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RESUMO

A vinhacga é um residuo da destilacdo de etanol de cana-de-agucar que é gerada em
grandes quantidades pela industria sucroalcooleira. Possui altas fontes de carbono
podendo ser reaproveitada como substrato para a producao biolégica de hidrogénio
e outros produtos de valor agregado. O hidrogénio € uma forma de energia limpa e
renovavel e pode ser obtido por processos fermentativos por meio microrganismos
em culturas puras ou associados em co-culturas obtidos de fontes naturais de
in6culo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producao de hidrogénio
e acidos graxos volateis por linhagens isoladas, em co-culturas de Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus e Enterobacter aerogenes, utilizando vinhaca como
substrato e com o0 uso da técnica de bioaumentagdo do consércio. Os
microrganismos foram isolados de lodo granular anaerébio produtor de hidrogénio.
Os experimentos foram realizados em frascos com volume de 60 mL, contendo
vinhaca nas concentracdes de 30, 50, 70 e 100% e ensaios contendo glicose para
as culturas puras e a co-cultura B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis. Os
microrganismos foram inoculados isolamente, em co-culturas e comparados com o
consorcio microbiano de origem. As culturas foram mantidas em agitacdo orbital em
shaker a 37°C por 48 h. Foram avaliadas amostras gasosas do headspace e da
fracdo liquida. As linhagens puras de B. cereus, E. faecalis e E. aerogenes, tiveram
a maior producéo de hidrogénio em 100% de vinhaca, com 85,41 mmolH,, L™, 79,0
mmolH, L?* e 41,95 mmolH, L, respectivamente. O consércio, também na maior
concentracdo de vinhaca, teve uma producdo de 54,16 mmolH, L. O sistema de
co-cultura E. faecalis + E. aerogenes produziu mais hidrogénio (65 mmolH,. L™) do
gue o consorcio. O consorcio microbiano produziu mais hidrogénio do que quando
recebeu a bioaumentacdo das linhagens isoladas de B. cereus, E. faecalis e E.
aerogenes. Os acidos acético e butirico foram produzidos em maior quantidade e o
acido propidnico foi o mais consumido em todos os experimentos, indicando uma
rota favoravel escolhida pelos microrganismos para a producdo de hidrogénio. Os
resultados obtidos indicam que houve a bioconversao da vinhagca em energia limpa e
acidos graxos volateis, proporcionando uma destinacdo sustentavel a este residuo

agroindustrial potencialmente poluente.



Palavras chave: Vinhaga. Hidrogénio. Co-culturas. Linhagens puras.

Bioaumentacéao.

ABSTRACT

Vinasse is a residue from the distillation of ethanol from sugarcane that is generated
in large quantities by the sugar and ethanol industry. It has high carbon sources and
can be reused as a substrate for the biological production of hydrogen and other
value added products. Hydrogen is a form of clean and renewable energy and can be
obtained by fermentative processes by means of microorganisms in pure cultures or
associated in co-cultures obtained from natural sources of inoculum. Thus, the
objective of this work was to evaluate the production of hydrogen and volatile fatty
acids by isolated strains in Enterococcus faecalis, Bacillus cereus and Enterobacter
aerogenes co-cultures, using vinasse as a substrate and using the bioaumentation
technique of the consortium. The microorganisms were isolated from hydrogen
producing anaerobic granular sludge. The experiments were carried out in flasks with
a volume of 60 mL, containing vinasse at concentrations of 30, 50, 70 and 100% and
glucose-containing assays for the pure cultures and the co-culture of B. cereus + E.
aerogenes + E. faecalis. The microorganisms were inoculated in isolation, in co-
cultures and compared with the microbial consortium of origin. The cultures were
maintained in shaker orbital shaking at 37 ° C for 48 h. Gaseous samples of the
headspace and the liquid fraction were evaluated. The pure strains of B. cereus, E.
faecalis and E. aerogenes, had the highest production of hydrogen in 100% vinasse,
with 85.41 mmolH2. L-1, 79.0 mmol H 2. L-1 and 41.95 mmol H 2. L-1, respectively.
The consortium, also in the largest concentration of vinasse, had a production of
54.16 mmolH2. L-1. The co-culture system E. faecalis + E. aerogenes produced
more hydrogen (65 mmolH2. L-1) than the consortium. The microbial consortium
produced more hydrogen than when it received the bioaumentation of the isolated
strains of B. cereus, E. faecalis and E. aerogenes. The acetic and butyric acids were
produced in greater quantity and propionic acid was the most consumed in all the
experiments, indicating a favorable route chosen by the microorganisms for the
production of hydrogen. The results indicate that there was the bioconversion of
vinasse in clean energy and volatile fatty acids, providing a sustainable destination
for this potentially polluting agroindustrial residue.

Key words: Vinhaga. Hydrogen. Co-cultures. Purebred lines. Bioaumentation.



AGV

DQO

DBOs

D.O.

SSV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Acidos Graxos Volateis

Demanda Quimica de Oxigénio

Demanda Bioquimica de Oxigénio

Densidade 6tica

Solidos Volateis Suspensos

Forca gravitacional



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Meio de cultivo PYG (Peptona, extrato de levedura, glicose para
Isolamento dOS MICIOIGANISIMOS) ... ..uuiiiieeeeeeeeiieiiiitiiiaa e e e e e e e e e eeeeeenaa e e e e e eeeeeees 30
Tabela 2 - Caracteristicas da vinhaca de cana-de-agUcar utilizada nos experimentos

para ProduUGA0 A Hao.....coeeiiiie e 31



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Etapas de processamento da cana-de-acUcar a para obtencao do etanol e

= Tot U Tor= | PP PPPPPPPUPPRPPPPPPP 18
Figura 2 - Rotas metabdlicas de bactérias acidogénicas............cccccvvvviiiiiiiieeeeeeeneee, 21

Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de digestdo anaerdbica.......... 22



1.2
121

1.2.2

2.1
2.2
221
2.2.2
2.3
2.4
24.1
24.2

2.4.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

SUMARIO

INTRODUGAO .......cuiieieeeeee ettt 12
OBUJIETIVOS ..t e e e e e e e ean e eees 14
(@] 0T [=2 1A 0 o 1= - | S 14
ODbjetivos €SPECITICOS ..ttt 14
REVISAO DE LITERATURA ...t 15
PANORAMA ENERGETICO ....ccviivieieeeeeeeeee e 15
SUB ST RATOS .. ettt e et e e e eaa e eee 16
CarbOIdratoS PUIOS covuuiiiii et e et e e e e e a e e aaa e 16
Y1 ] > o P 17
OBTENCAO BIOLOGICA DO HIDROGENIO........coiiiiiiriiiinisesieieeeens 19
BACTERIAS PRODUTORAS DE HIDROGENIO ........ccoevviieieceeeee, 24
GENEIr0 ENTEIOCOCCUS ...ooiiiiiiiiieiiiiie ettt e e e e e e e e neananaanns 27
GENEIo BaCilluS ... 28
GEénero Enterobacter.........cccuuiiiiiiiii 28
METODOLOGIA ...ttt eer e e e aa e 30
LINHAGENS BACTERIANAS ...t 30
ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS........ccooiiiiiiieee e 30
VI INH A G A ettt et et e e e e e eeaaas 31
ENSAIOS PARA PRODUCAO DE HIDROGENIO..........cccevereieeieeeeeen, 31
ANALISES QUIMICAS ...ttt 32
ANALISE DOS DADOS........ooveieiiteeeee e ee e ete e sae e eae e anaenae e 33
RESULTADOS ..ot e et e e e e e 34



4.1

4.2

CAPITULOD L oo e ettt e, 34

(07 =11 16| 1@ 122U 34
CONCLUSOES ....cccc oo ettt ettt e, 59
RECOMENDAGOES........co oottt 60

REFERENCIAS ..., 61



12

1 INTRODUCAO

O aumento das necessidades energéticas mundiais e a diminuicdo das
reservas de combustiveis fosseis, aliados aos problemas ambientais relacionados ao
uso destes combustiveis, definem o novo panorama para o século XXI, indicando
gue novas politicas referentes a fontes de energia sejam adotadas (HALLENBECK;
GHOSH, 2009).

Buscando satisfazer esta demanda energética, o hidrogénio surge como
uma forma de energia limpa e renovavel, pois além de possuir uma grande eficiéncia
energética, produz apenas agua como produto da sua combustdo, ndo gerando
gases causadores do efeito estufa. O hidrogénio possui um rendimento energético
2,75 vezes maior do que combustiveis derivados de petroleo (gasolina e diesel) e
um poder calorifico inferior 122 kg™ a 25° C e 1 atm, sendo 50% mais eficiente do
gue a gasolina em automoveis (LIU, 2008; KADPAN, |.K. e KARGI, F. 2006; LAY et
al., 1999).

As vantagens da utilizacdo deste gas como fonte de energia estédo
relacionadas com diversificagdo da produgcdo de energia e seguranga no
fornecimento, diminuicdo da poluicdo urbana e, diminuicdo dos gases do efeito
estufa (ADAMSON, 2004). Por outro lado, sistemas de armazenamentos de
hidrogénio, em larga escala ainda séo um desafio a ser superado em um futuro
proximo (ESTEVAOQ, 2008).

A obtencdo de hidrogénio pode ser feita por varios processos, entre eles,
destacam-se 0s processos fermentativos, utilizando diversos tipos de substratos
organicos e residuos industriais, tais como sacarose, xilose, amido, celulose,
glicerina, vinhaga, entre outros, reduzindo a quantidade de descarte destes no meio
ambiente.

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de etanol a partir da cana-
de- aclcar; sendo que a producéo de etanol na safra de 2017/18 esta projetada em
26,45 bilhdes de litros. A producdo deste combustivel gera uma alta quantidade de
residuos. O principal é a vinhaca produzida na proporcédo de 15 litros por litro de
alcool (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A vinhaga possui elevada Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), entre 17 e
50 g. L*, e grandes concentracdes de fésforo e potassio sendo este residuo

normalmente utilizado como fertilizante no proprio cultivo da cana-de-aglcar
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(NOGUEIRA et al., 2015). Entretanto, j& foi constatado que seu uso na fertirrigagéo
provoca acidificacdo do solo, causando a reducdo da produtividade e infiltracdo nos
lencdis freaticos (CORAZZA, 2000), ocasionando diversos problemas ambientais.
Devido ao grande volume de vinhaca produzido a cada safra, impbe-se a
necessidade de que sejam desenvolvidas alternativas para este material.

Uma alternativa para a utilizacdo da vinhaca € a digestdo anaerdbia, onde
este substrato pode ser convertido por diversos tipos de microrganismos. Varios
microrganismos podem atuar isoladamente ou em associacdo, na producdo de
hidrogénio e outros co-produtos. Entre os principais microrganismos produtores de
hidrogénio descritos na literatura, encontramos os géneros Clostridium, Klebsiella,
Enterobacter e diversas espécies de Bacillus (KAWAGOSHI, 2005). Estes
microrganismos podem ser obtidos na natureza em consorcios microbianos de
fontes naturais de in6culo, como por exemplo: amostras de solo, lodo de digestédo
anaerobia, aguas residuais de tratamento de esgoto, aterro sanitario doméstico,
entre outros (GRANATO, 2003).

Ja é bem conhecida a producéo de hidrogénio por consércios microbianos,
mas pouco se sabe sobre quais 0s microrganismos presentes na comunidade
microbiana e suas fun¢des no processo anaerobio. Culturas puras ou co-culturas de
microrganismos também sdo promissoras na producado de hidrogénio despertando
interesse na pesquisa. Sistemas de bioaumentacdo ja foram descritas para
incrementar a producdo de hidrogénio, empregando culturas que misturam
microrganismos anaerébios estritos e facultativos (QIAN et al., 2011; NZILA, 2017)
ou utilizando somente microrganismos anaerobios estritos (GENG et al., 2010).

Nos processos fermentativos, além da producéo de hidrogénio, também séo
produzidos simultaneamente diversos compostos de interesse econémico. Entre os
principais coprodutos derivados das rotas metabdlicas microbianas estdo os acidos
acético e bhutirico (LAZZARO et al., 2015), outros acidos também sao formados de
acordo com a linhagem microbiana, substrato e tipo de processo fermentativo e
podem se tornar valiosos substratos para produtos finais mais elaborados (FU;
HOTZAPPLE, 2010).

Dessa forma, este estudo comparou a producdo de hidrogénio e acidos
graxos volateis de consoércio microbiano, culturas bacterianas, co-culturas e na

bioaumentacao utilizando vinhagca como fonte de carbono.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a producado de hidrogénio e acidos graxos volateis de culturas puras
de Enterococcus faecalis, Bacillus cereus e Enterobacter aerogenes, associadas em
co-culturas e com o0 uso da bioaumentacdo destes microrganismos no consorcio

microbiano utilizando vinhaga e glicose como substrato.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Investigar a capacidade de producdo de hidrogénio por B. cereus, E.
faecalis e E. aerogenes em culturas puras e em co-cultura utilizando
glicose como substrato.

b) Analisar o consumo de glicose nas culturas puras, co-culturas e do
consorcio;

c) Investigar a capacidade de producdo de hidrogénio por B. cereus, E.
faecalis e E. aerogenes utilizando diferentes concentracbes de vinhaca
como substrato.

d) Comparar a producdo de hidrogénio por E. faecalis, B. cereus e E.
aerogenes com o consorcio microbiano de onde foram obtidas.

e) Avaliar a producdo de hidrogénio por B. cereus, E. faecalis e E.
aerogenes associados em co-culturas.

f) Comparar a producéo de hidrogénio das culturas puras e co-culturas com
a bioaumentacao destes microrganismos no consorcio.

g) Analisar o consumo de carboidratos totaisda vinhaga pelos
microrganismos isolados, em co-culturas, do consoércio microbiano e nos
ensaios de bioaumentacéo.

h) Analisar a producdo de acidos graxos volateis (AGVs) por B. cereus, E.
faecalis, E. aerogenes isoladamente, em co-culturas, e com o uso da
técnica de bioaumentacdo no consoércio microbiano nos ensaios de

producédo de hidrogénio, usando vinhaga como substrato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA ENERGETICO

No mundo, hd uma dependéncia energética dos combustiveis fésseis, fontes
nao renovaveis de energia, que tém causado alteracBes climaticas e poluicédo
atmosférica pela emissdo de CO,, CH,, fuligem, cinzas, goticulas de alcatrdo e
outros componentes organicos (DAS; VEZIROGLU, 2001).

