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RESUMO

Os residuos citricolas sdo uma preocupacdo ambiental importante para as indudstrias
brasileiras, uma vez que o Brasil é o maior produtor e exportador de suco laranja para o
mundo. Entre as possibilidades de valorizacdo e reuso deste residuo, o processo fermentativo
é uma alternativa promissora na geracéo de energia renovavel, como biogas, alcoois e acidos
graxos volateis. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi utilizar o efluente bruto citricola
(EC) como substrato na geracdo de hidrogénio, acidos graxos volateis e alcoois a partir da
obtencdo de uma cultura mista autdctone de bactérias anaerdbias e compara-la com culturas
puras de bactérias fermentativas e lodo granular metanogénico pré-tratado. A cultura mista foi
submetida em ensaios com diferentes fontes de carbono, dos quais se destacaram crescimento
microbiano e deteccdo de hidrogénio em glicose, sacarose e frutose. Posteriormente, a cultura
mista e culturas puras fermentativas (in6culo 1-Clostridium acetobutylicum ATCC824 e
indculo 2-Clostridium beijerinckii ATCC10132) foram inoculadas em meios de cultivo
especificos para Clostridium sp. (PYG, RCM, TYA, MITRA) em reatores anaerobios em
batelada, mantidos sob agitacdo e modo estatico. Producdes de etanol e acidos graxos volateis
mais elevados foram verificadas nos reatores com os meios de cultivo RCM e PYG. A seguir
foram realizados ensaios em reatores alimentados com glicose, com geracdes de hidrogénio e
butanol para as culturas puras (inéculos 1 e 2), alem de geragdes de etanol para a cultura
mista de bactérias anaerobias (indculo 3). Em reatores alimentados com efluente citricola,
foram obtidos 21,2; 15,7 e; 37,6 mmol H, L™ com os inéculos 1; 2 e 3, respectivamente.
Proporc¢des crescentes foram adicionadas em reatores anaerébios em batelada inoculados com
culturas puras e cultura mista para producgéo de hidrogénio e co-produtos. Na condi¢do 1(0%
EC+100% meio RCM), com os inoculos 1 e 2 obtiveram-se geracdes de butanol e com o
indculo 3 foi verificada producdo elevada de etanol. Na condicdo 2 (20% EC+80% meio
RCM), as producdes de hidrogénio foram de 11,9; 9,4 e 12,5 mmol H, L™ para os inéculos 1,
2 e 3, respectivamente. Entretanto, na condicdo 3 (50%EC+50% meio RCM), a producéo teve
um declinio com valores de 4,1; 59 e 11,5 mmol H, L™ para os indculos 1, 2 e 3,
respectivamente. Na condicdo 4 (80%EC+20% meio RCM) foram verificadas geracGes de
12,4; 15,0 e 13,1 mmol H, L™ para os inculos 1, 2 e 3, respectivamente. Porém, na condicio
5 (100% EC+0% meio RCM), ocorreu a baixa producdo de hidrogénio com valores de até 4
mmol H, L™ no inéculo 3. Foi realizado teste com mistura das culturas puras (50% inculo
1+50% ino6culo 2), nos ensaios | (80% EC + indculo 1 + indculo 2) e ensaio 11 (100% EC +
indculo 1 + inoculo 2) e ensaio 111 (100% EC + lodo granular metanogénico pré-tratado). As
producdes de hidrogénio nos ensaios I, Il e Il foram 17,7; 16,5 e 7,6 mmol H,L™
respectivamente, comprovando que a adicdo das culturas puras elevaram as producgdes de
hidrogénio. A cultura mista apresentou abundancias relativas de bactérias fermentativas
distribuidas, principalmente, nos géneros Clostridium, Bacillus e Lactobacillus com
abundancias relativas de 13,65%, 20,44% e 10,61%, respectivamente provavelmente
envolvidas nas gerac@es de hidrogénio e etanol verificadas. A eficiéncia da digestdo anaerdbia
no tratamento de efluentes agroindustriais como da laranja foi comprovada no re-
aproveitamento e na geracdo de biocombustiveis.

Palavras-chave: Efluente citricola; Cultura mista; Clostridium sp.; Hidrogénio; Co-produtos.



ABSTRACT

Citrus residues are an important environmental concern for Brazilian industries, since Brazil
is the largest producer and exporter of orange juice to the world. Among the possibilities of
recovery and reuse of this residue, the fermentation process is a promising alternative in the
generation of renewable energy, such as biogas, alcohols and volatile fatty acids. In this sense,
the objective of this study was to use citrus effluent (EC) as a substrate to generate hydrogen,
volatile fatty acids and alcohols from an autochthonous mixed culture of anaerobic bacteria
and compare it with pure cultures of fermentative bacteria and pre-treated methanogenic
granular sludge. The mixed culture was submitted to assays with different carbon sources, of
which microbial growth and detection of hydrogen in glucose, sucrose and fructose stood out.
Subsequently, the mixed culture and pure fermentative cultures (inoculum 1-Clostridium
acetobutylicum ATCC824 and inoculum 2-Clostridium beijerinckii ATCC10132) were
inoculated in specific culture media for Clostridium sp. (PYG, RCM, TYA, MITRA) in
anaerobic batch reactors, kept under agitation and static mode. Higher productions of ethanol
and volatile fatty acids were verified in the reactors with the RCM and PYG culture media.
Subsequently, assays were carried out in reactors fed with glucose, with generations of
hydrogen and butanol for pure cultures (inocula 1 and 2), in addition to generations of ethanol
for the mixed culture of anaerobic bacteria (inoculum 3). In reactors fed with citrus effluent,
21.2 were obtained; 15.7 and; 37.6 mmol H, L™ with inocula 1; 2 and 3, respectively.
Increasing proportions were added in batch anaerobic reactors inoculated with pure cultures
and mixed cultures to produce hydrogen and co-products. In condition 1 (0% EC+100% RCM
media), with inoculas 1 and 2, butanol generations were obtained and with inoculum 3, a high
production of ethanol was observed. In condition 2 (20% EC+80% RCM media), the
hydrogen yields were 11.9; 9.4 and 12.5 mmol H, L™ for inocula 1, 2 and 3, respectively.
However, in condition 3 (50%EC+50% RCM media), the production had a decline with
values of 4.1; 5.9 and 11.5 mmol H, L™ for inocula 1, 2 and 3, respectively. In condition 4
(80%EC+20% RCM media) generations of 12.4; 15.0 and 13.1 mmol H, L™ for inocula 1, 2
and 3, respectively. However, in condition 5 (100% EC+0% RCM media), there was a low
production of hydrogen with values of up to 4 mmol H, L™ in inoculum 3. A test was
performed with a mixture of pure cultures (50% inoculum 1+ 50% inoculum 2), in assays |
(80% EC + inoculum 1 + inoculum 2) and assay Il (100% EC + inoculum 1 + inoculum 2)
and assay |11 (100% EC + pre-treated methanogenic granular sludge). Hydrogen yields in tests
, 11 and 11l were 17.7; 16.5 and 7.6 mmol H, L™, respectively, proving that the addition of
pure cultures increased hydrogen production. The mixed culture showed relative abundances
of fermentative bacteria distributed mainly in the genera Clostridium, Bacillus and
Lactobacillus with relative abundances of 13.65%, 20.44% and 10.61%, respectively,
probably involved in the hydrogen and ethanol generations verified. The efficiency of
anaerobic digestion in the treatment of agro-industrial effluents such as oranges has been
proven in the reuse and generation of biofuels.

Keywords: Citrus effluent; Mixed culture; Clostridium; Hydrogen; Co-products.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Processamento industrial de citros 35

Figura 2. Representacdo esquematica das vias metabolicas envolvidas na oxidacdo da

glicose 40
Figura 3. Fluxograma geral do esquema operacional. 50
Figura 4. Fluxograma experimental: Etapas 1, 2 e 3. 51
Figura 5. Fluxograma experimental: Etapas 4 e 5. 52
Figura 6. Fluxograma experimental: Etapa 6. 52
Figura 7. Fluxograma experimental: Etapas 7 53

Figura 8. Sistema de deslocamento de volume para medidas de biogds gerado durante
operacdo dos reatores 60

Figura 9. Crescimento em meio de cultivo geneérico, apos 48 horas. 69

Figura 10. Microscopia do inéculo isolado do efluente bruto citricola. Ampliacdo de
1000X: Setas indicam morfologias de bacilos Gram+. 69

Figura 11. Quantificacdo de bactérias anaerobias fermentativas por pour plate da cultura
mista de bactérias anaerobias 70

Figura 12. Classificacdo taxon6mica da cultura mista de bactérias anaerobias (indculo 3)
com respectivas abundancias relativas (%) 71

Figura 13. Operacdo de reatores anaerébios em batelada preenchidos com meios de cultivo
RCM, TYA, MITRA e PYG com os inéculos 1, 2 e 3, operados sob modo
estatico e a 100 rpm: (a) Crescimento bacteriano e (b) Consumo de glicose. 74

Figura 14. Crescimento dos indculos (1) C. acetobutylicum; (2) C. beijerinckii e (3) cultura
mista de bactérias anaerdbias em glicose. 79

Figura 15. Ajuste sigmoidal da fun¢ao de Gompertz modificada nos inoculos 1 (m) ¢ 2 (@)
em reatores anaerdbios alimentados com glicose. 80

Figura 16. Vias metabolicas envolvidas na producdo de hidrogénio e butanol a partir de
residuos lignoceluldsicos por biomassa fermentativa 85

Figura 17. (A) Fluxograma das vias metabolicas da fermentacdo ABE por Clostridium,
fase acidogénese (em rosa) e fase solventogénese (em verde). Os quadros
tracejados de azul destacam a via metabdlica ocorrida neste estudo; (B) Produtos
gerados no ensaio 3 com as culturas puras e a cultura mista de bactérias
anaerobias. 86



Figura 18. Crescimento dos indculos (1) C. acetobutylicum; (2) C. beijerinckii e (3) cultura
mista de bactérias anaerdbias, em efluente citricola. 87

Figura 19. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada da geracdo de hidrogénio
para os in6culos 1 (e), 2 (A) e 3(m) em reatores anaerdbios alimentados com
efluente citricola. 88

Figura 20. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerdbios
alimentados com residuo citricola, para inoculo 1, 2 e 3. 89

Figura 21. Reatores anaerobios em batelada alimentados com glicose como fonte de
carbono: crescimento celular, pH, remocdo de glicose, producdo de &cido
acético, butanol e etanol com (A) Indculo 1, (B) In6culo 2 e (C) Indculo 3. 93

Figura 22. Reatores anaerdbios em batelada alimentados com efluente bruto citricola como
fonte de carbono: crescimento celular, pH, remocdo de glicose, producdo de
acido acético, butanol e etanol com (A) Inéculo 1, (B) Inoculo 2 e (C) Inéculo 3. 94

Figura 23. Comparativo da Taxonomia em filo no inicio da operacdo (Amostra 3) e no
final da operagdo (Amostra 4). 95

Figura 24. Vias metabolicas possiveis durante a fermentacao da glicose 97

Figura 25. Diferenca das vias metabolicas nas etapas 4 e 5 durante a fermentacdo da
glicose e do efluente citricola 97

Figura 26. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condigéo 1) e Indculo 1. 101

Figura 27. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condigéo 1), para Inoculo 2. 101

Figura 28. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condigéo 1), para Inoculo 3. 102

Figura 29. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos inéculos 1 (e), 2 (A)
¢ 3(m) em reatores anaerobios alimentados na condicdo 1 de 100% com Meio de
cultivo RCM (Reinforced Clostridial Medium) 103

Figura 30. Abundancia Relativa de géneros Clostridium e Lactobacillus da Amostra 5 104

Figura 31. Ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada nos indculos 1 (@), 2 (A)
e 3(m) em reatores anaerobios alimentados na condigdo 2 de 80% com Meio
RCM (Reinforced Clostridial Medium) + 20% efluente citricola 105

Figura 32. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 80% meio de cultivo RCM + 20% efluente bruto citricola
(Condicéo 2). 107

Figura 33. Ajuste sigmoidal da fun¢do de Gompertz modificada nos indculos 1 (®), 2 (A)
e 3(m) em reatores anaerdbios operados para a condi¢do 3 (50% com Meio de
cultivo RCM + 50% efluente citricola) 108



Figura 34. Variacdo temporal dos produtos intermediérios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 50% meio de cultivo RCM + 50% efluente bruto citricola para
os indculos 1, 2 e 3, respectivamente. 109

Figura 35. Ajuste sigmoidal da fun¢do de Gompertz modificada nos indculos 1 (e), 2 (A)
e 3(m) em reatores anaerobios operados na condicdo 4 (20% com Meio de
cultivo RCM + 80% efluente citricola) 110

Figura 36. Variacdo temporal dos produtos intermediérios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 20% meio de cultivo RCM e 80% efluente bruto citricola
(Condicédo 4), para os inéculos 1, 2 e 3. 112

Figura 37. Ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada nos inodculos 1 (e), 2 (A)
e 3(m) em reatores anaerobios alimentados operados na condicdo 5 (100%
Efluente citricola) 114

Figura 38. Variagao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 100% efluente bruto citricola, para os indculos 1, 2 e 3. 115

Figura 39. Ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada nos indculos do ensaio |
(80% EC + C. acetobutylicum + C. beijerinckii); ensaio 1l (100% EC + C.
acetobutylicum + C. beijerinckii) e ensaio 11l (100% EC + lodo granular pre-
tratado) 117

Figura 40. Abundancias relativas (%) das taxonomias de Filo das amostras identificadas:
ensaio | (80% EC + C. a + C. b); ensaio Il (100% EC + C. a + C. b) e: ensaio Il
(100% EC + lodo granular pré-tratado). 121



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo meios de cultivos especificos para 0 Género Clostridium sp. 56
Tabela 2. Condic6es operacionais dos reatores anaerébios em batelada 58

Tabela 3. Meios de cultivo especificos para a quantificacdo de bactérias anaerdbias
fermentativas. 63

Tabela 4. Caracterizacdo nutricional e geracdo de H, com cultura mista de bactérias
anaerobias 74

Tabela 5. Produtos intermediarios gerados no final da operacao de reatores anaerobios sob
modo estatico com os indculos 1, 2, 3 e meios de cultivo: RCM; PYG; TYA;
MITRA. 76

Tabela 6. Produtos intermediarios gerados no final da operacao de reatores anaerobios a
100 rpm com os in6culos 1, 2, 3 e meios de cultivo: RCM; PYG; TYA;
MITRA 77

Tabela 7. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores operados
com glicose para os inoculos 1, 2 e 3. 81

Tabela 8. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores com
alimentados efluente citricola nos inoculos 1, 2 e 3. 90

Tabela 9. Principais resultados durante a operacao de reatores anaerobios nas etapas 4 e 5
comos inoculos 1, 2 e 3. 91

Tabela 10. Consumos de carboidratos totais em reatores anaerébios em batelada em
misturas de meio de cultivo RCM (RCM) e Efluente citricola (EC). 98

Tabela 11. Variacdes de pH no final da operacdo em reatores anaerobios em batelada em
misturas de meio de cultivo RCM (RCM) e Efluente citricola (EC). 99

Tabela 12. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores na
condicdo 1 (100% RCM). 100

Tabela 13. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores na
condicao 2 (80% meio RCM + 20% Efluente bruto citricola). 106

Tabela 14. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 50% meio de cultivo RCM + 50% Efluente bruto citricola. 109

Tabela 15. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 20% meio de cultivo RCM e 80% efluente bruto citricola,
para os indculos 1, 2 e 3. 111

Tabela 16. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 100% efluente bruto citricola, para os indculos 1, 2 e 3. 115



Tabela 17. Resumo geral dos parametros obtidos dos reatores anaerobios para as diferentes
condi¢des de alimentacdo e inoculos. Ensaios: (I) C. acetobutylicum + C.
beijerinckii (80% efluente bruto citricola; (11) C. acetobutylicum + C.
beijerinckii (100% efluente bruto citricola) e (I11) lodo anaerébio granular de
um reator UASB tratado termicamente. 117

Tabela 18. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com efluente bruto citricola, para os indculos dos Ensaios: (1) C.
acetobutylicum + C. beijerinckii (80% efluente bruto citricola; (11) C.
acetobutylicum + C. beijerinckii (100% efluente bruto citricola) e (111) lodo
anaerobio granular de um reator UASB tratado termicamente. 119



ABE

LISTA DE ABREVEATURAS E SIGLAS

Acetona-Butanol-Etanol

CEMPEQC Centro de Monitoramento e Pesquisa da Qualidade de Combustiveis,

DHL
DQO
EC
FID
GC
GC-FID
IPBEN
1Q
LBS
L-cis
NADH
NBGT
NCBI
NN
OTU
PBS
PCR
PYG

RCM
RNA

RNAr
SABESP
SRA
STV
TATAC

TCD

Biocombustiveis, Petrdleo e Derivados
Desoxycholate hydrogen sulfide lactose
Demanda Quimica de Oxigénio

Efluente citricola

Detector de lonizag&o por Chama
Cromatografia Gasosa

Cromatografia Gasosa com Detector por lonizagdo de Chama
Instituto de Pesquisa em Bioenergia

Instituto de Quimica

Lactobacilli selective

L-cisteina

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Neomycin brilliant green taurocholate

National Center for Biotechnology Information
Neomycin nagler

Operational Taxonomic Unit

Tampao Fosfato-Salino

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Peptone, Yeast Extract e Glucose

Reinforced Clostridial Media
acido ribonucleico

RNA ribossdmico

Companhia de Saneamento Basico do Estado de Séo Paulo

Sequence Read Archive

Solidos Totais Volateis

Triphenyl tetrazolium cholide acridine orange thallous sulfate aesculim crystal
violet

Detector de Condutividade Térmica



TYA

UASB
UFC
VS

Triptone, Yeast Extract, Acetate Medium

Upflow Anaerobic Sludge Blanket
Unidades Formadoras de Coldnia

Veillonella selective



CH,
CoO
CO;
H;
HCI
H,SO4

mL
mm
N>
NaCl
nm
NaOH
NH4"

LISTA DE SIMBOLOS

Gés metano

Monoxido de carbono

Didxido de carbono

Gés hidrogénio

Acido cloridrico

Acido sulfurico

Litros

mol L™

Mililitros

Milimetro

Gas nitrogénio

Cloreto de sadio

Nandmetro

Hidroxido de sodio

Amonio

Potencial de producéo de biogas (mmol L™ cultura)
Taxa maxima de producéo de biogas (mmol L™ cultura. h)
Rotacdes por minuto

Tempo de inicio da producédo do biogas (h)
2,718281828

Microlitro



2.1
2.2
2.3
24
24.1
24.2
243
244
245
2.5

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3.
4.4,
44.1
4.4.2

4.4.3

4.4.4

4.4.5

4.4.6

4.4.7

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 30
REVISAO DE LITERATURA ...ttt 31
Residuos oriundos do processamento industrial da laranja...........cccoccevveveneiiccnene. 31
ComposiGao do residuo de laranja ..........ccocueieeieeiieieiese s 33
Alternativas para o reaproveitamento dos residuos de laranja ............cccccoevvevieernennn. 35
BIOCOMBUSLIVEIS ... ettt et e et et e e eete e e e 38
Producéo de hidrogénio por via bioldgiCa............coeiieiieiiiiieece e 38
Fatores que influenciam a producdo bioldgica de hidrogénio ...........cccccecvevieeiieennnn, 42
Producdo fermentativa de etanol............coooiiiiiiiiiii 43
BULANOL. ...ttt e e e e e arae e 44
Os desafios para a fermentagdo de butanol............cccoooiiiiiiiiii 46
Microrganismos envolvidos na fermentagdo de substratos Organicos ...............c.ce..... 47
OBUIETIVOS ...t e e e s a e e e e e e s e reeeeens 48
=] - | OSSPSR 48
ESPECTTICOS .. vttt 48
MATERIAL E METODOS ......coiuiiiieieeieeeeeeeeeteie et es st en s 49
ESQUEMA OPEIACIONAL........cciviieiiie ettt et e e arae e 50
FONLES A8 CarDONO. ... .eiiiieieie e 53
FONLES A8 INOCUIO ...t 53
Etapas EXPEriMENTAIS ........ccviiiiieeiiiee et e st e e e e e e eesnee e 54
Etapa 1 - Obtencéo da cultura mista de bactérias anaerobias ............ccccccoveeviveerinnnnnn 54

