 91 ± 3 

Carga Específica* 

(mgcarb gVS-1 d-1) 
5 ± 1 5 ± 1 5 ± 1 6 ± 0 6 ± 0 6 ± 0 

Carga Volumétrica* 

(mgcarb L-1 d-1) 
59 ± 6 12 ± 3 12 ± 3 21 ± 2 15 ± 1 15 ± 1 

*removida no caso das amostras de efluente. 
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Figura 5.47: Variação temporal de carboidratos nos RALFs alimentados com glicose 

  

5.2.4 Biogás 

 Os valores médios de produção de H2 durante a etapa I foram de 899 ± 1303 mL e 951 

± 779 mL para os RALF NP e controle, respectivamente (Tabela 5.12). Desta forma, 

diferentemente dos resultados obtidos em batelada (relatório parcial I), a adição de NPs de 

ferro e níquel no material suporte de reatores contínuos não favoreceu de forma significativa a 

produção contínua de biogás (Teste Tukey, p>0,05). 

 Amorim et al. (2009) avaliaram condições similares a deste estudo (30°C, TDH de 2 

h, alimentado com 2 g de glicose L-1, com cinasita como meio suporte, inoculado com lodo 

anaeróbio) em RALF e reportaram produção de H2 de 1,3 mL h-1. Wu et al. (2003) também 

operaram RALF em condições mesofílicas, com argila expandida como meio suporte, TDH 

de 2 h, inoculado com lodo anaeróbio e alimentado com 2 g L-1 de sacarose. Os autores 

reportaram produção de 0,96 mL de H2 h
-1. Em ambos os trabalhos foi reportada produção de 

H2 menor que a média obtida durante a Etapa I, tanto no RALF NP, quanto no RALF controle 

(3 ± 1 e 3 ± 1 mL de H2 h
-1, respectivamente). Provavelmente, a adição de co-substratos como 

a peptona, extrato de levedura e extrato de carne; além do amido e glicose favoreceram a 

maior produção de biogás 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 o reator apenas com 

glicose/sacarose e solução de sais. 

Tabela 5.12: Produção de hidrogênio dos RALFs metais e controle alimentados com glicose 

Parâmetros 

Etapa I (RCM otimizado) Etapa II (glicose e ext. de lev.) 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

H2 (mL h-1) 3 ± 1 3 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 

H2 (mL) 899 ± 1303 951 ± 779 0 ± 0 0 ± 0 

H2 (%) 74 ± 35 83 ± 28 0 ± 0 0 ± 0 

 

 Ao analisar de forma pontual a produção de H2 (Figura 5.48), no 35° e 36° dias de 

operação a produção de H2 foi 10 e 11 L no RALF NP e 2 e 2 L no RALF controle, 

respectivamente. Nestes dias, a produção de ácidos orgânicos 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-1), diferentemente da 

média durante toda a operação (6,2 gHac L-1 no RALF NP e 4,9 gHac L-1 no RALF controle - 

item 5.2.5). Nestes dias, a glicose foi fermentada via produção de propiônico (1.393 mg L-1), 

butírico (1.331 mg L-1) e acético (1.307 mg L-1), além do H2, no RALF NP. Esta rota foi 

descrita por Li et al. (2008) ao avaliar a produção de H2 em pH entre 5,5 e 6,0 (o pH efluente 

no RALF NP foi de 5,2). Enquanto a rota de degradação da glicose com produção de ácido 

lático (1.491 mg L-1) foi favorecida no RALF controle. Esta rota foi descrita por Moreira et al. 

(2017) ao avaliar a produção de H2 em ciclos em bateladas utilizando lodo pré-tratado 

termicamente e foi relacionada a menor produção de H2 em pH 5 (o pH efluente no RALF 

controle foi de 4,4). 
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Figura 5.48: Variação temporal da produção de hidrogênio dos RALFs alimentados com glicose 

  

 Durante o final da Etapa I (a partir do 59° dia de operação), mesmo com a 

continuidade dos ácidos acético e butírico como metabólitos principais, menor produção de 

H2 foi observada no RALF NP (Figura 5.48). Regueira et al. (2018) reportaram resultados 

similares e propuseram duas possibilidades: regeneração da ferrodoxina sem a formação de 

H2 (fenômeno o qual os autores denominaram bifurcação de elétrons) e homoacetogênese. A 

bifurcação de elétrons, observada em espécies de Clostridia (Jungermann et al., 1973), 

consiste na utilização dos dois elétrons da ferrodoxina em reações anabólicas, provavelmente 

reações altamente endergônicas nas quais NADH2 não é um doador de elétrons 

suficientemente forte. Enquanto, a homoacetogênese consiste no consumo de H2 com 

formação de ácido acético (Equação 5.4), o qual foi reportado em função 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). 

4H2 + 2 HCO3
− + H+ → C2H3O2

− + 4H2O (Equação 5.4) 

 

 Durante a Etapa II, a produção de H2 nula tanto no RALF NP, quanto no RALF 

controle, esteve relacionada a produção de ácido lático como principal metabólito (Moreira et 

al., 2017), via metabólica de fermentação da glicose que não produz H2 (Equação 5.5). 
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Provavelmente, a retirada de co-substratos (extrato de carne, peptona e amido) da alimentação 

favoreceu esta rota em ambos os reatores. 

1 C6H12O6 → 2 C3H6O3 (Equação 5.5) 

5.2.5 Produção de ácidos orgânicos 

 A maior disponibilidade dos metais ferro e níquel, dada a presença de NPs, favoreceu 

a produção de AOV do processo fermentativo em reator anaeróbio contínuo alimentado com 

glicose. No presente estudo, maior produção de AOV (78-98%) foi obtida quando NPs de 

Ferro e Níquel foram adicionados ao reator (Tabela 5.13). Durante a etapa I do RALF-NP, os 

metabólitos com maior produção foram os ácidos acético (0,62 g L-1) e butírico (0,60 g L-1). 

Enquanto maior produção de ácido lático (0,44 g L-1) foi observada durante a etapa II de 

operação deste mesmo reator. Desta forma, ocorreu uma mudança na rota metabólica, ou seja, 

quando o amido, o extrato de carne e a peptona foram removidos da composição da 

alimentação (etapa II), a produção de ácido lático foi favorecida. Todavia, durante a etapa I, a 

concentração de ácido lático no efluente foi menor do que no afluente, ou seja, constatou-se o 

consumo de ácido lático (0,18 g L-1) (Tabela 5.13). 

Tabela 5.13: Concentração de ácidos orgânicos no afluente e efluente do reator anaeróbio contínuo 

alimentado com glicose 

 
Ácidos (g L-1) 

AOV 

total* 
Acético Butírico 

Propiônic

o 
Lático Valérico 

E
ta

p
a 

I 

Afluente 
4.86 ± 

1.08 

0.60 ± 

0.21 

0.44 ± 

0.10 

0.92 ± 

0.27 

0.76 ± 

0.34 

0.46 ± 

0.11 

RALF-NPs 
6.23 ± 

1.52 

1.22 ± 

0.33 

1.04 ± 

0.37 

0.99 ± 

0.54 

0.58 ± 

0.19 

0.57 ± 

0.24 

RALF-

Controle 

4.89 ± 

1.48 

0.94 ± 

0.32 

0.54 ± 

0.27 

0.84 ± 

0.39 

1.23 ± 

0.25 

0.97 ± 

0.17 

E
ta

p
a 

II
 Afluente 

0.69 ± 

0.25 

0.10 ± 

0.04 

0.11 ± 

0.04 

0.21 ± 

0.06 

0.10 ± 

0.01 

0.00 ± 

0.00 

RALF-NPs 
1.87 ± 

0.41 

0.15 ± 

0.02 

0.46 ± 

0.12 

0.27 ± 

0.05 

0.53 ± 

0.10 

0.00 ± 

0.00 

RALF-

Controle 

0.95 ± 

0.06 

0.17 ± 

0.05 

0.08 ± 

0.03 

0.19 ± 

0.04 

0.39 ± 

0.20 

0.01 ± 

0.01 

*(g Haceq L
-1) 

 Braga et al. (2020) avaliaram a influência dos metais ferro, níquel e selênio na 

produção de ácidos butírico e acético a partir da co-digestão de glicose e substratos 

celulósicos por C. butyricum em reatores em batelada. Maior concentração de AOV (3,23 e 

5,56 g L-1 dos ácidos butírico e acético, respectivamente) foi observada no ensaio com 25μM 

Fe no meio, quando comparado a ensaios com 25 μM Fe + 1 μM Ni (3,17 e 5,10 g L-1 dos 
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ácidos butírico e acético, respectivamente); 25 μM Fe + 1 μM Ni + 1 μM Se (3,61 e 4,03 g L-1 

dos ácidos butírico e acético, respectivamente) e Controle - sem adição de metais (2,81 e 2,92 

g L-1 dos ácidos butírico e acético, respectivamente). Os autores concluíram que ferro, níquel 

e selênio foram importantes co-fatores para hidrogenase e para maior produção de AOV, 

resultado semelhante ao relatado neste estudo, com reator contínuo alimentado com glicose e 

NPs de Fe0 e Ni0 no material de suporte. 

 Neste estudo, o maior rendimento de H2 foi relacionado com a via do ácido acético, 

enquanto o menor rendimento de H2 foi relacionado com a via do ácido lático. Sewwandi e 

Nitisoravut (2020) estudaram ferro zero valente suportado por quitosana como um catalisador 

para melhorar a produção de AOV em reatores batelada. A fermentação foi realizada por 

Enterobacter aerogenes utilizando glicose como fonte de carbono em condição mesofílica 

(37°C). A distribuição de AOV relacionou a via acética com a produção de H2, resultando em 

uma correlação positiva entre o rendimento de H2 e a concentração de ácido acético. 

 Mudanças nas rotas metabólicas foram observadas com a adição de NPs, assim como, 

de acordo com a composição do meio. A transição da rota relacionada com a produção de 

ácido acético-butírico (Equações 5.6 e 5.7) para aquela relacionada com a produção de ácido 

láctico (Equação 5.8) é frequentemente relatada como prejudicial à produção de H2 [34], o 

que explica a menor produção de H2 em reator durante esta fase (Figura 5.48). 

 Maior produção de ácido valérico (0,51 g L-1) e ácido lático (0,45 g L-1) foi observada 

no RALF-Controle, durante a etapa I. Enquanto isso, na etapa II, o ácido lático (0,29 g L-1) foi 

o metabólito predominante. Desta forma, é possível afirmar que a retirada dos co-substratos 

da alimentação favoreceu a rota de produção de ácido lático, tanto na presença de NPs 

imobilizadas no leito do reator, quanto na sua ausência. 

C6H12O6 + 2H2O  2CH3COOH + 2CO2 +4H2 (Equação 5.6) 

C6H12O6 → 2CH3(CH2)2COOH + 2H2 + 2CO2 (Equação 5.7) 

1 C6H12O6 → 2 C3H6O3 (Equação 5.8) 

 

 Shida et al. (2009) estudaram a produção de AOV em RALF alimentado com 2 g de 

glicose L-1, além de solução nutritiva (incluindo metais) a 30°C, TDH de 2 h e inoculado com 

lodo anaeróbio. Os autores relataram como metabólitos principais os ácidos butírico (1,01 

g L-1) e acético (0,52 g L-1). Assim, a proporção butírico/acético (B: A) foi de 2:1 e diferente 

das obtidas no RALF-NP (1:1) e RALF-Controle (1:2) durante a etapa I deste estudo. 
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Provavelmente , as diferenças metabólicas foram atribuídas a diferentes microrganismos 

realizando o processo fermentativo. 