Devido aos problemas ambientais provocados pela queima de combustiveis
fésseis, ha uma necessidade mundial da reducdo desta dependéncia e a
implementacdo de metas e politicas energéticas utilizando energias alternativas e
renovaveis (LAVADO, 2009).

Neste contexto, o hidrogénio € considerado um combustivel promissor para
o futuro por ndo gerar residuos poluentes ou formadores de gases causadores de
efeito estufa, por ser uma energia limpa e renovavel e que pode ser usada para
consumo domestico e industrial.

A maior percentagem de producdo de H, ocorre por refinagdo de
hidrocarbonetos. Cerca de 40 % tem origem no gas natural, 30 % nos Oleos pesados
ou nafta e 18% no carvao. Apenas 5 % tem origem na eletrélise da agua (DAS;
VEZIROGLU, 2008; SINHA; PANDLEY, 2011).

A producéo biologica do hidrogénio contribui com apenas 1% no percentual
de producdo de H,. No entanto, espera-se que esta porcentagem cresca
exponencialmente com o desenvolvimento de novas técnicas e processos (NEVES,
2009). O desenvolvimento de tecnologias para producao biolégica de hidrogénio a
partir de biomassa vegetal, lignoceluldsicos ou residuos animais consiste em uma
area que vem ganhando destaque pelo reaproveitamento de materiais residuais,
diminuindo assim a quantidade de subprodutos gerados nas industrias (SA, 2014). E
reduzir o potencial dano ambiental desses residuos, agregando a producdo de
energia a um processo de producdo ja existente, visando um alto grau de
sustentabilidade (KUMAR et al., 2016).

Embora custos para a producdo e armazenamento de hidrogénio possam
apresentar barreiras, o seu uso como fonte de energia deve ser considerado. Dentre
0s sistemas utilizados para sua producdo, a fermentacdo anaerObia tem se

destacado, devido principalmente a maior producdo deste gas quando comparada
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aos outros processos biologicos e a possibilidade de utilizacdo de diferentes
materiais residuais como substrato (MATHEWS; WANG, 2009; LEVIN, PITT; LOVE,
2004). Além disso, ndo depende de luz, sendo, portanto, um processo continuo o
gue economicamente apresenta vantagens em relacédo a velocidade de producao e
as condi¢des operacionais simples.

A digestdo anaerobia € uma das alternativas de tratamento biolégico mais
utilizada para residuos liquidos. As condicbes climaticas, os baixos custos de
implantacdo e operacédo, o0 baixo consumo de energia e a baixa geracado de lodo
bioldgico além da tolerancia a altas cargas organicas, sao fatores que confirmam
seu uso preferencial, tornando-a bastante conhecida e aplicada (SHIDA, 2008).

O Brasil utiliza em 2016, 64,5% de energia hidraulica, 9,4% de biomassa e
6,7% de energia edlica em sua matriz energética destacando-se no uso de energias
renovaveis, conforme o Ministério de Minas e Energia (MME, 2017), com a tendéncia

ao aumento do uso de etanol combustivel, esta matriz deve se intensificar.

2.2 SUBSTRATOS

Substratos organicos ricos em carboidrato, proteinas e gorduras podem
servir para a producdo de hidrogénio (SHOW et al., 2011). O tipo de substrato
determina o crescimento e a rota metabdlica utilizada pelo microrganismo, assim
como as necessidades nutricionais, temperatura e pH (WANG; WAN, 2009).
Carboidratos além de oferecerem os maiores rendimentos séo os favoritos das

bactérias quando se deseja a producédo de hidrogénio (BARTACEK et al., 2007).

2.2.1 Carboidratos puros

Acucares simples como glicose, sacarose e xilose sao facilmente
degradados e podem ser usados como substrato modelo para a produgcdo de
hidrogénio. Celulose e amido demoram um tempo maior para serem metabolizados
pelos microrganismos aumentando o tempo do processo fermentativo (SHOW et al.,
2011). Carboidratos puros sdo matérias primas onerosas para a producao em escala

industrial.
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2.2.2 Vinhaga

A vinhaca é um subproduto da fabricacdo do etanol que até a década de
1970 era lancado no meio ambiente, em lagos de acumulagéo ou rios, gerando
impactos devido ao seu conteudo de matéria organica, baixo pH, elevada
corrosividade e altos indices de demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), além de
elevada temperatura na saida dos destiladores (FREIRE; CORTEZ, 2000 e SILVA et
al., 2007). Este composto é considerado altamente nocivo a fauna, a flora,
microfauna e a microflora das aguas doces, além de afugentar a fauna marinha que
vem as costas brasileiras para procriacdo, conforme FREIRE e CORTEZ (2000) e
SILVA et al. (2007), porque provoca um rapido consumo de oxigénio dissolvido no
meio comprometendo a microbiota aquética. A vinhaca é considerada como um
residuo solido pela NBR 10.004 da ABNT (2004), por ndo ter um tratamento
adequado para seu descarte nos padrdes legais

Com a implantacédo do programa Proalcool para produzir etanol a partir da
cana-de-acucar, na década de 70, houve um aumento consideravel na producéo da
vinhacga. Os principais subprodutos ou residuos da industria de etanol sdo o bagaco
de cana-de-acgUcar, um residuo solido e a vinhaga, um residuo liquido. Dessa forma,
para cada litro de etanol produzido sdo produzidos cerca de 15 litros de vinhaga,
agravando ainda mais o problema da sua destinacdo. A projecdo oficial para a
producdo de etanol no Brasil até 2030 é de 54 bilhdes de litros (NOVACANA, 2017),
tendo uma projecdo para a safra de 2017/18 de 26,45 bilhdes de litros (CONAB,
2017), que vai gerar uma grande producéo de vinhaca.

A Figura 1 esquematiza o processamento da cana-de-acucar para obtencao
do etanol e acucar, produzindo a vinhaca como residuo em uma etapa intermediaria

do processo.
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Figura 1 - Etapas de processamento da cana-de-agucar a para obtencdo do etanol e

acucar
Cana
v BAGACO -
Moagem » | Caldeiras
1|r CALDO
Tratamento guimico
v
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Evaporacao |4 ¥ »| Fermentacio
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Actcar \Ir
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Fonte: SEABRA (2008).

A proibicdo legal do langamento da vinhaga nos cursos d’agua conforme
Portaria n® 322 do Ministério do Interior, Portaria do Ministério do Interior n. 158, de
03/11/1980, e Resolucdo CNRH n° 15, de 01/06/2001, associando ao crescente
aumento da sua producéo levou a uma busca por possibilidades tecnolOgicas para o
uso deste residuo. Uma das alternativas foi seu uso na fertirrigacdo, no préprio
cultivo da cana-de-acucar, inicialmente com efeitos benéficos, porém quando
aplicado em altas quantidades produz efeitos indesejaveis, tais como a salinizacao
dos solos e a contaminacao dos lencéis freaticos, devido ao desconhecimento de
técnicas corretas de manejo da aplicacdo em éareas agricolas (LYRA et al., 2003).
Dentre os usos da vinhaca, objetivando-se um melhor destino a esse residuo, esta a
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sua incorporacéo em dietas (OLIVEIRA et al., 2013) ou o enriquecimento de fontes
fibrosas através de seu encharque em vinhaca (COELHO, 2010).

Segundo Bartacek et al. (2007), o substrato ideal para a producéo
sustentavel de hidrogénio € aquele que possui elevado contetdo de carboidratos,
requer pré-tratamento minimo, seja um recurso renovavel como residuo industrial e
apresente baixo custo. Estas condi¢cdes sdo apresentadas pela vinhaca com DBOs
de 30 a 40 g. L%, que pode ser devolvida ao ambiente com menor carga organica e,
portanto, menos poluente.

A composi¢do da vinhaca varia de acordo com a composicdo da matéria
prima, do preparo do mosto, da fermentacéao, do tipo de levedura, do aparelho usado
para destilar e da sua operacéo (GLORIA, 1984). Segundo Hidalgo (2009) a vinhaca
tem altas concentracfes de potassio, calcio, magnésio, enxofre e nitrogénio. A
vinhaca usada neste trabalho corrobora com a presenca destes componentes como
predominantes.

Apos o processo fermentativo a vinhaca ainda pode ser usada como
fertilizante (BARBALHO; CAMPOS, 2010), pois embora no processo fermentativo
tenha ocorrido reducéo do contetdo organico, nutrientes como potéssio, nitrogénio e
fosforo restantes sdo ligeiramente removidos por meio de assimilagcdo metabdlica

microbiana, segundo Moraes et al. (2014).

2.3 OBTENCAO BIOLOGICA DO HIDROGENIO

Dentre os sistemas biologicos para producdo de H,, a fermentacéo
anaerébia tem se destacado devido, principalmente, a maior producdo deste
gas quando comparada aos outros processos biolégicos e a possibilidade de
utilizacao de diferentes residuos como substrato (MATHEWS et al., 2009).

A fermentacdo anaerObia consiste em um processo biolégico no qual
culturas puras ou consorcios de diferentes tipos de microrganismos promovem a
transformacdo de compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas e
lipidios) em produtos mais simples, tais como acidos organicos volateis (acidos
acético, propidnico, isobutirico e butirico), alcoois (etanol, butanol) e gases H,, CO, e
CH4. A identificacdo dos acidos organicos volateis e dos alcoois formados durante o
processo de fermentacdo anaerdbia revela informagdes importantes sobre a rota

metabdlica seguido pelos microrganismos. Além disso, a razéo entre o acido acético
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e o acido butirico pode ser relacionada & producdo de H, (DE SA et al., 2011),
porque as producdes destes acidos na fermentacdo anaerObica geram
respectivamente 4 mols de H; (Equacéo 1) e 2 mols de H, (Equacao 2), segundo

Peixoto (2008), resultado obtido também neste experimento.

CeH1206 + 2 H,0O — 2 CH3COOH + 4 H, + 2 CO, Eq. (1)

CeH1206 — CH3CH,CH,COOH + 2 H, + 2 CO; Eq. (2)

Entretanto, se durante o processo houver uma producéo de acido propidnico
(equacao 3), havera consumo de hidrogénio indicando uma rota nao favorecida para

a producédo deste gas (LEVIN et al., 2004), Figura 2.

CeH1206 + 2 Hp — 2 CH3CH,COOH 2 H,0 Eg. (3)
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Figura 2 - Rotas metabolicas de bactérias acidogénicas
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Fonte: Mosey (1983) adaptado apud Shida (2008).

Os acidos organicos produzidos podem ser usados na industria quimica ou
alimenticia. O acido acético (CH3;COOH) pode ser usado como antimicrobiano
(GULLO, et al.,, 2014) e como descongelante de pistas de aeroportos, pontes e
estradas (HUO et al., 2015). O acido butirico (CH3CH,CH,COOH) é usado para
melhorar o sabor amanteigado nos alimentos (PLAYNE, 1985) e o acido propiénico
(CH3CH,COOH) é utilizado como um antifungico, como conservantes em alimentos
e como um intermediério na sintese de herbicidas, acetato de celulose, propionato
plasticos, solventes e produtos farmacéuticos (KOSMIDER et al., 2010). Acido
isobutirico (CH3CH3CHCOOH) é um composto quimico utilizado na industria
cosmética e na industria alimentar como um aditivo, o acido valérico
(CH3CH,CH,CH,COOH) é responsavel pelo odor do queijo Roquefort (SHEREVE,
1982). A producdo de didéxido de carbono também tem aplicacdo biotecnoldgica
como gaseificacdo de alimentos.

A producdo de hidrogénio por fermentacdo anaerdbica se torna mais
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atrativa por ndo produzir apenas este gas durante o processo, estando associada a
geracado de acidos graxos volateis com outras aplicacdes (CHENG et al., 2011).
O processo de fermentacdo anaerObia € desenvolvido em quatro etapas

principais (Figura 3): hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Figura 3 - Representacao esquematica do processo de digestdo anaerdbica
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Fonte: Mosey (1983) adaptado apud Shida (2008).

Na primeira fase do processo fermentativo, bactérias hidroliticas produzem
enzimas extracelulares que promovem a degradacdo dos materiais particulados
complexos em materiais dissolvidos mais simples, 0s quais sdo permeaveis as
membranas celulares das bactérias fermentativas. Na fase acidogénica, os produtos
soluveis oriundos da etapa anterior sdo metabolizados no interior das células das
bactérias, sendo convertidos em compostos mais simples. Os compostos produzidos

incluem acidos organicos volateis, alcoois, CO,, H,, além de novas células
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bacterianas. As bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela oxidacdo dos
produtos gerados na fase acidogénica, em substrato apropriado (H, e acido acético)
para a proxima fase, que envolve as arquéias metanogénicas. Nesta etapa do
processo, 0 H, pode também ser convertido em &cido acético pelas bactérias
homoacetogénicas (SPEECE,1996). Os acidos graxos volateis com excecdo do
acido aceético, tais como o acido propibnico, butirico e valérico e os alcoois sao
metabolizados por bactérias acetogénicas para seu crescimento e para formar acido
acético e hidrogénio (KOTHARI et al., 2014).