Etapa 2: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerObias em reatores
alimentados com diferentes fontes de carbono ...........ccccocvveevee e, 55

Etapa 3: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas puras em
reatores alimentados com diferentes meios de cultivo sob modo estatico e a 100

Etapa 4: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas puras na
geracdo de hidrogénio em reatores alimentados com meio de cultivo contendo
0 Lol ES USSR 56

Etapa 5: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas puras
fermentativas na geracao de hidrogénio em reatores alimentados com meio de
cultivo contendo efluente bruto CItriCola ............coovviiiiiiieic 57

Etapa 6: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas puras
fermentativas na geracao de hidrogénio, em reatores alimentados com diferentes
propor¢des de meio de cultivo e efluente bruto citricola..........cccoceeveiiiiiiiiiieinen, 57

Etapa 7 — Avaliacdo do lodo granular anaerobio pré-tratado termicamente e a
mistura das culturas puras fermentativas, em reatores alimentados com efluente
(o1 o0 - PP UPOPROPRPRS 58



4.5
4.6
4.6.1
4.6.2
4.6.3

5.1
5.1.1
512
5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.7.1

Andlises Fisico-quimicas e cromatografiCas...........ccoveivverieiiieiiieiii e 59

ANALISES MICTODIOIOGICAS. ... ccvvveiiiieciie et 62
A TTo oI oTo] o - F TP U OP PP PPTPTR 62
Quantificacdo de bactérias fermentativas por Técnica de Pour Plate......................... 62
Analises de sequenciamento do gene rRNA 16S ........ccoocviiieiiiniieiiee e 63
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coouiiiiiiiinieineisissiseissessesisesssssssssesssssssnes 68
BHAPA Lo 68
Caracterizagdo do efluente CItricola ............cooovveiiiiiii 68

Obtencao e caracterizacdo microbioldgica da cultura mista de bactérias anaerébias .. 68

Etapa 2: Avaliacao da cultura mista de bactérias anaerobias em reatores alimentados
com diferentes fontes de CarbONO ..........ocviiiiiiii 73

Etapa 3: Avaliagdo da cultura mista de bactérias anaerobias e culturas puras em
reatores alimentados com diferentes meios de cultivo sob modo estético e agitagdo.. 74

Etapa 4: Avaliacgdo da cultura mista de bactérias anaerobias e culturas puras em
reatores alimentados com meio de cultivo contendo glicose...........cccooveviieiiiiinenne. 78

Etapa 5: Avaliacdo das culturas puras (indculos 1 e 2) e da cultura mista de
bactérias anaerdbias (indculo 3) em reatores alimentados com meio de cultivo
contendo efluente CIEIICOIA..........ooviiiiiii e 87

Etapa 6: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas puras em
reatores alimentados com diferentes propor¢des de meio de cultivo e efluente bruto
CIEFICOIA .ttt 98

Etapa7- Avaliacdo do lodo granular mesofilico pré-tratado termicamente e a mistura
das culturas puras fermentativas, em reatores alimentados com efluente bruto
CIEFICOIA. .ttt 116

Identificacdo biomolecular: etapa 7 (ensaio | (80% EC + C. acetobutylicom + C.
beijerinckii); ensaio Il (100% EC + C. acetobutylicum + C. beijerinckii) e: ensaio

[11 (100% EC + lodo granular pré-tratado) (Amostras 7, 8 € 9).......cccccecveevivveeiinnnnn, 120
CONCLUSOES .....oooitieiicieiee ettt 122
SUGESTAO PARA TRABALHO FUTURO .......cccoeeieeieeeeee e, 123

REFERENCIAS ..ottt s 124



30

1 INTRODUCAO

O aumento na geragdo e no uso dos biocombustiveis renovaveis tem sido visto com
potencial significativo em meio a crise ambiental e financeira dos combustiveis fésseis
(MEHMOOD, et al., 2021). Produzir biocombustiveis de forma sustentavel, competitiva e
econdmica, € uma das estratégias de pesquisadores e cientistas na geracdo de energia por via
engenharia metabolica e reaproveitamento de residuos agroindustriais (JOSHI e MISHRA,
2022).

A citricultura da producdo de laranja é a maior fruticultura do mundo. A producdo
global de laranja para safra 2021/22 é estimada em 48,8 milhdes, pois o clima favorece as
maiores colheitas de laranja como no Brasil, México e Turquia (ANONYMOUS, 2019;
YADAV et al., 2022; CITRUS, 2022). Aproximadamente, 40-60% da fruta é descartada como
residuo. Anualmente, sdo gerados de 110 a 120 milhdes de toneladas de residuos citricos em
todo 0 mundo pelas inddstrias de processamento de citricos (MAHATO, et al., 2020) e no
Brasil séo de cerca de 8,4 milhdes de toneladas (PACHIEGA et al., 2019; TORQUATO et al.,
2017). Consequentemente, enormes desafios tém que ser vencidos em relacdo a poluicdo da
terra, solo, lencol freatico subterraneo e gerenciamento geral de residuos imidos/semissolidos
(SHARMA, et al., 2017).

Atualmente, a maioria dos residuos agroindustriais ndo é processada adequadamente
e sdo destinados como matéria-prima para racdo animal ou despejada em aterros sanitarios
(MAHATO, et al., 2020). Dessa forma, o foco do século 21 esta sendo produzir de maneira
sustentavel, utilizando os residuos gerados (SEKOAI, et al., 2021). Além disso, a acumulacéo
de residuos agricolas é hoje um grande problema mundial (BRAR, et al., 2022; SEKOAI, et
al., 2021).

Recentemente, muitos pesquisadores vém envolvendo extensas investigacfes no
desenvolvimento de novas técnicas de geracdo de energia, utilizando vérias tecnologias
existentes a partir de residuos citricos, motivados por aspectos ambientais e econdémicos
(SURI, et al. 2022). Entre esses métodos, as abordagens biologicas sdo altamente favorecidas
devido a sua compatibilidade com o meio ambiente e competitividade de custos (MATA, et
al., 2018).

A fermentacdo é vista como a tecnologia alternativa do futuro, pela capacidade de

utilizar diversos tipos de residuos e de indculos de diversos habitats para producdo de
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hidrogénio e demais co-produtos de valor agregado como alcoois e acidos graxos volateis
(SOARES, et al., 2020; EBRAHIMIAN e KARIMI, 2020).

Além de hidrogénio, o bioetanol renovavel gerado por fermentacdo a partir de
residuos agroindustriais, compostos por agucares, como glicose, xilose e celulose (MUND, et
al.,, 2022; OSMAN, et al., 2021). Outro biocombustivel que tem se mostrado alternativa a
partir de residuos da agroindudstria é o butanol, que pode atuar como um biocombustivel
substituivel a gasolina (PINTO, et al, 2021).

A identificacdo de microrganismos autdctones presentes em efluentes da citricultura,
adaptados a compostos inibidores como limoneno e a matriz lignocelulésica é fundamental
para o processo fermentativo (CAMARGO et al., 2021). A bioaumentacdo ou uma co-cultura
definida (facultativa e anaerObia) pode ser alternativa para melhorar a eficiéncia dos
tratamentos bioldgicos convencionais de aguas residuais complexas, na producao bioldgica de
hidrogénio (CHENG, et al., 2021; MAINTINGUER, et al, 2017).

Neste contexto, o reaproveitamento de residuos agroindustriais para producdo de
hidrogénio e co-produtos utilizando microrganismos € alternativa competitiva das refinarias
de combustiveis fosseis. E o estudo da identificacdo e aspectos microbioldgicos de
microrganismos autdéctones presente em efluente advindo do processamento industrial na
producdo de hidrogénio, etanol e acidos graxos volateis a partir da laranja, € pouco explorado
e 0 torna atrativo de interesse para pesquisas futuras com o objetivo de aproveitar a0 maximo
possivel esse efluente excedente de industrias de suco de laranja.

Nesse sentido, 0 objetivo desta tese foi avaliar o potencial do reuso de efluente bruto
citricola gerado em grandes quantidades, devido a alta demanda da exportacdo de suco de
laranja, como substrato e fonte de cultura mista de bactérias anaerdbias autdctones para
producdo de hidrogénio, etanol e acidos organicos, aplicando-o e comparando-o com culturas
puras fermentativas e lodo mesofilico anaerobio metanogénico, pré-tratado, em reatores
anaerdbios em batelada, empregando diferentes fontes de carbono, meios de cultivo,
condicBes operacionais e alimentados com proporcdes crescentes de efluente bruto citricola

proveniente da agroindustria nacional.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Residuos oriundos do processamento industrial da laranja
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A fruticultura brasileira se destaca em produgdes de Laranja, Banana e Abacaxi
(OCDE-FAO, 2020). Na producéo de frutas no mundo, a laranja ocupa a 5 posi¢ao em 2018,
atras de frutas como banana, melancia, macé e uva. Outros paises com maiores producées de
laranja sdo China, India, Estados Unidos e México (FAO, 2021).

O Brasil se mantém como maior produtor mundial de laranja desde o inicio da
década de 90 e o Estado de S&o Paulo € o principal lider, com 77% da producéo nacional,
seguido de Minas Gerais (6%), Paranad (5%) Bahia (4%) e Rio Grande do Sul (2%). O
cinturdo citricola compreende o estado de S&o Paulo e parte do estado de Minas Gerais
(Triangulo Mineiro), onde a safra 2019/2020 teve uma producdo de 384,87 milhGes de caixas
(de 40,8 kg) representando 1.202.792 toneladas, sendo a maior parte destinada para a industria
de suco. O pais é responsavel por produzir trés quartos da exportacdo mundial de suco de
laranja. Fato esse que o torna o maior produtor e exportador do mundo (FAOSTAT, 2021).

As variedades citricas apresentam ciclo de desenvolvimento variando de 10 a 16
meses entre o florescimento (normalmente na primavera) e a maturacdo dos frutos, do qual
dependem das caracteristicas e das condicdes de solo e clima. Existem diversas variedades
que sdo divididas em precoces (Laranjas Westin, Rubi e Hamlin), meia-estacéo (Laranja Pera-
rio) ou tardias (Laranjas Valéncia, Natal e Folha murcha), conforme o periodo de maturacéo
(YADAV et al., 2022).

As formas de consumo mundial da laranja sdo naturais, descascadas e como suco.
Fruta citrica associada com um baixo custo e rica em nutrientes, incluindo vitamina C, A e B,
minerais (calcio, fosforo, potéssio), a fibra dietética e muitos fitoquimicos, incluindo
flavondides, aminoacidos, triterpenos, os acidos fendlicos e os carotendides (SURI et al.,
2022; ROUSSOS, 2011).

Apenas cerca de 50% do peso da laranja é transformado em suco no processamento
industrial (REZZADORI, BENEDETTI e AMANTE, 2012; SILES et al., 2016).
Consequentemente sdo geradas grandes quantidades de residuos (casca, polpa, sementes, 6leo
essencial, folhas de laranja e frutas alaranjadas inteiras que ndo atingem os requisitos de
qualidade) (KOPPAR e PULLAMMANAPPALLIL, 2013; MAMMA e
CHRISTAKOPOULOQOS, 2014), que € responsavel pelos outros 50% do peso da fruta e
contém cerca de 82 g a 100 g de humidade * (GARCIA-CASTELLO et al., 2011).

O processamento global de frutas citricas gera aproximadamente 10 milhGes de
toneladas de residuos anualmente (ZEMA et al., 2018, SURI et al., 2022). Estudos com
residuos de laranja vém sendo utilizados em varios produtos, incluindo aditivos alimentares,

solventes, aromas e fragrancias (YADAV et al., 2022). Entretanto, enorme quantidade de
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residuos é, na maioria dos casos, espalhada na terra em &reas adjacentes aos locais de
producdo ou diretamente no aterro, ou queimado onde seu descarte ndo autorizado leva a
poluicdo do solo e da 4gua (ZEMA et al., 2018; MARTIN et al., 2010).

Processos industriais provenientes da citricultura podem gerar aguas residuérias
altamente poluidoras em termos de valores de demanda quimica e demanda biologica de
oxigénio (DQO e DBO), tornando-se um risco significativo para os cursos de aguas locais e
solos além da producéao de géas de efeito estufa (TORQUATO et al., 2017; SILES et al., 2010;
REZZADORI, BENEDETTI e AMANTE, 2012).

Ao longo dos anos, algumas pesquisas vém sendo realizadas visando a recuperagao
dos residuos sélidos e liquidos do processamento da laranja, por exemplo, através da
producdo de adubos orgéanicos, pectina, bio-0leo, dleos essenciais e compostos antioxidantes,
ou como um substrato para a producéo de varios compostos de alto valor agregado, tais como
proteinas microbianas, &cidos organicos, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, biofertilizantes e materiais adsorventes (SURI et al., 2022; MAHATO
et al., 2020; SILES et al., 2010). Estes sdo excelentes alternativas para evitar a poluicao
ambiental, além de agregar valor a estas substancias (REZZADORI, BENEDETTI e
AMANTE, 2012). Contudo, escassos sdo 0s estudos com a agua residuéria e outros tipos de
residuos gerados em industrias de processamento do suco de laranja, aplicados na geracéo de
biocombustiveis e demais co-produtos de valor agregado por digestdo anaerdbia, como

hidrogénio, alcoois e acidos graxos volateis.

2.2 Composicao do residuo de laranja

A valorizacdo de residuos requer o conhecimento de sua composi¢do quimica.
Residuos citricos compostos pela parte sélida e liquida contém 16,9% de agucares soluveis,
9,21% de celulose, 10,5% de hemiceluloses e 42,5% de pectina (fibra solGvel); aditivo
alimentar natural utilizado extensivamente na industria alimenticia (REZZADORI,
BENEDETTI, AMANTE, 2012). Desta forma, este sub-produto apresenta grande potencial
para a utilizacdo em produtos com elevado valor agregado, obtidos através de hidrolise
quimica ou enzimatica e posterior conversdo bioldgica, em sua composi¢do rica em hidratos
de carbono soluveis e insoliveis (SURI et al., 2022; RIVAS et al., 2008).
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Residuos citricos tipicamente tem um pH &cido (3,5 a 5,8), com elevado teor de 4gua
(cerca de 80-90%) e de matéria organica (cerca de 95% de solidos totais) (ZEMA, et al.,
2018; SILES et al., 2016), que podem favorecer a fermentacao.

Os acUcares sollveis presentes na casca de laranja sdo a glicose, frutose e sacarose.
Os polissacarideos insoltveis da parede celular de células da casca de laranja s&o compostos
de pectina, celulose e hemiceluloses. A pectina e hemiceluloses sdo ricos em &cido
galacturbnico, arabinose e galactose, e também contém pequenas quantidades de Xilose,
ramnose e glicose (CAMARGO, 2021; GROHMANN et al., 1995).

As cascas, sementes e celulose sdo usualmente transformadas em farelo peletizado
para a alimentacdo animal, no processo de extracdo do suco na agroindudstria. Os residuos
liquidos perfazem aguas residuarias de lavagem das frutas, do descascamento e de lavagem
das esteiras e mesas de posicionamento do fruto. Efluentes citricos incluem &cido citrico,
pectinae Oleo da casca (SHARMA et al.,, 2017). Entretanto, o residuo liquido gerado e
comumente nomeado de “agua amarela” é de grande preocupacao, uma vez que possui teor
elevado de matéria organica, tornando-se um agente de poluicdo ambiental (TAVARES et al.,
1998).

Alguns subprodutos da industria de citricos tém valor comercial expressivo, como 0s
Oleos essenciais obtidos da casca de laranja, no qual sdo utilizados como ingredientes em
alimentos, bebidas, cosméticos, perfumes e esséncias aromaticas, conforme descrito a seguir.

As fases do processamento do suco de laranja na agroindustria, onde a partir da
lavagem dos frutos e durante a extracdo do suco sdo gerados os residuos sélidos e liquidos.
Sendo os solidos, as sementes, a polpa e a casca destinados a racdo animal, fertilizante,
extracdo de pectina e 6leo essencial e a queima do bagaco para geracdo de energia (SATARI e
KARIMI, 2018). O d-limoneno é utilizado na producdo de tintas e solventes. O farelo da
polpa citrica é empregado na producdo de racfes animais. A polpa de laranja é usada pelas
industrias de alimentos e bebidas (SATARI e KARIMI, 2018; PEREIRA, 2008).

Ja o efluente liquido, h& poucos trabalhos na area, mas o enfoque é ser valorizado
através de seu tratamento para a producdo de acidos organicos, bioetanol, biohidrogénio por
processos fermentativos. O processamento industrial de suco de laranja é detalhado

na Figura 1.
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Figura 1. Processamento industrial de citros
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Fonte: Adaptado de REZZADORI, BENEDETTI e AMANTE, 2012

2.1 Alternativas para o reaproveitamento dos residuos de laranja

Alguns autores realizaram pesquisas visando a utilizacao de residuos de laranja, que
incluem a geracdo de calor pela combustdo dos restos vegetais das laranjeiras como folhas e
cascas, restos da poda da arvore, avaliando a eficiéncia e as emissfes de gases, como forma de
buscar novas alternativas de tratamento, conforme descritos a seguir (VAMVUKA,
SFAKIOTAKIS e KOTRONAKIS, 2012).

Nighojkar et al., (2006) utilizaram a casca da laranja como indutor para a producao
de pectinases utilizando Aspergillus niger imobilizadas em trés diferentes sistemas de alginato
e observaram que o alginato de sodio serve como uma boa matriz para aprisionamento de
células fungicas para producdo de pectnases. Neste mesmo contexto, Faria e Peralta, (2007),
utilizaram residuos de laranja como substrato para a obtencdo de enzimas hidroliticas e
oxidativas.

Mamma et al.(2008) trabalharam com casca de laranja para obtencdo de enzimas
como pectinoliticas, celuloliticas e xilanoliticas através de sua biodegradacdo microbiana por

linhagens de fungos dos géneros Aspergillus , Fusarium , Neurospora e Penicillium. E ap6s o
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tratamento enzimatico acoplado a fermentacdo em estado sdlido, resultou na producdo de
acucares fermentesciveis que podem ser convertidos em bioetanol.

Clemente, Flores, Oliveira, (2012) obtiveram uma farinha proveniente dos residuos
da laranja (casca e bagago) e concluiram que a farinha possui boa qualidade nutricional, com
valores elevados de vitamina C e proteinas. Além disso, tais residuos ou a farinha casca e
bagaco possuem alta quantidade de fibras e apresenta grande potencial de hidratacdo, podendo
ser utilizada como complemento alimentar.