 Zhong et al. (2020) avaliaram o efeito da adição de Fe3O4 NPs em reatores EGSB 

alimentados com glicose, em condições mesofílicas, TDH de 6 h e inoculados com lodo 

anaeróbio. Os autores relataram que, quando NPs foram adicionadas, a concentração de 

butirato diminuiu de 0,42 para 0,19 g L-1, a concentração de acetato e etanol aumentou de 

0,31 para 0,39 g L-1 e de 0,52 para 0,72 g L-1, respectivamente, após 20 dias de operação. Ou 

seja, a adição de NPs alterou a rota fermentativa que estava relacionada a produção de 

butírico para rota relacionada a produção de etanol. Portanto, neste estudo, um inóculo 

diferente (autofermentação e bioaumentação de C. butyricum) e uma maior taxa de fluxo de 

recirculação foram os parâmetros que influenciaram nas vias metabólicas, quando 

comparados a Zhong et al. (2020). Além disso, a mudança no tipo de fermentação da rota 

relacionada ao ácido lático para a rota relacionada aos ácidos butírico e acético foi observada 

com a adição de NPs. 

5.2.6 pH e alcalinidade 

 A não adição de bicarbonato na alimentação, resultou em baixos valores de 

alcalinidade parcial durante a etapa I, tanto no RALF NP (6 ± 11 mg L-1), quanto no RALF 

controle (11 ± 22 mg L-1), além de alto desvio padrão (instabilidade) nos valores. Durante a 

etapa II a alcalinidade parcial foi nula em ambos os RALFs (Tabela 5.14). A relação 

custo/benefício do uso de bicarbonato é alta, dado que apesar de caro, a instabilidade na 

alcalinidade não prejudica o processo fermentativo acidogênico, já que a alcalinidade é 

garantida pela presença de ácidos orgânicos (alcalinidade intermediária) (Parawira et al., 

2007). 

 A geração de alcalinidade intermediária foi observada na Etapa I com valores afluente, 

RALF NP e RALF controle de 265 ± 93, 942 ± 402 e 510 ± 495 mg L-1, respectivamente. No 

entanto, ao retirar os co-substratos (etapa II) e diminuir a eficiência do processo fermentativo 

(menor produção de ácidos orgânicos quando comparado a etapa I – Tabela 5.13), a 

alcalinidade intermediária passou a não ser mais gerada e os valores afluente, RALF NP e 

RALF controle foram de 76 ± 33, 11 ± 19 e 0 ± 0 mg L-1, respectivamente. 
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Tabela 5.14: pH e alcalinidade nos RALFs NP e controle alimentados com glicose 

Parâmetros 

(mgCaCO3 L
-1) 

Etapa I (RCM otimizado) Etapa II (glicose e ext. de lev.) 

Afluente RALF NP 
RALF 

controle 
Afluente 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

pH* 6,0 ± 0,6 5,2 ± 0,4 4,7 ± 0,7 6,1 ± 0,7 3,9 ± 0,4 3,7 ± 0,3 

Alcalinidade 

Parcial  
33 ± 31 6 ± 11 11 ± 22 14 ± 10 0 ± 0 0 ±0 

Alcalinidade 

Total 
265 ± 93 942 ± 402 510 ± 495 76 ± 33 11 ± 19 0 ± 0 

*adimensional 

 O pH do reator com NP esteve ligeiramente mais elevado (5,2 ± 0,4 – Etapa I e 3,9 ± 

0,4 – Etapa II) quando comparado ao pH do RALF controle (4,7 ± 0,7 – Etapa I e 3,7 ± 0,3 – 

Etapa II) (Tabela 5.14 e Figura 5.49). A presença de NPs metálicas pode influenciar o pH do 

meio e muitas vezes é um dos fatores que está associado a maior produtividade de H2 (Llorca 

e Idriss, 2011). 

Figura 5.49: Variação temporal do pH nos RALFs 

  

5.2.7 Sólidos Suspensos 

 Ao avaliar os sólidos suspensos, é possível verificar ligeiro escape de sólidos no 

efluente, provavelmente devido a elevada agitação característica da configuração de reatores 

fluidificados (Moharram et al., 2019). Tanto na Etapa I, quanto na Etapa II, a diferença 

estatística (Teste Tukey – p>0,05) não foi significativa quando comparada a concentração de 
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sólidos suspensos no efluente do RALF NP com a do efluente no RALF controle (Tabela 

5.15). 

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

Parâmetros (g L-1) Afluente 
RALF 

NP 

RALF 

controle 
Afluente 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

Sólidos Suspensos 

Totais 
0,1 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,7 ± 0,4 0,1 ± 0,0 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 

Sólidos Suspensos 

Voláteis  
0,1 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,4 0,1 ± 0,0 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 

 

5.2.8 Metagenoma do biofilme do reator contínuo 

5.2.8.1 Taxonomia 

 Embora a bioaumentação com C. butyricum tenha sido realizada no RALF, a 

autofermentação favoreceu o crescimento de outros gêneros bacterianos, uma vez que o 

gênero mais abundante (48,8%) observado no biofilme de argila expandida, ao final da 

operação do RALF-NP, foi o Lactobacillus (Figura 5.50). De acordo com Rajab et al. (2020), 

Lactobacillus são bactérias em forma de bastonete, não formadoras de esporos e conhecidas 

como anaeróbios aerotolerantes, adaptando-se assim a condições microaerofílicas, dada a alta 

taxa de fluxo de recirculação da configuração RALF durante a autofermentação. Este gênero 

se caracteriza pela capacidade de produzir ácido lático como subproduto do metabolismo da 

glicose, sendo compatível com as análises de produção de AGV observadas neste estudo. 

(Carosia et al., 2017) também operaram RALF alimentado com glicose em condições 

mesofílicas e 2 h de TDH, porém inoculado com lodo anaeróbio. Os autores relataram 

Lactobacillus como o segundo gênero mais abundante (15%) no biofilme que se formou 

utilizando pneus como material suporte, depois de Ethanoligenens (57%), que teve 

abundância de 2,6% no biofilme deste estudo (Figura 5.50). 
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Figura 5.50: Heatmap dos gêneros mais abundantes no biofilme do RALF-NP 

 
 

 Propionibacterium é desejável em reatores acidogênicos cujo propósito é a produção 

de ácido propiônico e vitamina B12, e é comumente aplicado como cultura pura em reatores 

anaeróbios de engenharia metabólica (Hedayati et al., 2020; McCubbin et al., 2020; P. Wang 

et al., 2020; Z. Wang et al., 2020). Este gênero foi o segundo mais abundante no biofilme do 

RALF-NP neste estudo (12,6% - Figura 5.50). Além disso, o ácido propiônico foi o terceiro 

ácido mais presente (Tabela 5.13), tanto na Etapa I - 0,99 ± 0,54 g L-1 (após os ácidos acético 

- 1,22 ± 0,33 g L-1 e butírico - 1,04 ± 0,37 g L-1) quanto na Etapa II - 0,27 ± 0,05 g L-1 (após 

os ácidos lático - 0,53 ± 0,10 g L-1 e butírico - 0,46 ± 0,42 g L-1). Desta forma, a presença de 

NPs na cinasita do RALF alimentado com glicose favoreceu o cultivo de Propionibacterium e 

a produção de ácido propiônico. 

 O gênero Clostridium utilizado na inoculação do reator foi o terceiro gênero mais 

abundante no biofilme do RALF-NP (4,3%). Uma vez que esses microrganismos são 

caracterizados por fermentar glicose, principalmente, em H2 e ácidos butírico e acético, os 

resultados do metagenoma estão em concordância com a produção de AOV (Tabela 5.13). 

Além disso, este metabolismo / predominância de microrganismos foi mantido até o 58 ° dia 

de operação do RALF-NP , ou seja, quando foi observada a produção de H2 (Figura 5.48). Em 

seguida, a via metabólica mudou para produção de H2 nula e rota de produção de ácido lático, 

provavelmente quando Lactobacillus foi favorecido e superou a abundância relativa de 

Clostridium na comunidade microbiana do biofilme. Essa mudança de comunidades é 
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geralmente relatada na literatura e comumente associada à redução dos valores de pH (Feng et 

al., 2018). Muitos microrganismos coexistentes, mas taxonomicamente distintos, podem 

codificar as mesmas funções metabólicas produtoras de energia, e essa redundância funcional 

aliada à variabilidade taxonômica é frequentemente considerada como resultado do 

movimento ecológico entre organismos equivalentes (Louca et al., 2018). 

5.2.8.2 Genes relacionados ao ferro 

 Na Figura 5.51 é possível observar abundâncias relativas de genes funcionais 

relacionados à concentração ótima de ferro disponível no meio líquido do reator (Yin and 

Wang, 2021). Ademais, é possível observar que bactérias semelhantes aos gêneros 

Acidopropionibacterium e Propionibacterium tiveram relação com genes associados à 

presença de ferro (K03737: piruvato-ferredoxina oxidoredutase, K00925: acetato quinase, 

K00873: piruvato quinase, K00850: 6-fosfofructoquinase: K00845 , K00626: acetil-CoA C-

acetiltransferase, K00123: subunidade principal de formato desidrogenase, K00016: L-lactato 

desidrogenase). Portanto, a maior concentração de ácido propiônico no efluente do RALF-NP 

(0,99 ± 0,54 g L-1 na Etapa I e 0,27 ± 0,05 g L-1 na Etapa II), em ambos os estágios 

operacionais, quando comparado ao RALF-Controle (0,84 ± 0,39 g L-1 na Etapa I e 0,19 ± 

0,04 g L-1 na Etapa II), provavelmente, esteve relacionada com a alta disponibilidade de ferro 

dada a presença de NPs na argila expandida. 

Figura 5.51: Filogenia bacteriana relacionada a biodisponiblidade de ferro e sua abundância relativa 

no biofilme do RALF - NP 
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 Bactérias semelhantes ao gênero Lactobacillus foram as que apresentaram maior 

abundância relativa (48,8% - Figura 5.51) e maior número de genes relacionados à presença 

de ferro (K04069: piruvato-formiato liase, K00925: acetato quinase, K00873: piruvato 

quinase, K00850: 6-fosfofrutoquinase, K00845: glucoquinase, K00626: acetil-CoA C-

acetiltransferase, K00625: fosfato acetiltransferase, K00074: 3-hidroxibutiril-CoA 

desidrogenase, K00016: L-lactato desidrogenase - Figura 5.51). No entanto, uma vez que 

esses organismos estão relacionados à produção de ácido láctico, e esse metabólito estava 

presente tanto no efluente do RALF-NP quanto no efluente do RALF-Controle, 

provavelmente sua atividade foi favorecida, não apenas por causa da disponibilidade de ferro, 

mas também pela condição microaerofílica da configuração do reacional. 

 O maior rendimento com NPs de ferro (170 mLH2 gDQO-1), quando comparada ao 

Controle (sem NPs - 125 mLH2 gDQO-1) em reatores descontínuos 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 condições foram aplicadas em uma 

configuração de reator contínuo (RALF-NP) e os genes K03737 e K00248 foram 

identificados como simultaneamente relacionados à presença de ferro e bactérias semelhantes 

ao gênero Clostridium. Ambos os genes representam enzimas intermediárias da fermentação 

da glicose para atingir metabólitos finais (AOV). O gene K03737 refere-se a piruvato-

ferredoxina oxidoredutase, uma enzima caracterizada como responsável pela conversão de 

acetil-CoA em piruvato e, posteriormente, o piruvato é convertido em lactato pela enzima 

K00016-lactato-desidrogenase (Equação 5.9). O gene K00248 está relacionado à butiril-CoA 

desidrogenase, uma enzima que converte crotonil-CoA em butiril-CoA, que é posteriormente 

convertida em butirilfosfato (K00634-fosfato butiriltransferase) e, finalmente, em ácido 

butírico por K00929-butirato quinase (Equação 5.10) (Lu Zhang et al., 2020). Bactérias 

semelhantes a Clostridium não foram relacionadas com as enzimas usadas na segunda etapa 

da equação 5.7 (K00016: L-lactato desidrogenase) e 5.8 (K00634: fosfato butiriltransferase e 

K00929: butirato quinase) (Figura 5). Portanto, a autofermentação com bioaumentação de C. 

butyricum permitiu ao consórcio microbiano obter ácido lático e butírico como produtos 

finais. 