A metanogénese e a producdo biologica do hidrogénio compartilham as
etapas de hidrolise e acetanogénese, mas para que ocorra a producéo do hidrogénio
em consorcios € necessaria a inibicdo do desenvolvimento dos microrganismos
consumidores deste gas no decorrer das reacfes de decomposicdo da matéria
organica (DE SA et al., 2014).

A producao biolégica de hidrogénio a partir de biomassa por fermentacao
anaerobia € um processo de baixo custo e que utiliza materiais residuais como
substrato, minimizando a producao de residuos e contribuindo para a diversificacédo
da matriz energética. Alguns trabalhos descrevem a produc¢éo de hidrogénio usando
vinhaca.

Espinoza-Escalante et al. (2009) realizaram um estudo sobre o tempo de
retencao hidraulica, pH e temperatura e a influéncia destes parametros na producao
de hidrogénio em reatores de batelada, a partir da vinhaca. Estes autores estudaram
as seguintes condi¢cdes de pH 4,5; 5,5 e 6,5, verificando que a condic¢ao inicial de 5,5
€ a mais propicia para este tipo de residuo. Buitron e Carvajal (2010) realizaram um
estudo a partir da vinhaca de tequila e obtiveram uma producéo de 50,5 mL . L. h™*
em reatores de batelada sequencial.

Fernandes et al. (2010) também utilizando vinhagca e caldo de cana em
consércios produziu este gas, usando DQO de 250 mg. L, 2,5 g. SSV. L™ de cultura
mista, no qual obtiveram rendimento maximo de H; 579 mL H,/g DQO em uma
concentracdo de efluente baixa (0,259 DQO. L™). Qiu et al., (2011), utilizando
vinhaca residuo de etanol a partir do caule e sabugo de milho em condi¢cdes
termofilas em reatores de batelada, obteve hidrogénio em maior quantidade em
temperatura de 70°C com uma média de 172 mL. g'1 SVadicionado- WU et al. (2013)
avaliaram a influéncia da concentracdo de vinhaca proveniente de etanol a partir do

milho na producdo de hidrogénio e constataram que uma vazéo de producdo de H.
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L™ em uma concentrac&o de vinhaca na propor¢do em volume de 20%. Sydney et al.
(2014), utilizando vinhaca suplementado com sacarose, melaco e caldo de cana-de-
acucar e em consoércios microbianos, obtiveram uma producdo maxima de
hidrogénio de 7,14 mol H,. g* de substrato.

O processo de obtencdo de hidrogénio pode ser realizado utilizando
culturas puras ou consorcios de bactérias presentes em lodos (AMARAL et al.,
2009). Os processos de fermentacdo para producdo de hidrogénio utilizando
culturas mistas, em comparagcdo com o0s que utilizam culturas puras sdo mais
simples de manusear e controlar, podendo ser capaz de metabolizar um maior
espectro de substratos. Contudo, o hidrogénio produzido pelas bactérias produtoras
de hidrogénio pode vir a ser consumido pelas bactérias consumidoras de hidrogénio
durante o processo global de fermentacdo, sendo uma desvantagem, pois induz a
uma queda de rendimento final de producdo, por este motivo, é necessério inativar
0S microrganismos produtores de metano, fazendo um pré-tratamento usando um
inibidor quimico como bromoetanosulfonato, acetileno e cloroférmio (GUO et al.,
2010) ou altas temperaturas (90°-110° C) (ZHANG et al., 2005).

Os rendimentos de hidrogénio sao significativamente influenciados pelo tipo
de indculo, pois este rendimento depende do crescimento e da via metabdlica que o

microrganismo ira utilizar.

2.4 BACTERIAS PRODUTORAS DE HIDROGENIO

A producéo de hidrogénio via fermentacdo anaerdbia pode ser realizada por
culturas microbianas mistas, consorcios, derivadas de ambientes naturais, por
culturas puras, selecionadas a partir de bactérias produtoras de hidrogénio ou por
co-culturas, mistura de culturas puras. As vantagens na utilizagdo de culturas puras
estdo relacionadas a seletividade do substrato, aos elevados rendimentos de H, e a
reducdo de subprodutos (VASCONCELOS, 2014), mudancas na rota metabdlica da
reacdo também sdo mais facilmente detectaveis quando se utiliza culturas puras
(NUNES, 2015). A ndo necessidade de pré tratamento do inoculo pode contribuir
para tornar economicamente o uso destas culturas puras mais viaveis. Porém,
culturas puras séo sensiveis a contaminagéo, o que implica, na maioria dos casos,
no emprego de condi¢cdes assépticas e aumento do custo global do processo
(NTAIKOU, 2010).
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Todavia, a maioria dos estudos foram desenvolvidos com vista a otimizar
parametros no processo fermentativo e, deste modo, incrementar os rendimentos e
as taxas de producéo de H, tendendo a recorrer a culturas puras (ELSHARNOUBY
et al., 2013).

Co-culturas de microrganismos anaerébicos facultativos e estritos foram
usadas para a producdo de hidrogénio, os microrganismos facultativos no caso
destas co-culturas consomem o oxigénio presente, favorecendo o crescimento dos
microrganismos anaeroébios estritos (QIAN et al., 2011; BECKERS et al., 2010), co-
culturas usando espécies de Clostridium, anaerdbio estrito, também foram
estudadas por Hsiao et al., (2009). Estes autores obtiveram uma producao de 93,3
mL H, em co-cultura de C. pasteurianum e C. sporospaheroides e uma producao
inferior quando juntaram C. tyrobutyricum com C. sporospaheroides, 30 mL H,. Adav
et al., (2009) produziram hidrogénio a partir de uma co-cultura de Enterococcus
saccharolyticus (degradador de celulose) e C. butyricum (um bom produtor de H,),
obtendo um rendimento de 2,19 mol H, mol hexose *a 5 g.L 1 celobiose. Patel et
al., (2014) obtiveram um rendimento de hidrogénio de 3,0 mol. mol™ glicose com co-
culturas compostas por Bacillus cereus EGU43, Enterobacter cloacae HPC123 e
Klebsiella sp. HPC793.

Nos consércios ha uma diversidade de microrganismos que consomem e 0S
gue produzem hidrogénio, sendo necessario submeté-los a pré-tratamentos para
inativar microrganismos metanogénicos quando o objetivo for a producdo de
hidrogénio. O pré-tratamento térmico é usado por varios autores (SHIDA et al., 2009;
BARROS et al.,, 2011; MAINTINGUER et al., 2011) para inativar microrganismos
consumidores de hidrogénio. Culturas mistas conseguem metabolizar uma maior
diversidade de substratos, ndo requerem esterilizacdo do meio de cultivo e
geralmente produzem mais hidrogénio quando comparados com culturas puras,
apresentando vantagem para a producdo de hidrogénio em grande escala. Séo
obtidos a partir do solo, lodo de esgoto, excreta de animais ou residuos industriais e
domeésticos (SA et al., 2014; MAINTINGUER et al., 2015).

Lazaro et al. (2015) observaram aumento da producdo de hidrogénio com
consércios microbianos com o aumento da concentragdo de vinhaca em ensaios
mesofilos. Kargi et al. (2012) estudaram a influéncia da concentracéo inicial de soro
de queijo na producéo de hidrogénio que aumentou de 80mL H; (3,22mmol H,) para

257mL H, (10,34mmol H,) com o aumento da concentracdo de 5,2g. L™ para 20
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acucares totais por L'* em 360 horas de ensaio. Li et al. (2006), a partir de diversas
concentracdes de glicose (5, 7,5, 10 e 20 g. L™) e diferentes valores de pH (5, 6, 7)
tiveram melhor rendimento nas maiores concentracdes e com pH 7,0. Maintinguer et
al., (2008) obtiveram um rendimento de 1,6 mols de H,. mol™ de sacarose utilizando
como inéculo efluente de suinocultura.

Pode-se usar em processos biologicos a técnica de bioaumentacdo para
melhorar a producdo de hidrogénio, esta técnica consiste na adicdo de
microrganismos, pré-selecionados como produtores de hidrogénio, em biorreatores
para beneficiar a producao deste gas. Abreu et al. (2010) usaram lodo bioaumentado

! No lodo n3o

e obtiveram uma taxa de produc&o de hidrogénio de 2,7 L H,. L™. dia "
bioaumentado houve dois picos de producdo de 0,8 L H,. L. dia e 1,58 L H,. L™,
dia . Acs et al. (2015) adicionaram Enterobacter cloacae em digestores anaerébicos
contendo silagem de milho como substrato e obtiveram um aumento na producéo de
hidrogénio, 718,5 L. kg™ no reator inoculado e de 595 L. kg™ no reator controle,
observaram a influéncia de uma Unica estirpe adicionada a uma comunidade
microbiana natural produtora de biogas. Mohan et al. (2007) usaram aguas residuais
de uma estacdo de tratamento de efluentes da india como fonte de carbono para a
producdo de hidrogénio em reatores bioaumentado com um consércio obtido de um
reator de lodo anaerdbio e comprovaram a eficacia do processo na producédo de
hidrogé&nio com um aumento de 0,297 a 0,483 mol H.. kg™

A bioaumentacdo é um processo de aplicacdo de organismos de natureza
selvagem ou organismos geneticamente modificados em locais de residuos
perigosos poluidos ou biorreatores, a fim de acelerar a remo¢cdo de compostos
indesejados (VAN LIMBERGEN; TOP; VERSTRAETE, 1998). Esta técnica pode ser
usada para melhorar o arranque de um reator (WILDERER; RUBIO; DAVIDS,1991)
ou seu desempenho e para proteger a comunidade microbiana existente contra
efeitos adversos (MOHAN et al., 2007) ou para compensar a sobrecarga organica ou
hidraulica (CHONG; PAI; CHEN, 1997).

A producédo de H;, por meio de bactérias fermentativas permite a geracao de
hidrogénio de modo continuo, em ritmo sustentado e em um curto intervalo de
tempo, gerando ainda subprodutos intermediarios de valor agregado (DAS, 2001),
como &cidos graxos volateis.

Na literatura, ha indicacdo de algumas espécies produtoras de hidrogénio

como os géneros Bacillus, Enterobacter, Thermoanaerobacterium e Clostridium tém
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sido relatadas como potenciais produtores deste gas (KOTAY; DAS, 2008).
Entretanto, o uso de culturas puras na producédo de H; pressupfde a conducdo de
todo o processo bioldgico de forma estéril, 0 que seria inviavel do ponto de vista
econdmico para processos que visam a producao de combustivel (XU et al., 2010).
Porém, diversas culturas puras sdo usadas na producdo biolégica de hidrogénio,
conforme Hallenbeck (2009), com a intencdo de determinar crescimento, produtos
da fermentacéo e rendimento de hidrogénio.

Levin et al. (2006) avaliaram a producdo de hidrogénio em Clostridium
thermocellum a partir de substratos lignoceluldsicos e viram que h& a capacidade de
producao em cultura pura devido a producao de acidos acético e butirico indicadores
da presenca de gas hidrogénio. Nath et al. (2006) usaram Enterobacter cloacae e
produziu 1,1 mmolH,. (Lmedium) *. h™? & partir de glicose em 36 C°, estudando o efeito
da temperatura. Xu et al. (2010) usando palha de milho, conseguiram uma producao
com Ethanoligenens harbiense a partir de palha de milho pré tratada. Chookaew et
al. (2012) usando Klebisiella pneumoniae obtiveram uma producdo maxima de
hidrogénio de 0,25 molH, mol™ substrato usando glicerol.

Os sistemas de biohidrogénio sédo expressos em diferentes unidades,
tornando dificil avaliar e comparar as taxas e quantidades de hidrogénio sintetizadas

por diferentes tecnologias de biohidrogénio (LEVIN et al., 2004).

2.4.1 Género Enterococcus

Os Enterococcus foram originalmente incluidos no género Streptococcus
sendo as espécies mais encontradas S. faecalis e S. faecium, contudo, na década
de 80, diferencas genéticas foram observadas entre os dois géneros, levando a
criacao do género Enterococcus (MURRAY, 2000).

O género é composto por cocos gram-positivos da familia Enterococcaceae,
anaerobios facultativos, termofilo, ndo formador de esporo. Encontrado associado a
varios ambientes e hospedeiros, destacando-se E. faecalis comumente encontrado
no trato gastrointestinal de animais e seres humanos, sendo um risco de saude em
hospitais por ser um patégeno oportunista e E. faecium comuns causadores de
guadros infecciosos e adaptados a ambientes pobres em oxigénio (TRABULSI,
2009). O género possui pelo menos 37 espécies que diferem em producdo de

pigmentos, motilidade e habilidade de produzir &cidos a partir de véarios carboidratos.
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Na literatura sdo escassos trabalhos com este género de microrganismos
como produtores de hidrogénio, porém Valdez-Vazquez et al. (2015) encontraram
uma producdo maxima de 79,54 mL de hidrogénio por grama de xilose como fonte
de carbono em um consorcio utilizando trés espécies de Enterococcus epifitas de

folhas de trigo.

2.4.2 Género Bacillus

Sao bactérias bastonetes gram-positivas da familia Bacillaceae, anaerobios
facultativos, mesdéfilos, formadores de endosporos, encontrado comumente no solo e
algumas patogénicas. B. cereus, € comum no meio ambiente e causa intoxicacfes
alimentares relacionadas ao amido e a produtos lacteos (TRABULSI, 2009).
Amplamente distribuido na natureza, € encontrado comumente no solo, como um
organismo saprofito, na microflora de insetos, rizosfera de algumas plantas e pode
ser encontrado em reatores de tratamento de efluentes.