Mantzouridou, Paraskevopoulou e Lalou (2015) investigaram o potencial da casca da
laranja como substrato para a producdo de compostos aromatizantes através da fermentacao
em estado solido utilizando a levedura de vinho, (S.cerevisiae). Os autores concluiram que a
levedura foi capaz da produgdo de ésteres volateis com carater “frutado” ¢ de alta importancia
industrial. A levedura apresentou bom desempenho de crescimento e maior capacidade de
consumir 0s nutrientes disponiveis e permanecer viva durante todo o0 processo de
fermentacao.

Miran et al. (2016) exploraram a casca da laranja sem qualquer pré-tratamento
quimico para a geracao de bioeletricidade, utilizando a tecnologia de células de combustivel
microbianas. Os autores concluiram que a combinacdo de microrganismos fermentativos e
exoeletrogénicos (espéecies de Pseudomonas sp.) auxiliaram na degradacéo efetiva da casca da
laranja combinada com alta geracdo de corrente elétrica.

Suri, et al., (2022) descreveram algumas aplicacGes atuais dos residuos de frutas
citricas, como a producéao de carvéo ativado de baixo custo e ecologicamente correto a partir
de Citrus limetta por carbonizacdo e ativacdo quimica alcalina na remocdo de ranitidina em
efluentes farmacéuticos. O estudo obteve uma remocdo de (85,63%) de ranitidina a
temperatura de 39,85°C, velocidade de agitacdo de 140 rpm a 6 pH (BHATTACHARYYA et
al., 2019).

Outro destaque é a producdo de biocombustiveis, através de cascas de Citrus
limetta com pré-tratamento a vapor catalisado por é&cido, acompanhado de hidrélise
enzimatica e fermentacdo, com rendimento de 64% de bioetanol em pH 4, apds 48 horas de
tratamento (JOHN et al., 2020)

Aproveitamento do éleo ndo volatil das sementes de citros em produtos alimenticios,
cosméticos, como fonte de biocombustivel, sdo demonstrados a seguir. A producdo de
biodiesel a partir de sementes de Citrus sinensis pelo processo de transesterificacdo, onde foi
observado um rendimento de biodiesel de 76,93% (EZEKOYE et al., 2019). A utilizacdo do

0leo da semente citrica como ingrediente na preparacdo de sabonetes para cuidados com a
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pele, apresentou notaveis propriedades como antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes
(ATOLANI et al., 2020)

Outros trabalhos como o uso de residuos da laranja na adsorcdo de compostos
quimicos e de metais toxicos presentes em efluentes industriais estdo sendo estudados,
conforme descrito a seguir.

No estudo de Widmer et al., (2010) aplicaram a explosé@o de vapor no tratamento do
residuo sélido citricola para determinar o efeito da remoc¢édo do limoneno, consequentemente
verificar a composi¢do de carboidratos e rendimento de etanol. Utilizagdo de residuos de
processamento de citricos para a producdo de etanol por processos de sacarificacdo e
fermentagdo por Saccharomyces cerevisiae resultou num rendimento de etanol com base no
teor de agucar apos a hidrdlise enzimatica, variando de 76 a 94%, na condicdo favoravel de
160 °C por até 8 min e pH 2,2-8,2.

Martin et al. (2010), demonstraram que a digestdo anaerdbia de residuos de casca de
laranja ap6s uma extracdo de d-limoneno revela maior producdo de metano, proporcionando
uma excelente oportunidade para integrar esses residuos da fabricacdo de suco de laranja
através de uma abordagem de biorrefinaria. No estudo foi utilizado reator de tanque agitado
continuo operando em modo semi-continuo e sob condi¢cdes termofilicas. Apds a remocdo D-
limoneno por destilacdo a vapor sob 2 mg L ™, os autores observaram maiores rendimentos
de metano, sendo maior na condicdo termofilica (67 °C) (332 mL CH,/g solidos volateis
adicionado) do que na condicdo mesofilica (37 °C) (230 mL CH,/g sélidos volateis
adicionado), com uma carga organica ideal entre 1,20 e 3,67 kg DQO m 3d ™.

Pourbafrani et al. (2010) testaram processo integrado para a producdo de etanol,
biogas e limoneno em escala laboratorial no tratamento dos residuos gerados na industria de
suco de laranja. Utilizaram frascos de dois litros com septo de borracha. Cada reator foi
alimentado com 200 g de substrato (3% solidos volateis) e 400 g de indculo (cerca de 1%
solidos volateis), e fluxonado com um gas contendo 80% de N, e 20% de CO, para garantir
condicBes anaerobias. Os reatores foram incubados a 55°C por 50 dias, com agitacdo 200
rpm duas vezes ao dia. A remocdo de limoneno aconteceu por tanque de expansdo seguido de
condensador/decantador. A partir do hidrolisado sélido dos residuos de laranja foi obtido
biogas e a fermentacdo do hidrolisado liquido foi usada para geracdo de etanol. Ao aplicar
este processo, conseguiram 39,64 L de etanol, cerca de 45 m > de metano puro e 8,9 L de
limoneno por tonelada de residuos citricos.

Wikandari et al. (2015) realizaram um pré-tratamento da casca de laranja por

lixiviacdo ou extracdo solido-liquido com solventes para a remogdo do composto limoneno.
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As cascas pre-tratadas foram entdo digeridas em reatores anaerobios em batelada. O maior
rendimento de metano foi conseguido no tratamento da casca de laranja picada e solvente
hexano na proporcdo de 1:12 a 20°C durante 10 minutos, sendo de 0,217 metano m® / kg
solidos volateis.

Siles et al. (2016), usando a destilacdo a vapor para reduzir a concentracdo de D-
limoneno (com eficiéncia de remocdo em torno de 70% apds uma hora), relataram um
rendimento de metano de 0,280 m ® kg DQO * adicionado em condicdes termofilicas, com
carga organica maxima de 3,67 kg DQO m ' d ~* sem acidificagdo e inibicdo do processo.

John et al., (2020) testaram cascas de Citrus limetta como matéria-prima para a
producdo de bioetanol, utilizando pré-tratamento a vapor catalisado por &cido para remocao
lignina, seguido de hidrolise enzimatica e fermentagéo. O estudo relatou um rendimento de
etanol de 64% em pH 4 apds 48 horas de tratamento.

A pesquisa de Falco et al. (2021) verificou o efeito do bioabsorvente & base de casca
de laranja e areia de silicone na filtragdo do solo por meio da irrigagdo com agua do mar. A
retencdo do sal da agua do mar foi alcancada com sucesso usando uma mistura de
bioabsorvente de casca de laranja e areia de silicone. Residuos de casca de laranja contém
hidratos de carbono, tanto soluveis e insoliveis que podem ser digeridos a biogas. Entretanto,
a presenca do 0leo essencial como 0 “D-limoneno” na casca de laranja, se torna um impasse
da producdo de biogas, sendo um composto antimicrobiano altamente toxico para a digestdo
anaerobia, conforme descrito anteriormente.

Desta forma, em muitos estudos foi verificado propostas promissoras em tratar e
valorizar a utilizacdo de residuos de laranja por processo anaerdbio, do qual, se utiliza
microrganismos como agentes para a reducdo de matéria organica e eliminar ou reduzir

compostos toxicos, alcancando o controle da poluicdo ambiental e recuperacéo de energia.

2.4 Biocombustiveis
2.4.1 Producao de hidrogénio por via biologica
O hidrogénio é uma fonte de energia limpa e promissora, atualmente nomeado por

hidrogénio verde como um potencial de energia renovavel. Este gas é um biocombustivel com

teor de energia elevado de 122 kJ/g, que é 2,75 vezes maior que 0s combustiveis fosseis
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(JOSHI e MISHRA, 2022). Além disso, a partir de 2050, prevé-se que o hidrogénio contribua
com 34% do total da energia renovavel (IEA, 2021).

A geracdo bioldgica de hidrogénio por fermentagdo ¢ um método promissor onde é
possivel utilizar residuos organicos, como matérias-primas (efluentes orgéanicos e biomassa)
de maneira ambientalmente econdmica e sustentavel (BRAR et al., 2022; ZHAO et al., 2011).

A producdo biolégica de hidrogénio pode ser realizada a temperatura e pressdo
ambiente, 0 que acarreta menor gasto energético. Outra vantagem desse processo é a ampla
diversidade de microrganismos capazes de gera-lo, tais como as bactérias fotossintéticas,
cianobactérias, algas e bactérias fermentativas (JOSHI e MISHRA, 2022; SA,
CAMMAROTA, LEITAO, 2014; AN et al., 2014).

Efluentes agroindustriais, biomassa e residuos organicos podem ser convertidos em
hidrogénio por fermentagdo (BRAR, et al., 2022). Além disso, processos fermentativos séo
economicamente viadveis, em escala de bancada, com taxas de producdo elevadas de
hidrogénio no favorecimento do crescimento microbiano em tempo reduzido, quando
comparado a fotofermentacéo e a biofot6lise. E um processo simples, robusto e de rendimento
elevado (KUMAR, et al., 2018).

A fermentacdo ocorre por metabolismo anaerobio utilizando substratos ricos em
carboidratos, por exemplo, sem oxigénio e auséncia de luz para geracdo de piruvato, acetil-
CoA, formiato e assim obter hidrogénio, dioxido de carbono e co-produtos como acido
propiénico, acido acético, &cido butirico, alcoois como etanol, butanol, dentre outros
(NABGAN, et al., 2021)

Na fermentacdo da glicose, as bactérias anaerdbias convertem o substrato (fonte de
carbono) em piruvato, liberando intermedidrios da forma reduzida de hidreto
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e dioxido de carbono (CO,). Em seguida, o
piruvato pode ser convertido em: i) acetil-CoA com ferredoxina(Fd) em produtos organicos
(etanol, butanol e &cido butandico), formiato ou ii) reduzido por duas hidrogenases basicas
([FeFe]-hidrogenase e [NiFe]-hidrogenase) em biohidrogénio (SARAVANAN et al., 2021)
(Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica das vias metabolicas envolvidas na oxidagdo da
glicose
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Fonte: Adaptado de Saravanan et al., (2021)

A principal enzima produtora de hidrogénio sdo as hidrogenases. A hidrogenase esta
presente em bactérias e eucariotos (algas verdes); desempenha um papel vital no metabolismo
de energia em varias comunidades microbianas; € dividida em duas classes ndo homdlogas
com base em suas unidades cataliticas metalicas. Sdo a [Fe-Fe]-hidrogenases, que contém
apenas ferro (Fe) no sitio ativo e as outras sdo [Ni—Fe] hidrogenases e [Ni—Fe-Se]
hidrogenases, que contém niquel (Ni), ferro (Fe) e as vezes, selénio (Se) (MONA, et al.,
2020).

A digestdo anaerdbia de residuos organicos € um processo bioldgico com diferentes
tipos de microrganismos e varias fases intermediarias tais como, hidrélise, acidogénese e
acetogénese. Inicialmente, 0os compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas e
lipidios) sdo hidrolisados em compostos mais simples (monémeros). A seguir, na fase
acidogeénica, os produtos gerados na etapa anterior sdo metabolizados no interior das bactérias
fermentativas, sendo convertidos em acidos organicos volateis (acidos acético, propibnico,
isobutirico e butirico), alcoois (etanol, butanol), H, e CO,. As bactérias acetogénicas sdo
responsaveis pela oxidacdo dos produtos gerados na acidogénese em H, e acido acético e
dioxido de carbono. (SA, CAMMAROTA e LEITAO, 2014).

A fase acidogénica é a mais crucial para decidir a via metab6lica de conversao do
substrato. Nessa etapa, cada tipo de acido graxo volatil (AGV) formado, adota uma via

metabdlica especifica. Na reacdo dessas vias metabolicas, o piruvato desempenha o papel
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central, para a formagcdo de AGVs como acetato, propionato, butirato e seus equivalentes
alcodlicos (etanol, propanol , butanol etc.) (YADAV et al. 2022). Assim, quantidade de
piruvato distribuida para cada via depende do substrato, das condi¢Ges do digestor e das cepas
microbianas dominantes. Os produtos finais desta via metab6lica acidogénica sdo acetato,
etanol, butanol, propionato, butirato, &cido acético e lactato (ZHOU et al., 2018).

Entretanto, se o objetivo é a obtencdo de hidrogénio, um desequilibrio é necessario entre
microrganismos produtores (acetogénicos) e os consumidores de hidrogénio (arqueias
metanogénicas hidrogenotroficas e bactérias redutoras de sulfato) (YADAV et al., 2022).

Contudo, algumas estratégias tem que serem adotadas para que a digestdo anaerobia
seja interrompida para que hidrogénio, acidos graxos volateis e alcoois ndo sejam
consumidos, na presenca de cultivos mistos contendo bactérias e arqueias. O tratamento
térmico de tais cultivos associado com o controle de pH, séo técnicas comumente aplicadas na
selecdo de bactérias produtoras de hidrogénio como Clostridium sp., que séo tolerantes a altas
temperaturas e condi¢cdes ambientais adversas, além de inibir a metanogénese.

Processos fermentativos de producdo de hidrogénio com género Clostridium séo
estudados por diversos autores, conforme descrito a seguir. Clostridium beijerinckii € capaz
de produzir butanol (LEE et al, 2008), além de hidrogénio (KIM et al.,
2006; MAINTINGUER et al., 2011; AN et al., 2014).

Zhang et al., (2006) testaram a producéo de hidrogénio, utilizando reator de coluna
de fluxo insaturado (gotejamento) em escala laboratorial, alimentado com glicose em quatro
concentracdes diferentes (1,0, 3,3, 4,5 e 10,5 g L™) sob condicdo mesofilica. O reator
consistia em uma coluna empacotada com esferas de vidro e inoculada com a cultura pura
(Clostridium acetobutylicum ATCC 824) com taxa de fluxo de alimentacdo de 1,6 mL/min.
A concentracdo de hidrogénio obtida foi de 70-79% por unidade de volume de reator .

Zhao et al., (2011) isolaram Clostridium beijerinckii RZF-1108 em reator de tanque
agitado continuo e foi avaliada a producdo de hidrogénio. O rendimento maximo de
hidrogénio foi de 1,97 mol H, / mol de glicose, sob condicdes ideais de 9 g L™ de glicose, 35
°C, o pH inicial de 7,0 e um volume de in6culo de 8% (v / V).

Entretanto, € importante salientar que varios estudos tém mostrado que a producéo de
hidrogénio é influenciada por alguns fatores tais como temperatura, pH, concentracdo de
substrato, inoculo, além de requisitos nutricionais, tempo de detencdo hidraulica, taxa carga

orgénica e configuracdo do reator (SHIDA et al., 2012), conforme descrito a seguir.
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24.2 Fatores que influenciam a producao biol6gica de hidrogénio

A producdo biolégica de hidrogénio por fermentacdo é obtida geralmente por
bactérias estritamente anaerObias ou anaerObias facultativas, em sistema anaerdbio.
(NABGAN et al., 2021).

O indculo utilizado para a producao de hidrogénio pode ser tanto de culturas puras
quanto de culturas mistas, embora culturas mistas sejam 0s microrganismos mais favoraveis
para producdo em grande escala, devido ao controle e operacdo do processo ser facilitados
pela utilizacdo de meios ndo estéreis, reduzindo o custo global. Essa reducdo pode ser
enfatizada quando empregadas culturas mistas a partir de fontes naturais como solo, lodo de
esgoto, dejetos de animais ou residuos (CHENG, et al.,, 2021). Mas a desvantagem na
utilizacdo das culturas mistas esta na presenca de microrganismos consumidores de H;
(arqueias metanogénicas). Estratégias para minimizar os consumos de hidrogénio consistem
no pré-tratamento do inoculo, que possui a finalidade de inibir e/ou eliminar os
microrganismos consumidores, bem como selecionar os microrganismos produtores de H,
(ERGAL et al., 2018; SA et al., 2011).

A utilizacdo de culturas puras é favoravel em relacdo a seletividade do substrato, a
melhor manipulacdo do metabolismo através de alteracbes das condicdes de crescimento,
elevados rendimentos de H, e a reducdo de subprodutos. Por outro lado, culturas puras séo
sensiveis a contaminagdo, sendo necessarios condi¢fes assepticas e aumento do custo global
do processo (SARAVANAN et al., 2021; SA, CAMMAROTA, LEITAO, 2014).

A temperatura é considerada o mais importante parametro que afeta a producéo de
hidrogénio. As reacdes de fermentacdo podem ser conduzidas em faixas de temperatura
mesofilica (30 — 49 °C) e termofilica (50 - 64 °C) (CHANDRASEKHAR, et al., 2015; XIN et
al., 2016). A maioria dos estudos de producdo fermentativa de H, tem utilizado a faixa de
temperatura mesofilica. A temperatura 6tima para cada processo depende do tipo e origem do
indculo, da quantidade de compostos biodegradaveis e das condi¢cdes operacionais do sistema
(GUO et al., 2010). Contudo, as temperaturas que variam de 25°C a 60°C sdo favoraveis para
todos os processos fermentativos (SARAVANAN, et al., 2021).

O pH constitui outro fator que influencia fortemente no processo de producao de H,
fermentativo. Variagdes no pH podem inibir a sua producgdo afetando o crescimento de
microrganismos e, consequentemente, a atividade da enzima hidrogenase (SARAVANAN, et
al., 2021). Na maioria dos estudos, o pH étimo foi observado na faixa de 5,2-7,0. Em pH de

6,0 foi verificada a conversdo de hidratos de carbono para H,. O pH dentro da faixa
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supracitada favorece a atividade das enzimas envolvidas no processo de producdo do Hy, bem
como permite a inibicdo dos microrganismos consumidores e presentes no meio fermentativo
(CHANDRASEKHAR, et al., 2015).

Varios substratos tém sido usados nos estudos de produc¢do de hidrogénio, entre eles
diferentes acucares (glicose, sacarose, frutose, Xilose e lactose) e outros meios mais
complexos como residuos ricos em matéria organica, incluindo esgoto doméstico, dejetos de
animais, alimenticios, da agricultura, vinhaca de varias origens, efluentes de industrias de
papel, mandioca, laticinio, amido e outras fontes de matéria organica. Alguns destes
substratos organicos ndo sdo ideais para a producdo de H, devido sua complexidade,
necessitando de um pré-tratamento fisico e/ou quimico para ser utilizado pelas bactérias
produtoras de H, (BRAR et al., 2022).

2.4.3 Producé&o fermentativa de etanol

O etanol é o biocombustivel de maior relevancia por sua competitividade energeética
direta com a gasolina, que ja possui uma tecnologia de producdo definida (SILVA et al.,
2018).

O etanol de primeira geracdo € considerado um dos principais biocombustiveis no
cenario atual devido a tecnologia de fermentacdo simples associada a sua producdo. O
bioetanol é atualmente o substituto dominante dos combustiveis fosseis, que responde por até
75% do uso total de biocombustiveis (MUND et al., 2022). A sua producdo consiste da
fermentacdo de acuUcares pentose/hexose encontrados em diversas plantas, como milho,
beterraba, mandioca, trigo e cana-de-acUcar (SILVA et al., 2018).

O etanol de 22 geracdo € produzido a partir de matéria-prima
lignoceluldsica disponivel em culturas energéticas (gramineas, lenhosas), residuos agricolas e
florestais (por exemplo, palha de cereais, bagaco de cana-de-acucar, residuos florestais) e
residuos municipais e industriais (por exemplo, as industrias de alimentos e papel) (MUND et
al., 2022; OSMAN et al., 2021).

A producdo de etanol derivado de microalgas é chamada de 3% geracdo. As
microalgas apresentam a promissora capacidade de fornecer fontes de carbono como
carboidratos (polissacarideos, glicose) e proteinas para a fermentacdo utilizando fungos

filamentosos e leveduras. O etanol de 42 geracdo € obtido por microrganismos geneticamente
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modificados como cianobactérias, leveduras e microalgas usados como fonte de matéria-
prima para produzir biocombustivel sustentavel (OSMAN et al., 2021).