 

 (Equação 5.9) 
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(Equação 5.10) 

5.2.8.3 Genes relacionados ao níquel 

 Na Figura 5.52 é possível observar abundâncias relativas de enzimas relacionadas a 

biodisponibilidade de níquel (Lu et al., 2020). K00244 - flavoproteína fumarato redutase foi a 

enzima que apresentou maior abundância relativa (0,33%) e foi principalmente (0,31%) 

identificado em bactérias semelhantes ao gênero Lactobacillus. Essa enzima utiliza quinóis de 

baixo potencial, como menaquinol e rodoquinol, para reduzir o fumarato como etapa final de 

uma cadeia respiratória anaeróbia. Koendjbiharie e Van Kranenburg, (2019) relataram a 

flavoproteína fumarato redutase como envolvida na bifurcação de elétrons, processo que 

provavelmente ocorreu no reator RALF-NP. 
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Figura 5.52: Taxonomia bacteriana relacionada a biodisponiblidade de níquel e sua abundância 

relativa no biofilme do RALF - NP 

 
 

 A segunda, terceira e quarta enzima relacionada ao níquel de maior abundância foram, 

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

redutase e K00615 - transquetolase (Figura 5.52). De acordo com os módulos KEGG, o gene 

2-desidro-3-desoxigluconocinase está relacionado à degradação da pectina, o gene 3-oxoacil 

redutase está relacionado à biossíntese e alongamento de ácidos graxos e o gene da 

transquetolase está relacionado à biossíntese de aminoácidos. 

5.2.8.4 Genes relacionados a sinergia entre ferro e níquel 

 O efeito sinérgico de ferro e níquel foi evidenciado em genes relacionados à glicólise: 

K00845 [glucoquinase], K00850 [6-fosfofrutocinase], formação e degradação de ácido 

pirúvico: K00873 [piruvato quinase], K03737 [piruvato-ferredoxina oxidoredutase] (Equação 
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5.11) (Park et al., 2021). Assim, além da abundância relativa das enzimas relacionadas a 

degradação da glicose, as quais foram associados à presença sinérgica de ferro e níquel no 

RALF-NP, também foi observada maior produção total de AOV nas Etapas I e II (6,23 ± 1,52 

e 1,87 ± 0,41 g L-1, respectivamente), quando comparado ao RALF-Controle (4,89 ± 1,48 e 

0,95 ± 0,06 g L-1, respectivamente). 

 (Equação 5.11) 

 

 Lactobacillus contribuiu 0,36, 0,33 e 0,29% na expressão dos genes da glucoquinase, 

6-fosfoftuctoquinase e piruvato quinase, respectivamente. Enquanto isso, Propionibacterium 

contribuiu com 58% para a expressão do gene piruvato-ferredoxina oxidoredutase. Rodríguez 

et al. (2020) estudaram a resposta de Lactobacillus à exposição a NPs de óxido metálico, 

como óxido de ferro (Fe2O3), dióxido de silício (SiO2), dióxido de titânio (TiO2) ou óxido de 

zinco (ZnO). A microscopia confocal detectou fortes interações bactérias-NP. Liu et al., 

(2020) realizaram análises proteômicas para avaliar as vias metabólicas de bactérias 

semelhantes ao gênero Propionibacterium e relataram subsistemas de transporte de níquel e 

ferro por quorum sensing e transportadores ABC, respectivamente. Xie et al. (2019) relataram 

Lactobacillus e Propionibacterium como um consórcio eficiente na co-fermentação de farelo 

de trigo para a produção in situ de vitamina B12. Neste estudo, Lactobacillus e 

Propionibacterium foram favorecidos na presença de NPs de níquel e ferro e provavelmente 

trabalharam juntos nas primeiras etapas de fermentação da glicose (Figura 5.51, Figura 5.52). 

 O efeito sinérgico de ferro e níquel 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 síntese do metabólito intermediário acetil-CoA, a partir do acetato ou para a 

geração de ATP do excesso de acetil-CoA (Equação 5.12) (Smith et al., 2006). Esse resultado 

condiz com a maior produção de ácido acético (1,22 ± 0,33 g L-1) no RALF-NP quando 

comparado ao Controle (0,94 ± 0,32 g L-1), observada na Etapa I. Satar et al. (2020) avaliaram 

o desempenho do cátodo de espuma de níquel-ferro (Ni-Fe) em sistema bioeletroquímico para 

produção de H2, a partir de efluente de fermentação de glicose, usando lodo anaeróbio de 

efluente de fábrica de óleo de palma como fonte de inóculo. Os autores observaram o ácido 

acético como principal produto metabólico. Portanto, a maior biodisponibilidade de níquel e 
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ferro também esteve relacionada à maior produção de ácido acético, conforme relatado neste 

estudo. 

 

Equação 5.12 

 

 Organismos semelhantes ao gênero Lactobacillus foram um dos principais envolvidos 

na ocorrência da Equação 5.12, e contribuíram com 0,70, 0,40 e 0,85% para a expressão 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 produção dos ácidos acético e láctico na diversidade microbiana e nas 

vias funcionais da massa, conforme revelado pelo sequenciamento metagenômico de alto 

rendimento. Os autores utilizaram farinha de trigo comercial como inóculo e verificaram que 

as espécies de Lactobacillus são favorecidas no metabolismo de carboidratos e uma 

correlação positiva foi observada entre o conteúdo de ácido acético e a abundância relativa de 

Lactobacillaceae. Neste estudo, também foi observada relação do gênero Lactobacillus com a 

produção de ácido acético. 

5.3 Fermentação da vinhaça na presença de nanopartículas metálicas em 

reator contínuo 

5.3.1 Metais 

 Nos reatores que foram alimentados com vinhaça, a concentração de Ferro e Níquel na 

cinasita com metais imobilizados adicionada ao RALF - NP foi de 45,1 mg de ferro g-1 de 

cinasita e 4,2 mg de níquel g-1 de cinasita. Ao analisar a cinasita adicionada ao RALF - 

Controle, que não passou pelo processo de imobilização de metais, a concentração foi de 1,4 

mg de ferro g-1 de cinasita e <0,008 mg de níquel g-1 de cinasita (Tabela 5.16). Desta forma, é 

possível afirmar que a imobilização de metais na cinasita foi bem sucedida, porém com maior 

facilidade para a sedimentação do ferro do que para o níquel. Ao final da operação dos 

reatores, a concentração de metais na cinasita foi de 0,4 mg de ferro g-1 de cinasita e <0,008 

mg de níquel g-1 de cinasita no RALF - NP e 0,8 mg de ferro g-1 de cinasita e <0,008 mg de 

níquel g-1 de cinasita no RALF controle (Tabela 5.16). Ou seja, o consumo dos metais 

imobilizados foi efetivo, e o consumo de ferro já existente na cinasita (cinasita do RALF - 
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Controle) também aconteceu, apesar de que em menor escala quando comparado a porção que 

foi imobilizada (cinasita do RALF - NP). 

Tabela 5.16: Concentração de metais no material suporte dos RALFs alimentados com vinhaça 

Etapa de 

operação 

Ferro (mg g-1 de cinasita) Níquel (mg g-1 de cinasita) 

RALF NP RALF controle RALF NP RALF controle 

Início 45,1 1,4 4,2 <0,008 

Final 0,4 0,8 <0,008 <0,008 

 

 A concentração de ferro já presente na vinhaça afluente foi de 3,0 ± 1,9, 3,9 ± 1,3 e 

6,1 ± 0,7 mg L-1 nas etapas I, II e III, respectivamente. As concentrações de ferro no efluente 

foram maiores que a afluente tanto no RALF controle (3,3 ± 0,5; 4,3 ± 0,9 e 7,2 ± 0,7 mg L-1 

nas etapas I, II e III, respectivamente), quanto no RALF NP (6,2 ± 0,6; 4,7 ± 1,0 e 8,1 ± 1,8 

mg L-1 nas etapas I, II e III, respectivamente) (Tabela 5.17). Ou seja, mesmo no RALF 

controle, houve oxidação de ferro no meio, sendo este um processo característico do 

tratamento da vinhaça (Fregolente et al., 2020). Tal resultado também condiz com aqueles 

reportados por Junior et al. (2019). Os autores observaram que o tratamento anaeróbio da 

vinhaça conserva os micronutrientes (incluindo o ferro), permitindo a continuidade do seu uso 

na fertirrigação. Além disso, os metais solúveis podem também acumular no efluente 

recirculado. Todavia, é possível observar que o ferro presente na vinhaça não foi suficiente e 

quantidades maiores e estatisticamente significativas foram liberadas das NPs incorporadas ao 

material suporte no efluente do RALF NP nas etapas I (3,3 ± 0,5 mg L-1 no RALF controle 

versus 6,2 ± 0,6 mg L-1 no RALF NP) e III (7,2 ± 0,7 mg L-1 no RALF controle versus 8,1 ± 

1,8 mg L-1 no RALF NP). 

Tabela 5.17: Concentração de metais nos RALFs NP e controle 

 Etapa I Etapa II Etapa III 

Ferro (mg L-1)    

Afluente 3,0 ± 1,9 3,9 ± 1,3 6,1 ± 0,7 

RALF NP 6,2 ± 0,6 4,7 ± 1,0 8,1 ± 1,8 

RALF controle 3,3 ± 0,5 4,3± 0,9 7,2 ± 0,7 

Níquel (mg L-1)    

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 influência de NPs de magnetita na fermentação de 

glicose em reator EGSB inoculado com lodo anaeróbio 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 solúveis, através de cadeias de condução eletrônica, que aumentaram a eficiência 

do transporte de elétrons no lodo granular. Três reatores foram operados, a saber, EGSBt - 

NPs de magnetita foram adicionadas; EGSBfe – Suplementado com cloreto férrico (ferro na 

forma solúvel) e EGSBc – sem a suplementação de ferro. A maior estabilidade do ferro 

(fração residual) no efluente do EGSBt foi observada quando comparada ao EGSBfe e EGSBc, 

cuja fração de ferro instável foi maior (fração solúvel, reduzível e oxidável). Desta forma, o 

uso de NPs foi efetivo na transferência de frações instáveis para frações estáveis em relação a 

distribuição das especiações do ferro. Por meio desta transferência tem-se maior formação de 

cadeias condutoras de elétrons na superfície de células microbianas, aumentando a 

bioconversão de carboidratos em ácidos orgânicos e biogás. Neste estudo, a concentração de 

ferro no efluente do RALF NP (6,2 ± 0,6; 4,7 ± 1,0 e 8,1 ± 1,8 mg L-1 nas etapas I, II e III, 

respectivamente) foi maior quando comparada ao RALF controle (3,3 ± 0,5; 4,3 ± 0,9 e 7,2 ± 

0,7 mg L-1 nas etapas I, II e III, respectivamente) e, provavelmente, também com maior 

concentração de fração estável, pois resultou em maior produção de biogás (item 5.3.4) e de 

ácidos orgânicos (item 5.3.5). 

 Izadi et al. (2020) estudaram o efeito da suplementação de diferentes concentrações 

(0,5 - 5 mg L-1) de metais (cobre, cobalto, zinco e ferro) e vitaminas (biotina, B1, B2, B3, B6 

e B12) na digestão anaeróbia de resíduos sólidos municipais e obtiveram produção 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 anaeróbio a 35°C. 