Patel et al. (2011) obtiveram um rendimento de 2 mol H,. mol™ de glicose,
utilizando B. cereus. Lovatel (2016) identificou a presenca de B. cereus em
consorcio microbiano produtor de hidrogénio utilizando vinhaga como substrato.
Descritos por Lazaro (2012), Bacillus sé&o produtores de hidrogénio em reatores em
condicbes mesofilas, possui alta capacidade de producéo, 1,61- 2,36 mol de H,. mol
! de glicose. Kotay e Das (2007) utilizaram B. coagulans para a producdo de
hidrogénio a partir de diversas fontes de substratos. Prince (1995) cita B. cereus e
outras bactérias produtoras de hidrogénio na fase acidogénica em digestores
anaerobios. No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos na literatura utilizando B.
cereus como produtor de hidrogénio.

Kalia et al. (1994) isolaram B. licheniformis, do esterco bovino e obtiveram
uma producéo de 0,5 mol H,.™ mol glicose. Segundo Poleto et al. (2016) um isolado
de consorcio do género Bacillus, foi o microrganismo com os resultados mais
promissores entre os isolados na producdo de hidrogénio, produzindo 39 mL H, L™

de glicerol a 37°C em pressao atmosférica de 0,918 atm.
2.4.2 Género Enterobacter

Sdo bactérias bastonetes, gram negativas pertencem a familia
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Enterobacteriaceae, anaerdbias facultativas, mesofilos, formadoras de esporos (LI;
FANG, 2007). Encontradas na pele humana e plantas, bem como no solo, agua,
esgoto, trato intestinal, urinario e respiratério de humanos e animais e em alguns
produtos lacteos. Fazem fermentacéo férmica e fermentacdo do butanodiol, mas a
guantidade de acidos formados é pequena, predominando como produtos finais
compostos neutros como o etanol, acetoina e butanodiol. A E. aerogenes prospera
em ambientes como esgotos, solo e fezes e provoca uma grande variedade de
doencas. O género Enterobacter tem sido largamente estudado, por ser um
anaerobio facultativo, com excelentes rendimentos de hidrogénio na fermentacao de
carboidratos (CONVERTI; PEREGO, 2002). Das e Veziroglu (2001) apontam
Enterobacter aerogenes como uma das principais bactérias produtoras de
hidrogénio. Kapdan e Kargi (2006) obtiveram rendimentos de 1,97 mmolH,. g*
glicose com E. aerogenes e apontam Enterobactericiae com a capacidade de
metabolizar um largo espectro de substratos por fermentacdo anaerdbia. Em todos
0s casos ocorre a producao de dioxido de carbono e hidrogénio, para a fase gasosa,
e de acidos gordos volateis e etanol, para a fase liquida, segundo estes autores.
ZHANG et al. (2011) consideram que E. aerogenes tem vantagens no
processo fermentativo por seu crescimento ocorrer na auséncia de hidrogénio e néao
ser inibido com 100% deste gas, ter alta taxa de crescimento e producdo de
hidrogénio (10 mol H,. mol™ glucose) e ter um desempenho em temperaturas entre
25°- 40° C. Tanisho et al. (1983) de uma estirpe isolada de E. aerogenes E.82005
das folhas de Mirabilis jalapa obtiveram 21 mmol. L™. h ao longo de um periodo de
23 h e constataram na década de 80 a capacidade de produzir hidrogénio desta

bactéria.
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3 METODOLOGIA
3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Os microrganismos Enterococcus faecalis e Bacillus cereus foram isolados
de consorcios microbianos produtores de hidrogénio, proveniente de lodo anaerébio
granular de reator anaerdobio (UASB) de efluente de uma industria de hidrolisado de
soja (Esteio, RS), coletado 2014. A linhagem de Enterobacter aerogenes é uma

cepa comercial de ATCC 13048.
3.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

O isolamento dos microrganismos do consércio microbiano foi realizado em

placa de Petri contendo meio de cultivo PYG sélido.

Tabela 1 - Meio de cultivo PYG (Peptona, extrato de levedura, glicose para
isolamento dos microrganismos)

Composto Concentracio (g/L)
Glicose 10
Extrato de Came 5
Extrato de Levedura 5
Peptona de carne 5
sigar (me1o solido) 15

As placas foram mantidas em jarras de anaerobiose e incubadas a 37°C até
a observacdo do aparecimento das colonias. A purificacdo das bactérias foi
realizada por esgotamento e as linhagens foram armazenadas em tubo inclinado
contendo meio PYG a 4°C e em glicerol 30% e mantidos em ultrafrezer -80°C. Os
microrganismos usados nos bioensaios foram E. faecalis e B. cereus, isolados

deste consorcio microbiano e E. aerogenes (cepa comercial ATCC 13048) foi usada

como controle positivo.



31

3.3 VINHACA

A vinhaca utilizada foi proveniente da Industria de Etanol (Guarani-Unidade
Industrial Andrade- Pitangueiras/SP), coletada em setembro de 2015 e mantida
armazenada em camara fria a 4°C no Laboratoério de Tecnologia Ambiental (LATAM)
da UCS. Inicialmente, a vinhaca foi centrifugada a 8000g por 5 minutos para a
retirada de solidos grosseiros. A Tabela 2 mostra a composi¢cédo da vinhaca usada

nos experimentos.

Tabela 2 - Caracteristicas da vinhaca de cana-de-agucar utilizada nos experimentos
para producgao de H2

PARAMETROS QUANTIDADE METODOLOGIAS

Calcio total (mg. L") 364.800 Espectrometria de Absorcdo
atomica — APHA 3030E e
1B

Demanda Quimica de Oudgénio (mg. 20,84 Método de titulacdo - refluao

L") fechado — APHA 5220 B

Fosforo total (mg. L) 55,787 Espectrometria de Absorgdo
atdmica — APHA 3030E e
F111EB

Magnésio total (mg. L) 169,920 Espectrometria de Absorcdo
atdmica - APHA 3030E e
1B

Mitrogénio Amoniacal {mg. L") 3897+ 0,16 Método de fitulacdo — APHA
4500 NH, C

Mitrogénio total kjekdahl* (mg. L) 394 69 Método 4500-Norg-B [LAPAM
PE 013] 2,80

pH 422 Potenciometria

Potassio (mg. L") 2537 650 Fotometria em chama -
APHA 3500K-B

Sadio (mg. L) 50,47 Fotometria em chama -
APHA 3500Ma-B

Sulfetos {mg. L") n.d. SMEWW-Método  4500-52-D
[LAPAM PE 024]

Salidos Suspensos Totais (mg. L) 3480 Gravimetria - APHA 2540 D

Salidos Suspensos Volateis (mg. L") 2860 Gravimetria - APHA 2540 G
Manual de Métodos de

Ferro Total (mg. L) 11,73 Analizes de Bebidas e

‘inagres- Fermentados
Alcodlicos Metodo 33

hManganés total (mg. L) 1,67 Manual de Métodos de
Andlises de Bebidas e
Vinagres- Fermentados

Alcodlicos Metodo 33

Solidos Suspensos Fixos (mg. L) 250 Gravimeifria - APHA 2540 E

3.4 ENSAIOS PARA PRODUCAO DE HIDROGENIO

As culturas puras E. faecalis, B. cereus e E. aerogenes foram crescidas por

24h em meio contendo vinhaga pura sem diluicdo e pH inicial de 6,0. O meio de
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cultivo de vinhaca foi suplementado com sais nitrogenados com 7,20 g. L™
(NH.),S04, e 6 g. L™ (NH,4),PO4, conforme Pirt e Callow (1958). Apés o crescimento,
foi realizada a leitura D.O. (densidade Optica) através da absorbancia em
espectrofotdmetro (spectra Max 190) em 640 nm. O volume de indculo foi ajustada
para o correspondente a 1.0 D.O. para cada isolado separadamente e para as co-
culturas foi adicionado um volume correspondente da densidade Optica das células,
sendo 1:1:1 nos ensaios com trés isolados, B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis e
1:1 nos ensaios com dois isolados, 1) B. cereus + E. aerogenes; 2) B. cereus + E.
faecalis e 3) E. aerogenes + E. faecalis (MARONE et al., 2012).Nos experimentos
com o consorcio foi realizado o tratamento térmico no lodo granular, 90°C por 10
minutos, conforme Kim et al. (2006), para a eliminacdo das bactérias consumidoras
de hidrogénio, e, posteriormente adicionado ao reator 0,34 g do inéculo com o pré-
tratamento.

Também foi avaliada, a bioaumentacédo do consoércio microbiano, com estes
isolados, conforme metodologias descritas anteriormente, sendo: 1) Consércio + B.
cereus; 2) Consorcio + E. aerogenes; 3) Consorcio + E. faecalis (KUMAR et al.,
2015).

No meio de cultivo composto por glicose, g.L™*: NH4CI 0,5; KH,PO, 0,25;
MgCl,.6H,O 0,3; FeClz 0,025; NiSO, 0,016; CoCl, 0,025; ZnCl, 0,0115; CuCl,
0,0105; CacCl, 0,005 e MnCl, 0,015 (PRAKASHAM et al., 2009) foi adicionado 0,25 g
de in6culo, com tratamento térmico, para o consorcio e as culturas puras um volume
correspondente a 1.0 D.O. para cada isolado separadamente.

Os ensaios foram realizados em frascos de vidro de 60 mL, contendo 30 mL
de vinhaca suplementada, como descrito acima. Os frascos foram lacrados com
tampa de borracha e lacre de aluminio e no meio foi aspergido com gés nitrogénio
por 5 minutos para garantir a anaerobiose. As culturas foram mantidas em agitagcao
orbital em shaker (Ethik Technology) a 37°C por 48 horas.

As culturas puras e o consorcio foram cultivados a quantidades de 30, 50, 70
e 100% de vinhaca para a quantificacdo da producéo de hidrogénio e as co-culturas

na vinhaga pura (100%). Todos os ensaios serdo realizados em triplicata.
3.5 ANALISES QUIMICAS

O monitoramento da producéo de hidrogénio foi realizado por cromatografo
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a gas (DaniMaster — AutomaticSample AS), equipado com detector de condutividade
térmica (TCD —Thermal Conductivity Detector) e coluna CarboxenTM 1006 PLOT
Capilary Columm (30 m x 0,53 mm), tendo gas Nitrogénio ultrapuro como gas de
arraste sob fluxo de 10mL/min. A temperatura do forno foi de 35°C, e a temperatura
da coluna e do detector de 100°C. Para a constru¢do da curva de calibragcdo foram
injetados volumes de 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 microlitros de gas hidrogénio
puro. Os dados foram calculados por meio da equacao dos gases ideais (item 3.6).

As andlises de acidos organicos (acido acético, propidnico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico) foram realizadas em cromatografo gasoso
(GC/MS, Shimadzu — QP2010 Ultra), equipado com coluna DN-FFAP (30 m x 0,32
mm x 0,25 pum) com detector de ionizacdo de chama (FID - Flame lonization
Detector), tendo hélio como gas de arraste, além de ar sintético e nitrogénio como
gases auxiliares. A temperatura da coluna foi de 100°C por 5 min, aumentando 7°C
por min até 200°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de 200° e 250°C,
respectivamente.

A concentracdo de carboidratos totais das amostras provenientes dos
bioensaios de produgéo de hidrogénio foi determinada por método colorimétrico de
Dubois et al. (1956). Para a construgéo da curva padréo foram efetuadas leituras
com concentracfes de 10 a 100 mg/L de sacarose. As analises da composicao
guimica da vinhaca foram realizadas de acordo com Standart Methods (APHA,
2005).

3.6 ANALISE DOS DADOS

O volume de hidrogénio foi convertido em mmol aplicando a equacao dos
gases ideais.
P.V=nR.T

onde P é a pressdo atmosférica em Caxias do Sul (0,918 atm), V € o volume
de H; (litros), n € o nimero de mols de H,, e R é a constante universal dos gases
ideais (0,082atm L/K.mol), e T é a temperatura utilizada nos experimentos (K).

Os dados da producéao de hidrogénio foram tratados no software GraphPad

Prism 5.0 e submetidos a analise de variancia e ao teste Tukey P < 0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados na forma de capitulos através de artigos:

4.1 Capitulo 1 Producédo de hidrogénio por consorcio microbiano em comparacao
com Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Enterobacter aerogenes utilizando
glicose como substrato.

4.2 Capitulo 2 Linhagens de Bacillus. cereus e Enterococcus. faecalis isoladas de
um consorcio microbiano aumentam a producdo de hidrogénio e acidos graxos

volateis utilizando vinhaca.
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4.1 CAPITULO 1
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PRODUCAO DE HIDROGENIO POR CONSORCIO MICROBIANO EM
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Resumo

O hidrogénio é uma forma limpa e renovavel de energia que surge como uma alternativa para
diversificagdo da matriz energética. Sua obtencdo por meio da fermentacéo anaerdbia pode ser
por consorcios microbianos ou culturas puras de diversos microrganismos, utilizando distintos
substratos comerciais e residuos industriais. O uso do substrato glicose permite saber o
potencial de producdo de hidrogénio por estes microrganismos. Este trabalho tem como
objetivo comparar a producdo de hidrogénio por consércio microbiano obtido de lodo
granular e culturas puras Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes e Enterococcus faecalis em
meio de glicose. Os ensaios foram realizados em frascos de 60 mL, em triplicata, contendo 30
mL de meio de glicose e 0,25 g de indculo de consércio microbiano apds tratamento térmico
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(90°C -10 min) e um volume equivalente a 1 D.O. (densidade Optica) para cada cultura pura.
Os fracos foram mantidos em agitacdo orbital a 37°C por 48 horas. A maior producdo de
hidrogénio foi obtida pelo consércio (107, 06 mmol H,. L), com as culturas puras, a
producdo de hidrogénio foi reduzida, sendo 5,81 mmol H,. L™ para B. cereus, 3,82 mmol H,.
L™ para E. aerogenes e 0,57 mmol H,. L™" para E. faecalis. O maior consumo do substrato
glicose foi de 68,10% pelo consorcio microbiano e o menor foi de 0,35% pelo microrganismo
E. faecalis. Os resultados mostram que em meio com glicose, 0s microrganismos isolados
tiveram seu potencial de producdo de hidrogénio reduzido, enquanto que os consorciados
apresentaram um melhor desempenho neste mesmo meio de cultivo.