A producdo de etanol ocorre na fase de acidogénese com C. acetobutylicum e na
biodigestdo anaerdbia por culturas mistas, juntamente com a producdo de acidos graxos
volateis. Nesta fase, a partir da glicose é possivel obter a produgdo maxima de 2 mols de acido
acético (Equacdo 1), 2 mols de &cido propidnico (Equacdo 2), 1 mol de &cido butirico
(Equacdo 3) e 2 mols de etanol (Equacdo 4), conforme descrito a seguir nas equacdes,
(SAADY, 2013).

Acido acético:

CeH1206 + 2H,0 —>  2CH3COOH + 4H, + 2CO, (1)
Acido propidnico:
CeH120s +2H, —>  2CH3CH,COOH + 2H,0 ()
Acido butirico:
CeH120s —> CH3;CH,CH,COOH + 2CO; + 2H, (3)
Etanol:
CeH120s —=>  2CH3CH,0OH + 2CO, 4)

Algumas bactérias e fungos séo capazes de fermentar carboidratos e produzir etanol.
As bactérias anaerobias sdo as principais candidatas a producdo de etanol a partir de xilose e
celulose, devido a sua extensa diversidade metabolica e fisiologica. Alguns microrganismos
pertencentes a classe Clostridia podem facilmente utilizar xilose e celulose como fonte de
carbono (SILVA et al., 2018). Algumas bactérias anaerobias e facultativas estudadas na
producdo de etanol sdo: Thermoanaerobacter sp. (SILVA et al., 2018) C. acetobutylicum, C.
carboxidivorans (JOSHI e MISHRA, 2022), Z. mobilis, Synechocystis sp e Synechococcus sp
(MUND, et al., 2022), C. Thermocellum, Thermoanaerobacter mathranii (OSMAN, et al.,
2021).

2.4.4 Butanol
A producdo de butanol ou n-butanol, &lcool de quatro carbonos em estrutura de
cadeia linear com grupo hidroxila no &omo de carbono e importante produto quimico
industrial é considerado combustivel liquido superior com potencial para substituir a gasolina
(VEZA, et al., 2021; LEE et al., 2012a; PAPOUTSAKIS, 2008). Este alcool possui
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capacidade calorifica inferior de 33,1 MJ/kg, comparada com a gasolina de 42,7 MJ/kg (JIN
etal., 2011).

O n-butanol possui vantagens em relacéo ao etanol, como reduzida presséo de vapor,
ponto de ebulicdo elevado, maior teor de energia, menos corrosivo, menor necessidade de
modificar as energias de combustdo atuais e um indice de octano da gasolina semelhante
(PINTO, et al., 2021), o que permite sua adicdo na gasolina em propor¢des muito mais
elevadas do que o etanol, que atualmente é em torno de 27% de etanol na gasolina (LI et al.,
2016).

Butanol pode ser produzido a partir de combustiveis fésseis, por sintese quimica
(como petro-butanol) ou a partir de biomassa por fermenta¢do microbiana (como biobutanol).
Producdo de butanol por fermentacdo microbiana foi primeiramente relatada por Pasteur em
1861, como um produto natural de bactérias anaerobias (DURRE, 2011), e tem sido
extensivamente estudada nos ultimos anos. Fermentacdo de butanol ou fermentagdo ABE —
acetona:butanol:etanol em proporgéo tipica de 3:6:1,, tem atraido aten¢do em pesquisas.

Microrganismos produtores de butanol pertencem ao género Clostridium, do qual
quatro especies sdo conhecidas por produzirem quantidades elevadas de butanol por
fermentacdo, sendo, C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharobutylicum e C.
saccharoperbutylacetonicum (PINTO, et al., 2021; LI et al.,, 2016; DURRE, 2011). Tais
espécies podem ser divididas grosseiramente em duas classes, de acordo com a utilizacédo de
fonte de carbono, como amido e acucar. Além disso, segundo a literatura, C.
acetobutylicum e C. beijerinckii sdo as principais produtoras de butanol presentes nas
industrias por processos de fermentacdo ABE (VEZA, et al., 2021).

Producdo de butanol em processos de fermentacdo ABE pode ser dividido em duas
fases, isto é, fase acidogénica e a fase solventogénica. A fase acidogénica ocorre normalmente
durante o crescimento exponencial, enquanto a fase solventogénica ocorre normalmente na
fase estacionaria e o inicio da esporulacdo como uma resposta de acumulacdo de &cido
(MARTIEN, AMADOR-NOGUEZ, 2017). Alguns estudos mostraram que a mudanca da
acidogénese para solventogénese ocorre em pH inferior a 5 e a concentracdo de acido butirico
superiora2 g L™ (CHENG et al., 2012 e Ll etal., 2014).

Na fermentacdo de acgUcares por espécies de Clostridium, observa-se um crescimento
exponencial da cultura na acidogénese (LUTKE-EVERSLOH e BAHL, 2011). Nessa
primeira etapa os principais metabdlitos produzidos sdo acetato, butirato, hidrogénio e didxido
de carbono (LEE et al., 2008). As vias de producdo de butirato e acetato possuem, em seu

ultimo passo, enzimas que levam a geracdo de moléculas de ATP, que acabam favorecendo o
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crescimento da cultura, indicando a importancia desta primeira fase para o desenvolvimento
das bactérias. Durante a acidogénese com a formacdo dos acidos acético e butirico ocorre a
queda do pH celular, o que desencadeia a solventogénese (LEE et al., 2008). Nesta segunda
fase acontece a transicdo de crescimento estacionario e a assimilacdo dos &cidos com
formacgdo simultanea de solventes (acetona, n-butanol e etanol) (LUTKE-EVERSLOH e
BAHL, 2011). A converséo do acido butirico e &cido acético em solventes eleva os valores de
pH interno garantindo a capacidade das células em permanecerem metabolicamente ativas por
longos periodos. Entretanto, estes solventes produzidos acabam sendo toxicos para a bactéria
e, por isso, juntamente com o inicio da solventogénese, os clostridios iniciam também o
processo de esporulacio (DURRE, 2008a). Assim, ao final de uma fermentacéo realizada por
tais espéecies solventogénicas tem-se como produtos finais: acetona, n-butanol e etanol,

justificando o nome dado a este processo, “fermentacao ABE”.

2.4.5 Os desafios para a fermentacéo de butanol

Atualmente, os principais obstaculos encontrados na fermentacdo ABE incluem:
baixa eficiéncia de conversdo de substrato em produto, toxicidade do produto (principalmente
o butanol) para as culturas que o produzem, potencial para a degeneracdo de cultura e; em
contrapartida a capacidade de utilizar matérias-primas mais baratas ou residuos agricolas
renovaveis como os substratos. Tais fatores podem resultar em producdes de butanol via ABE
menos competitivas, quando comparadas as provenientes de petroleo (LIU et al., 2018; LI et
al., 2016).

A toxicidade do butanol é um dos problemas mais criticos, pois 0 metabolismo
celular em culturas de Clostridium cessara apds a concentracdo do solvente atingir 20g L™. A
producdo de butanol também limita o crescimento de microrganismos. Inibicdes em 50% do
crescimento foram verificadas em geracfes de butanol elevadas e na faixa de 7-13 g/L no
meio liquido (HUANG, LIU, GAN, 2017).

Espécies de Clostridium sdo conhecidas por terem vantagens de utilizar uma grande
variedade de fontes de carbono tais como monossacaridos; oligossacarideos; e
polissacarideos, incluindo amidos refinados e ndo refinados; além de pentoses e hexoses, bem
como glicerol. Melago, permeado de soro, milho, mandioca e batata tém sido estudados como
substratos para a fermentacdo de butanol. Entretanto, em funcdo do custo elevado de tais
fontes de biomassa e da concorréncia com a oferta de alimentos, existe um interesse

considerdvel na utilizacdo de substratos renovaveis, especialmente materiais lignocelulésicos
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para a fermentacdo butanol (JOSHI e MISHRA, 2022; NDABA, CHIYANZU, MARX, 2015;
DURRE, 2011).

Uma alternativa sustentavel sdo os residuos oriundos das industrias de suco de
laranja, dos quais contém agucares fermentaveis como sacarose, frutose e glicose, substratos
de grande interesse para a geracdo de biocombustiveis.

H& pouca informacdo na literatura sobre o tratamento anaerébio de efluente da
industria de laranja, especialmente para a producdo de hidrogénio, etanol e butanol. Assim,
este substrato renovavel apresenta grande potencial para a utilizacdo e geracdo de produto

com elevado valor acrescentado através do tratamento anaerébio.

2.5 Microrganismos envolvidos na fermentacao de substratos organicos

A microbiologia e biotecnologia industrial exploram o imenso potencial dos
microrganismos. Um papel importante é atribuido as bactérias do género Clostridium, por
serem microrganismos com numerosas aplicacbes em varios ramos da industria. O género
Clostridium pertence ao dominio bactéria. S&o bactérias anaerobias heterotroficas e
mesofilicas, tipicamente gram-positivas, com morfologias em forma de bacilos e producéao de
enddsporos. Para a maioria das espécies, a temperatura de crescimento 6timo esta entre 30 e
40 °C, enquanto o pH 6timo esta contido no intervalo de 6,5 a 7,5. Normalmente os principais
habitats das bactérias do género Clostridium sdo o solo, lodo de rio, lodos de estacBes de
tratamento de esgotos sanitarios, excrementos de animais, etc. (CHENG et al., 2021).

A principal caracteristica do género Clostridium é sua capacidade em transformar
diferentes fontes de carbono, como celulose e amido em hexose, glicose, lactose, sacarose, e
xilose e consequente a hidrélise dos polimeros de aclcares (GARCIA et al., 2011; JIN, et al.,
2011). Além disso, outra caracteristica pertencente a esse género é a fermentacdo bifasica
(acidogénese e solventogénese). Os produtos da reacdo de seu metabolismo geram CO,, H,
assim como compostos organicos (butirico, lactico, acético e succinico) e solventes (butanol,
acetona, isopropanol), (ACS, et al., 2015; REN et al., 2007; WANG et al., 2011).

As espécies C. acetobutylicum e C. butyricum sdo capazes de produzir hidrogénio
por fermentacdo de aglcares como glicose, sacarose e lactose. (BRAR et al., 2022).

As bactérias gram-positivas ndo possuem uma membrana celular externa,
consequentemente, ndo ha espaco periplasmatico, e possuem uma camada de peptidoglicano

mais desenvolvida que as espécies gram-negativas. Porém, ainda ndo existem informagoes
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veridicas que comprovem a auséncia dessa membrana celular e uma camada bem
desenvolvida, que podem ser vantajosas ou desvantajosas para as gram-positivas, quando se
trata da capacidade de adaptacdo de resposta a concentragdes elevadas de solventes em meio
de fermentacdo. O transporte de substrato e de nutrientes € realizado do ambiente para dentro
do citoplasma celular, sendo um pré-requisito para o desenvolvimento e crescimento das
bactérias gram-positivas e gram-negativas (LI1U, et al., 2018).

Entretanto, a geracdo de hidrogénio e alcoois pode ocorrer por diversas bactérias,
como a facultativa Enterobacter sp. e as anaerdbias como Clostridium sp. e Bacillus
sp. também estdo envolvidos na fermentagdo de substratos (JOSHI e MISHRA, 2022; BRAR,
et al., 2022).

Existe escassez de informagdes na producdo de hidrogénio, etanol e butanol
por tratamento anaerobio dos efluentes oriundos do processamento industrial de laranja. Tal
fato justificou o estudo mais detalhado, buscando o entendimento do processo em testes com
culturas puras do género Clostridium, além de culturas mistas e a obtencdo de uma cultura
mista de bactérias anaerdbias oriundo do efluente bruto citricola, em reatores anaerobios em
batelada, utilizando como substrato o efluente bruto citricola de agroindustria nacional, em

diferentes proporcoes.

3 OBJETIVOS

3.1Geral

Hipotese geral: Efluente bruto citricola € um excelente substrato com potencial na
producdo de hidrogénio, alcoois e acidos organicos de valor agregado.

Objetivo geral: Testar efluente bruto citricola para a producédo de hidrogénio e demais
co-produtos de valor agregado, em reatores anaerObios em batelada, com cultura mista de
bactérias anaerobias proveniente do proprio efluente citricola, culturas puras de bactérias

fermentativas e lodo granular metanogénico tratado previamente.

3.2 Especificos

Hipotese 1: Efluente bruto citricola contém fontes de carbono prontamente

assimilaveis e bactérias anaerdbias fermentativas;
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Objetivo 1: Realizar a caracterizagdo do efluente bruto citricola por anélises fisico-
quimicas e microbioldgicas e obter cultura mista de bactérias anaerObias proveniente do
efluente bruto citricola, caracteriza-la, aplicad-la em reatores anaerobios em batelada, com
diferentes fontes de carbono na geracdo de hidrogénio;

Hipotese 2: Cultura mista de bactérias anaerdbias proveniente do efluente citricola
sdo mais capazes de produzir hidrogénio, etanol e acidos organicos volateis;

Objetivo 2: Comparar a eficiéncia de producéo de hidrogénio e co-produtos de valor
agregado em reatores inoculados com a cultura mista autdctone e culturas puras
fermentativas, utilizando efluente bruto citricola como fonte de carbono;

Hipotese 3: Adicdo de componentes nutricionais ao efluente citricola pode
influenciar no metabolismo microbiano e consequentemente elevar a producdo de
hidrogénio e co-produtos;

Objetivo 3: Comparar a operacéo de reatores anaerébios em batelada com diferentes
meios de cultivo, sob diferentes condi¢cGes operacionais e testar misturas crescentes do
efluente bruto citricola em meio de cultivo fermentativo, utilizando a cultura mista de
bactérias anaerdbias e culturas puras fermentativas;

HipoOtese 4: Lodos granulares metanogénicos sdo robustos e compostos por

microrganismos produtores e consumidores de hidrogénio;

Objetivo 4: Realizar o pré-tratamento térmico no lodo granular metanogénico para
inibicdo das arqueias metanogénicas e aplicad-lo em reatores anaerébios em batelada com
efluente citricola como substrato para producdo de hidrogénio e co-produtos;

Hipotese 5: Diferentes indculos em diferentes proporcdes de efluente citricola levam
a alteracdo da rota metabdlica e geracao de diferentes produtos;

Objetivo 5: Verificar alteracdes nas geracdes de acidos graxos volateis , alcoois e
hidrogénio durante a operacdo dos reatores anaerobios em batelada, com os diferentes
inoculos;

Hipotese 6: O efluente citricola contém diversidade de microrganismos anaerobios
responsaveis pela degradacdo do substrato e geracdo de diferentes produtos de valor
agregado.

Objetivo 6: Realizar a identificacdo da cultura mista de bactérias anaerobias

autoctones, no sequenciamento do gene rRNA 16S, nos diferentes ensaios.

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Esquema operacional
Ensaios fermentativos, em diferentes condi¢es operacionais, foram realizados para
avaliar o potencial de efluente bruto citricola na obtengdo de produtos de interesse
biotecnoldgico, como hidrogénio (H) e demais co-produtos (acidos graxos volateis e alcoois).
O esquema experimental desenvolvido esté ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Fluxograma geral do esquema operacional.
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Sete etapas experimentais foram realizadas para o desenvolvimento do presente
estudo. Na Etapa 1 foi caracterizado efluente bruto citricola, em analises fisico-quimicas. A
sequir, foi obtida uma cultura mista de bactérias anaerdbias do proprio efluente bruto citricola,
denominada cultura mista de bactérias anaerdbias, por diluicdes seriais, em meio de cultivo
especifico para a fermentacdo, visando obter uma cultura mista de bactérias anaerdbias,
produtora de hidrogénio e demais co-produtos de valor agregado. Posteriormente, foi
realizado aumento da biomassa advinda da cultura mista de bactérias anaerobias, em meio de
cultivo especifico, para ser usada em ensaios posteriores, aléem da identificacdo da cultura
mista de bactérias anaerdbias obtidas, em sequenciamento do gene rRNA 16S.

Na Etapa 2 foi testada a cultura mista de bactérias anaerdbias, em diferentes fontes de
carbono, para verificagdo do seu crescimento e producéo de hidrogénio.

Na etapa 3, reatores anaer6bios em batelada foram operados, com a cultura mista de

bactérias anaerdbias e culturas puras fermentativas, separadamente, em diferentes meios de
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cultivo, mantidos a 100 rpm e sob modo estético. Tal avaliacdo foi realizada em analises de

producéo de cidos e alcoois, consumos de glicose e crescimento (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma experimental: Etapas 1, 2 e 3.
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Na Etapa 4 foram montados ensaios em reatores anaerObios para a producdo de
hidrogénio e co-produtos, utilizando glicose como fonte de carbono, utilizando culturas puras
fermentativas e a cultura mista de bactérias anaerdbias.

Na Etapa 5 a montagem dos ensaios foi semelhante a Etapa 4, com a troca da fonte de
carbono que, nesse caso, foi o efluente bruto citricola (Figura 5).

Na Etapa 6, outros ensaios foram realizados em reatores anaerdbios em batelada, em
aumentos gradativos do efluente bruto citricola utilizando as culturas puras fermentativas e a
cultura mista de bactérias anaerdbias, com o objetivo de comparar o melhor desempenho na
producao e hidrogénio e co-produtos (Figura 6).

E por fim, na Etapa 7, foram realizados ensaios com a mistura das culturas puras

fermentativas em duas condigdes distintas e compara-las ao lodo granular anaerébio pre-
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tratado termicamente. Ambos ensaios foram realizados com efluente bruto citricola, como

fonte de carbono, em reatores anaerébio em batelada (Figura 7).

Figura 5. Fluxograma experimental: Etapas 4 e 5.
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Figura 6. Fluxograma experimental: Etapa 6.
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Figura 7. Fluxograma experimental: Etapas 7
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4.2 Fontes de Carbono

4.2.1. Reagentes P.A.: glicose, maltose, frutose, xilose, sacarose, lactose, acetato de
potassio, glicerina e amido solavel.

4.2.2. Efluente bruto citricola: oriundo do processamento industrial de sucos de
laranja, cedido por agroindustria localizada em Araras — SP. O efluente bruto
citricola foi coletado, acondicionado em frascos plasticos lacrados, com 1L de
volume e mantido a -20°C, até sua utilizacdo. A caracterizacao do efluente bruto
citricola foi realizada em analises de pH, temperatura, demanda quimica de
oxigénio total (DQO), acucares, acidos graxos volateis e alcoois, descritos a

seguir.

4.3. Fontes de inéculo
Os indculos utilizados foram:
Culturas puras fermentativas: (1) C. acetobutylicum ATCC 824 e (2) C. beijerinckii

ATCC 10132 cedidos pelo Laboratério de Microbiologia da UFSCar — Campus de Sorocaba —
SP.