Neste estudo, a suplementação com metais resultou em até 37% maior composição de H2 no 

biogás na Etapa III (8 g de carboidratos L-1) de operação (item 5.3.4). 

 Apesar da efetiva imobilização de níquel na cinasita do RALF NP (item 4.3), este 

metal não foi identificado em concentrações acima de 0,008 mg L-1 no efluente deste reator. 

Níquel também não foi identificado em concentrações acima de 0,008 mg L-1 nem no efluente 

do RALF controle, nem no afluente (Tabela 5.17). A menor demanda deste metal no processo 

anaeróbio, quando comparado ao ferro, também foi reportada no relatório parcial I, relatório 

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

5.3.2 Degradação de matéria orgânica 

 O aumento da concentração de matéria orgânica afluente durante as etapas I, II e III 

(10 ± 3, 14 ± 2 e 23 ± 4 g L-1, respectivamente) diminuiu a eficiência de remoção 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 diminuição já era esperada, pois o aumento da porção de 

vinhaça no afluente, além de aumentar a matéria orgânica, aumenta também a concentração 

de compostos recalcitrantes que compõem esta água residuária (Godoi et al., 2019). Gamboa 

et al. (2017) estudaram a degradação de vinhaça em RALF inoculado com Tametes versicolor 

em condições não estéreis e 6 h de TDH. Os autores obtiveram 10% de eficiência de remoção 

de matéria orgânica, para 7 g L-1 afluente. Neste estudo, a eficiência obtida em condições 

semelhantes (Etapa I) foi de 17 a 20%. Provavelmente, a inoculação com lodo anaeróbio 

favoreceu a remoção de matéria orgânica devido a maior diversidade de organismos (Jobard 

et al., 2017). 

Tabela 5.18: Remoção de matéria orgânica dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 Etapa I Etapa II Etapa III 

DQO (g L-1)    

Afluente 10 ± 3 14 ± 2 23 ± 4 

RALF NP 7 ± 2 12 ± 1 21 ± 3 

RALF controle 8 ± 2 12 ± 1 22 ± 2 

Remoção (%)    

RALF NP 20 ± 14 16 ± 6 14 ± 9 

RALF controle 17 ± 15 14 ± 7 12 ± 7 

Carga Específica (gDQO gSV-1 d-1)    

Aplicada no Afluente 35 ± 12 50 ± 6 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-1 d-1)    

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 

 

 Diferença estatística entre as eficiências de remoção do RALF NP e RALF controle só 

foi observada na Etapa III (Tukey, p<0,05). A influência positiva da presença de metais na 

remoção de matéria orgânica quando ocorre aumento da concentração de compostos 

recalcitrantes foi reportada por Isfahani et al., (2020) quando estudaram a influência de NPs 

de TiO2 na digestão anaeróbia de substrato lignocelulósico. Os autores observaram aumento 

de 13% na eficiência de remoção de matéria orgânica ao adicionar 0,252 mg de NPs de TiO2 

g-1 de sólidos totais. O aumento da eficiência ocorreu devido ao aumento da taxa de hidrólise. 

Neste estudo, a presença de NPs de ferro e níquel na Etapa III resultou em apenas 2% de 

aumento na eficiência de remoção de matéria orgânica, ao comparar o RALF NP com o 

RALF controle. 
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 As respectivas cargas orgânicas específicas e volumétricas aplicadas em ambos os 

RALFs foram de 35 ± 12 gDQO gSV-1 d-1 e 96 ± 34 gDQO L-1 d-1 na Etapa I; 50 ± 6 gDQO 

gSV-1 d-1 e 137 ± 16 gDQO L-1 d-1 na Etapa II; 88 ± 12 gDQO gSV-1 d-1 e 243 ± 33 gDQO L-1 

d-1 na Etapa III (Tabela 5.18). Altos valores de carga orgânica específica afluente (≥ 10 

gDQO gSV-1 d-1) são necessários para manutenção de condições acidogênicas em reatores 

anaeróbios (Paudel et al., 2017) estudaram o efeito de cargas orgânicas na eficiência de 

reatores acidogênicos e sugeriram cargas orgânicas. 

 Fuess et al. (2017) avaliaram reator de leito fixo, com TDH de 7,5 h e 28 g L-1 de 

matéria orgânica no afluente. Os autores observaram operação estável para cargas de 30 

gDQO L-1 d-1. Ramos e Silva (2020) operaram RALF alimentado com vinhaça, TDH de 4h e 

10 g L-1 de matéria orgânica no afluente. Os autores aplicaram carga volumétrica de 60 gDQO 

L-1 d-1. Neste estudo o RALF foi operado em TDH de 3h e as cargas orgânicas aplicadas 

foram de 96 a 243 gDQO L-1 d-1. Ou seja, os reatores de leito fluidificado podem ser 

submetidos a maiores cargas orgânicas volumétricas, quando comparados aos reatores de leito 

fixo. Tanto Fuess et al. (2017), quanto Ramos e Silva (2020) e este estudo, observam 

produção de biogás mais altas, quando maiores cargas orgânicas foram aplicadas. 

 A estabilidade temporal dos parâmetros relacionados a degradação de matéria 

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

vinhaça 

 

 

5.3.3 Remoção de carboidratos 

 A remoção de carboidratos foi estável durante toda a operação (Tabela 5.19 e Figura 

5.54). A maior proporção de vinhaça na alimentação favoreceu a remoção de carboidratos de 

66 ± 11 para 78 ± 3 e 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-1 afluente, nas fases I, II e III. Na 

análise comparativa das cargas específicas de carboidrato removidas nas etapas I, II e III (5 ± 

2; 11 ± 1; 20 ± 2 mgcarb gSV-1 d-1 no RALF NP e 5 ± 2; 11 ± 1; 19 ± 2 mgcarb gSV-1 d-1 no 

RALF controle) e carga volumétrica de carboidrato removida (14 ± 5; 30 ± 3; 56 ± 7 mgcarb 

L-1 d-1 no RALF NP e 14 ± 5; 30 ± 3; 55 ± 7 mgcarb L-1 d-1 no RALF controle) verificou-se 

valores estatisticamente semelhantes (Tukey p>0,05). Ou seja, a imobilização de NPs de ferro 

e níquel no material suporte e sua consequente maior disponibilidade não afetaram de forma 

significativa a eficiência de remoção de carboidratos. 
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Tabela 5.19: Remoção de carboidratos dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 Etapa I Etapa II Etapa III 

Carboidratos (g L-1)    

Afluente 2 ± 1 4 ± 0 7 ± 1 

RALF NP 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,1 1,8 ± 0,5 

RALF controle 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,1 1,7 ± 0,4 

Remoção (%)    

RALF NP 66 ± 11 78 ± 3 76 ± 6 

RALF controle 63 ± 12 78 ± 2 76 ± 4 

Carga Específica (mgcarb gVS-1 d-1)    

Aplicada no Afluente 7 ± 2 14 ± 3 27 ± 3 

Removida no RALF NP 5 ± 2 11 ± 1 20 ± 2 

Removida no RALF controle 5 ± 2 11 ± 1 19 ± 2 

Carga Volumétrica (mgcarb L-1 d-1)    

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 termofílico (55°C) alimentado com vinhaça 

diluída em glicose e vinhaça bruta em TDH de 1, 2, 4, 6 e 8 h, com concentração de matéria 

orgânica afluente entre 10 e 30 g L-1. Sob tais condições, os autores verificaram eficiências de 

remoção de carboidratos entre 37 e 52%. Neste estudo, em condição mesofílica (37°C) e TDH 

de 3 h e matéria orgânica entre 10 e 23 g L-1, a eficiência de remoção de carboidratos foi entre 

63 e 78%. Ou seja, sob condição mesofílica obteve-se maior remoção de carboidratos quando 

comparado a condição termofílica. 

 Chang et al. (2011) operaram reator de mistura completa em condição mesofílica 

(35°C) alimentado com vinhaça resultante do processamento de beterraba com carga orgânica 

volumétrica de 20 a 44 gDQO L-1 d-1. Os autores observaram 79% de eficiência de remoção 

de carboidratos. Freitas et al. (2020) operaram EGSB alimentado com vinhaça de cana de 

açúcar e sacarose, também em condição mesofílica (30°C), e obtiveram eficiência de remoção 

de carboidratos entre 91 e 96% ao aplicar COV de 15 a 60 gDQO L-1 d-1. Neste estudo, 

operou-se RALFs alimentados com vinhaça de cana-de-açúcar e as COVs foram de 96 a 243 

gDQO L-1 d-1. As eficiências de remoção de carboidratos obtidas foram de 63 a 78%. Ou seja, 

a aplicação de menores COVs e co-digestão da vinhaça com sacarose favoreceram a remoção 

de carboidratos quando comparado às condições deste estudo. 
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Figura 5.54: Variação temporal de carboidratos nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 

5.3.4 Biogás 

 A maior porcentagem de H2 na composição do biogás do RALF NP (65 ± 35; 50 ± 24 

e 61 ± 25% nas etapas I, II e III, respectivamente) foi observada em todas as etapas, quando 

comparado ao RALF controle (43 ± 29; 27 ± 26 e 24 ± 20% nas etapas I, II e III, 

respectivamente) (Tabela 5.20). Desta forma, é possível afirmar que a adição de NP de ferro e 

níquel favoreceu a produção qualitativa de H2. No entanto, a produção volumétrica deste gás 

só foi significativamente maior no RALF NP (0,54 ± 0,22 mmol) quando comparado ao 

RALF controle (0,46 ± 0,12 mmol) na Etapa III (7 ± 1 gcarb L-1) de operação. Ou seja, a 

Etapa III foi a melhor condição para produção de H2 na presença de NP, com maior 

porcentagem e produção volumétrica deste gás. Enquanto, nas Etapas I e II, não houve 

diferença estatística entre a produção volumétrica de H2 do RALF NP (0,40 ± 0,05 e 0,51 ± 

0,12 mmol nas Etapas I e II, respectivamente) quando comparado ao RALF controle (0,40 ± 

0,05 e 0,54 ± 0,13 mmol nas Etapas I e II, respectivamente). Ou seja, apesar de menor 

porcentagem de H2 na composição do seu gás, o volume total de gás produzido no RALF 

controle foi semelhante ao do RALF NP. 
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Tabela 5.20: Produção de biogás dos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 Etapa I Etapa II Etapa III 

 RALF 

NP 

RALF 

controle 

RALF  

NP 

RALF 

controle 

RALF 

NP 

RALF 

controle 

(mmol)       

H2 0,40 ± 0,05 0,40 ± 0,05 0,51 ± 0,12 0,54 ± 0,13 0,54 ± 0,22 0,46 ± 0,12 

CH4 0,25 ± 0,30 0,02 ± 0,03 0,17 ± 0,11 0,07 ± 0,06 0,09 ± 0,11 0,21 ± 0,26 

CO2 0,46 ± 0,52 2,01 ± 2,04 0,72 ± 0,49 4,57 ± 2,79 0,78 ± 0,11 7,16 ± 7,13 

(%)       

H2 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 condição mesofílica (30°C), TDH de 

1 h e alimentado com vinhaça e sacarose nas concentrações de matéria orgânica de 10 e 15 g 

L-1 e obtiveram produção volumétrica de H2 de 5 e 21 mmol, respectivamente. Reis et al. 