Palavras-chave: Hidrogénio. Glicose. Fermentacdo anaerdbia

Area Tematica: Energia e Energia Renovaveis

HYDROGEN PRODUCTION BY MICROBIAL CONSORTIUM COMPARED TO
BACILLUS CEREUS, ENTEROCOCCUS FAECALIS AND ENTEROBACTER
AEROGENES USING GLUCOSE AS SUBSTRATE

Abstract

Hydrogen is a clean, renewable form of energy that emerges as an alternative to diversifying
the energy matrix. Its obtaining through the anaerobic fermentation can be by microbial
consortia or pure cultures of diverse microorganisms, using distinct commercial substrates
and industrial residues. The use of the glucose substrate allows to know the potential of
hydrogen production by these microorganisms. This work aims to compare the production of
hydrogen by microbial consortium obtained from granular sludge and pure cultures Bacillus
cereus, Enterobacter aerogenes and Enterococcus faecalis in glucose medium. The assays
were carried out in 60 mL flasks, in triplicate, containing 30 mL of glucose medium and 0.25
g of microbial consortium inoculum after heat treatment (90 ° C -10 min) and a volume
equivalent to 1 O.D. (optical density) for each pure culture. The weights were maintained in
orbital agitation at 37 ° C for 48 hours. The highest hydrogen production was obtained by the
consortium (107.06 mmol H,. L), with the pure cultures, the hydrogen production was
reduced, being 5.81 mmol H,. L for B. cereus, 3.82 mmol H,. L™ for E. aerogenes and 0.57
mmol H,. L™ for E. faecalis. The highest consumption of substrate glucose was 68.10% by
the microbial consortium and the lowest consumption was 0.35% by the microorganism E.
faecalis. The results showed that in the medium with glucose, the isolated microorganisms
had their potential of reduced hydrogen production, while the consortium had a better
performance in this same culture medium.

Keywords: Hydrogen. Glucose. Anaerobic fermentation

Subject Area: Renewable Energy and Energy
INTRODUCAO

Atualmente, o uso de fontes ndo renovaveis de energia € uma problematica, por
utilizar recursos esgotaveis e gerar impactos ambientais com a emissdo de poluentes e gases
de efeito estufa. Isso fomenta a busca de estratégias para a obtencdo de energias limpas e
renovaveis que possam diversificar a atual matriz energética.

Neste contexto, o hidrogénio aparece como uma fonte promissora, limpa e renovavel
de energia que pode ser usada para consumo doméstico e industrial, possui um alto potencial
energético, liberando na combustdo 122 kJ. g™ (YU, 2002) sendo mais eficiente que a
gasolina em automoveis.



37

Dentre as formas de obtencdo de hidrogénio, destaca-se a producgéo por fermentagédo
anaerdbia, processo realizado por consdrcios microbianos, derivadas de ambientes naturais,
como solo, agua residual e lodos de esta¢des de tratamento, ou por culturas puras de bactérias
produtoras de hidrogénio. As vantagens na utilizacdo de culturas puras estdo relacionadas a
seletividade do substrato, aos elevados rendimentos de H, e redugdo de subprodutos
(VASCONCELOQOS, 2014), diversas culturas puras sdo usadas na producdo bioldgica de
hidrogénio, conforme Hallenbeck, (2009), como espécies dos géneros Enterobacter e
Bacillus.

Os consorcios microbianos, ndo se baseiam em uma estirpe especifica de
microrganismo e por isso pode ser operado em condic¢Ges ndo estéreis, sem risco significativo
de contaminacdo (LU et al., 2011) e metabolizam um espectro maior de substratos
apresentando também vantagens na sua utilizacdo. As bactérias constituintes de um consoércio
podem ser anaerdbias estritas ou facultativas, porém as facultativas como Enterobacter sp. e
Bacillus sp por serem menos sensiveis ao oxigénio sdo consideradas melhores para a obtengéo
de hidrogénio via fermentacdo (DAS; VEZIROGLU, 2008). Na literatura, ha indicacdo de
algumas espécies produtoras de hidrogénio como os géneros Bacillus, Enterobacter,
Thermoanaerobacterium e Clostridium tém sido relatadas como potenciais produtores deste
gas (KOTAY; DAS, 2008). A busca pelo melhor microrganismo produtor de hidrogénio
usando uma variedade de substratos tem sido alvo de diversas pesquisas.

Vérios substratos podem ser usados na obtengdo de hidrogénio, como glicose,
sacarose e amido tém sido mais utilizados (WANG; WAN, 2009), porém residuos
agroindustriais também sdo comumente usados (KAPDAN; KARGI, 2006).

Carboidratos sdo preferidos como fontes de carbono no processo fermentativo,
principalmente glicose, que € um agucar simples e de féacil assimilagdo metabdlica. O
rendimento tedrico para bactérias anaerdbias facultativas é de dois mols de hidrogénio por
mol de glicose (FANG; LIU, 2002; MORIMOTO et al., 2004). Substratos simples servem
como modelo para o entendimento do processo fermentativo para que posteriormente possa se
usar um substrato mais complexo.

Dessa forma, este estudo avaliou a producgéo de hidrogénio por consorcio microbiano
obtido de lodo granular e culturas puras de Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes e
Enterococcus faecalis em meio suplementado com glicose.

2 METODOLOGIA
2.1 CONSORCIO MICROBIANO

O consércio microbiano utilizado foi proveniente de um lodo granular anaerébio
oriundo de uma estacdo de tratamento de efluente de indUstria de dleo vegetal, situada no
municipio de Esteio, RS. O lote foi mantido em refrigeracdo até o inicio dos experimentos. Os
ensaios fermentativos foram realizados no Laboratério de Diagnostico Molecular, e as
analises das fracbes liquidas e gasosas foram realizadas no Laboratério de Analises
Ambientais da Universidade de Caxias do Sul.

2.2 ISOLADOS MICROBIANOS
Foram isolados os microrganismos E. faecalis e B. cereus do consorcio microbiano

descrito acima. Estas bactérias foram avaliadas isoladamente na producdo de hidrogénio,
juntamente com a linhagem comercial de Enterobacter aerogenes (ATCC 13048).
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2.3 ENSAIO DE PRODUGCAO DE HIDROGENIO

Inicialmente, foi realizado tratamento térmico por calor (90°C por 10 min) no
inoculo de lodo granular, conforme Kim et al. (2006). Apds o tratamento térmico, 0,25g do
indculo foram inoculados em frascos de 60 mL em triplicata, contendo 30 mL de meio de
cultivo composto de glicose 5 g.L ™% NH4CI 0,5; KH,PO, 0,25; MgCl,.6H,0 0,3; FeCl; 0,025;
NiSO, 0,016; CoCl, 0,025; zZnCl, 0,0115; CuCl, 0,0105; CaCl, 0,005 e MnCl, 0,015
(PRAKASHAM et al., 2009).

As culturas puras de Enterococcus faecalis, Bacillus cereus e Enterobacter
aerogenes foram crescidas por 24 horas em meio suplementado com glicose (descrito acima).
Apos o crescimento, foi realizada a leitura da D.O. (densidade Optica) através da absorbéancia
em espectrofotdmetro (Espectra Max 190) em 640 nm. A quantidade de indculo colocada nos
experimentos foi ajustada para 1.0 D.O. para cada isolado separadamente. Os ensaios foram
realizados em frascos de vidro de 60 mL, contendo 30 mL de meio. Os frascos foram lacrados
com tampa de borracha e lacre de aluminio e no meio foi aspergido gas nitrogénio por 5
minutos para garantir a anaerobiose. As culturas e consorcios foram mantidos em agitacdo
orbital em Shaker (Ethik Technology) a 37°C por 48 horas. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

2.4 ANALISES QUIMICAS

A composicdo do biogas foi avaliada através de cromatografia a gas (DaniMaster —
Automatic Sample AS), equipado com detector de condutividade térmica (TCD —Thermal
Conductivity Detector) e coluna CarboxenTM 1006 PLOT Capilary Columm (30 m x 0.53
mm), tendo gas Nitrogénio ultra puro como gas de arraste com fluxo 10 mL/min. A
temperatura do forno de 35°C, e a temperatura da coluna e do detector foram de 100°C.

A concentracdo de carboidratos totais das amostras provenientes dos bioensaios de
producdo de hidrogénio foi determinada por método colorimétrico de Dubois et al. (1956).
Para a construcdo da curva padrdo, foram efetuadas leituras com concentracGes de 10 a 100
mg. L™ de glicose.

2.5 ANALISE DOS DADOS

O volume de hidrogénio foi convertido em mmol aplicando a equagdo dos gases
ideais.
PV=nRT

Onde P é a pressdo atmosférica em Caxias do Sul (0,918 atm), V é o volume de H;
(litros), n é o nimero de mols de Hy, e R é a constante universal dos gases ideais (0,082 atm
L. K. mol), e T é a temperatura utilizada nos experimentos (K).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A producdo de hidrogénio (Figura 1) para o consorcio microbiano teve uma elevada

producdo de 107,06 mmol H,. L*, enquanto B. cereus produziu 5,81 mmol H,. L*, E.
aerogenes 3,82 mmol H,. L™ e E. faecalis 0,57 mmol H,. L™.
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Figura 1 - Producéo de Hidrogénio em meio suplementado com glicose
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A maior producdo de hidrogénio no consércio pode ser explicada devido a sintrofia
presentes nesta associacdo de diferentes microrganismos que compde os granulos do lodo.
Esta associacdo se estabelece devido a relacdo fisioldgica das diferentes rotas metabdlicas de
cada espécie, desempenhando diferentes fungdes no consoércio. Por isso, 0s consércios sdo
muito usados para a producdo de hidrogénio (PHOWANA; DANVIRTUAL, 2014; SEM,;
SUTTAR, 2012; KAN, 2013). Yossan et al (2012), usando um consércio obtido de efluente
de 6leo de palmeira obtiveram uma taxa de producéo de hidrogénio de 74,54 mL. L™. h™.
Também, Davila-Vazquez et al. (2009), com a utilizacdo de consércios microbianos
proveniente de lodo anaerdbio granular e soro de queijo como substrato, obtiveram 46,61
mmol H, . L. ht,

Enquanto que para as culturas puras, a producdo foi muito reduzida, mostrando que
este meio de cultivo ndo favorece a producéo de hidrogénio por estes isolados. B. cereus foi
descrito como produtor de hidrogénio no estudo de Patel et al. (2011) que usaram glicose
como substrato obtendo rendimentos de 2 mols H, por mol de glicose. Este género de Bacillus
estd sendo bastante descrito na literatura para a producdo de hidrogénio, devido sua
capacidade de metabolizar varios substratos como vinhaca, glicerol e carboidratos para
obtencdo deste gas. Shah et al. (2016) utilizando cepas de Bacillus sp. obtiveram um
rendimento de 0,16-1,53 mols de H, por mol de glicose consumida a partir de residuos solidos
municipais, Das e Veziroglu (2001) apontam Enterobacter aerogenes como uma das
principais bactérias produtoras de hidrogénio, capacidade descoberta por Tanisho,
pesquisador japonés, na década de 80 em estirpes isoladas do solo, tem um rendimento teoérico
a partir da glicose de 10 mol H,. mol™ glicose (ZHANG et al., 2011) e Kapdan e Kargi,
(2006) obtiveram rendimentos de 1,97 mmolH, g* glicose com E. aerogenes. Ja o
microrganismo E. faecalis € pouco descrito na literatura para a producdo de hidrogénio, no
entanto, Valdez-Vazquez et al. (2015) obtiveram uma producgéo de 79,54 mL de hidrogénio
por grama de xilose usando trés espécies de Enterococcus.

Os carboidratos simples séo rapidamente degradados e usados para crescimento e
posterior producdo de hidrogénio por bactérias fermentativas. Nos bioensaios o consumo de
carboidrato foi proporcional a produgdo de hidrogénio, sendo o maior consumo de glicose
para o consércio microbiano que utilizou 68,10% do carboidrato disponivel, seguido por B.
cereus com 14,91%, E. aerogenes 10,82% e E. faecalis com apenas 0,35%, conforme mostra
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a Tabela 1. A glicose mostrou ser um substrato eficiente para a producdo de hidrogénio pelos
microrganismos consorciados, mas ndo tdo eficiente para as culturas puras.