(3) cultura mista de bactérias anaerdbias obtidas a partir do efluente bruto citricola e;

(4) lodo granular anaerébio de reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) usado
no tratamento de agua residuaria do abatedouro de aves (Avicola Dacar, Tieté — SP), pré-
tratado termicamente (100 °C durante 15 minutos em seguida banho de gelo até atingir 25
°C), para a inibicdo dos microrganismos metanogénicos, de acordo com Maintinguer et al.,
2008.
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4.4. Etapas Experimentais
4.4.1 Etapal - Obtenc¢do da cultura mista de bactérias anaerdbias

A cultura mista de bactérias anaerdbias [indculo (3)] foi obtida através da coleta de
aliquota de 1 mL do efluente bruto citricola e inoculado em reatores anaerdbios em batelada
(100 mL), contendo 50 mL de meio de cultivo genérico PYG (Peptone, Yeast Extract,
Glucose) (g L™): glicose (10,0); peptona (5,0), extrato de carne (5,0), extrato de levedura (5,0)
e 50 mL de headspeace preenchido com N3 (99,99%), em pH inicial 7,0, mantido a 37°C
(MAINTINGUER et al., 2008), sob modo estatico, por 72 horas, por diluicdes seriais (10™ a
10®). Posteriormente, foi realizado o aumento da biomassa em reatores anaerdbios em
batelada (1L), em meio de cultivo genérico (meio de cultivo PYG — Peptone Yeast Extract
Glucose), repetidas vezes, mantidos por 120 horas, nas mesmas condi¢fes descritas

anteriormente, conforme descrito a seguir.

a. Condicdes de cultivo

As culturas puras fermentativas (1) Clostridium acetobutylicum e (2) Clostridium
beijerinckii (indculos 1 e 2) foram reativadas e mantidas a 37 °C, pH inicial 7,0, em 300 mL
de meio de cultivo PYG (g L), separadamente, em condigbes assépticas e anaerdbias, em
reatores anaerébios em batelada (500 mL), com headspace (200 mL) preenchido com N
(99,99%).

A seguir, o in6culo (3) foi reativado em triplicatas de reatores anaerdbios em
batelada (30 mL) contendo 15 mL de meio de cultivo PYG e inéculo com 0,2 g STV L™, sob
fluxo de N3 (99,99%) para manter as condigcGes anaerdbias, pH inicial 7,0, mantidos a 37°C,
por 72 horas, sob modo estatico, com o objetivo de favorecer o crescimento das bactérias
anaerdbias. Esse processo foi realizado repetidas vezes, até obter o volume suficiente para
operacdo de reatores de 500 mL (250 mL de meio de cultivo), separadamente.

O indculo (4) foi macerado e transferido, separadamente, para duplicatas de reatores
anaerdbios em batelada (1000 mL) contendo 500 mL de meio de cultivo PYG sob fluxo de N,
(100 %), no headspeace dos reatores, durante 20 minutos, para efetuar as trocas gasosas e
garantir as condicOes de anaerobiose, em pH inicial 7,0, mantidos a 37 °C no escuro, sob
modo estatico (MAINTINGUER et al., 2008), por 168 horas. A seguir, foi aplicado o pré-
tratamento térmico no indculo, mantido100 °C durante 15 minutos. Em seguida o inéculo foi

mantido em banho de gelo até atingir 25°C. O enriquecimento do indculo 4 foi realizado em
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meio de cultivo PYG, em reator anaerébio em batelada, pH 6,0 a 37°C, por 168 horas, com o
objetivo de favorecer o crescimento das bactérias anaerdbias presentes na amostra. A fase
gasosa dos reatores foi coletada e analisada por cromatografia gasosa para a certificagdo na
eficiéncia da inibicdo da metanogénese pela auséncia de metano no headspace do reator.

4.4.2 Etapa 2: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias em

reatores alimentados com diferentes fontes de carbono

Inicialmente foram realizados ensaios com a cultura mista de bactérias anaerobias
(indculo 3), a fim de verificar a melhor fonte de carbono para o seu crescimento. Os ensaios
consistiram na operacdo de triplicatas de reatores anaerébios em batelada (30 mL)
alimentados separadamente com: glicose, maltose, frutose, xilose, sacarose, lactose, acetato,
glicerina e amido nas concentracdes de 10 g L™, contendo 15 mL de meio de cultivo genérico
(extrato de carne, extrato de levedura e peptona, em concentragdes de 5 g L™) e cultura mista
de bactérias anaerébias (0,5 g STV L™) como fonte de inéculo, headspace (15 mL)
preenchido com N, (99,99%), mantidos sob modo estatico, a 37°C, pH inicial de 7,0 por 48
horas (MAINTINGUER et al., 2008). Foi mensurado o crescimento microbiano no final da
operacdo dos reatores, por espectrofotometria (ABS 600nm), conforme APHA (2005). A
geracdo de hidrogénio foi analisada por cromatografia gasosa, conforme (ADORNO, et al.,
2014).

A seguir, para os demais ensaios realizados (etapa 3), foi utilizada glicose como
fonte de carbono para os indculos 1, 2 e 3, devido sua predominancia em meios de cultivo em
estudo (KHAMAISEH et al., 2012; AL-SHORGANI et al., 2016; MITRA, et al., 2017), além
de ser uma das fontes de carbono contidas no efluente bruto citricola em estudo. Foram

analisados os consumos de carboidratos e a producéo de &cidos e alcoois, descritos a seguir.

4.4.3 Etapa 3: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e
culturas puras em reatores alimentados com diferentes meios de cultivo
sob modo estatico e a 100 rpm.

Nessa etapa experimental foi testada a influéncia da operacdo dos reatores sob modo
estatico e a 100rpm, em diferentes meios de cultivo, conforme descrito a seguir.

Os meios de cultivo testados foram os especificos para 0 Género Clostridium sp.:

RCM (Reinforced Clostridial Media) (KHAMAISEH et al., 2012); TYA (Triptone, Yeast
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extract, Acetate medium) (AL-SHORGANI et al., 2016), Mitra (MITRA, et al., 2017) e PYG
(Peptone Yeast Extract Glucose) (MAINTINGUER et al.,, 2008), descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do meios de cultivos especificos para o Género Clostridium sp.

Meios de Cultivo (g LY
Reagente
RCM TYA MITRA PYG
Glicose 30 30 10 10
Peptona 10 - - 5
Triptona - 6 10 -
Extrato de levedura 3 2 4 5
Extrato de carne 10 - - 5
NaCl 5 - - -
Acetato de sodio 3 - - -
Acetato amonio - 3 - -
Fosfato pot4ssio monobasico - 0,5 - -
Sulfato magnésio - 0,3 - -
Sulfato ferro - 0,01 - -
L-cisteina 0,5 - 1 -
Fonte: KHAMAISEH et al., 2012; AL—SHORGANIZeéOaEIB., 2016; MITRA et al., 2017; MAINTINGUER et al.,

Reatores anaerobios em batelada (100 mL) foram montados em triplicatas,
preenchidos com os meios de cultivo (50 mL), separadamente, e headspace (50 mL) com
N2(99,99%), inoculados com (0,7 g L™ STV) dos inéculos (1); (2) e (3), pH inicial 6,50
mantidos sob modo estatico e a 100 rpm, por 72 horas (MAINTINGUER et al., 2008).
Crescimento microbiano, consumo de carboidratos totais, producdo de acidos, alcoois e H,
foram monitorados no inicio e no final da operacdo, conforme metodologias descritas no item

4.6, a sequir.

444 Etapa 4: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e
culturas puras na geracdo de hidrogénio em reatores alimentados com

meio de cultivo contendo glicose
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Nessa etapa experimental foi testada a influéncia da glicose como fonte de carbono na
operacao dos reatores sob modo estético, na produgdo de H; e co-produtos, conforme descrito
a seguir.

Foram realizados ensaios em triplicatas de reatores anaerobios em batelada (500 mL)
contendo meio de cultivo PYG (250 mL) com 10 g DQO de glicose (Tabela 1), em pH inicial
7,0, mantidos em modo estético, a 37°C por 51 horas, headspace (250 mL) preenchido com
N, e 1 g L™* dos indculos (1); (2) e (3) separadamente.

Foram monitoradas as analises de producdo H,, &cidos e &lcoois, crescimento
microbiano, pH e consumo de carboidratos totais, conforme metodologias descritas no item

4.5, a sequir.

445 Etapa 5: Avaliagdo da cultura mista de bactérias anaerobias e culturas
puras fermentativas na geracdo de hidrogénio em reatores alimentados com
meio de cultivo contendo efluente bruto citricola

Nessa etapa experimental foram testados a influéncia do efluente citricola como fonte
de carbono na operacdo dos reatores, sob modo estatico, na producdo de H, e co-produtos,
conforme descrito a seguir.

Foram operadas triplicatas de reatores anaerdbios em batelada (500 mL) e meio
reacional (250 mL) contendo: efluente bruto citricola (10 g DQO L™) como fonte de Carbono
em meio de cultivo [(g L™) peptona (5,0), extrato de carne (5,0) e extrato de levedura (5,0)],
em pH inicial 7,0, mantidos sob modo estéatico, a 37°C, por 51 horas, headspace (250mL)
preenchido com N, e 1 g L? STV dos inéculos (1); (2) e (3), separadamente. Foram
monitoradas as analises de producdo biogas, acidos e alcoois, pH e consumo de carboidratos

totais, conforme metodologias descritas no item 4.7, a seguir.

4.4.6 Etapa 6: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas
puras fermentativas na geracdo de hidrogénio, em reatores alimentados com

diferentes proporc¢des de meio de cultivo e efluente bruto citricola

Foram realizados testes com 0 meio de cultivo RCM (Reinforced Clostridial Media)
(KHAMAISEH et al., 2012) (Tabela 1), que é especifico para o Género Clostridium sp.

Duplicatas de reatores anaerobios em batelada (1L) continham meio de cultivo RCM (700
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mL) e headspace (300 mL) preenchido com N; e inoculados com 1 g L™ STV dos indculos
(1), (2) e (3) separadamente, mantidos sob modo estatico por 200 horas, em pH inicial de 6,0.
As duplicatas dos reatores foram montadas em 5 condig¢Oes distintas: (1) 100% meio de
cultivo RCM; (2) 80% meio de cultivo RCM + 20% de efluente bruto citricola; (3) 50% meio
de cultivo RCM + 50% de efluente bruto citricola; (4) 20% meio de cultivo RCM + 80% de
efluente bruto citricola e (5) 100% efluente bruto citricola (Tabela 2). O meio de cultivo RCM
meio RCM foi

modificado substituindo-se a glicose por efluente bruto citricola como fonte de carbono nos

continha suplementacdo nutricional para os inoculos. Além disso, o

ensaios As medidas de biogds foram realizadas por deslocamento de volume, conforme

metodologias descritas no item 4.5, a seguir.

Tabela 2. Condicgbes operacionais dos reatores anaerébios em batelada

A Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicéo
Parametros
1 2 3 4 5
Meio de cultivo RCM 100% 80% 50% 20% 0%
Efluente Bruto Citricola 0% 20% 50% 80% 100%
Indeulo (g L™ STV) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
DQO (g L™ 32,75 18,2 17,2 16,3 15,68
Carboidratos totais
4 21,0 1,3 2,5 3,6 4,4
(gL")
4.4.7 Etapa 7 — Avaliacdo do lodo granular anaerobio pré-tratado termicamente

e a mistura das culturas puras fermentativas, em reatores alimentados com

efluente citricola

O inéculo 4 foi reativado previamente em reatores anaerobios em batelada (1000
mL) contendo 500 mL de meio de cultivo PYG, headspace contendo N, (100 %) em pH
inicial de 6,0, a 37°C, , sob modo estéatico, por 168 horas.

Foram realizados 3 ensaios distintos em duplicatas de reatores anaerdbios em
batelada (1L) que continham meio reacional (700 mL) e headspace (300 mL) preenchido com
N, mantidos sob modo estatico, em pH inicial 6,0, por 72 horas. A composicdo dos ensaios

esta descrita a seguir.
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Ensaio (I): 80% efluente bruto citricola + 20% de meio de cultivo RCM + in6culo
[(1) C. acetobutylicum (50%) + (2) C. beijerinckii (50%)];

Ensaio (11): 100% efluente bruto citricola + indculo [(1) C. acetobutylicum (50%) +
(2) C. beijerinckii (50%)];

Ensaio (111): 100% efluente bruto citricola + lodo granular anaerdbio pré-tratado
termicamente (MAINTINGUER et al., 2008).

4.5 Anélises Fisico-quimicas e cromatograficas

As determinacbes de DQO, solidos totais volateis, pH e crescimento microbiano por
espectrofotometria (ABS 600 nm) foram realizadas de acordo com APHA, AWWA, WEF
(2005). Os ajustes no pH foram realizados com adi¢6es de HCl e NaOH 1M. Carboidratos
totais foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956), adaptado por Herbert, Philipps
e Strang (1971).

As concentracbes de acidos graxos volateis e alcoois foram mensurados por
cromatografia gasosa em dois laboratorios parceiros. Para as etapas 3, 4 e 5 foram realizados
em parceria com o CEMPEQC (Centro de Monitoramento Pesquisa em Combustiveis
Biocombustiveis petroleo e derivados) — Unesp 1Q, utilizando um cromatrografo Shimadzu
modelo GC 2010, equipado com injetor split/splitless e detector de ionizacdo por chama (FID)
de alta freqliéncia, configurada para amostragem liquida e headspace, a uma temperatura
programavel de PTV e detector FID a 250 °C. A temperatura do forno foi programada a 45 °C
por minuto, seguido por uma rampa de aquecimento de 50 ° C min™ até uma temperatura final
de 250 ° C, mantida por 3 min. A coluna analitica utilizada foi o RTX-1 (30 m x 0,32 mm x
3,0 um). Hélio foi utilizado como gés de arraste 51,6 cm's * (1 mL min™) (ADORNO, et al.,
2014).

As etapas 6 e 7 das concentracbes de acidos graxos volateis e alcoois foram
realizadas no laboratério de Biossistemas para Bioenergia do Instituto de Pesquisa em
Bioenergia — IPBEN, Rio Claro — SP, em cromatografo de gas Shimadzu® GC-2030,
equipado com detector de ionizacdo de chama, amostrador automatico para headspace AOC
6000 Plus e coluna HP INNOWAX (Agilent Technologies), de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm de
espessura de filme. As condicBes cromatograficas foram: 35 °C (0 min) 2 °C min™ 38 °C (0
min) 10 °C min™ 75 °C (0 min) 35 °C min™ 120°C (1 min) 10 °C min™ 170 °C (2 min), com

aumento da temperatura final da rampa de aquecimento até 230°C por 2 minutos, totalizando
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aproximadamente 17 minutos de tempo de corrida. O fluxo da coluna foi de 1,5 mL min™ com
nitrogénio (N2) como gés de arraste. O detector usou hidrogénio (Hz) a 30 mL min™ com ar
sintético a 300 mL min? e N, a 30 mL min-1 como gases de chama e auxiliar,
respectivamente. A temperatura do detector foi de 280 °C. As condi¢des do amostrador
automatico utilizando seringa de 2,5 mL foram: 13 minutos de incubagdo da amostra, a 100
°C, injecdo de 400 pL de amostra com a seringa a 100 °C e, 3 minutos de lavagem da seringa
com N apds cada injecdo, de acordo com Adorno, Hirasawa e Varesche (2014). O software
LabSolutions de solu¢cdo do cromatografo foi usado para o tratamento dos dados.

A quantificagdo temporal do gas hidrogénio gerado foi realizada por deslocamento
de volume adaptado de Aquino et al. (2007), onde os reatores foram acoplados a um sistema
de lavagem de gas contendo um frasco com a solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 15%
para o aprisionamento de dioxido de carbono (CO;) e Sulfeto de hidrogénio (H,S) que poderia
ser gerado e um frasco contendo agua destilada. Os reatores foram conectados por meio de
“agulha-mangueira” ao frasco contendo solu¢do de NaOH ocorrendo a automatica
despressurizagdo do frasco de incubacdo, causando o deslocamento de agua do frasco

posterior (Figura 8).

Figura 8. Sistema de deslocamento de volume para medidas de biogas gerado durante
operacao dos reatores

Amostra gasosa

Fonte: Préprio autor
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A solucdo de NaOH 15% absorve o CO, de acordo com as seguintes reacfes (Equacdes
5-7):

H,O + CO, <> H,CO3 (5)
H,CO3+ 2NaOH <> Na,CO3 + 2H,0 (6)
CO,+2NaOH —> Na,COs + H,0 0

O volume de gés, representado pelo volume de &gua que saia do sistema, foi
diretamente relacionado com a producéo de H; e foi convertido a n° mmol de H, L™ a partir
da equacéo dos gases ideais (Equacao 8).

_ nlH,)RT
7 ®)

F

Sendo:

P = pressdo em atmosfera (1 atm);

n = namero de mols da amostra gasosa;

V = volume em Litros (L)

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm*L/ mol*K);

T=temperatura em Kelvin (K)

Anélises esporadicas da composicao do biogas no headspace dos reatores operados
nas etapas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 foram feitas no laboratorio de Biossistemas para Bioenergia no
Instituto de Pesquisa em Bioenergia — IPBEN, Rio Claro — SP, em cromatografo de gas
Shimadzu® modelo GC 2014, adquirido em Projeto Regular Fapesp (Proc 2017/16795-3),
equipado com detector de condutividade térmica (TCD). A coluna utilizada foi a Carboxen
1010 PLOT, 30 m x 0,53 mm, sendo o gas de arraste argdnio ultrapuro sob fluxo de 5,00 mL
min™. As temperaturas do injetor e do detector foram 220°C e 230°C, respectivamente. As
temperaturas da coluna foram: 120°C (1 min), 200°C (3 min), 40°C min™ e 230°C (0,5 min)
50°C min*, com o tempo total da corrida de 7,10 min.

Os dados experimentais obtidos durante os ensaios 3, 4, 5, 6 e 7 em mmol H, L™
foram ajustados para os valores médios obtidos das duplicatas dos reatores em batelada

utilizando o software Statistica® (versdo 8.0). A taxa méaxima de producgdo de hidrogénio foi
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obtida por ajuste sigmoidal ndo linear da funcdo Gompertz modificada (LAY LI; NOIKE,
1998) (Equacdo 9).

H= Pxexp{—em{Rmpxe(/I—t)H} (9)

Sendo:
P = potencial de producéo de hidrogénio (mmol L™ cultura),

Rm = taxa méxima de produc&o de hidrogénio (mmol L™ cultura h),
A = duracdo do inicio da geracdo de H, (h), e
e =2,718281828.

4.6 Analises microbioldgicas
4.6.1 Microscopia

Foram feitos exames microscopicos através de contraste de fase e luz comum em
microscopio modelo Olympus para observacdo das morfologias predominantes durante a
operacdo dos reatores anaerobios e da cultura mista de bactérias anaerobias (indculo 3). A
captura das imagens foi realizada em camera Moticam 2000 e software MOTIC Images Plus

2.0 em microscépio Motic AE31, com captura de imagens, com ampliacdo de 1000X.

4.6.2 Quantificacao de bactérias fermentativas por Técnica de Pour Plate

Foram realizadas quantificacGes de colénias de bactérias fermentativas provenientes
da cultura mista (indculo 3) em meios de cultivo especificos para os Géneros Clostridium sp.
(NN), Enterobacteriaceae sp. (DHL), Bacteroides sp. (NBGT), Lactobacillus sp. (LBS),
Streptococus sp. (TATAC) e Veillonella sp. (VS), conforme a metodologia descrita por
SONG et al., (2012). As placas foram incubadas e mantidas dentro de jarra de anaerobiose e
saché de anaerobiose, a 37°C, durante 144 horas. Para assegurar a confiabilidade dos
resultados, todas as diluicGes foram realizadas em triplicata (Tabela 3). As contagens foram

realizadas manualmente.