(2015) operaram RALF em condição mesofílica, TDH de 6h e alimentado com vinhaça e 

glicose na concentração de 10 g L-1 de matéria orgânica e obtiveram produção volumétrica de 

H2 de 13 mmol. Neste estudo, a máxima produção de H2 (0,54 ± 0,22 mmol) ocorreu na Etapa 

III do RALF NP para 23 g L-1 afluente. Desta forma, a co-digestão da vinhaça com substratos 

de fácil degradação como a glicose e sacarose (Freitas et al., 2020 e Reis et al., 2015) 

favoreceram a produção volumétrica de H2 de forma mais significativa, do que a adição de 

metais ao meio (este estudo). Pois a produção de H2 obtida a partir da fermentação da vinhaça 

utilizando co-substratos (5-21 mmol) foi maior quando comparada a obtida utilizando metais 

(0,54 mmol). Nos relatórios parciais I e II também foi observada a maior influência dos 

substratos na produção de H2 em comparação a adição de metais. 

 Ramos e Silva (2020) avaliaram a produção de H2 em RALF termofílico (55°C), TDH 

de 4h, alimentado com vinhaça e entre 5 e 10 g L-1 de matéria orgânica. Os autores obtiveram 

composição de H2 no gás de 24% e produção volumétrica de 3,4 mmol de H2. Neste estudo, 

para 10 a 23 g L-1 de matéria orgânica afluente e TDH de 3h, obteve-se máxima composição e 

produção volumétrica de H2 de 65% e 0,54 mmol, respectivamente. Desta forma, a utilização 

de NPs metálicas favoreceu a produção qualitativa de H2, ou seja, sua maior composição no 

biogás. No entanto, o volume de gás produzido em condições termofílicas (Ramos e Silva, 

2020) foi maior quando comparado a condições mesofílicas (este estudo). 

 A produção de metano (CH4) foi favorecida na presença 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 II (0,17 ± 0,11 e 0,07 ± 0,06 mmol nos RALF NP e controle, 

respectivamente). No entanto, na Etapa III a produção 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 produção de CH4 estão relacionadas com a menor produção de 

H2, devido ao seu consumo no processo metanogênico (Equação 5.13). 

4H2 + CO2 CH4 + 2H2O (Equação 5.13) 

 A maior produção de CH4 na presença de NP metálicas foi reportada por Ajay et al. 

(2020). Os autores reportaram que a transferência de elétrons entre espécies é o principal 

mecanismo que favorece a produção de CH4 na presença de NP. Os autores observaram 

aumento de 46% no conteúdo de CH4 quando trataram lodo anaeróbio com 0,75 g de NP de 

Fe0. Feng et al. (2014) observaram aumento de 44% nas mesmas condições, no entanto os 

autores também reportaram que quando adicionadas em excesso (1,5 g de NP de Fe0), as NPs 

provocaram a diminuição da produtividade de CH4 em 30% comparado ao reator controle 

(sem adição de NPs), devido a efeitos de toxicidade.  

 A variação temporal da produção de CH4 e H2 nos reatores RALF NP e RALF 

controle está ilustrada na Figura 5.55. É possível observar que ao final da Etapa I (50° ao 90° 

dia de operação) houve aumento na produção de CH4 (~0,8 mmol) no RALF NP, o qual foi 

interrompido com o aumento da carga orgânica de 35 ± 12 para 50 ± 6 gDQO gVS-1 d-1, nas 

Etapas I e II, respectivamente. Nesse período (50°-90° dia de operação) observou-se aumento 

da produção de ácido propiônico (1 a 1,5 g L-1) e valérico (0,3 a 0,5 g L-1) no reator RALF NP 

(Figura 5.56). 

 A maior produção contínua de H2 foi observada entre o 108° e 140° dias de operação, 

em ambos os reatores, e foi relacionada ao aumento da produção de ácido butírico (item 5.3.5 

– Figura 5.56). A relação entre a produção de ácido butírico e H2 no processo fermentativo da 

vinhaça em co-digestão com soro de leite foi reportada por Ramos e Silva, (2018) em RALF 

operado em temperatura termofílica (55°C). Os autores reportaram porcentagens máximas 

deste ácido (30%) na condição de maior produção de H2 (8,2 mmol de H2). Neste estudo, a 

porcentagem máxima de ácido butírico em ambos os reatores foi de 25%, e a respectiva 

produção volumétrica de H2 foi de 0,5 mmol de H2. 

 Por outro lado, as maiores produções pontuais de H2 ocorreram nos dias 166° e 187° 

de operação dos reatores RALF NP e RALF controle, respectivamente e estiveram 
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relacionadas ao aumento da produção de ácido acético no RALF NP e de ácido butírico no 

RALF controle. 

Figura 5.55: Variação temporal da produção de hidrogênio dos RALFs NP e controle alimentados com 

vinhaça 

 

5.3.5 Produção de ácidos orgânicos 

 A respectiva produção de AOV nas etapas I (10 gDQOafluente L-1), II (14 

gDQOafluente L
-1) e III (23 gDQOafluente L-1) foram 1708 ± 743, 3423 ± 746 e 4256 ± 1104 

mgHac L-1 no RALF - NP e 1628 ± 635, 3657 ± 923 e 4148 ± 1054 mgHac L-1 no RALF - 

Controle (Tabela 5.18). Não foi observada diferença estatística significativa (Tukey, p> 0,05) 

entre a produção total de AOV do RALF - NP e RALF - Controle. Os principais metabólitos 

do tratamento anaeróbio com vinhaça neste estudo foram os ácidos acético, propiônico, 

butírico, valérico e láctico, respectivamente em ordem decrescente (Tabela 5.21). As rotas 

metabólicas relacionadas à produção de ácido acético, butírico e propiônico estão descritas 

nas Equações 5.4, 5.5 e 5.6, respectivamente. A rota do ácido acético está relacionada à 

produção de 4 mol de H2 mol-1 de glicose, enquanto a rota do ácido butírico gera 2 mol de H2 

mol-1 de glicose. Se o objetivo principal é produzir H2 a partir da degradação dos 

carboidratos, a rota do ácido propiônico é indesejável, pois consome H2. 
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 O ácido valérico foi o único ácido orgânico com maior produção estatisticamente 

significativa (Tukey, P <0,05) no RALF - NP (532 ± 62 mg L-1) quando comparado ao RALF 

- Controle (452 ± 47 mg L-1), durante a etapa III (Tabela 5.18). A produção de ácido valérico 

no processo fermentativo está geralmente relacionada ao alongamento da cadeia dos ácidos 

acético e propiônico (Spirito et al., 2014)). NPs de ferro e níquel 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: Produção de ácidos orgânicos nos reatores anaeróbios contínuos com e sem a adição de 

nanopartículas metálicas alimentados com vinhaça 

Etapa I II III 

Ácido acético (mg L-1)    

RALF – NP 886 ± 184 1186 ± 91 1616 ± 115 

RALF – Controle 876 ± 153 1264 ± 164 1564 ± 67 

Ácido butírico (mg L-1)    

RALF – NP 234 ± 84 796 ± 149 1192 ± 141 

RALF – Controle 230 ± 74 798 ± 189 1204 ± 107 

Ácido propiônico (mg L-1)    

RALF – NP 650 ± 139 1278 ± 118 1608 ± 102 

RALF – Controle 634 ± 126 1424 ± 158 1752 ± 108 

Ácido valérico (mg L-1)    

RALF – NP 246 ± 82 490 ± 99 532 ± 62 

RALF – Controle 218 ± 70 502 ± 117 452 ± 47 

Ácido lático (mg L-1)    

RALF – NP 48 ± 7 40 ± 5 87 ± 31 

RALF – Controle 28 ± 7 40 ± 5 74 ± 19 

Ácido capróico (mg L-1)    

RALF – NP 22 ± 10 52 ± 15 80 ± 13 

RALF – Controle 18 ± 7 72 ± 21 72 ± 10 

Ácidos orgânicos totais (mgHac L-1)    

RALF – NP 1708 ± 743 3423 ± 746 4256 ± 1104 

RALF – Controle 1628± 635 3657 ± 923 4148 ± 1054 

 

 Ramos e Silva, (2020) estudaram a fermentação da vinhaça em RALF em condição 

termofílica (55°C) e parâmetros operacionais (lodo anaeróbio como inóculo, TDH de 4 h, 10 

gDQOafluente L
-1) semelhante a etapa I deste estudo (lodo anaeróbio como inóculo, TDH de 3 

h, 10 gDQOafluente L-1). Os autores relataram, respectivamente, 19, 30, 13 e 10% de ácido 

acético, butírico, propiônico e lático no efluente do reator. Neste estudo, em condições 

mesofílicas (37°C), os respectivos percentuais foram 40, 11, 30 e 4% no RALF - NP e RALF 

- Controle. Portanto, as condições termofílicas (Ramos e Silva, 2020) favoreceram a rota 

metabólica relacionada ao ácido butírico e a mesofílica (este estudo) favoreceram as rotas 
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relacionadas a produção dos ácidos acético e propiônico, a partir da fermentação da vinhaça, 

com e sem adição de metais ao meio. 

 As concentrações de ácido láctico observadas nas etapas I, II e III foram 48 ± 7, 40 ± 5 

e 87 ± 31 mg L-1 no RALF - NP e 28 ± 7, 40 ± 5 e 74 ± 19 mg L-1 no RALF - Controle, 

respectivamente (Tabela 5.21). Dada a concentração de ácido lático no afluente dos reatores 

(340, 680 e 1360 mg L-1, nas etapas I, II e III, respectivamente), seu consumo foi observado 

em todos os estágios operacionais. O consumo de ácido lático é interessante no contexto de 

produção de H2, uma vez que pode levar a rotas de produção de H2 (Detman et al., 2019). 

Autores que estudaram previamente a fermentação da vinhaça em RALF relataram a 

produção e não consumo de ácido lático (Freitas et al., 2020; Ramos and Silva, 2020). No 

entanto, Detman et al. (2019) relataram relação da presença de C. butyricum com a rota de 

consumo de ácido lático, e como o inóculo deste estudo foi bioaumentado com Clostridium 

butyricum, provavelmente, este foi o motivo da diferença da rota metabólica lática entre 

estudos anteriores de fermentação da vinhaça e este estudo. 

 Um aumento na produção contínua de H2 foi observada entre o 108 ° e 140 ° dia de 

operação, tanto no RALF - NP quanto no RALF - Controle, e esteve relacionado à maior 

produção de ácido butírico (1,0 - 1,5 g L-1). A relação entre a produção de ácido butírico e 

maior rendimento de H2 foi relatada na co-digestão termofílica (55 C) de vinhaça e soro de 

queijo usando RALF, os autores relataram maior produção de H2 (8,2 mmol de H2) com 

porcentagem máxima de ácido butírico (30%) Neste estudo, a maior porcentagem de ácido 

butírico foi de 25% com 0,5 mmol de produção de H2. Além disso, maiores produções 

pontuais de H2 foram observadas no 166 ° e 187 ° dia de operação, respectivamente, do 

RALF - NP e do RALF-Controle, e esteve relacionada à maior produção de ácido acético no 

RALF- NP (2,3 e 2,1 g L-1) e maior produção de ácido butírico no RALF - Controle (2,0 e 2,1 

g L-1). 

 Ácido acético foi observado nas Etapas I, II e III em 886 ± 184, 1186 ± 91 e 1616 ± 

115 mg L-1 no RALF NP e 876 ± 153, 1264 ± 164 e 1564 ± 67 mg L-1 no RALF controle 

(Tabela 5.21). Em ambos os reatores, a porcentagem de ácido acético em relação a produção 

total de ácidos foi de 40, 30 e 30% nas Etapa I, II e III, respectivamente. Freitas et al. (2020) 

operaram EGSB mesofílico alimentado com vinhaça e sacarose (15 g L-1) e TDH de 4h e 

obtiveram 50% de ácido acético (500 mg L-1). Desse modo, mesmo em diferentes 
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configurações reacionais, o ácido acético é um dos principais metabólitos resultantes da 

fermentação de vinhaça. 