Tabela 1- Consumo de glicose nos bioensaios

Amostra Carboiginfatos (mg. LY Consumo (%)
Inicial - final
B. cereus 703,09 — 622,32 14,91
E. aerogenes 665,51 — 593,48 10,82
E. faecalis 613,93 - 611,83 0,35
Consarcio microbiano 608,69 - 194,00 68,10

Fonte: Elaborado pelos autores.
Considerac0es Finais

Estes resultados mostram baixo potencial para a producéo de hidrogénio por culturas
puras utilizando glicose como fonte de carbono se comparado com o consorcio.
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4.2 CAPITULO 2

LINHAGENS DE BACILLUS CEREUS E ENTEROCOCCUS FAECALIS ISOLADAS
DE UM CONSORCIO MICROBIANO AUMENTAM A PRODUCAO DE
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Resumo

O hidrogénio é uma forma alternativa, limpa e renovavel de energia. A produgédo
microbiologica de hidrogénio tem grande potencial na utilizacdo residuos agroindustriais
como substrato, contribuindo para uma destinacdo adequada no meio ambiente. A vinhaca €
um subproduto da industria do etanol obtido em uma proporcéo de 13 a 15 litros de vinhaca
por litro de etanol. O aumento na producédo de hidrogénio é requerido para que 0 processo seja
economicamente viavel. As alternativas de fermentacdo anaerobica com culturas puras, co-
culturas, consorcios microbianos ou bioaumentacdo podem transformar a vinhaca em
produtos de interesse biotecnoldgico como hidrogénio e acidos graxos volateis (AGVS).
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi comparar a producéo de hidrogénio e AGVs por B.
cereus, E. aerogenes e E. faecalis isolados, em co-culturas e em bioaumentacao, utilizando
vinhaga como substrato. A producgéo de hidrogénio foi medida em ensaios usando frascos de
60 mL contendo vinhaca em distintas concentragcbes com pH inicial 6,0 em diferentes
bioensaios: 1) linhagens isoladas (B. cereus, E. aerogenes e E. faecalis); 2) consorcio
microbiano; 3) co-culturas (B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis), (B. cereus + E.
aerogenes), (B. cereus + E. faecalis), (E. aerogenes + E. faecalis); 4) bioaumentacéo
(Consércio + B. cereus), (Consorcio + E. aerogenes), (Consorcio + E. faecalis). A maior
producdo de hidrogénio ocorreu com vinhaga na concentragdo de 100%, sendo 85,41
mmolH,. L™ para B. cereus, seguido de 79,02 mmolH,. L™ para E. faecalis. O desempenho na
producéo de hidrogénio do sistema de co-culturas E. faecalis + E. aerogenes (65 mmolH,.L™)
foi maior que o consércio microbiano (54,16 mmolH,.L™) porém, menor que as linhagens B.
cereus e E. faecalis isoladas. O consércio microbiano produziu mais hidrogénio do que
quando recebeu a bioaumentagéo das linhagens isoladas B. cereus, E. aerogenes e E. faecalis.
O B. cereus foi a linhagem isolada que mais gerou AGVs, e o 4cido butirico (1.131 mg. L™)
foi o mais produzido, enquanto que o acido acético foi predominante nos ensaios de co-
cultura e bioaumentacdo. Estes resultados mostram o potencial das linhagens isoladas B.
cereus e E. faecalis na producdo de hidrogénio e AGVs utilizando como substrato vinhaga,
residuo com alto potencial poluidor, dando assim uma destinacédo sustentavel ao residuo.
Palavras-chave: co-cultura, bioaumentacdo, hidrogénio, vinhaca, B. cereus, E. faecalis e E.
aerogenes.

Abstract
Hydrogen is an alternative, clean and renewable form of energy. The microbiological
production of hydrogen has great potential in the use of agroindustry residues as substrate,
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contributing to a suitable destination in the environment. Vinasse is a by-product of the
ethanol industry obtained in a ratio of 13 to 15 liters of vinasse per liter of ethanol. The
increase in hydrogen production is required for the process to be economically feasible.
Anaerobic fermentation alternatives with pure cultures, co-cultures, microbial consortia or
bioaumentation can transform vinasse into products of biotechnological interest such as
hydrogen and volatile fatty acids (VFASs). Thus, the objective of this work was to compare the
production of hydrogen and AGVs by B. cereus, E. aerogenes and E. faecalis isolated, in co-
cultures and in bio-accumulation, using vinasse as substrate. Hydrogen production was
measured in assays using 60 mL vials containing vinasse at different concentrations with
initial pH 6.0 in different bioassays: 1) isolated strains (B. cereus, E. aerogenes and E.
faecalis); 2) microbial consortium; 3) co-cultures (B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis), (B.
cereus + E. aerogenes), (B. cereus + E. faecalis), (E. aerogenes + E. faecalis); 4)
bioaumentation (Consortium + B. cereus), (Consortium + E. aerogenes), (Consortium + E.
faecalis). The highest hydrogen production occurred with vinasse at 100% concentration,
being 85.41 mmolH,. L for B. cereus, followed by 79.02 mmol H,. L™ for E. faecalis. The
performance in the hydrogen production of E. faecalis + E. aerogenes (65 mmolH..L™") was
higher than the microbial consortium (54.16 mmolH,.L™), but lower than the B. cereus and E.
faecalis isolates. The microbial consortium produced more hydrogen than when it received
the bioaumentation of the isolated strains B. cereus, E. aerogenes and E. faecalis. B. cereus
was the most isolated strain that generated AGVs, and butyric acid (1,131 mg L™) was the
most produced, whereas acetic acid was predominant in the co-culture and bioassay assays.
These results show the potential of the isolated strains B. cereus and E. faecalis in the
production of hydrogen and AGVs using as vinasse substrate, residue with high polluting
potential, thus giving a sustainable destination to the residue.

Keywords: co-culture, bioaumentation, hydrogen, vinasse, B. cereus, E. faecalis and E.
aerogenes

1 INTRODUCAO

O aumento das necessidades energéticas mundiais e a diminuicdo das
reservas de combustiveis fdsseis, aliado aos problemas ambientais relacionados a gestdo de
residuos orgénicos, definem a necessidade de estratégias de energias renovaveis
(HALLENBECK, 2009).

Buscando satisfazer esta demanda energética, o hidrogénio surge como uma forma
alternativa de energia limpa, pois além de possuir uma grande eficiéncia energética, produz
apenas 4gua como produto da sua combustdio (MATHEWS; WANG 2009).

O etanol a partir da cana- de-agucar surgiu como uma alternativa aos combustiveis
fésseis, contudo, para cada litro de etanol produzido, sdo gerados 13 a 15 litros
de vinhaca, que é o principal residuo liquido desta producdo. A vinhaca possui
elevada Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), entre 17 e 50 g.L™ e grandes
concentracbes de fosforo e potassio, sendo este residuo normalmente utilizado como
fertilizante no proprio cultivo da cana-de-agucar (NOGUEIRA et al., 2015). Entretanto, o uso
da vinhaca na fertirrigacdo, causa acidificacdo do solo, provocando a reducdo da
produtividade e infiltracdo nos lencdis freaticos (CORAZZA, 2000), promovendo diversos
problemas ambientais. Nos paises tropicais, um grande volume de vinhaca é produzido a cada
safra, podendo ser destinado a producdo de hidrogénio através da fermentacdo, tornando o
processo sustentavel e ambientalmente correto. A vinhaca ja vem sendo estudada quanto ao
seu potencial na producdo de hidrogénio sendo bastante promissora, quando comparada a
outros residuos organicos, tanto com culturas isoladas quanto com consércios microbianos
(FERNANDES et al., 2010; LAZZARO et al. 2014; SYDNEY et al. 2014; FERRAZ JUNIOR
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et al. 2015).

Na fermentagdo anaerdbia os carboidratos sdo convertidos em H,, CO, CH, alcoois
e &cidos organicos. Os &cidos organicos (acidos graxos volateis) acético e butirico sdo 0s
principais produtos da fermentacdo (LAZZARO et al., 2015), outros co-produtos também sdo
formados de acordo com o microrganismo, substrato e tipo de fermentacéo e podem se tornar
valiosos substratos para produtos finais mais elaborados (FU;
HOLTZAPPLE, 2010).

O processo fermentativo para a producdo de hidrogénio pode ser obtido por culturas
puras, co-culturas ou por consércios microbianos (DAS, 2001; LEVIN, 2004). Entende-se
aqui que consorcio microbiano é a associagdo natural entre microrganismos obtidos do meio
ambiente, como por exemplo, lodo de estagdo de tratamento, aguas residuarias, amostras de
solo, entre outros (MAINTINGUER et al., 2015), e co-cultura a unido in vitro de isolados
microbianos em iguais proporgdes no processo fermentativo (PACHAPUR et al, 2015). Entre
0s principais microrganismos produtores de hidrogénio descritos na literatura, encontramos 0s
géneros Clostridium, Klebsiella, Enterobacter e Bacillus (KAWAGOSHI, 2005). Os géneros
Bacillus e Enterobacter sdo muito utilizados pela capacidade de metabolizar um largo
espectro de substratos e por produzirem diversas enzimas que auxiliam na hidrolise e
aceleram a conversdo do substrato em hidrogénio (PREET]I, 2017; PATEL, 2011). O género
Enterococcus é pouco descrito na literatura como produtor de hidrogénio, no entanto Adav et
al. (2009), utilizando co-cultura de C. butyricum com Enterococcus saccharolyticus
(degradador de celulose), obteve um rendimento de 2,19 mol H,. Hexose ™.

E bem conhecida a producio de hidrogénio por  consorcios
microbianos, devido a facilidade de manuseio, pela utilizacdo de meios ndo estéreis,
reduzindo o custo global da fermentagdo (SA et al., 2014). Para incrementar a producéo de
hidrogénio, na literatura, ja foram descritos processos de bioaumentacdo empregando culturas
que misturam microrganismos anaerobios estritos e facultativos (QIAN et al., 2011; NZILA,
2014) ou utilizando somente microrganismos anaerdbios estritos (GENG et al., 2010).

Dessa forma, este estudo busca comparar a producdo de hidrogénio de consércio
microbiano, bactérias isoladas, co-culturas e na bioaumentacao utilizando vinhaga como fonte
de carbono.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1. INOCULO

O indculo foi obtido de lodo anaerdbio granular oriundo de reator anaerobio de
efluente de uma inddstria de hidrolisado de proteinas de soja (Esteio, RS). Inicialmente, foi
realizado o pré-tratamento térmico no indculo granular, 90°C por 10 minutos conforme Kim
et al. (2006), para a eliminacdo das bactérias consumidoras de hidrogénio.

2.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

O isolamento dos microrganismos do consércio microbiano foi realizado em placa de
Petri contendo meio de cultivo PYG sélido g L™: (glicose 10; extrato de carne 5; extrato de
levedura 5; peptona de carne 5). As placas foram mantidas em jarras de anaerobiose e
incubadas a 37°C até a observacdo do aparecimento das coldnias. A purificacdo das bactérias
foi realizada por esgotamento dessas coldnias e as linhagens foram armazenadas em tubo
inclinado contendo meio PYG a 4°C e em glicerol 30% e mantidos em ultrafrezer -80°C. Os
microrganismos usados nos bioensaios foram Enterococcus faecalis e Bacillus cereus,
isolados deste consorcio microbiano e Enterobacter aerogenes (cepa comercial ATCC 13048)
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foi usada como controle positivo.
2.3 SUBSTRATO

Como substrato foi utilizado vinhaca de cana-de-agucar proveniente da Industria de
Etanol (Guarani-Unidade Industrial Andrade- Pitangueiras/SP, Brasil). A vinhaca foi coletada
em setembro de 2015 e mantida em refrigeracdo no Laboratério de Tecnologia Ambiental
(LATAM) da UCS. Antes de ser utilizada foi centrifugada por 5 minutos para a retirada de
solidos grosseiros. Nos ensaios, foi utilizado vinhaga em diferentes concentracées (30, 50, 70
e 100%) suplementada com sais nitrogenados (NH,),SO, sulfato de aménio em 0,21mg. L™ e
(NH,),PO,, fosfato de amdnio em 0,18 mg. L™, conforme Pirt e Callow (1958). As anélises da
composi¢do quimica da vinhaca foram realizadas de acordo com Standart methods (APHA,
2005) e estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do da vinhaca utilizada nos experimentos

Parametros Concentracao
(mg/L)
Célcio Total 364,80
Demanda Quimica de Oxigénio 20,84
Fosforo Total 58,78
Magnésio Total 169,92
Nitrogénio Amoniacal 38,97
Nitrogenio Total 394,69
Potéssio 2537,65
Sédio 50,47
Sulfatos n.d.
Ferro 11,73
Manganes 1,67
Sélidos Suspensos Total 3480
Sélidos Suspensos Volateis 2860
So6lidos Suspensos Fixos 250
pH 4,22

2.4 ENSAIOS PARA PRODUCAO DE HIDROGENIO

A producdo de hidrogénio das linhagens isoladas, co-culturas, consércio microbiano
e consorcio + bioaumentacdo, foram avaliados em frascos de vidro com volume de 60 mL,
contendo vinhacga suplementada com sais nitrogenados em diferentes concentracdes e pH
inicial de 6,0. No ensaio do consércio foi adicionado 0,34 g do inéculo granular ap6s o pré-
tratamento térmico. Os frascos foram lacrados com tampa de borracha e lacre de aluminio e o
meio aspergido com gas nitrogénio por 5 minutos para garantir a anaerobiose. Os frascos
foram mantidos em agitacao orbital em a 37°C por 48 horas.

Os isolados de B. cereus, E. faecalis e E. aerogenes foram crescidos no meio de
vinhaga, mantidos em agitacdo orbital em a 37°C por 24 h. Apds, foram inoculados conforme
metodologia descrita acima. A quantidade de indculo foi determinada pela leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 600 nm e ajustada para 1 D.O. (densidade Optica). Nos
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experimentos de co-culturas os isolados foram crescidos e realizados os seguintes ensaios: 1)
B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis; 2) B. cereus + E. aerogenes; 3) B. cereus + E.
faecalis; 4) E. aerogenes + E. faecalis. As co-culturas foram construidas com o volume
correspondente da densidade Optica das células, sendo 1:1:1 para a associacdo de trés isolados
e 1:1, para dois isolados (Marone et al., 2012). Também foi avaliada, a bioaumentagdo do
consorcio microbiano, com estes isolados, conforme metodologias descritas anteriormente,
sendo: 1) Consoércio + B. cereus; 2) Consoércio + E. aerogenes; 3) Consércio + E. faecalis
(Kumar et al. 2015). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5 ANALISES QUIMICAS

O monitoramento da producdo de hidrogénio foi realizado a partir de amostras do gas
do headspace em cromatografo a gas (DaniMaster — AutomaticSample AS), equipado com
detector de condutividade térmica (TCD -Thermal Conductivity Detector) e coluna
CarboxenTM 1006 PLOT Capilary Columm (30 m x 0.53 mm), tendo gas Nitrogénio
ultrapuro como gés de arraste sob fluxo de 10mL/min. A temperatura do forno foi de 35°C, e
a temperatura da coluna e do detector de 100°C. Para a confeccdo da curva de calibracdo
foram injetados volumes de 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 microlitros de gas hidrogénio
puro.