63

Tabela 3. Meios de cultivo especificos para a quantificacdo de bactérias anaerdbias
fermentativas.
DHL(gL™ LBS(gL™)
Extrato de carne (3,0) Peptona (15,09)
Peptona (20,0) Extrato de carne (2,0

NN(g LY
Peptona (40,0)

Fosfato dissodico (5,0)
Fosfato de Potéssio Dibésico (1,0) Sacarose (10,0) Q)
Cloreto de sddio (2,0) Desoxicolato de sédio (1,0) Glicose (20,0g)
Amido (0,5)

Tiossulfato de sodio (2,3)

Citrato de amonio férrico (1,0) Cloreto de sédio (5,0)

Sulfato de magnésio (0,1)

Glicose (2,0)
Agar (25,0) Citrato de sodio (1,0) 5% L-cisteina 10,0mL
pH 7,6 Agar (25,0) Acetato de sodio
pH 7,4 (15,0)
Acido acético (3,7
mL)
Agar (25,0)
pH 7,5
NBGT (gL™) VS(gL™) TATAC(gL™
Triptona (5,0) Peptona (15,0)

Triptona (10,0)
Extrato de carne
(10,0)

Peptona (10,0)
Extrato de carne (5,0)
Fosfato dissddico (Na,HPO,) (4,0)

Extrato de carne (3,0)
Acido tioglicélico
(CH,(SH)COONa) (0,75)

Glicose (1,5)
Amido (0,5) Tween-80 (1,0) Sacarose (1,0)
L-cisteina (0,5) Lactato de sodio (C3HsO3Na) 50% Esculina hidratada
Taurocolato de sodio (1,0) (25,0 mL) (1,0
Agar (25,0) Agar (25,0) Azida de sddio (0,45)
pH 7,6 pH 7,5 Agar (25,0)
pH 7,6

Clostridium sp. (NN), Enterobacteriaceae sp. (DHL), Bacteroides sp. (NBGT), Lactobacillus sp. (LBS),
Streptococus sp. (TATAC) e Veillonella sp. (VS) Fonte: SONG et al., (2012).

4.6.3 Analises de sequenciamento do gene rRNA 16S

Foram realizadas extraces do DNA gendmico e a identificagdo molecular de 9

amostras, conforme descrito a seguir.
Amostra 1 - Final da operacdo na etapa 6 para a condi¢cdo 4 (20% meio de cultivo

RCM + 80% efluente citricola), nos reatores operados com o inéculo 1;
Amostra 2 - Final da operacdo na etapa 6 para a condi¢do 4 (20% meio de cultivo

RCM + 80% efluente citricola); nos reatores operados com o indculo 2;

Amostra 3 — cultura mista de bactérias anaerdbias (Indculo 3)
Amostra 4 - Final da operagdo na etapa 5, usando efluente bruto citricola (10g DQO L~

1y como fonte de Carbono, nos reatores operados com o inéculo 3;
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Amostra 5 - Final da operacédo na etapa 6 para a condigéo 1 (100% meio de cultivo
RCM), nos reatores operados com o inéculo 3;.

Amostra 6- Final da operacéo na etapa 6 para a condicéo 4 (20% meio de cultivo RCM
+ 80% efluente citricola) nos reatores operados com o in6culo 3;

Amostra 7 — Final da operacdo da etapa 7, ensaio () 80% efluente citricola + 20% de
meio RCM + indculo [(1) C. acetobutylicum (50%)+(2) C. beijerinckii (50%)];

Amostra 8 — Final da operacdo da etapa 7, ensaio (II) 100% efluente citricola +
indculo [(1) C. acetobutylicum (50%)+(2) C. beijerinckii (50%)];

Amostra 9 - Final da operacdo da etapa 7, ensaio (I11) 100% efluente citricola + lodo

granular pré-tratado termicamente.

O processo de extracdo do DNA foi realizado com fenol-cloroformio como descrita
por Griffiths et al., (2000) com modificagbes. Foi usado fenol tamponado com Tris e
cloroformio (1:1 v/v). Foram realizados testes de verificagdo da integridade do DNA extraido
pela proporcdo de 260/280 nm> 1,8, medida por um fluorimetro - Qubit 2.0 fluorometer
(Invitrogen by life technologies). A seguir, a amostra foi seca em temperatura ambiente por
24 h, em capela e, posteriormente, armazenada a -20°C até o0 seu envio as empresas
especializadas para a identificacdo em Larga Escala (plataforma Illumina)

As amostras 1 a 6 foram enviadas para a empresa GENONE® (Rio de Janeiro-RJ,
Brasil) do qual foram realizadas amplificacdo por PCR das amostras do DNA enviado
utilizando o primer 515F (5'-barcode-GTGCCAGCMGCCGCGG-3) e 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3), para amplificar as regides V4 do gene 16S RNA
ribossébmico por meio do GeneAmp PCR System (ABI company, USA). As amostras
contendo até 300 pares de base (de acordo com o gel de agarose) foram escolhidas para as
etapas seguintes. Tais amostras foram purificadas com o Kit de extracdo em gel Qiagen
(Qiagen, Alemanha). As bibliotecas geradas com o Kit NEBNext®Ultra"'DNA e
quantificadas via Qubit e Q-PCR, foram analisadas pela plataforma Illumina Miseq (SI et al,
2015).

As sequéncias tiveram os primers e barcodes retirados. A mescla de tais sequencias
foi realizada por meio da ferramenta FLASH (V1.2.7, http://ccb.jhu.edu/software/FLASHY/).
As sequencias de processamento foram denominadas tags brutas. O refinamento de tais tags
foi realizado sob condicGes especificas para resultar em tags limpas de alta qualidade de
acordo com processo de qualidade Qiime®

(V1.7.0, http://giime.org/scripts/split_libraries_fastg.html). As tags foram comparadas a um


http://qiime.org/scripts/split_libraries_fastq.html
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banco de dado de referéncia (Gold Database
http://drive5.com/uchime/uchime_download.html), utilizando o algoritmo UCHIME
(UCHIME  Algorithm, http://www.drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html)  para
deteccdo de quimeras (http://www.driv e5.com/usearch/manual/chimera_formation.html).
ApOs esse processo, as sequencias caracterizadas como quimeras foram removidas e as tags
efetivas foram obtidas.

A andlise das sequéncias foi realizada pelo software Uparse® (Uparse
v7.0.1001 http://drive5.com/uparse/) utilizando todas as tags efetivas. Sequéncias com
similaridade > 97% foram agrupadas na mesma OTU (Operational Taxonomic Unit). A
sequéncia representativa para cada OTU foi lida por meio do software Mothur® apoiado na
base de dados SSUrRNA do banco de dados SILVA (http://www.arb-silva.de/) para anotagéo
das espécies para eixo taxondémico (Threshold:0.8~1) (reino, filo, classe, ordem, familia,
género e espécie). Para obter a relacdo filogenética entre todas as sequéncias representativas
das OTUs, a ferramenta MUSCLE® (Version 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/) foi
utilizada para comparar as multiplas sequéncias rapidamente. As informacdes sobre as
abundancias das OTUs foram normalizadas usando um numero de sequéncias padréo
correspondente & amostra com as menores sequéncias. Apés a identificacdo, as sequéncias
foram submetidas ao ‘“National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Devido a ocorréncia da pandemia da covid -19, ouve a necessidade da mudanca de
empresa para a analise de sequenciamento do gene rRNA 16S. As amostras 7, 8 e 9 foram
enviadas para identificacdo para a empresa NGS — solugdes gendmicas, que procederam com
o0 preparo das bibliotecas, seguindo as recomendacdes Illumina, descrito a seguir. A primeira
PCR foi realizada para amplificacdo locus-especifica. Em seguida, AMPure XP beads foram
utilizadas para purificacdo da reacdo de PCR e o tamanho dos fragmentos gerados foram
avaliados por eletroforese em gel de agarose. A segunda PCR foi realizada para ligar os
barcodes do kit Nextera XT. Novas etapas de purificacdo da PCR e validacdo das bibliotecas
foram realizadas. Posteriormente, as bibliotecas foram quantificadas, para que todas as
amostras/bibliotecas fossem unidas de maneira equimolar em um Unico pool. Para introduzir
complexidade ao sequenciamento, um controle heterogéneo, o fago phi-X, foi combinado com
0 pool de amplicons. Por fim, foi feita a desnaturacéo das bibliotecas e do phi-X, para permitir
0 sequenciamento.

Os primers utilizados para amplificagdo locus-especifica de bactérias flanqueia a

regido locus-especifica. Sequéncia overhang de adaptadores esta incluida nos primers locus-


http://drive5.com/uchime/uchime_download.html
http://www.drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html
http://www.arb-silva.de/
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especificos. As sequéncias de adaptadores Illumina, que foram hibridizadas com as
sequéncias imobilizadas na lamina de sequenciamento sdo:

Forward overhang: 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
[sequéncia locus-especifica]

Reverse overhang: 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
[sequéncia locus-especifica]

O sequenciamento foi realizado no sistema Illumina Miseq, conforme descrito

anteriormente, e as leituras produzidas foram de 2x250 pb.

Os dados foram analisados conforme previamente publicado por Callahan, et al.,
(20164a).

Primeiro, as leituras multiplexadas foram atribuidas em amostras bioldgicas. O
programa DADA2 (CALLAHAN, et al. 2016b), um pacote de codigo aberto implementado na
linguagem R, foi utilizado para modelagem e correcdo de erros de amplicons, sem a
construcdo de OTUs. Estudos mostram que em varias comunidades simuladas, DADA2
identificaram variantes mais reais e produzem menos sequéncias espurias que outros
métodos (CALLAHAN, et al. 2016b). O pacote DADA2 tem um pipeline completo
implementado para transformar os arquivos fastq do sequenciador em sequéncias de amostras
inferidas, desmembradas, e sem quimeras. A filtragem de arquivos fastq foi realizada para
cortar as sequéncias dos primers de PCR e filtrar as extremidades 3’ das leituras devido ao
decaimento da qualidade (Q<30). Apds a filtragem, as reads ficaram com um tamanho de 2 x
250 pb, mantendo a sobreposicdo para posterior juncdo das leituras e remontagem do
fragmento. O algoritmo DADA?2 faz uso de um modelo de erro paramétrico e cada conjunto
de dados de amplicon tem um conjunto diferente de taxas de erro. O método learn Errors
aprende esse modelo de erros a partir dos dados, alternando a estimativa das taxas de erro e a
inferéncia da composicdo da amostra até que eles convirjam em uma solucdo consistente.
Como em muitos problemas de aprendizado de maquina, o algoritmo deve comegar com um
palpite inicial, para o qual sdo usadas as taxas de erro maximas possiveis nesses dados (as
taxas de erro se apenas a sequéncia mais abundante estiver correta e todo o restante for erros).
Depois, a etapa de desreplicacdo (denoising) € realizada para se obter uma lista detalhada de
sequéncias Unicas e suas abundancias, e produzir pontuacdo de qualidade de posicdo do
consenso para cada sequéncia Unica, tomando a média das qualidades posicionais das leituras

componentes.
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DADA2 ndo cria OTUs e diferencia as varidveis de sequéncia relacionadas.
Diferentemente de outros, esse pipeline realiza a fusdo de paired-end reads apds a etapa
denoising. Isso ocorre porque o algoritmo de denoising do nucleo usa a relacdo empirica entre
o indice de qualidade e as taxas de erro, atingindo maior precisdo através do desmembramento
antes da fusdo, embora com algum custo computacional. Como a fusdo ocorre apés a etapa de
denoising, é necessaria sobreposicao exata, sem mismatches, uma vez que se espera que quase
todos os erros de substituicdo ja tenham sido removidos. Em seguida, quimeras sao
removidas.

Apds o processamento inicial dos dados de sequenciamento pelo DADAZ2, as
taxonomias foram atribuidas a cada ASV (do inglés Amplicon Sequencing Variants)
utilizando uma implementagéo do programa DADA2 do método de classificador bayesiano
ingénuo para essa finalidade. A fungédo assignTaxonomy toma como entrada um conjunto de
sequéncias (ASVs) a serem classificadas e um conjunto de treinamento de sequéncias de
referéncia com taxonomia conhecida, e atribui taxonomias. O banco de dados Silva 138 foi
utilizado como referéncia.

As classificagBes taxondmicas, e suas quantificacfes, gerados pelo DADA2 foram
importados para o programa Phyloseq (MCMURDIE e HOLMES, 2013), também
implementado no R. O pacote phyloseq é uma ferramenta para importar, armazenar, analisar e
exibir graficamente dados complexos de sequenciamento filogenético que ja foram agrupados
em ASVs. Este pacote aproveita muitas das ferramentas disponiveis em R para ecologia e
analise filogenética (vegan, ade4, ape, picante), enquanto também usa sistemas graficos
avancados / flexiveis (ggplot2) para produzir facilmente graficos de alta qualidade. As
andlises de diversidade Alpha e Beta foram realizadas no pacote phyloseq, conforme descrito
em (CALLAHAN, et al. 2016a). Foram filtradas as ASVs que ndo foram classificadas em
pelo menos até o nivel de familia, e ASVs assinaladas como o mesmo género foram

aglomeradas.

As sequéncias obtidas das amostras foram depositadas na base de dados NCBI,
conforme descrito a seguir: SRR 14711570 (amostra 1), SRR 14711886 (amostra 2), SRR
8870613 (amostra 3), SRR 12192194 (amostra 4), SRR 14695605 (amostra 5), SRR
14712015 (amostra 6), SRR 18210441 (amostra 7), SRR 18074985 (amostra 8) e SRR
17922930 (amostra 9).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa 1
5.1.1 Caracterizacdo do efluente citricola

O efluente citricola apresentou no inicio da coleta na empresa uma temperatura de 35
°C pH 11,12; 22,40 de g DQO L™, 6,22 g L™ de carboidratos totais, sélidos totais de 8,2 g L™,
s6lidos voléteis de 4,5 g L™, concentracdo inicial de &cido acético de 113,6 mg L™ e 4cido
butirico de 8,2 mg L™ e coloragdo amarronzada (visual).

O pH préximo a 11,12 foi um indicativo da probabilidade de auséncia de arqueias
metanogénicas, uma vez que tais microrganismos sobrevivem somente em faixas de pH
proximos a 7,0 (GUOQ, et al., 2010). Além disso, geracdo de biogas foi verificado nos frascos
dos residuos recebidos pela agroindustria citricola, através da coleta de gas gerado no
recipiente e analisado em cromatografia gasosa, que provavelmente foi devido a acdo de
bactérias fermentativas presentes.

A determinagdo do pH elevado, pode estar relacionado provavelmente pelo fato do
efluente tem passado por processo de tratamento com adi¢des de alcalinizantes. Tal fato
provavelmente favoreceu a manutencdo de microrganismos alcalifilicos. Segundo Abbrescia
et al., (2014), especies de Bacillusestdo entre os alcalifilicos mais encontrados
frequentemente em produtos naturais e em condicdes de crescimento de 30 a 50 °C, em NacCl
até 10%. Esta informacdo corrobora com pH inicial do efluente citricola obtido da inddstria, a
comunidade microbiana do efluente havia presenca de microrganismos alcalifilicos, além de

bactérias fermentativas.

51.2 Obtencdo e caracterizacdo microbioldgica da cultura mista de bactérias

anaerébias

A cultura mista de bactérias anaerébias foi obtida a partir da diluicdo 10°, com o

crescimento da biomassa nos frascos (Figura 9).
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Figura 9. Crescimento em meio de cultivo genérico, ap6s 48 horas.

Fonte: préprio autor

A morfologia da cultura mista de bactérias anaerdbias era de bacilos e cocos Gram+
(Figura 10), que é caracteristica de microrganismos fermentativos como género Clostridium
ou Bacillus (ETCHEBEHERE et al., 2016). Etchebehere et al. (2016) e Valdez-Vazquez;
Poggi-Varaldo (2009) apontaram que este género de microrganismos possui potencial elevado
de producdo de gas hidrogénio e varios estudos com microrganismos desse género (ALY et
al., 2018; AN et al.,, 2018; HAMILTON et al., 2018) corroboram o fato de que
microrganismos do género Clostridium sdo grandes produtores de H,. Maintinguer, et. al.,
(2008) operou reatores anaerobios alimentados com sacarose e aplicados a geracdo de Ho,
inoculados com consorcio anaerébio advindo de lodo granular de reator UASB tratando
residuos de suinocultura pré-tratado a quente (100°C por 15 min.) e obtiveram morfologias
predominantes a bacilos Gram+, como no presente estudo.
Figura 10. Microscopia do inéculo isolado do efluente bruto citricola. Ampliacédo de
1000X: Setas indicam morfologias de bacilos Gram+.
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A quantificacdo das bactérias anaerdbias fermentativas por pour plate da cultura mista
de bactérias anaerdbias (indculo 3) em meios seletivos NN, NBGT, LBS, TATAC e VS foram
respectivamente de (UFC mL™) 3x10°; 4x10°; 4x10°, 5x10*e 3x10° UFC (Figura 11). Para o
meio seletivo DHL néo foi verificado crescimento de colonias.

Figura 11. Quantificac@o de bactérias anaerdbias fermentativas por pour plate da
cultura mista de bactérias anaerobias

BNN BNBGT mLBS L TATAC mVS

Fonte: Préprio autor

Os géneros de bactérias tais como Clostridium sp.; Bacteroides sp., Lactobacillus sp.,
Streptococcus sp. e Veillonella sp. s@o envolvidas na degradacdo de agucares, principalmente
os advindos dos residuos de frutas, como glicose, frutose e sacarose, que séo utilizados como
fontes de carbono na fermentacao bacteriana (LIAKOU et al., 2018). Ha uma diversidade de
géneros de bactérias fermentativas produtoras de hidrogénio descritas na literatura e as
condicBes impostas de operacdo dos reatores anaerdbios, no presente estudo, provavelmente
favoreceram a permanéncia dessas. As colénias quantificadas no presente estudo nos meios de
cultivo especificos para bactérias anaerobias estritas (NN, NBGT, VS) e facultativas (DHL,
LBS e TATAC) certamente contribuiram para a conversdo do substrato em metabdlitos e
producéo de hidrogénio, conforme verificado e descrito a seguir nos ensaios realizados. N&o
foi verificada contagem em meio seletivo DHL para bactérias da familia Enterobacteriaceae.
Provavelmente as condi¢fes experimentais, principalmente as condi¢fes de anaerobiose
estrita impostas no enriquecimento da cultura mista de bactérias anaerdbias, inibiram o seu
desenvolvimento (LI e FANG, 2007).
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5.1.3 Identificacdo da cultura mista de bactérias anaerobias (inéculo 3)

A cultura mista de bactérias anaerobias (indculo 3) apresentou abundancia relativa
(%) do Dominio Bactéria (99,58%) e Dominio Archaea (0,42%). Além disso, foram obtidas
abundancias relativas elevadas e distribuidas nos filos Firmicutes (62,15%) e Proteobacteria
(13,5%). Verificou-se abundéncia relativa das ordens Clostridiales (19%), Bacteriales (29%),
Lactobacilales (12%), entre outras. As principais classes identificadas foram Bacilli (41,05%)
e Clostridia (19,50%), sendo consideradas como bactérias produtoras de H;
(MAINTINGUER, et al. 2008) (Figura 12).

Figura 12. Classificacdo taxondmica da cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo
3) com respectivas abundancias relativas (%)
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A caracterizacdo do efluente citricola, principalmente o pH proximo a 11,12,
provavelmente inativou o desenvolvimento de arqueias metanogénicas e favoreceu a
permanéncia de bactérias fermentativas, conforme a presenca de alcalifilicas como principal
caracteristica do Firmicutes, que corrobora com a sua abundancia relativa de 62,15%. Esse
fato era esperado, uma vez que a cultura mista de bactérias anaerdbias se originou do efluente

citricola com pH elevado, que favoreceu a esporulacdo de microrganismos e seu crescimento
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em meio de cultivo genérico que continha nutrientes objetivando a perpetuacdo da diversidade
de bactérias anaerdbias autdctones, selecionando microrganismos anaerébios, destacando os
géneros Clostridium, Bacillus e Lactobacillus com abundéncias relativas de 13,65%, 20,44%
e 10,61%, respectivamente (Figura 12).