 As concentrações de ácido butírico observadas nas respectivas Etapas I, II e III foram 

de 234 ± 84, 796 ± 149 e 1192 ± 141 mg L-1 no RALF NP e 230 ± 74, 798 ± 189 e 1204 ± 

107 mg L-1 no RALF controle (Tabela 5.21). Em ambos os reatores, a porcentagem de ácido 

butírico em relação a produção total de ácidos foi de 10, 20 e 15% nas Etapa I, II e III, 

respectivamente. Santos et al., (2014) operaram RALF termofílico alimentado com vinhaça e 

glicose (10 g L-1) e 4h de TDH e obtiveram 581 ± 50 mg L-1 de ácido butírico, concentração 

maior do que as reportadas neste estudo. Provavelmente, a adição de um substrato de fácil 

degradação favoreceu a produção de butírico quando comparado a esse estudo. 

 As concentrações de ácido propiônico observadas nas respectivas Etapas I, II e III 

foram de 650 ± 139, 1278 ± 118 e 1608 ± 102 mg L-1 no RALF NP e 634 ± 126, 1424 ± 158 e 

1752 ± 108 mg L-1 no RALF controle (Tabela 5.21). A produção de ácido propiônico em 

reatores acidogênicos geralmente é indesejada, pois esta rota metabólica consome H2 

(Equação 5.6). Ferreira et al. (2018) estudaram as rotas metabólicas de RALFs alimentados 

com sacarose (5 gDQO L-1) e TDH de 4 h. Os autores reportaram que não houve produção de 

ácido propiônico no processo fermentativo, tanto em condição mesofílica (30°C), quanto em 

condição termofílica. Neste estudo, o ácido propiônico foi o segundo metabólito mais 

produzido e isto pode ter contribuído paras as baixas produções volumétricas de H2 (item 

5.3.4). 

 As concentrações de ácido valérico observadas nas respectivas Etapas I, II e III foram 

de 246 ± 82, 490 ± 99 e 532 ± 62 mg L-1 no RALF NP e 218 ± 70, 502 ± 117 e 452 ± 47 mg 

L-1 no RALF controle (Tabela 5.21). Quando adicionadas em reatores em batelada com 

glicose como substrato (Relatório Parcial I), as NPs de ferro e níquel aumentaram em 5 vezes 

produção de ácido valérico. Nesta etapa do estudo, não houve diferença estatística na 

produção de ácido valérico ao comparar o RALF NP com o RALF controle. Ferreira et al. 

(2018) avaliaram a influência do TDH (1, 2, 4, 6 e 8h) na produção de metabólitos de RALF 

alimentado com glicose. Os autores reportaram a produção de ácido valérico apenas em TDH 

de 8h. No estudo de Ferreira et al. (2018), o ácido valérico foi produzido em todas as etapas 

de operação, em TDH de 4h. Ou seja, a utilização de água residuária real (vinhaça), favoreceu 

a produção de ácido valérico, quando comparado ao substrato sintético (glicose). 
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 As concentrações de ácido lático observadas nas respectivas Etapas I, II e III foram 48 

± 7, 40 ± 5 e 87 ± 31 mg L-1 no RALF NP e 28 ± 7, 40 ± 5 e 74 ± 19 mg L-1 no RALF 

controle (Tabela 5.21). Dada a concentração afluente deste ácido (1082 ± 109 mg L-1), seu 

consumo foi observado em todas as Etapas (Equação 5.14). O consumo deste ácido durante a 

fermentação é interessante porque pode ser direcionado a rotas que produzem H2, já que está 

relacionado a produção de ácido butírico (Detman et al., 2019). Autores que estudaram a 

degradação de vinhaça em RALF normalmente relatam a produção e não o consumo de ácido 

lático (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 

inóculo. Provavelmente, a presença de Clostridium butyricum no meio favorece esta rota 

metabólica. 

170CH3COOH + 200CH3CHCOOH+ 3CH3CH2COOH + 18CH3CH2CH2COOH 76CH3COOH + 

4CH3CHCOOH+ 3CH3CH2COOH+190CH3CH2CH2COOH+ 29CH3CH2OOH + X (Equação 5.14) 

 

 Sendo, X a biomassa bacteriana e outros produtos da fermentação, como por exemplo 

os gases. 
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Figura 5.56: Variação temporal da produção de ácidos orgânicos voláteis nos RALFs NP e controle 

alimentados com vinhaça 

 

5.3.6 pH e alcalinidade 

 Toda a alcalinidade do reator foi referente a presença de AOV devido a não adição de 

bicarbonato na alimentação, 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 concentração de AOV na presença de NP metálicas. 

Nas respectivas Etapas I, II e III os valores foram de 618 ± 169, 519 ± 107 e 1194 ± 244 

mgCaCO3 L-1 no RALF NP e 355 ± 106, 302 ± 46 e 695 ± 101 mgCaCO3 L-1 no RALF 

controle (Tabela 5.22). 

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

 Etapa I Etapa II Etapa III 

pH    

Afluente 4,8 ± 0,0 4,6 ± 0,0 4,9 ± 0,0 

RALF NP 4,7 ± 0,0 4,6 ± 0,0 4,7 ± 0,0 

RALF controle 4,7 ± 0,0 4,6 ± 0,0 4,7 ± 0,0 

Alcalinidade (mgCaCO3 L
-1)    

Afluente 328 ± 107 219 ± 40 741 ± 110 

RALF NP 618 ± 169 519 ± 107 1194 ± 244 

RALF controle 355 ± 106 302 ± 46 695 ± 101 

 

 A presença de NPs metálicas pode influenciar o pH do meio e muitas vezes é um dos 

fatores que está associado a maior produtividade de H2 (Llorca e Idriss, 2011). Esta diferença 

de pH na presença de NP metálicas foi observada nos resultados do Relatório Parcial II, 

quando os RALFs foram alimentados com glicose. Quando alimentados com vinhaça, não 

houve diferença estatisticamente significativa entre os valores de pH no RALF NP (4,7 ± 0,0; 

4,6 ± 0,0 e 4,7 ± 0,0 nas Etapas I, II e III, respectivamente) e RALF controle (4,7 ± 0,0; 4,6 ± 

0,0 e 4,7 ± 0,0 nas Etapas I, II e III, respectivamente) (Tabela 5.22 e Figura 5.57). 

Provavelmente, a influência dos diversos compostos presentes em água residuária real, 

mascarou a influência dos metais no pH (Godoi et al., 2019). 

 Ramos and Silva, (2020) operaram RALF alimentado com vinhaça (10 gDQO L-1) em 

condição termofílica (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 mudança de 

temperatura não afeta os valores de pH ao final do processo acidogênico. 
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Figura 5.57: Variação temporal do pH nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 

5.3.7 Sólidos Suspensos 

 O escape de sólidos no efluente devido a elevada agitação é característica da 

configuração de reatores fluidificados (Moharram et al., 2019). No entanto, como a vinhaça é 

uma água residuária real com elevada concentração de sólidos, houve remoção de sólidos 

totais voláteis, que provavelmente foram hidrolisados no reator, quando comparou-se a 

concentração afluente (9 ± 5, 11 ± 2 e 21 ± 2 g L-1 nas Etapas I, II e III, respectivamente) com 

a dos RALF NP (4 ± 1, 6 ± 1 e 11 ± 2 g L-1 nas Etapas I, II e III, respectivamente) e RALF 

controle (4 ± 1, 6 ± 1 e 10 ± 0 g L-1 nas Etapas I, II e III, respectivamente) (Tabela 5.23). 

Ramos e Silva, (2020) também observaram remoção de sólidos em RALF alimentado com 

vinhaça (3,2 ± 0,4 gSST L-1) em condições termofílica (55°C) e TDH de 4h. Os autores 

reportaram respectivas concentrações efluente de sólidos suspensos totais, sólidos suspensos 

voláteis e sólidos suspensos fixos de 1,0 ± 0,3; 0,8 ± 0,2; 0,2 ± 0,1 g L-1. Neste estudo, as 

concentrações de sólidos suspensos foi maior e variou de 1,0 ± 0,4 a 2,5 ± 0,5 g L-1, 

provavelmente devido a maior concentração de sólidos suspensos também no afluente (2,0 ± 

0,4 – 5,1 ± 0,5 g L-1). 
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Tabela 5.23: Concentração de sólidos nos RALFs NP e controle alimentados com vinhaça 

 Etapa I Etapa II Etapa III 

Sólidos Totais (g L-1)    

Afluente 12 ± 7 15 ± 2 29 ± 3 

RALF NP 7 ± 3 10 ± 1 20 ± 1 

RALF controle 7 ± 2 10 ± 1 18 ± 0 

Sólidos Totais Voláteis (g L-1)    

Afluente 9 ± 5 11 ± 2 21 ± 2 

RALF NP 4 ± 1 6 ± 1 11 ± 2 

RALF controle 4 ± 1 6 ± 1 10 ± 0 

Sólidos Suspensos (g L-1)    

Afluente 3,6 ± 4,3 2,0 ± 0,4 5,1 ± 0,5 

RALF NP 1,0 ± 0,4 1,3 ± 0,2 2,5 ± 0,5 

RALF controle 1,0 ± 0,4 1,9 ± 0,5 2,3 ± 0,3 

Sólidos Suspensos Voláteis (g L-1)    

Afluente 3,2 ± 4,0 1,8 ± 0,3 4,4 ± 0,4 

RALF NP 0,8 ± 0,4 1,1 ± 0,2 1,9 ± 0,5 

RALF controle 0,9 ± 0,4 1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,3 

 

 Em todas as etapas de operação a diferença estatística (Teste Tukey – p>0,05) não foi 

significativa quando comparada a concentração de sólidos suspensos totais no efluente do 

RALF NP (1,0 ± 0,4, 1,3 ± 0,2 e 2,5 ± 0,5 g L-1 nas Etapas I, II e III, respectivamente) com a 

do efluente no RALF controle (1,0 ± 0,4, 1,9 ± 0,5 e 2,3 ± 0,3 g L-1 nas Etapas I, II e III, 

respectivamente) (Tabela 5.23). Ou seja, a adição de NP metálicas não influenciou na 

dinâmica de sólidos dos reatores.  

5.3.8 Metagenoma do biofilme 

5.3.8.1 Taxonomia 

 Durante todas as etapas de operação, e tanto no RALF - NP quanto no RALF - 

Controle, Prevotella foi o gênero mais abundante no biofilme dos reatores [respectivamente 

nas etapas II e III: 31,6 e 30,4% no RALF - NP e 20,6 e 33,0% no RALF - Controle] , seguido 

por Clostridium [respectivamente nas etapas II e III: 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 

vinhaça (Cassman et al., 2018) e utiliza sacarídeos como xilana, xilose e pectina para produzir 

acetato e succinato (Diaz e Salas, 2020). Clostridium sp. é frequentemente identificada como 

abundante na fermentação da vinhaça, 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 gêneros identificados na análise taxonômica do biofilme diminuíram sua 

abundância relativa com o aumento da carga orgânica, ou seja, na passagem da etapa II para a 

etapa III, tanto no RALF - NP quanto no RALF – Controle: Pectinatus sp. [respectivamente 

nas etapas II e III: 11,0 e 1,5% no RALF - NP e 12,9 e 0,7% no RALF - Controle], 

Acidipropionibacterium sp. [respectivamente nas etapas II e III: 1,8 e 0,2% no RALF - NP e 

0,7 e 0,3% no RALF - Controle], Acetobacter sp. [respectivamente nas etapas II e III: 1,8 e 

0,0% no RALF - NP e 0,4 e 0,0% no RALF - Controle], e Megasphaera sp. [respectivamente 

nas etapas II e III: 0,9 e 0,4% no RALF - NP e 0,8 e 0,2% no RALF - Controle] (Figura 5.58). 