As analises de é&cidos graxos volateis (acido acético, propibnico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico) foram realizadas em cromatografo gasoso
(GC/MS, Shimadzu — QP2010 Ultra), equipado com coluna DN-FFAP (30 m x 0,32
mm x 0,25 pm) com detector de ionizacdo de chama (FID - Flame lonization
Detector), tendo Hélio como géas de arraste, além de ar sintético e nitrogénio como
gases auxiliares. A temperatura da coluna foi de 100°C por 5 min, aumentando 7°C
por min até 200°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de 200° e 250°C,
respectivamente.

A concentragdo de carboidratos totais das amostras provenientes dos
bioensaios foi determinada por método colorimétrico de Dubois et al. (1956). Para a
construcdo da curva padréo, foram efetuadas leituras com concentracdes de 10 a 100 mg. L™
de sacarose.

2.6 ANALISE DE DADOS
O volume de hidrogénio obtido foi convertido em mmol aplicando a equacdo dos
gases ideais. Onde P é a pressao atmosférica em Caxias do Sul (0,918 atm), V é o volume de
H, (litros), n é o nimero de mols de H,, e R € a constante universal dos gases ideais
(0,082atm L/K.mol), e T é a temperatura utilizada nos experimentos (K).
P.V=nR.T

Os dados da producdo de hidrogénio foram tratados no software GraphPad Prism 5.0
e submetidos a analise de varidncia e ao teste Tukey P < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PRODUCAO DE H, POR LINHAGENS ISOLADAS

Em todos os experimentos houve producdo de hidrogénio nas diferentes
concentracOes de substrato (Figura 1). Para o isolado B. cereus (Figura 1a) a menor producéo
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foi na concentracéo de 30% (2,43 mmolH,.L™) e a maior em 100% de vinhaca (85,41 mmol
H,. L™Y). E. faecalis obteve producdo de hidrogénio semelhante nas concentragdes de 50 e
100% (79 mmolH,. L) (Figura 1b), esses resultados s&o superiores a producéo de hidrogénio
de E. aerogenes (Figura 1c) (39,32 mmolH,. L, 36,27 mmolH,. L™ e 41,95 mmolH,. L") nas
concentracdes de 50, 70 e 100% de vinhaca, respectivamente.

O consorcio microbiano também seguiu 0 mesmo padrdo de producdo dos isolados
(Figura 1d), aumentado a producéo de hidrogénio com o aumento da concentragdo de vinhaca,
sendo a maior producdo 54,16 mmolH,.L™ com vinhaca na maior concentracdo (100%).
Resultado semelhante encontrado por Lazaro et al. (2014), que observaram aumento da
producdo de hidrogénio com o aumento da concentracdo de vinhaca em ensaios mesofilos
utilizando consércios microbianos granular. Kargi et al. (2012) estudaram a influéncia da
concentracdo inicial de soro de queijo na producdo de hidrogénio, aumentando de 3,22 mmol
H, para 10,34 mmol H, com o aumento da concentracéo (5,2—20 g.L™) de acUicares totais por
em 360 horas de ensaio. Li et al. (2008) a partir de diversas concentracGes de glicose (5, 7,5,
10 e 20 g.L') e diferentes valores de pH (5, 6, 7) obtiveram o melhor rendimento nas maiores
concentragcOes em pH 7,0.

Figura 1 - Producéo de hidrogénio em diferentes concentragdes de vinhaca
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Segundo Fernandes et al. (2010) dentre substratos estudados para a producdo de
hidrogénio, a vinhaca foi o que apresentou maior rendimento na producdo deste gas (25 mmol
H,. g* (DQO). Sydney et al. (2014), utilizando vinhaca suplementada com caldo de cana,
obtiveram uma producdo de 2.25 LH,.L™ de meio de cultivo com consércio microbiano
obtido de fezes de morcegos frutiferos. A vinhaca é um residuo agroindustrial com alta taxa
de matéria organica, rica em carboidratos (simples e complexos), proteinas, lipideos e sais
minerais. Ela possui potencial para desenvolvimento de microrganismos anaerdbios estritos
ou facultativos sejam eles isolados ou consorciados. Podemos observar que as altas
concentracdes de vinhaca ndo inibiram a producdo de hidrogénio mostrando que as elevadas
taxas de sais como potéssio, calcio e nitrogénio ndo atuam como inibidores bem como 0s
grandes volumes de sélidos suspensos totais, fixo e volateis (Tabela 1).

O género Bacillus é frequentemente descrito como produtores de hidrogénio,
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fermentando diversos tipos de carboidratos (KOTAY; DAS, 2007). Os Bacillus tém bom
crescimento em condicGes aerdbicas e podem produzir H, sob condi¢Ges anaerdbicas
(VOORT; ABEE, 2009), cresce em condi¢cdes minimas e utiliza uma ampla gama de
substratos, sendo um biocatalisador ideal para a degradacéo de lignocelulose (KOTAY; DAS,
2007). Patel et al. (2011) utilizando B. cereus e glicose como substrato, obteve um rendimento
de 2 mols H, por mol de glicose. Shah et al. (2016) usando cepas de Bacillus sp. obtiveram
um rendimento de 1,53 mol de H, por mol de glicose consumida a partir de residuos sélidos
municipais como substrato. Poleto et al. (2014) utilizando meio enriquecido de glicerol
residual 1,5% e consorcio proveniente de lodo de estacBes de tratamento, identificou Bacillus
amyloliquefaciens como produtor de hidrogénio com um rendimento de 0,5 mol H,.mol™ de
glicerol. Shin et al. (2004), utilizaram Bacillus sp obtendo uma faixa de producdo de
hidrogénio de 0,9 — 1,8 molH,. mol hexose™ utilizando residuos alimentares como substrato.
Na literatura ndo foram encontrados trabalhos com B. cereus produzindo hidrogénio usando
vinhacga, porém Patel et al. (2011) obtiveram uma étima producéo com B. cereus de 2 mols H,
por mol de glicose.

O género Enterococcus também é citado em diversos trabalhos como participante,
em grande abundancia, de consércios microbianos produtores de hidrogénio (GUO et al.
2016; Li et al. 2016). Valdez-Vazquez et al. (2015), encontraram uma producdo méxima de
79,54 mL de hidrogénio por grama de xilose como fonte de carbono em um consorcio
utilizando trés espécies de Enterococcus. O género Enterobacter tem sido largamente
estudado, por ser um anaerobio facultativo, com excelentes rendimentos de hidrogénio na
fermentacdo de carboidratos (CONVERTI, 2002; KAPDAN; KARGI, 2006) A espécie E.
aerogenes é bem descrita como excelente produtor de hidrogénio, por ser anaerdbio
facultativo, ter elevada taxa de crescimento, ter bom desempenho em regime mesoéfilo e
apresentar um rendimento tedrico de producdo de hidrogénio, a partir de glicose, de
aproximadamente 10 mols H;, por mol de glicose (ZHANG et al., 2011). Das (2001) aponta E.
aerogenes como uma das principais bactérias produtoras de hidrogénio. Kapdan e Kargi
(2006) obtiveram rendimentos de 1, 97mmolH2.g™glicose com este microrganismo. Contudo,
em nosso estudo, este microrganismo ndo mostrou este mesmo desempenho, sendo que a
maior producéo de hidrogénio (41,95 mmolH,. L™) foi 50% inferior & producdo de B. cereus
nas mesmas condicdes avaliadas.

3.2 PRODUCAO DE H, POR CO-CULTURAS E BIOAUMENTACAO

Estratégias usando duas ou mais linhagens sdo alternativas para aumentar a producao
de hidrogénio, os ensaios da Figura 2 mostram os resultados dos bioensaios com co-culturas
na producdo de hidrogénio. A maior producdo de hidrogénio nos ensaios com co-culturas
(Figura 2a) foi para E. faecalis + E. aerogenes (65 mmolH,. L™), mostrando que a associacéo
entre estes dois microrganismos foi mais favoravel para a producdo de hidrogénio. As co-
culturas B. cereus + E. aerogenes (41,06 mmolH,. L™), B. cereus + E. faecalis (40,44
mmolH,. L) foram similares & producdo de B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis (51,17
mmolH,. L.
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Figura 2 - Producéo de hidrogénio de co-culturas de B. cereus, E. aerogenes e E. faecalis

1004 100
a b
80+ 80
- a -
=, 604 ;\, 604 _a_
_1_2 3 ab
€ - € 40 bc
E 40 £ —_
20 201
0. : 0 R .
&= B.cereus +E. aerogenes X3 B, cereus + E. faecalis EZ Consorcio microbiano EE Consorcio + E. aerogenes

&= E.faecalis + E. aerogenes B. cereus +E. aerogenes +E. faecalis &= Consércio + E. faecalis I Consércio + B. cereus

(a) e bioaumentagdo (b) em consorcio microbiano em vinhacga pura na concentracéo de 100%.

A bioaumentacdo do consorcio microbiano com os trés isolados é mostrada na Figura
2b, onde a producdo de hidrogénio do consércio + E. aerogenes (33,76 mmolH,.L™),
consércio + E. faecalis (36,19 mmolH,.L™) foi inferior ao do consércio microbiano sem
bioaumentacdo (54,16 mmolH..L ). J&4 a producdo do consércio + B. cereus (42,83
mmolH,.L™), foi superior as demais e estatisticamente igual & do consércio microbiano e do
consoércio + E. faecalis (36,19 mmolH,.L™). Neste trabalho, foi evidenciado um sinergismo
negativo, destes microrganismos nos ensaios em co-culturas dos isolados e bioaumentacao do
consorcio microbiano, ao contrario de outros trabalhos na literatura, que a adicdo de
anaerobios facultativos em consorcios microbianos melhora o rendimento da producdo de
hidrogénio (MARONE et al., 2012).

Analisando todas as estratégias para o aumento da producdo de hidrogénio, foi
possivel ver (Figura 3) que os microrganismos isoladamente sdo mais eficientes do que eles
associados em co-cultura, pelo menos nas condi¢des experimentais com 100% de vinhaca.
Por outro lado, ensaios com os isolados B. cereus, E. aerogenes e E. faecalis associados em
co-cultura, mostraram uma producdo de hidrogénio de 51,17 mmolH,. L™, significativamente
igual (P< 00,5) a obtida pelo consércio microbiano na mesma concentragcdo de substrato, mas
também inferior a producdo dos microrganismos isoladamente (Figura 3).

A comparacdo da producdo de hidrogénio entre os isolados e o consorcio
microbiano, é um resultado que pode auxiliar no entendimento do papel dos diferentes
microrganismos presentes no consércio. O resultado obtido pode ser explicado,
possivelmente, por que quando 0s microrganismos estdo consorciados, existem reagdes
sinérgicas que convertam 0s componentes da vinhaca em outros produtos que nao o
hidrogénio, desviando para rotas metabolicas de outros co-produtos da fermentacédo
anaerébica. Ou ainda, nos consorcios, estejam presentes microrganismos produtores e
consumidores de hidrogénio, que mesmo ap0s 0 pre-tratamento térmico, sejam mantidas
bactérias metanogénicas e homoacetogénicas, que consomem hidrogénio (CASTELLO et al.
2018).



50

Figura 3 - Producdo de hidrogénio de B. cereus, E. aerogenes e E. faecalis isolados e em co-
cultura (B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis) e de consorcio microbiano em vinhaca na
concentracdo de 100%.
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Muitos trabalhos descrevem o aumento do rendimento de hidrogénio utilizando co-
culturas de B. cereus com outras enterobactérias Citrobacter sp., E. cloacae e Klebsiella sp.
(PATEL et al., 2011). Também sdo relatados aumentos da producdo de hidrogénio com co-
culturas de Bacillus coagulans, Citrobacter e Enterobacter cloacae (KOTAY et al., 2010).
Ainda, outros utilizam a combinacdo de microrganismos anaerobios estritos como 0s
Clostridium e anaerobios facultativos, como as espécies de Enterobacter e Bacillus, que
consomem 0 oxigénio e aumentam a eficiéncia da producdo de hidrogénio (CHANG et al.,
2008; CHOU et al.,, 2011). Geng et al. (2010) utilizaram co-culturas de Clostridium
thermocellum e Clostridium thermopalmarium obtiveram uma producdo de hidrogénio de
1,387 mL de H,. L™ sob condicdes otimizadas, superior ao obtido pelas culturas puras destes
mesmos microrganismos, resultado inverso ao ocorrido neste experimento onde as culturas
puras produziram mais hidrogénio que associadas em co-cultura.