A cultura mista de bactérias anaerdbias foi enriquecida em meio genérico com
substratos como glicose, peptona, triptona, extrato de levedura e as condi¢fes operacionais
impostas, principalmente pH 7,0 e temperatura mantida a 37 °C, podem ter favorecido a
permanéncia das bactérias fermentativas como as pertencentes aos géneros Clostridium,
Geobacillus, Bacillus e Lactobacillus que foram identificados no presente estudo. Além
disso, bactérias anaerdbias dos géneros Clostridium, Geobacillus, Lactobacillus e Bacillus
foram documentadas em biorreatores geradores de H, e alcoois, principalmente etanol.
Microrganismos do género Clostridium sdo bactérias anaerdbias estritas, formadoras de
endosporos. Bactérias pertencentes ao género Bacillus possuem forma de bastonetes, Gram-
positivas, anaerdbias estritas ou facultativas, catalase positivas, produtoras de endosporos e de
muitas enzimas, algumas toxicas. Entretanto os géneros Clostridium e Bacillus tém sido
documentadas como produtoras bioldgicas de H; e alcoois a partir de substratos como glicose,
sacarose, xilose e glicerol, entre outros (LERTSRIWOG, et al 2020 e RODRIGUES et al.
2020). Camargo et al., (2021), verificaram a producao de H, com residuos lignocelulésicos de
citros e obtiveram abundancias relativas do género Clostridium (79,78%) como no presente
estudo, além de outros géneros como Coprothermobacter (4,32%), Defluviitoga (4,36%),
Fervidobacterium (2,93%), Fluviicola (5,01%), Marinospirilum (2,75%), Pseudomonas
(2,14%) e Sulfirimonas (11,68%). Tais diferencas observadas com o presente estudo,
provavelmente se deveram ao tipo de residuo utilizado e as condi¢des de cultivo.

As bactérias acido-laticas do género Lactobacillus possuem morfologias de bacilos
gram-positivos, fermentativas com capacidade de produzir &cido latico a partir de
carboidratos. Podem coexistir em biorreatores anaerébios com microrganismos produtores de
H, como Clostridium e Bacillus. Além disso, Lactobacillus podem gerar bacteriocinas que
inibem as bactérias fermentativas (KAWAGOSHI, et al.2005 e SANTIAGO, et al. 2019).
Mazareli, et. al., (2019) avaliaram a producdo fermentativa de hidrogénio, a partir de residuo
de banana utilizando consorcio de bactérias mesofilicas e observaram predominios de
bactérias fermentativas pertencentes aos géneros Clostridium e Lactobacillus, como
verificado no presente estudo e associadas principalmente a hidrolise e produgdo de

hidrogénio. Entretanto no presente estudo e no trabalho de Mazareli, et al. (2019),
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Lactobacillus esteve presente e provavelmente auxiliou nos processos fermentativos
verificados.

O género Geobacillus é composto por bactérias anaerébias facultativas e Gram-
positivas, formadoras de enddsporos, em forma de bacilos. Podem crescer na faixa de
temperatura de 35 - 75°C e faixa de pH ideal de 6,0-8,5. S&o capazes de utilizar carboidratos,
acidos organicos, peptona, triptona, extrato de levedura e consequentemente, gerar enzimas
(proteases, lipases e amilases), acetato, etanol, lactato, isobutanol, bacteriocinas, etc. (NOVIK
et al. 2019). Além disso, Geobacillus sdo capazes de produzir ou estimular a sintese de alguns
biocombustiveis, principalmente etanol e nenhuma referéncia sobre a producdo de H, foi
documentada. No entanto, investigagdes da funcdo de Geobacillus nestes processos
anaerobios tiveram inicio recentemente (SANTIAGO, et al. 2019). Foi identificado a presenca
deste microrganismo na amostra da cultura mista de bactérias anaerdbias, comprovando o

potencial desta cultura mista para a producéo de etanol.

5.2 Etapa 2: Avaliacédo da cultura mista de bactérias anaerdbias em reatores

alimentados com diferentes fontes de carbono

A cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3) cresceu em glicose, lactose,
maltose, frutose, sacarose e xilose, separadamente. A producdo de H, foi observada nos
reatores alimentados com glicose (2,1 mmol L™), sacarose (2,7 mmol L™) e frutose (2,6 mmol
L™). N&o foi observado crescimento ou geracdo de H, nos demais meios de cultivo contendo
acetato, glicerina e amido como fontes de carbono. Provavelmente, a cultura mista de
bactérias anaerobias proveniente do efluente bruto citricola estava adaptada ao consumo
frutose, glicose e sacarose, que sdo 0S principais acucares presentes no processamento
industrial do suco de laranja, do que nos demais substratos testados (Tabela 4). Maintinguer et
al., (2017), testaram diversas fontes de carbono com cepas do género Enterobacter, isoladas
de efluentes de cervejaria, e obtiveram crescimento expressivo em glicose e xilose como
substratos, com geracGes de H,. Fonseca et al., (2016) isolaram bactérias fermentativas de um
reator UASB no tratamento de efluentes de usina sucroalcooleira e verificaram crescimento e

producdo de H, da cepa isolada em glicose, galactose, como no presente estudo.
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Tabela 4. Caracterizacdo nutricional e geracédo de H, com cultura mista de bactérias

anaerdbias
Glicose | Sacarose | Frutose | Lactose | Maltose | Xilose | Glicerol | Amido | Acetato
Crescime
Ar\]ItSOS + + + + + + - - -
600nn
mmt)'i.L'l * * * i i i i i i

Crescimento e hidrogénio avaliado ap6s 48 hs; temperatura de incubagéo: 37°C; concentracdo substrato 10 g L™,
em meio de cultivo genérico (PYG) em pH 7,0 (MAINTINGUER et al., 2008)

5.3 Etapa 3: Avaliagdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas
puras em reatores alimentados com diferentes meios de cultivo sob modo

estatico e agitacao

Foi verificado que os in6culos (1, 2 e 3) cresceram nos reatores operados sob modo
estatico e a 100 rpm. No entanto, o crescimento da cultura mista de bactérias anaerobias
(inéculo 3) foi mais elevada nos reatores operados sob modo estatico, em meios de cultivo
RCM, MITRA e TYG do que a 100 rpm. Além disso, nos reatores alimentados com meio de

cultivo PYG, ndo houve diferencas entre o modo estatico e a 100 rpm (Figura 13).

Figura 13. Operacdo de reatores anaerobios em batelada preenchidos com meios de cultivo
RCM, TYA, MITRA e PYG com os inoculos 1, 2 e 3, operados sob modo estéatico e a 100

rpm: (a) Crescimento bacteriano e (b) Consumo de glicose.
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O consumo de glicose com meio de cultivo PYG foi semelhante nos reatores
operados sob modo estéatico e a 100 rpm, para todos os indculos, e variaram de 50% a 70% de
suas concentrac@es iniciais (Figura 13b). Maiores consumos de glicose foram observados em
reatores operados com cultura mista de bactérias anaerobias (indculo 3), do que nos reatores
com culturas puras (inoculo 1 e 2), em meios de cultivo RCM, TYA, MITRA e PYG. Além
disso, o consumo de glicose ndo foi total em nenhuma das condi¢fes operacionais testadas e
variaram de 40% a 80% das suas concentracGes iniciais. Fonseca et al., (2019), testaram C.
beijerinckii Br21, isolado de uma estacdo de tratamento de efluentes de vinhaca de cana-de-
acucar, em pH inicial 6,8, em triplicatas de reatores anaerobios alimentados com 54,4 mmol
de glicose L™ (9,8 g L™") e os autores ndo obtiveram o consumo total desse substrato, que foi
de 70%, conforme verificado no presente estudo. Da mesma forma, Fonseca et al., (2020),
avaliaram o crescimento de C. beijerinckii Br21 em meios de cultivo RCM e TYA com xilose
(0,754 € 0,844 g L™) e obtiveram 10,5% e 14,8% de consumo do substrato, respectivamente,
apos 50 horas de fermentacdo. No presente estudo, utilizando glicose como fontes de carbono
foram obtidos consumos superiores a 40% sob modo estatico para todos os indculos testados.
(Figura 13b).

O pH inicial 7,0 sofreu alteracdes ao final da operacdo dos reatores alimentados com
os diferentes meios de cultivo e ficou na faixa de 4,7 a 4,9, confirmando a ocorréncia da fase

acidogénica, com a formag&o de acidos acético e butirico, etanol e butanol (AL-SHORGANI,

et al., 2018) (Tabela 5).



76

Tabela 5. Produtos intermediarios gerados no final da operacéo de reatores anaerdbios sob
modo estatico com os indculos 1, 2, 3 e meios de cultivo: RCM; PYG; TYA; MITRA.

Meio de cultivo  Inéculos Etano: Acido acéitico Butancl)l Acido Butll’rico
mg L mg L mg L mg L

1 10,7+2,1 409,8+19,4 17,0+9,3 8,4+0,7

RCM 2 1301,0+7,5 450,4+12,5 2,7+7,1 8,7+0,4
3 52,3+4,9 390,3+13,3 - 8,4+0,7

1 22,9+3,9 246,5+9.4 31,348,3 8,1+1,4

PYG 2 18,0+1,4 201,1+7,1 306,9+13,8 8,8+1,1
3 1571,849,4 146,3+7,3 - 8,7+1,4

1 13,7+1,7 110,249,7 - 9,0+0,7

TYA 2 34,8+2,2 314,5+17,2 611,6+10,8 8,8+0,9
3 52,1+2,1 374,9+19,2 - 8,3+0,9

1 - 178,0+11,2 9,2+11,3 8,3+1,8

MITRA 2 - 178,6+10,6 10,1+15,3 8,9+0,9
3 1434,8412,8 177,7+12,2 - 9,5+1,3

Os reatores operados com o indculo 1 mantiveram geracdo elevada de acido acético
para os diferentes meios de cultivo, sob diferentes modos de operacdo. De acordo com
Guerrero et al., (2021), quando a glicose € utilizada como substrato, na fase acidogénica,
acetil-CoA pode ser completamente metabolizado para a formacgéo exclusiva de acido acético,
provavelmente ocorrido no presente estudo. A producdo de acidos organicos provavelmente
causou um processo degenerativo, afetando seus estados fisiologicos levando a geracdo de
cepas sem capacidade de esporulacdo. Essa propriedade incomum é conhecida como
degeneracdo, permitindo que as celulas permanecam em uma fase acidogénica, o que levaria a
geracOes elevadas de acido acético para todas as condices testadas com o inoculo 1
(GUERREROQO, et al. 2021) (Tabela 5 e Tabela 6).

Butanol foi obtido nos reatores operados com indculo 2, em meios de cultivo PYG e
TYA, sob modo estatico e a 100 rpm. Producdes mais elevadas foram alcangadas com os
meios de cultivo TYA (611,6 mg L™ e 639,4 mg L™ sob modo estatico e a 100rpm,
respectivamente) e PYG (306,9 mg L™ e 314,5 mg L™, sob modo estatico e a 100 rpm,

respectivamente) (Tabela 5 e 6).



77

Tabela 6. Produtos intermediarios gerados no final da operacéo de reatores anaerdbios a 100
rpm com os indculos 1, 2, 3 e meios de cultivo: RCM; PYG; TYA; MITRA

Meio de cultivo  Indculos Etanol Acido acético Butanol Acido Butirico

mg L™ mg L™ mg L™ mg L™

1 - 435,9+12,7 13,7£2,8 8,4+0,7

RCM 2 33,3£2,1 360,6+8,2 22,5+2,1 8,214
3 60,3t£2,1 288,9+7,1 - 8,9x0,7

1 22,9449 246,5%0,7 31,3x1,4 8,1+0,7

PYG 2 18,0+1,4 201,1+2,1 306,9+2,1 8,8+0,7
3 1571,8+4,9 146,3+2,1 - 8,714

1 - 425,5+19,1 - 9,6+0,7

TYA 2 18,2+1,4 303,3+4,9 639,4+7,1 8,3+1,4
3 42,014 119,9+1,4 - 8,5+2,1

1 - 180,5+3,5 - 8,6x1,4

MITRA 2 - 200,6%4,2 20,3+2,1 8,6+1,4
3 628,1+4,9 256,0+2,8 - 9,1+0,7

Foi observado producéo de metabdlitos com o meio de cultivo RCM e inéculo 2, sob
modo estatico, em concentracdes mais elevadas de etanol (1301,0 mg L™), enquanto na
condicdo 100 rpm foi verificada producdo de &cido acético (360,6 mg L™). Os clostridios
solventogénicos normalmente reabsorvem os &cidos acético e butirico, gerados durante a
etapa de acidogénese, para produzir acetona, butanol e etanol (AL-SHORGANI et al., 2020).
No entanto, algumas cepas podem perder a capacidade de reabsorver esses acidos ou gera-los
em concentracGes mais reduzidas. Portanto, acidos organicos podem ter sido acumulados nos
reatores operados a 100 rpm, como observado no presente estudo (Tabela 6), com geracGes
mais elevadas de &cido acético. Esse comportamento atipico de cepas de Clostridium
solventogénico pode estar relacionado a perda do gene responsavel pela solventeogénese,
como acetil-CoA acetiltransferase, acetoacetato descarboxilase e butirato quinase (AL-
SHORGANI et al., 2020). Provavelmente, a condicdo operacional imposta de 100 rpm
promoveu essa alteracdo na rota metabdlica.

Para o indculo 3, com a presenca de concentracGes mais reduzidas de glicose, como
imposto nos meios de cultivo Mitra (10 g L) e PYG (10 g L™), foram favorecidas producdes
de etanol sob modo estatico e a 100 rpm. J& para 0os meios de cultivo RCM e TYA, cujas
concentracdes de glicose foram mais elevadas (30 g L™), houve uma producéo expressiva de

acido acético nos reatores sob modo estatico e a 100 rpm. Esses resultados evidenciaram a
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alteracdo da rota metabolica, para o in6culo 3 em diferentes meios de cultivo e em diferentes
concentragdes de glicose (Tabelas 5 e 6).

O pH é um fator bastante importante durante a fermentacdo ABE (acetona-butanol-
etanol), influenciando diretamente o metabolismo microbiano. Contudo, na fase acidogénica
ocorre a formacdo dos &cidos acético e butirico. Consequentemente a queda do pH celular
acaba desencadeando a segunda fase de crescimento, a solventogénese (LEE, et al. 2008).
Esta fase consiste na transicdo para a fase de crescimento estacionario e na assimilacdo dos
4cidos com formacdo concomitante de solventes (acetona, n-butanol e etanol) (LUTKE-
EVERSLOH e BAHL, 2011). Estes fatos ndo ocorreram nos reatores operados sob modo
estatico para todos os meios de cultivo testados. Além disso, foram verificados 450 mg écido
acético L™ para indculo 2 em meio de cultivo RCM e de até 9,5 4cido butirico mg L™, com
indculo 3, em meio de cultivo MITRA. Alcoois foram gerados: 1571,8 mg etanol L™ com
indculo 3, em meio de cultivo PYG e 611,6 mg butanol L™ com inéculo 2, em meio de cultivo
TYA. Dessa forma, o pH teve efeito sobre a producdo de acidos e alcoois, em pH 4,8 nos
reatores operados, com diferentes meios de cultivo, em 72 horas de operacdo. Dependendo do
pH, o deslocamento das fases de acidogénese para solventogénese pode ocorrer, em meios de
cultivo com cepas de Clostridium. Alem disso, pH inferior a 5,0 parece ser o ideal para
producdo de acetona e butanol (MONOT et al.,1984; AL-SHORGANI et.al.,, 2018).
Entretanto, espécies produtoras de etanol sobrevivem em ampla faixa de pH de 3,5 a 9,0
(SILVA et.al., 2018). Tais informacgdes corroboraram com os resultados obtidos no presente
estudo, onde foram verificadas producdes de etanol e butanol em faixas de pH 4,8 além da
auséncia de acetona.

De posse dos resultados, o planejamento para 0s ensaios posteriores foi com adicdes
do efluente bruto citricola ao meio reacional, com monitoramento da producédo de H,, &cidos e

alcoois, além da manutencéo dos reatores sob modo estatico, descritos a seguir.

5.4 Etapa 4: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas

puras em reatores alimentados com meio de cultivo contendo glicose

O crescimento da biomassa ocorreu de forma similar para os trés indculos testados.
Foi observada fase lag de 2h, para o indculo 3, indicando a adaptacdo da biomassa ao meio de
cultivo. Nas primeiras horas da fermentacdo, as bactérias consomem o substrato para o
crescimento celular. Apds a fase lag, com o inoculo 3, iniciou-se o crescimento exponencial,

fase em que ocorre a multiplicagdo da populagdo microbiana e a produgdo de produtos como
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acidos e &lcoois (HALLENBECK, LAZARO e SAGIR, 2019). A partir de 49 h foi iniciada a
fase estacionaria dos inoculos testados. Apesar dos indculos iniciarem com a mesma
concentracdo de biomassa, as culturas puras tiveram um crescimento superior ao inéculo 3,
além de ndo apresentarem a fase lag, partindo do crescimento exponencial até a estabiliza¢do
(Figura 14).

Figura 14. Crescimento dos indculos (1) C. acetobutylicum; (2) C. beijerinckii e (3) cultura
mista de bactérias anaerdbias em glicose.
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Os consumos de carboidratos foram de 50%, 64% e 68%, para os inoculos 1, 2 e 3,
respectivamente. Os valores de DQO inicial e final ndo tiveram alteracdes significativas e
variaram de 28,7 para 23,0 g L™ (in6culo 1) e de 26,3 para 25,03 g L™ (indculos 2 e 3).

A rota metabodlica da glicose em processos fermentativos acontece com geracao de H,
na fase gasosa e produtos intermediarios como etanol, butanol, acetato, butirato podem ser
produzidos no metabolismo oxidativo da glicose (SHINTO et al., 2008) na fase liquida,
conforme descrito anteriormente. Isto sugeriu que houve uma transformacdo do substrato
inicial (glicose) a outros compostos organicos na fase liquida, causando a manutencdo da
DQO ao longo dos ensaios. Além disso, como ndo foi verificada a geracdo de metano nas
analises cromatograficas, certamente, a auséncia de microrganismos consumidores desses
metabolitos como arquéias metanogénicas foi a principal causa da manutencdo da DQO no
meio liquido.

N&o foi verificada geragdo de hidrogénio nos reatores operados com o inoculo (3).
Entretanto, nos reatores com as culturas puras (inoculos 1 e 2), foram verificadas geracdes de

36,8 mmol H, L™ e 64,1 mmol H, L™, respectivamente. Pelo ajuste sigmoidal da fungo de
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Gompertz modificada, os parametros estimados de fase inicial de geracdo de H; (1), produgao
maxima (P) e taxa de producao (Rm), foram respectivamente para os inoéculos 1 e 2: A =17,13
e 15,85 horas; P = 36,8 e 64,1 mmol H, L™; e Rm = 9,12 e 1,69 mmol H, L™ h™. Os
coeficientes de determinacéo (R?), obtidos pelo tratamento estatistico [(1) 0,997 e (2) 0,998],
reforcam que o modelo adotado representou os dados obtidos experimentalmente (Figura 15).