 Microrganismos do gênero Pectinatus convertem a glicose em ácido propiônico e 

acético (Costa et al., 2020). A produção de H2 a partir da vinhaça de cana-de-açúcar em 

reatores anaeróbios de leito fixo e fluxo ascendente foi avaliada em um TDH de 24 h, uma 

carga orgânica de 36,2 kgDQO m3 d-1 e 25°C. Nestas condições, Pectinatus e Megasphaera 

foram associados a baixos rendimentos de H2. Os autores relataram que organismos do gênero 

Pectinatus foram dominantes (54,1%) no início (10° dia) e não dominantes (3,1%) no final 

(50° dia) da operação do reator (Júnior et al., 2015). Neste estudo, também foi observada uma 

redução na abundância relativa do início [11,0 e 12,9% na etapa II do RALF - NP e - 

Controle, respectivamente] para o final [0,7 e 1,5% na etapa III do RALF - NP e - Controle, 

respectivamente]. 
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Figura 5.58: Heatmap da abundância relativa dos gêneros observados no biofilme dos RALFs NP e 

Controle ao final das etapas operacionais II e III 
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 Acetobacter sp. é um dos microrganismos que participam na produção de vinho e é 

capaz de converter o etanol produzido pelas leveduras em ácido acético e, assim, aumentar a 

acidez volátil do vinho (Niu et al., 2019). Acetobacter foi também classificada como parte do 

microbioma central da cana-de-açúcar, e foi relatado como um gênero significativamente 

abundante na vinhaça, portanto descrita como bactéria da vinhaça (Cassman et al., 2018). 

Neste estudo, maior abundância relativa de Acetobacter (1.8%) foi observada no biofilme do 

RALF - NP durante a etapa II, e provavelmente foi uma das responsáveis pela produção de 

ácido acético (1,20 ± 0,09 g L-1) neste reator (Figura 5.56 e Tabela 5.21). 

 A evidência genômica levou à divisão do gênero Propionibacterium em 

Propionibacterium e Acidipropionibacterium. São bastonetes pleomórficos, anaeróbios a 

aerotolerantes, mesofílicos, Gram-positivos e de alto G + C. Estes organismos produzem 

ácido propiônico como o principal produto final da degradação de diversos substratos. 

Bactérias do gênero também produzem vitaminas e outros compostos de interesse e podem 

ser usados como probióticos. Ferramentas genéticas e sequências de genoma estão agora 

disponíveis para os gêneros Propionibacterium e Acidipropionibacterium, o que irá melhorar 

suas aplicações (Turgay et al., 2020). Neste estudo, as abundâncias relativas de 

Acidipropionibacterium foram respectivamente nas etapas II e III: 1,8 e 0,2% no RALF - NP 

e 0,7 e 0,3% no RALF - Controle, e evidencia como o aumento da carga orgânica (14 a 23 

gDQOafluente L-1, respectivamente nas etapas II e III) não favoreceu sua presença no meio, 

tanto na presença, quanto na ausência de NPs metálicas. 

 O gênero Lactobacillus foi proposto por Beijerinck em 1901 e inclui microrganismos 

Gram-positivos, fermentativos, facultativamente anaeróbios e não formadores de esporos. O 

gênero está classificado no filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, família 

Lactobacillaceae, que contém os gêneros Lactobacillus, Paralactobacillus e Pediococcus. O 

gênero Lactobacillus compreende 261 espécies extremamente diversas nos níveis fenotípico, 

ecológico e genotípico. Com base na filogenia do genoma central, identidade média de pares 

de aminoácidos, genes de assinatura específicos, critérios fisiológicos e a ecologia dos 

organismos, a reclassificação do gênero Lactobacillus em 25 gêneros foi proposta (Zheng et 

al., 2020). Seis dos 25 gêneros propostos foram observados neste estudo: Lactobacillus, 

Lactiplantibacillus, Secundilactobacillus, Levilactobacillus, Lacticaseibacillus e 

Liquorilactobacillus. 
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 A abundância relativa dos gêneros Liquorilactobacillus e Lacticaseibacillus diminuiu 

quando a carga orgânica dos reatores aumentou de 14 gDQOafluente L-1 (etapa II) para 23 

gDQOafluente L
-1 (etapa III) (Figura 5.58). Liquorilactobacillus, um lactobacillus referindo-se 

ao isolamento da maioria das espécies a partir de líquidos, incluindo melaço fermentado, 

seiva vegetal e bebidas alcoólicas. O gênero é caracterizado como homofermentativo, Gram 

positivo e produtor de dextrana a partir da sacarose (Zheng et al., 2020). Neste estudo, a 

abundância relativa de Liquorilactobacillus foi, respectivamente nas etapas II e III, 1,0 e 0,3% 

no RALF - NP e 0,7 e 0,1% no RALF - Controle. Lacticaseibacillus também diminuiu sua 

abundância relativa quando a carga orgânica aumentou no RALF - NP [2,5 e 1,8% nas etapas 

II e III, respectivamente] e manteve abundância relativa semelhante nas etapas II e III do 

RALF - Controle [respectivamente, 1,3 e 1,4%]. As cepas de Lacticaseibacillus são 

homofermentativas, não móveis, oxidase negativas e frequentemente produzem ácido lático a 

partir da glicose, além de metabolizar pentoses através da via da fosfocetolase (Zheng et al., 

2020). 

 Ademais, o aumento na abundância relativa de Lactobacillus, Lactiplantibacillus, 

Secundilactobacillus e Levilactobacillus foi observado da etapa II para a etapa III. Ou seja, o 

aumento da proporção da vinhaça na alimentação favoreceu a maior abundância relativa dos 

gêneros relacionados a Lactobacillus. 

 Lactiplantibacillus são bastonetes Gram-positivos, não formadores de esporos, 

homofermentativos e não móveis, os quais tem sido amplamente utilizados como espécie 

modelo para estudos metabólicos, ecológicos e genéticos em Lactobacillus. Sua importância 

comercial vem de sua aplicação como cultura inicial para múltiplas fermentações alimentares 

(mandioca, feijão, couve, etc) além de ser uma cultura probiótica. Este gênero produz lactato 

a partir de um amplo espectro de pentoses, hexoses e dissacarídeos (Zheng et al., 2020). A 

abundância relativa de Lactiplantibacillus foi, respectivamente nas etapas II e III, 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 são relativamente 

homogêneos no que diz respeito à sua identidade de aminoácidos, mas eles são separados por 

análise filogenética e sua ecologia. O Secundilactobacillus é um lactobacillus que ocorre em 

fermentação secundária ou como um organismo de deterioração depois que os fermentadores 

primários esgotaram hexoses e dissacarídeos. Gram-positivo, em forma de bastonete, catalase 

negativa, heterofermentativo. Corresponde à adaptação a habitats empobrecidos por hexose, 
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incluindo silagem, cerveja, licor e cidra de maçã. A abundância relativa de 

Secundilactobacillus foi, respectivamente nas etapas II e III, 0,0 e 7,5% no RALF - NP e 0,0 e 

1,8% no RALF - Controle (Figura 5.58). Levilactobacillus refere-se à ocorrência de múltiplas 

espécies do gênero que são utilizadas como levedura. Foi descrito como Gram-positivo, em 

bastonete, catalase negativo e heterofermentativo. A abundância relativa do Levilactobacillus 

foi, respectivamente nas etapas II e III, 0,0 e 3,0% no RALF - NP e 0,1 e 3,1% no RALF - 

Controle (Figura 5.58). As cepas nos gêneros 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 influência das NPs metálicas na composição da taxonomia foi observada na 

abundância relativa de Secundilactobacillus, a qual foi de 7,5% no RALF - NP versus 1,8% 

no RALF - Controle, na etapa III (7 ± 1gcarb L-1). Secundilactobacillus é um gênero 

caracterizado como bactéria láctica e foi relatado que sua presença aumenta a capacidade de 

ligação, digestibilidade, absorção e solubilidade de minerais como o ferro (Ashaolu e Reale, 

2020). Thomas et al. (2021) estudaram a microbiologia da fermentação de cervejas históricas 

e relataram 31% da abundância relativa de Secundilactobacillus, bem como uma 

predominância de chumbo e ferro como os principais íons detectáveis. Neste estudo, a maior 

abundância relativa de Secundilactobacillus esteve relacionada com a maior disponibilidade 

de ferro no meio, dada a adição de NPs na argila expandida do RALF-NP. 

 Durante a etapa II, os gêneros com pelo menos 2 vezes a abundância 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 fermentação da vinhaça com 4 gcarb L-1 na alimentação, esses foram os 

gêneros influenciados pela maior disponibilidade de metais (ferro e níquel) no meio. 

Acidipropionibacterium é um novo gênero proposto a partir de Propionibacterium e foi 

descrito como contendo genes de aquisição de ferro (Scholz and Kilian, 2016). O estudo do 

papel do ferro na resistência ao estresse oxidativo de organismos semelhantes ao gênero 

Acetobacter revelou que a proteína de ligação ao DNA incorpora um ferro divalente 

intracelularmente, formando um centro de ferroxidase (Suzuki et al., 2021). Portanto, tanto 

Acidipropionibacterium quanto Acetobacter foram relacionados à disponibilidade de ferro no 

meio na literatura e, neste estudo, a maior disponibilidade de ferro resultou em maior 
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abundância relativa destes gêneros no RALF - NP quando comparado ao RALF-Controle no 

final da etapa II. 

 O efeito da disponibilidade de ferro na fermentação foi avaliado e uma diminuição de 

15% na abundância relativa de Bifidobacterium foi observada, sob condições de quelação de 

ferro (Parmanand et al., 2019). Penella et al. (2012) observaram a relação entre a absorção 

celular de ferro e organismos do gênero Bifidobacterium. Os autores reportaram que os 

conteúdos dialisáveis de ferro para amostras com Bifidobacteria aumentaram 2,3-5,6 vezes 

em comparação com os controles. O metabolismo do ferro em bifidobactérias foi descrito 

como dois sistemas de absorção de ferro: um operando em baixas concentrações externas de 

ferro (1 a 20 μM); e um operando em concentrações mais altas (até 400 μM). O ferro está 

localizado principalmente na superfície e na fração solúvel em células em baixas 

concentrações de ferro. Em níveis elevados, o ferro está associado principalmente à fração 

insolúvel (particulada) (Bezkorovainy et al., 1996). Neste estudo, provavelmente o sistema de 

captação do ferro em níveis elevados favoreceu o crescimento de Bifidobacterium no RALF-

NP quando comparado ao RALF-Controle, durante a etapa II. 

 Durante a etapa III, os gêneros com pelo menos 2 vezes a abundância 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 são capazes de descarboxilar compostos fenólicos poliméricos 

resultando em sua melhor biodisponibilidade, e são potenciais iniciadores poderosos para a 

fermentação de alimentos. Além de sua presença já ter sido relatada em amostras com alta 

concentração de metais, uma cepa específica, Weissella oryzae, foi relatada como envolvida 

na síntese de bionanopartículas de prata com 10-30 nm, esférica e intracelular (Rana et al., 

2020). A relação de Pectinatus, Megasphaera e Liquorilactobacillus com a suplementação de 

ferro e níquel ainda não é 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 níquel 

 Durante a etapa II, os genes relacionados à suplementação de ferro com maior 

porcentagem no RALF - NP quando comparados ao RALF - Controle foram: K00845 - 

glucoquinase (0,07 versus 0,05%) e K03737 - piruvato-ferredoxina oxidoredutase (0,23 
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versus 0,21%) (Figura 5.59). Ambos são genes unitários relacionados às etapas iniciais da 

degradação da glicose (Figura 5.60) e sua maior abundância foi associada a uma maior 

presença no gênero Prevotella (Figura 5.59). Heibel et al. (2018) descreveu como a 

suplementação de ferro estimula a glicólise e inibe a gliconeogênese em células de Bactris 

setosa. Os autores relataram que a suplementação de ferro melhora a resposta da glicose 

intracelular, estimulando as enzimas limitantes da taxa glicolítica: glucoquinase e 

fosfofrutoquinase, e inibindo a enzima gliconeogênica glicose-6-fosfatase. Neste estudo, as 

NPs de ferro adicionadas ao material suporte do RALF-NP também favoreceram as enzimas 

glicolíticas, que eram a glucoquinase e a piruvato-ferredoxina oxidoredutase (Figura 5.60). 