No entanto, Hsiao et al. (2009) utilizando co-culturas de C. tyrobutyricum e C.
sporospaheroides obtiveram uma menor producdo de hidrogénio (0,7 mLH, L™*.h™), do que
juntando as espécies C. pasteurianum e C. sporospaheroide (6,2 mL H, L™.h™), concluindo
que C. tyrobutyricum ou C. pasteurianum produtores de hidrogénio podem ser usados em co-
cultura com C. sporospaheroides que desempenha importante papel na degradacdo de
carboidratos e glutamato. Patel et al. (2014) estudaram co-culturas de B. cereus, Enterobacter
cloacae e Klebsiella sp. e obtiveram um rendimento de e 3 molH, por mol de glicose,
rendimento que teve uma queda para 0,36 molH; por mol de glicose quando B. cereus foi
removido da cultura. Portanto, mesmo que todos 0s microrganismos presentes em uma co-
cultura tenham a capacidade de produzir hidrogénio ndo significa que a sintrofia entre eles
seja um fator que favoreca a producdo deste gas, como foi mostrado em nossos experimentos.

Ainda, talvez seja interessante em trabalhos futuros avaliar diferentes concentracoes
de indculo destes isolados, a fim de encontrar uma concentragdo celular ideal para que ocorra
um sinergismo positivo e melhore o rendimento de hidrogénio. Pachapur et al. (2015)
revisando muitos estudos, concluiu que uma boa producdo de hidrogénio, depende de quem
sdo 0s microrganismos da co-cultura, do tipo de substrato e das condi¢cdes de fermentacdo. O
exemplo de diferentes substratos, a revisdo mostrou que 0s residuos organicos,
monossacarideos e &cidos organicos foram os renderam maior producdo de hidrogénio.
Segundo os autores, a composic¢ao dos substratos estimula interaces enzimaticas hidroliticas
e selecionam os metabolismos que geram hidrogénio na co-cultura (PACHAPUR et al.,
2015).
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3.3 CONSUMO DE CARBOIDRATOS TOTAIS NA PRODUCAO DE H,

De acordo com Hawkes et al. (2002), os carboidratos apresentam-se como fonte
preferencial de carbono organico para a producdo de hidrogénio por meio da
fermentacdo. A concentragdo de carboidrato em um determinado residuo é um fator indicativo
da sua potencialidade em produzir hidrogénio por via biolégica (FANG, 2006). Em nossos
bioensaios, observou-se que B. cereus teve seu maior consumo em vinhaga na concentracao
de 30% (42%), seguido por E. faecalis, o maior consumo de carboidratos totais foi na
concentracdo de 70% (48,8%) (Tabela 2).

Ja E. aerogenes teve 0 menor consumo de carboidratos (5-22%). Tanto para 0s
sistemas de co-cultura e bioaumentagdo o consumo de carboidratos totais ndo ultrapassou
38% para todas as concentracdes de vinhaca. Por outro lado, o consércio microbiano
apresentou 0 maior consumo de carboidratos totais em relagdo aos demais ensaios, sendo 0s
maiores consumos em 30 e 50% de vinhaga (78,1% e 90,9% respectivamente). A eficiéncia
do consumo de carboidrato foi distinta entre as diferentes concentracdes de vinhaca e também
ndo corresponde a maior producdo de hidrogénio. Esta particularidade dos microrganismos
deve estar relacionada as suas caracteristicas genéticas de repressdo catabdlica e
permeabilidade celular do substrato. No entanto, o para o consércio que é composto por uma
maior diversidade microbiana, o consumo de carboidratos também foi maior, possivelmente,
por contar com distintas rotas metabdlicas, as quais facilitam a hidrélise dos diferentes
compostos existentes na vinhagca.

Tabela 2 - Consumo de carboidratos totais em todos os ensaios de producéo de H, em
diferentes concentragdes de vinhaca

vima gy G Rl
30 114,98/66,73 42,00
B. cereus 50 121,71/82,90 31,88
70 266,20 /189,63 28,80
100 301,87 /245,92 18,53
30 96,62 /79,32 17,90
E faccalis 50 149,77 /121,71 18,70
70 353,27 /180,72 48,84
100 298,37/ 236,31 20,80
30 98,55/79,40 19,43
E. aerogenes 50 61,48 /57,99 5,67
70 202,74 /179,14 11,64
100 328,97 / 256,41 22,10
Cons6rcio microbiano 30 120,58 /26,34 78,15
50 168,39/15,24 90,94
70 217,43/118,83 45,34
100 375,30/ 212,71 43,32
B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis 100 334,50/232,81 30,40
B. cereus + E. aerogenes 100 342,66 / 260,96 23,84
B. cereus + E. faecalis 100 392,48 /301,43 23,19
E. aerogenes + E. faecalis 100 42453 /260,55 38,62
Consorcio + B. cereus 100 366,84 / 253,61 30,86
Consércio + E. aerogenes 100 329,25/277,74 15,64

Consorcio + E. faecalis 100 307,11/ 258,68 15,76
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3.4 PRODUCAO DE AGVs

Observou-se que na fase final dos experimentos com os isolados B. cereus e E.
faecalis, e consércio microbiano houve predominancia da producéo de acido butirico, seguida
por &cido acético, conforme Figura 4. As maiores producdes dos acidos acético e butirico
foram para B. cereus (644 mg. L™ e 1.131 mg. L™, respectivamente), seguido da producéo de
4cido butirico para E. faecalis (988,56 mg. L™). Para E. aerogenes, houve predominancia da
rota metabdlica acética nas concentracdes de 70 e 100% de vinhaca (363 mg. L™ e 380 mg. L’
! respectivamente).

A predominancia destas rotas metabolicas coincide com as maiores producdes de
hidrogénio em 100% de vinhaca, porém quando ha maior producdo de H,, ha maior
concentracdo de acido butirico nas culturas puras (B. cereus e E. faecalis) e no consorcio, e
acido acético para E. aerogenes, 0 que demonstra as principais rotas utilizadas por estes
microrganismos para a producdo de hidrogénio, corroborando com outros autores
(FERNANDES, 2010; KHANAL, 2004).

Figura 4 - Producéo de &cidos graxos volateis inicial (1) e final (F) em diferentes
concentragdes de vinhaca

25004 L2 2500+ E

z: 2000- N IIEI IIEI g 20004
> = =
8 1500- e S NHBE ¢ 1s00-
o = m — — S Y ,
g = = = I | = = S
£ 1000- = = =S EBEHE £ 1000- = =
§ 5004 : = S 5004 = =
o] % .
C U I ) ) ) L ] ] L C T T I "I- T ) I
cl F = | F | F | F
2500+ 30% 70% 100% 2500+ 70% 100%
< 2000~ < 20004
E £ ~
© 15001 © 1500~ =
1% l% E
£ 1000- £ 10001 = ~ =
5 5 = =
£ g = =
S 5001 = S 5001 = e
| F | F | F | F | F | F = | F
30% 50% 70% 100% 30% 50% 70% 100%

B3 Butirico EE Acético & Propibnico Valérico O Isobutirico @@ Isovalérico
a) Bacillus cereus b) Enterococcus faecalis c) Enterobacter aerogenes d) Consércio microbiano

As rotas metabolicas de producdo de &cido acético e butirico produzem
respectivamente 4 mols de H, (Equacéo 1) e 2 mols de H, (Equacédo 2) (LEVIN et al., 2004),
pois a formagdo dos co-produtos lactato, etanol, butanol ou &cido butirico consome NADH,
reduzindo o rendimento de hidrogénio. O rendimento de hidrogénio depende dos produtos
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formados durante o processo fermentativo.

CsH 205 + 2H,0 — 2CH;COOH + 4H;, + 200, .
Equacdo 1

CeH1206 — CHyCH,CH,COOH + 2H, + 2C0, Equacao 2

Nos experimentos com co-culturas (Figura 5a), observou-se predominancia de acido
acético nos ensaios com B. cereus + E. aerogenes + E. faecalis; B. cereus + E. aerogenes; B.
cereus + E. faecalis. No ensaio com E. aerogenes + E. faecalis, houve predominéncia da rota
butirica na amostra final (F), corroborando com a maior producéo de hidrogénio neste ensaio
como descrito na Equagdo 1. Em geral, a producgéo de acido acético foi similar & das culturas
puras isoladamente, enquanto que a producdo do &cido butirico foi bastante inferior. Nos
ensaios de bioaumentacdo do consércio (Figura 5b), também houve predominéncia da rota
metabolica acética, ndo diferenciando entre as amostras iniciais e finais, evidenciando uma
baixa interacdo entre estes microrganismos.

Figura 5 - Producdo de &cidos graxos volateis (1) e final (F) de B. cereus, E. aerogenes e E.
faecalis associados em co-cultura
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(@), e na bioaumentacdo de consorcio microbiano (b) em vinhaga na concentragao de 100%.

Nos ensaios com o0s isolados e co-culturas houve consumo de &cido propidnico
(Figura 4 e 5), 0 que torna o processo mais eficiente, pois mostra que esta rota metabolica ndo
foi favorecida, pois para a producdo deste acido ocorre o consumo de mols de hidrogénio
(Equacéo 3) (LEVIN et al., 2004). Enquanto que no consorcio microbiano, houve aumento de
acido propidnico nas amostras finais das maiores concentracdes de vinhaga, 0 que poderia
explicar a baixa produgéo de hidrogénio nestes ensaios.

CgH 205 + 2Hy — 2CH;CH,COOH + 2H,0 Equacéo 3

Os acidos isobutirico, isovalérico e valérico foram produzidos em maiores
quantidades pelo isolado B. cereus. E a menor concentracdo destes &cidos foi para E.
aerogenes. E bem conhecido que concentraces de isovalerato e isobutirato no rimen de
animais sdo indicativos de fermentacdo de aminoacidos, os quais quando em altos teores,
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favorecem o acUimulo de tais &cidos graxos volateis, principal fator de reducdo do pH
(VARGAS et al., 2001).

O monitoramento dos acidos graxos nos permite saber a rota metabdlica utilizada
pelo microrganismo e prever desvios ou aperfeicoar o processo de fermentacdo no sentido de
obter uma maior produgdo de um ou outro &cido de interesse ja que todos tém valor agregado
e podem ser usados por industrias quimicas e de alimentos (LEITE et al., 2008).

4 CONCLUSOES

Os avangos nos processos de producdo de hidrogénio dependem entre outros fatores
dos residuos organicos, condi¢cBes de fermentacdo e principalmente conhecer 0s consorcios
microbianos envolvidos. Os resultados deste estudo mostram que 0 uso de vinhaga pura, sem
diluicdo, é o mais indicado para a producdo de hidrogénio tanto para linhagens isoladas como
para consorcios microbianos. A comparacgdo da eficiéncia da producdo de hidrogénio, a partir
da vinhaca, foi superior nas linhagens isoladas B. cereus e E. faecalis do que no consorcio
microbiano.

O desempenho na producéo de hidrogénio do sistema de co-culturas E. faecalis + E.
aerogenes foi maior que o consorcio, porém menor que as linhagens B. cereus e E. faecalis
isoladamente. A geracdo de hidrogénio, no processo anaerobio dos consorcios e das
linhagens, ndo estd diretamente relacionada ao consumo de carboidratos totais da vinhaca. O
consorcio microbiano produziu mais hidrogénio do que quando recebeu a bioaumentagédo das
linhagens isoladas de B. cereus, E. faecalis e E. aerogenes. O B. cereus foi 0 que mais gerou
acidos graxos volateis e o0 acido butirico, foi 0 mais produzido. A co-cultura (B. cereus + E.
faecalis) destacou-se na producao de &cido acético. Estes resultados mostram o potencial das
linhagens isoladas B. cereus e E. faecalis na producéo de hidrogénio e acidos graxos volateis
utilizando como substrato vinhaca, residuo com alto potencial poluidor, dando assim uma
destinacdo sustentavel a esse substrato.
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6 CONCLUSOES

Os avancos nos processos de producdo de hidrogénio dependem entre

outros fatores dos residuos orgéanicos, condi¢cdes de fermentacdo e principalmente
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conhecer os consorcios microbianos envolvidos. O uso de residuos industriais como
substrato para o processo fermentativo € uma alternativa sustentavel, pois colabora
no gerenciamento ambiental, gerando biohidrogénio, acidos graxos e biofertilizante.
A vinhaga mostrou-se indicada para a producao de hidrogénio tanto para linhagens
isoladas como para consdrcios microbianos.

Substratos simples, como a glicose, servem como modelo para o processo
fermentativo e confirmou neste trabalho a capacidade de producdo de hidrogénio
dos microrganismos utilizados e do consorcio e das rotas metabdlicas escolhidas por
eles para a producéo deste gas.

Os microrganismos B. cereus e E. faecalis isolados produziram mais
hidrogénio do que o consoércio e o sistema de co-cultura com E. faecalis + E.
aerogenes foi mais eficiente na producao de hidrogénio quando comparado com o
consorcio.

A bioaumentacdo do consorcio ndo elevou a taxa de producdo de
hidrogénio.

A geragcdo de hidrogénio, no processo anaer6bio dos consorcios e das
linhagens, ndo esta diretamente relacionada ao consumo de carboidratos totais da
vinhaca.

Dentre os acidos graxos volateis produzidos destaca-se o acido butirico e o

acido acético.

7 RECOMENDACOES

A necessidade de pesquisas na area de energias renovaveis e menos
poluentes, buscando uma diversificagcdo da matriz energética e a utilizacdo de
residuos agroindustriais, visando uma forma e destinacdo a estes fez surgir a
fermentacdo anaerdbia como alternativa promissora. Entende-se que pode contribuir
neste aspecto sugerindo:

a) Continuar testando a capacidade de producdo de hidrogénio misturando
culturas puras ja produtoras visando aumentar a eficiéncia desta
producéo;

b) Estudar a producdo de hidrogénio em consdércios com bioaumentagcao de

microrganismos alternados;
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c) Isolar mais microrganismos anaerdbios de consoércios para caracterizar a
microbiota presente no processo fermentativo;
d) Acompanhar a formacao de coprodutos da fermentacéo para conhecer e

relacionar as rotas metabolicas utilizadas.
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