 Além disso, durante a etapa II, K05349 - beta-glicosidase foi o único gene relacionado 

à suplementação de níquel e com maior abundância no RALF - NP quando comparado ao 

RALF - Controle (0,24 versus 0,17%). E sua maior presença estava relacionada ao gênero 

Bacteroides (Figura 5.59). É um gene responsável pela hidrólise de compostos em glicose 

(Figura 5.60). Uma vez que a glucosidase desempenha papel fundamental na produção de 

biocombustíveis a partir de biomassa, muitos esforços para melhorar sua atividade são 

relatados na literatura, como a seleção do inóculo (Penicillium, Lichtheimia, etc) e estratégias 

para as desvantagens da inibição enzimática (pré-tratamento) (Srivastava et al., 2019). Neste 

estudo, a suplementação de níquel é dada como uma das possibilidades ainda não 

consideradas na literatura, de melhorar a atividade desta enzima. Jiang, (2014) estudou a 

hidrogenação hidrolítica de celulose em álcoois por sais de níquel e relatou rendimento de 

87,9% na presença de NiSO4. 
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Figura 5.59: Abundância relativa de genes e gêneros associados relacionados a presença de ferro e níquel no meio 
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 Durante a etapa III, os genes relacionados à suplementação de ferro com maior 

porcentagem no RALF - NP quando comparado ao RALF - Controle foram: K00925 - acetato 

quinase (0,10% versus 0,06%), K00873 - piruvato quinase (0,08 versus 0,05%), K00074 - 3-

hidroxibutiril-CoA desidrogenase (0,02 versus 0,01) e K00016 - L-lactato desidrogenase 

(0,05 versus 0,02%). K00873 - piruvato quinase está envolvida nas primeiras etapas da 

fermentação da glicose e sua bifurcação metabólica adicional pode resultar no uso dos outros 

três genes descritos acima: K00925 - acetato quinase, K00074 - 3-hidroxibutiril-CoA 

desidrogenase e K00016 - L-lactato desidrogenase tendo como produtos finais os ácidos 

acético, butírico e lático, respectivamente (Figura 5.59). Além dessa distinção na atividade 

dos genes, não foi observada diferença entre o RALF - NP e o RALF - Controle na 

concentração total de ácidos voláteis obtida no monitoramento de análises químicas. Além 

disso, avaliando o monitoramento de AOV, é possível inferir que o ácido lático estava sendo 

consumido a piruvato, uma vez que a concentração de ácido lático no efluente (28-87 mg L-1) 

foi menor do que no afluente (354-541 mg L-1), indicando seu consumo nos RALFs e em 

todas as fases operacionais. 

 O uso de cápsulas de pectina-ferro para estabilizar e liberar bactérias de ácido lático 

foi relatado por Ghibaudo et al. (2017). Além disso, a atividade catalítica do níquel e do ferro 

na desidrogenação do ácido lático em ácido pirúvico é descrita na literatura (Lomate et al., 

2013). Neste estudo, a suplementação de níquel e ferro estava relacionada a maior abundância 

de genes relacionados ao consumo de ácido lático. 

 Durante a etapa III, os genes relacionados à suplementação de níquel com maior 

porcentagem no RALF- NP quando comparados ao RALF - Controle foram: K00016 - L-

lactato desidrogenase (0,05 versus 0,02%), K00244 - fumarato redutase flavoproteína (0,19 

versus 0,09%) , K00925 - acetato quinase (0,10 versus 0,06%) e K03778 - D-lactato 

desidrogenase (0,06 versus 0,01%) (Figura 5.59). A maior porcentagem destas enzimas está 

relacionada a sua presença nos gêneros Secundilactobacillus e/ou Lactobacillus. Portanto, a 

suplementação de níquel foi relacionada à rota do lactato ilustrada na Figura 5.60. 
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Figura 5.60:Rota metabólica de degradação da vinhaça, genes associados e gêneros relacionados 

 
 

5.4 Comparação da influência das nanopartículas metálicas nas diferentes 

configurações reacionais 

 O ácido valérico é considerado um produto da fermentação de alto valor agregado (U$ 

3,0 kg-1) e a suplementação com metais na forma de NPs de ferro e níquel resultou em 

produção mais elevadas desse ácido, quando comparado ao reator controle, tanto no 

experimento de DCCR dos reatores em batelada alimentados com RCM (3,9 e 3,4 mg L-1 no 

reator NP e controle, respectivamente – Figura 5.37), quanto no RALF alimentado com 

vinhaça (532 e 452 mg L-1 no RALF – NP e -Controle, respectivamente - item 5.3.5). 

 Todavia, no reator contínuo alimentado com RCM, a rota de produção dos ácidos 

acético e butírico foi favorecida no RALF-NP, quando comparado ao RALF-Controle, cuja 

rota de produção de ácido lático foi favorecida. Provavelmente, a autofermentação foi uma 

estratégia que mudou a estrutura da comunidade bacteriana e modificou as rotas de 

fermentação (Russo et al., 2018). Ou seja, os resultados obtidos em reatores descontínuos não 

foram reproduzidos em reatores contínuos, mesmo quando condições notavelmente 

semelhantes (mesma temperatura, pH inicial e alimentação) foram aplicadas. É importante 
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ressaltar que as condições 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 abundância relativa maior para Lactobacillus (48,8%) 

e Propionibacterium (12,6%). 

 Ao analisar de forma pontual a produção de H2 nos RALF alimentados com glicose 

(Figura 5.48), no 35° e 36° dias de operação a produção de H2 foi 10 e 11 L no RALF - NP e 

2 e 2 L no RALF - Controle, respectivamente. Nestes dias, a fermentação da glicose esteve 

relacionada a produção de propiônico (1,4 g L-1), butírico (1,3 g L-1) e acético (1,3 g L-1), no 

RALF – NP e a produção de ácido lático (1,5 g L-1) no RALF - Controle. Além disso, os 

gêneros Lactobacillus (48,8%) e Propionibacterium (12,6%) foram os mais abundantes no 

biofilme do RALF – NP ao final da operação, e as respectivas enzimas mais abundantes 

relacionadas a suplementação de ferro e níquel foram K00925: acetato quinase – 0,18% e 

K00244: fumarato flavoproteína redutase – 0,33%. 

 No RALF alimentado com vinhaça, a maior produção pontual de H2 foi observada no 

166 ° e 187 ° dia de operação, respectivamente, do RALF - NP e do RALF-Controle, e 

estiveram relacionadas à maior produção de ácido acético no RALF- NP (2,3 e 2,1 g L-1) e 

maior produção de ácido butírico no RALF - Controle (2,0 e 2,1 g L-1). Além disso, o 

aumento da proporção da vinhaça na alimentação favoreceu a maior abundância relativa do 

gênero Lactobacillus tanto no RALF-NP (1,4 e 11,4% nas etapas II e III, respectivamente) 

quanto no RALF – Controle (1,9 e 6,5% nas etapas II e III, respectivamente). A 

suplementação com NPs de níquel e ferro esteve associada a maior abundância de genes 

relacionados ao consumo de ácido lático. A relação de Pectinatus, Megasphaera e 

Liquorilactobacillus com a suplementação de ferro e níquel ainda não relatada na literatura, 

foi descrita neste estudo. Ademais, a suplementação de níquel é dada como uma das 

possibilidades ainda não consideradas na literatura, de melhorar a atividade da enzima 

glucosidase, responsável pela hidrólise de compostos orgânicos complexos em glicose. 
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6 CONCLUSÕES 

• Otimização da produção de H2 foi obtida nos reatores em batelada alimentados com 

RCM e inoculados com a cultura pura de C. butyricum, por meio do ajuste na 

composição nutricional utilizando planejamento experimental e a adição de NPs de 

ferro (30 mg Fe0 L-1) e níquel (20 mg Ni0 L-1) . Todavia, a adição de NPs de níquel 

acima de 50 mg L-1 foi desfavorável para a produção de H2. Ademais, maior eficiência 

de conversão de carboidratos esteve diretamente ligada a maior produção acumulada 

de H2, e a atividade da enzima hidrogenase na fase exponencial foi crucial para maior 

produção de H2, pois foi nesta fase que a presença de íons fornecidos pelas NPs foram 

diferenciais na fermentação. Além disso, a rota de produção de ácido valérico (ácido 

de alto valor agregado no mercado) foi favorecida em detrimento a de ácido acético e 

butírico quando NPs foram adicionadas ao meio. A suplementação de metais na forma 

de NPs metálicas nos reatores em batelada resultaram em maior quantidade e em 

menor expressão da enzima hydA quando comparado ao reator controle. 

• Nos reatores contínuos alimentados com glicose e inoculados por autofermentação 

com bioaumentação de C. butyricum, a imobilização de metais (ferro e níquel) no 

material suporte e sua consequente maior disponibilidade não afetaram de forma 

significativa a eficiência de remoção de carboidratos e a produção de H2. Todavia, a 

presença de NPs favoreceu a maior produção de AOVs, quando comparado ao reator 

controle. Além disso, a adição de NPs influenciou nas rotas metabólicas, com maior 

produção dos ácidos acético e butírico no RALF - NP e ácido lático no RALF - 

Controle. A retirada de co-substratos (extrato de carne, peptona e amido) da 

alimentação favoreceu a rota de produção de ácido lático em ambos os reatores (RALF 

- NP e RALF - Controle). Bactérias semelhantes ao gênero Lactobacillus, e 

relacionadas à produção de ácido lático e síntese da enzima lactato-desidrogenase 

(11,8% de abundância relativa), foram identificadas com maior abundância relativa 

(48,8%) no biofilme do RALF-NP; 

• Nos reatores contínuos alimentados com vinhaça e inoculados com lodo anaeróbio 

bioaumentado com C. butyricum, a imobilização de metais (ferro e níquel) no material 

suporte e sua consequente maior disponibilidade não afetaram de forma significativa a 

eficiência de remoção de carboidratos e a produção de AOV. Todavia, a composição 
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de H2 no biogás foi significativamente maior no RALF - NP quando comparado ao 

RALF - Controle. Tanto no RALF - NP, quanto no RALF - Controle, os ácidos 

acético, propiônico e butírico foram os principais metabólitos. Além disso, o consumo 

de ácido lático no processo fermentativo da vinhaça foi observado em ambos os 

reatores e em todas as etapas operacionais, provavelmente devido a bioaumentação 

com C butyricum. Durante a etapa II, as NPs metálicas favoreceram genes 

relacionados às primeiras etapas da digestão da vinhaça, com maiores percentuais das 

enzimas beta-glucosidase, glucoquinase e piruvato-ferredoxina oxidoredutase e 

relacionadas com maior  abundância relativa de Bacteroides e Prevotella. No entanto, 

quando alimentado com vinhaça mais concentrada (etapa III), L- e D-lactato 

desidrogenase, 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase, acetato quinase, piruvato quinase 

e flavoproteína fumarato redutase foram as enzimas favorecidas na presença de NPs. 

Estas enzimas estão relacionadas às etapas finais da degradação dos compostos 

orgânicos da vinhaça e sua maior abundância foi relacionada aos gêneros 

Lactobacillus e Secundilactobacillus. 
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