O indculo 2 (C. beijerinckii) obteve a producdo de hidrogénio mais elevada de 64,1
mmol H, L™ comparado ao indcuo 1 (C. acetobutylicum) de 36,8 mmol H, L™. Em relacéo ao
consumo de carboidratos, os percentuais foram de 36,8 e 64,1% para os indculos 1 e 2,
respectivamente. Além disso, 0s consumos mais elevados de glicose e geracdo de hidrogénio
ocorreram nos reatores com o indculo 2 (Figura 15).

Figura 15. Ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada nos indculos 1 (m) e 2 (e)
em reatores anaerobios alimentados com glicose.
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No presente estudo foi verificado a producdo de butanol e etanol em ambas as culturas
puras testadas, com destaque para C. beijerinckii, (indculo 2) na producédo de butanol (339,5
mg L™) e C. acetobutylicum (inéculo 1) na geracdo de etanol (22,9 mg L™), confirmando a
habilidade de tais espécies na fermentacdo de tais co-produtos, com vias metabdlicas que
permitem a conversdo espontanea de acucares em solventes (NANDA et. al., 2017; NDABA,
CHIYANZU, MARX, 2015). (Tabela 7).

O produto intermediario gerado nos reatores anaerébios alimentados com glicose
indeulos (1, 2 e 3), em concentracBes mais elevadas foi acido acético (mg L™) (246,5; 201,1 e;

146,3), respectivamente. (Tabela 7, Figura 15).
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Tabela 7. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores operados com
glicose para os in6culos 1, 2 e 3.

Tempo | Ac. Acético Etanol Butanol
(h) (mg L™ (mg L™) (mg L™)
In6culo 1

0 - - -
2 129,28+15 - -
4 182,5+80 - -
19 136,7+30 - -
22 110,240 - -
43 150,715 22,910 40,40
52 178,623 - 31,310
67 246,5+192 - -
In6culo 2
0 - - -
2 117,12 - -
4 134,715 - -
19 119,36 - -
22 145,9+50 13,948 -
43 189,3+21 15,045 339,540
52 219,5£30 18,2110 182,4+149
67 201,1£15 18,046 306,9+0
Inoculo 3
114,443 - -
118,240 - -
19 118,5+0 31,625 -
22 130,8+10 799,9+35 -
43 144,149 1514,1+243 -
52 133,27 1404,3+23 -
67 146,3+33 1571,8+295 -
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Figura 15. Concentra¢es maximas dos produtos intermediarios nos reatores anaerobios

alimentados com glicose, para In6culos 1, 2 e 3.
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Apbs 22 horas de operacdo, foi detectado butanol em concentracdes de 40,4 mg L™ e
339,5 mg L™ para os reatores operados com os indculos 1 e 2, respectivamente. Geracdes
reduzidas de etanol foram observadas apds 19 horas de operacdo, em respectivamente 22,9 e
18,2 mg L* para os indculos 1 e 2. Com 19 horas de operacéo ocorreu o acimulo de 4cido
butirico em 22,0 e 12,8 mg L™ nos reatores com indculos 1 e 2, respectivamente. Entretanto,
ap6s tal periodo, a concentracdo de 4&cido butirico diminuiu para até 8,1 mg L™
Provavelmente tal &cido foi consumido para a formacdo de butanol. De acordo com Al-
Shorgani, et al. (2018) a producdo de butanol na fase solventogénica inicia-se com a
diminuicdo do acido butirico, conforme verificado nos ensaios realizados (Tabela 7).

A producdo de &cido acético relaciona-se diretamente com a producéo de hidrogénio, a
partir de glicose, sendo este acido produzido na acidogénese. A producdo de hidrogénio
iniciou-se a partir das 19 h de operacdo dos reatores para 0s indculos 1 e 2. A producdo de
acido acético foi crescente como o inéculo 2 e decréscimo no inoculo 1, mostrando o
consumo de glicose com geracGes de acido acético e hidrogénio (Tabela 7) (Equacao 10).

Nos reatores operados com cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3), foi
confirmada a rota metabdlica de consumo de glicose a etanol e &cido acético, sem a geracao
de H, (Tabela 7, Figural5) (Equagéo 11).

CeHp0s + 2H,0 — 2CH3COOH + 4H, + 2CO, (10)
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CeH;,06 + H,0 > 2CH;CH,0H + CH,COOH + CO, (11)

A geracdo mais elevada de butanol nos reatores operados com as culturas puras
(indculos 1 e 2) se deveu, provavelmente ao fato de serem microrganismos especificos para a
producdo deste alcool (NANDA, et al., 2017). No reator operado com o in6culo 3 foram
verificadas concentraces de etanol de 1571,8 mg L™ com 67 horas de operagdo (Tabela 7).
Esse resultado pode ser explicado pela auséncia de H,, onde a rota metabdlica foi favorecida
para a geracao deste alcool (AL-SHORGANI, et al., 2017), conforme equacdo 12 (AMORIM,
SADER e SILVA 2014).

Ce¢H120g —> 2CH3CH,0H + 2CO, (12)

Diversas rotas metabdlicas podem ocorrer na fermentacdo da glicose, em diferentes
produtos, no metabolismo de C. acetobutylicum. Segundo Lutke-Eversloh e Bahl (2011), C.
acetobutylicum pode gerar varios metabolitos na fermentacdo como, por exemplo, acido
acetico, butirico e latico na fase acidogénica, além de etanol e butanol na fase solventogénica,
respectivamente. Neste estudo foi verificada a diversidade de produtos gerados a partir da
glicose presente no efluente bruto citricola. Varias rotas metabolicas foram verificadas, com
os indculos testados, na geracdo de metabdlitos tais como H,, CO,, acetato, butirato, butanol e
etanol.

C. acetobutylicum e C. beijerinckii podem gerar trés principais co-produtos a partir
de fontes de carbono como a glicose: &cidos organicos (acido acético e acido
butirico); solventes (acetona, etanol e butanol) e; biogas (didxido de carbono e hidrogénio) na
fermentacdo ABE em duas fases distintas; acidogénese e solventogénese (XUE, et al., 2017) .
A fermentacdo sofre primeiramente uma fase (1) acidogénica onde os acidos sdo produzidos
juntamente com o crescimento celular; (2) solventogénese, onde o crescimento € interrompido
e os acidos sdo convertidos em solventes (BHARATHIRAIJA, et al., 2017). Além disso,
alguns estudos mostraram que a mudanca de acidogénese para solventogénese pode ser
desencadeada se o pH for inferior a 5 (L1 et al., 2014b), conforme descrito anteriormente. Nos
resultados obtidos foi verificada a perpetuacdo da fase de acidogénese pela producdo de
hidrogénio e na fase solventogénese pela producdo de butanol com as culturas puras (indculos
1 e 2). Contrariamente, a fase de solventogénese foi estabelecida com gerac6es elevadas de
etanol, nos reatores operados com a cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3).

Na rota metabdlica a partir de residuos lignoceluldsicos que contém glicose podem
ser verificadas producdes de hidrogénio e butanol. Entretanto, HALLENBECK, ABO-
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HASHESH e GHOSH, (2012) verificaram que somente um terco desses substratos foi usado
para a produgdo de hidrogénio. Os dois tercos restantes foram convertidos na formacgéo de
outros produtos da fermentagdo como o acetato, butirato, formiato, etanol, butanol, acetona,
além da sua utilizacdo para o crescimento celular. Tal ocorréncia na rota metabdlica da
glicose foi verificada nos reatores anaerdbios operados com as culturas puras (inéculos 1 e 2),
descrito a seguir. Nos reatores operados com os in6culos 1 (C. acetobutylicum) e 2 (C.
beijerinckii) foram verificadas producdes elevadas de hidrogénio (36,8 mmol H, L™ e 64,1
mmol Hz L™) e de butanol (40,4 mg L™ e 339,5 mg L™), em 43 h de operacdo, conforme
descrito anteriormente. Com ambos in6culos ndo houve a producdo de acetona, mostrando
que a rota da fermentacdo ABE favoreceu a utilizacdo de acetato e butirato pela via butiril-
CoA em butanol (NDABA, et al., 2015) (Figura 16).

E importante salientar que C. acetobutylicum possui um metabolismo bifasico. Ou
seja, durante o seu crescimento séo gerados principalmente os acidos acético e butirico na fase
exponencial, enquanto a acetona e o butanol sdo formados na fase estacionaria (LUTKE-
EVERSLOH e BAHL, 2011). Nas vias metabolicas de producdo de hidrogénio e butanol, o
acucar € quebrado a piruvato gerando ATP e NADH (Figura 16). Durante acimulo de acidos
organicos da acidogénese, o pH diminui, devido a troca metabdlica da acidogénese para a
solventogénese. Nesta segunda fase, os acidos sdo re-assimilados para produzir acetona,
butanol, etanol, hidrogénio e dioxido de carbono, como os principais produtos (NDABA, et.
al., 2015). A utilizacdo de acetato e butirato ocorre pela via acetoacetil-CoA com a formagéo
de acetona. Entretanto, etanol e butanol foram formados pela via Butiril-CoA (LUTKE-
EVERSLOH e BAHL, 2011), sem a geracdo de acetona no presente estudo (Figura 16).
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Figura 16. Vias metabdlicas envolvidas na producgdo de hidrogénio e butanol a partir de
residuos lignoceluldsicos por biomassa fermentativa
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Fonte: (HALLENBECK, ABO-HASHESH e GHOSH, 2012).

Nos reatores anaerobios operados com cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo
3) alimentados com glicose, ocorreu o favorecimento da rota na fermentacdo para a producéo
de etanol, conforme descrito anteriormente. A producdo iniciou com 31,6 mg L™ em 19 horas
de operacdo até 1571,8 mg L™ em 67 horas, pela via butiril-CoA e acetoacetil-CoA.

Contudo, nessa etapa 4 do presente estudo houve uma mudanca na rota metabolica,
favorecendo a producdo de hidrogénio, butanol e etanol com os indculos testados. As culturas
puras (inéculos 1 e 2) foram habeis nos consumos de glicose com geracdes de hidrogénio
acetato, etanol além de butanol. A cultura mista de bactérias anaerobias gerou etanol pela via
butirato e acetil-CoA. (Figura 17 A). Ficou evidente a capacidade dos inéculos (culturas
puras e cultura mista) na oxidacdo da glicose por fermentacdo gerando hidrogénio, acido

acetico, butanol e etanol (Figura 17 B).
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Figura 17. (A) Fluxograma das vias metabolicas da fermentacdo ABE por Clostridium,
fase acidogénese (em rosa) e fase solventogénese (em verde). Os quadros tracejados de azul
destacam a via metabdlica ocorrida neste estudo; (B) Produtos gerados no ensaio 3 com as

culturas puras e a cultura mista de bactérias anaerdbias.
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5.5 Etapa 5: Avaliagdo das culturas puras (in6culos 1 e 2) e da cultura mista de
bactérias anaerodbias (indculo 3) em reatores alimentados com meio de cultivo

contendo efluente citricola

As culturas puras (inéculos 1 e 2) apresentaram crescimento mais reduzido que a
cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3) em reatores anaerébios em batelada,
alimentados com efluente citricola. Além disso, a cultura mista de bactérias anaerdbias
proveniente do efluente citricola estava adaptada a tal fonte de carbono, o que justificou a
diferenca verificada entre os indculos testados (Figura 18).

Figura 18. Crescimento dos inoculos (1) C. acetobutylicum; (2) C. beijerinckii e (3) cultura
mista de bactérias anaerobias, em efluente citricola.
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Em todos os reatores alimentados com efluente bruto citricola foi observado
comportamento diretamente proporcional entre o consumo de carboidratos e a producédo
acumulada de gas hidrogénio. Os consumos de carboidratos foram de 68%, 43% e 56%
respectivamente, com os inoculos (1), (2) e (3). Os valores de DQO no inicio e final da
operacéo ndo se alteraram significativamente e foram de 16,4 g L™ a 14,7 g L™ nos reatores
operados com as culturas puras (inéculos 1 e 2) e 14,0 a 11,4 g L™ nos reatores com a cultura
mista de bactérias anaerobias (indculo 3), corroborando com o processo fermentativo e
consequente geracdo de &cidos e alcoois observados e descritos a seguir.

Os reatores anaerObios operados com o inoculo (3) apresentaram valores mais
elevados de geracdo de hidrogénio (37,6 mmol H, L™) do que os obtidos nos reatores com as

culturas puras que sdo conhecidas como produtoras de hidrogénio [21,2 mmol H, L™ (inéculo



88

1) e 15,7 mmol H, L™ (indculo 2)]. SOARES et al. (2018) avaliaram a producdo de
hidrogénio a partir de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado hidro termicamente (5,84) g L™) e
extrato de levedura (2,77 g L™), em reatores anaerébios em batelada (1L), com inéculo (10%
v/v) proveniente de residuo de compostagem, em pH 6,0, a 37°C, por 400 horas e obtiveram
1,50 mmol H, L™. Tais resultados foram inferiores aos obtidos no presente estudo, para 0s
reatores alimentados com efluente bruto citricola em 21,2; 15,7 e 37,6 mmol H, L™
respectivamente, para os ensaios com os indculos 1, 2 e 3.

Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 19), os parametros
estimados de fase inicial de geracdo de H; (L), producdo maxima (P) e taxa de producdo (Rm),
foram respectivamente para os inéculos 1, 2 e 3: L = 7,6; 10,8 e 23,3 horas; P =; 21,0; 16,0 e
37,8 mmol H, L™; e Rm = 0,9; 3,1 e 4,9 mmol H, L™ h. Os coeficientes de determinacio
(R?), obtidos pelo tratamento estatistico [(1) 0,998; (2) 0,998 e (3) 0,997:], reforcaram que o
modelo adotado representou os dados obtidos experimentalmente nos reatores anaerébios em
batelada, alimentados com efluente citricola.

Figura 19. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada da geracdo de hidrogénio
para os indculos 1 (e), 2 (A) ¢ 3(m) em reatores anaerdbios alimentados com efluente

citricola.
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Em todos os reatores alimentados com efluente bruto citricola foi observado
comportamento diretamente proporcional ao consumo de carboidratos e a producdo

acumulada co-produtos na fase liquida, além de hidrogénio no headspace dos reatores. Os



89

acidos gerados em concentracdes mais elevadas foram acético e propidnico, para os indculos
1, 2 e 3. O 4cido butirico se manteve presente em concentragcdes mais reduzidas, variando de
8,0 a 12,1 mg L™ no decorrer da operacéo (Figura 20).

Figura 20. Variagdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com residuo citricola, para indculo 1, 2 e 3.

120,0 - 1189 119,8 118,2
100,0 - 82,8
80,0 -
o 60,0 49,5
£ 440370 0357 35,2
40,0 1 271 " 28,7 - >
20,0 - 12,1 .11,7 9,8
00 J _ B
Inoculo 1 Inoculo 2 Inoculo 3
Etanol ® Acido Acético Acido Butirico Acido Propidnico M Acido Caprdico

Entretanto, ndo foi observada a producéo de butanol. Concentracao de acido butirico e
pH em torno de 5,7 sdo essenciais para estimular os microrganismos a produzir butanol,
devido aos mecanismos metabolicos complexos envolvidos na inducdo para formagédo deste
solvente (RAMEY, YANG, 2004, HAUS et al., 2011). Com a formacéo de &cido butirico na
acidogénese o pH da cultura pode diminuir para 4,5, valor considerado critico para transicéo
da solventogénica que € favorecida a faixas de pH de 5,0-5,5 (SILVA, 2019), conforme
descrito anteriormente. Segundo Monot; Engasser; Petitdemange, (1984), a concentracdo de
4cido butirico precisa estar em torno de 1,9 g L™ para que ocorra a producéo de butanol. Tais
inferéncias explicaram a auséncia de butanol na etapa experimental do presente estudo,
ocasionada principalmente pelas concentracdes reduzidas de acido butirico (12,1; 11,7 e 9,8
mg L™) que foram produzidas com os inéculos 1, 2 e 3, respectivamente.

Com 21 horas de operacdo foi verificada producdo de etanol para todos os indculos
testados. As concentracdes maximas de etanol foram de 27,1 e 28,7 mg L™ em 45 horas de
operacdo nos reatores operados com as culturas puras (indculos 1 e 2, respectivamente).

Entretanto, a maior concentracdo de etanol foi de 82,8 mg L™ em 78 horas de operagdo
nos reatores com a cultura mista de bactérias anaerobias (indculo 3). A fermentacdo etandlica

foi favorecida nos reatores inoculados com cultura mista, conforme discutido anteriormente
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no Etapa 4. Além disso, houve o predominio do &cido acético nos reatores operados com 0s
indculos 1, 2 e 3 (Figura 20 e Tabela 8).

Tabela 8. Variacdo temporal dos produtos intermedidrios gerados nos reatores com
alimentados efluente citricola nos indculos 1, 2 e 3.

Tempo A,\c_. AC Etanol | Butanol
h) ACG’[ICE? Butlrlc_:lo (Mg L'l) (Mg L'l)
(mgL™) | (mgL™)
In6culo 1
0 114,5+2 8,0+3 - -
6 182,545 8,53 - -
21 116,743 8,4+3 12,4+11 -
45 110,248 9,9+7 27,149 -
78 118,947 12,1+10 15,0+4 -
Inéculo 2
0 110,2+16 9,4+3 - -
6 134,7+8 9,4+2 - -
21 114,045 8,715 18,9+27 -
45 121,1+13 8,112 28,7421 -
78 119,845 11,748 26,8+16 -
Indculo 3
0 113,6+19 8,242 - -
6 118,2+12 8,5+1 - -
21 125,1+18 9,5+4 7,523 -
45 123,0+20 8,415 61,8433 -
78 118,2+24 9,845 82,8442 -

Acido acético e butirico sdo produzidos na primeira fase da fermentacdo, com o

consumo de glicose, consequente crescimento celular e producdo de hidrogénio, conforme

observado no presente estudo. Concentracdes mais elevadas de &cido acético e butirico

favorecem a producdo de gas hidrogénio. Entretanto, quando a célula entra na fase

estacionaria de crescimento o seu metabolismo pode ser alterado para a producédo de solventes,
como etanol (LIU et. al., 2019).

Torquato et al., (2017) operaram reatores anaerébios alimentados com efluente

citricola (16 g DQO L™), a 37 °C, pH inicial 5,5 e consércio anaerébio de um reator UASB e

obtiveram 33,4 mmol H, L™, etanol (325 mg L™), 4cido acético (80 mg L™) e 4cido butirico

(238 mg L™), em 44 h de operagdo. No presente estudo foi verificado produces mais

elevadas de H, com o efluente bruto citricola (37,80 mmol de H, L™) com 10 g DQO L*, nos

reatores operados com cultura mista de bactérias anaerébias (indculo 3).
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5.5.1 Estudo comparativo das etapas 4 e 5

O crescimento das culturas puras (indculos 1 e 2) foi diretamente proporcional as
remocOes de glicose com as geracGes de hidrogénio, acido acético, etanol e butanol. Em
contraste, com a cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3), ndo foi verificada producéo
de butanol ou hidrogénio. Neste caso, observou-se a fermentacdo etandlica a partir da glicose
com consequente geracao de etanol e &cido acético. Nos reatores operados com Clostridium
beijerinckii (in6culo 2) foram obtidos os melhores rendimentos de hidrogénio (1,65 mol H,
mol™ de glicose), bem como geracBes expressivas de butanol, quando comparado ao

Clostridium acetobutillycum (inéculo 1) (1,19 mol H, mol™ glicose) (Tabela 9).

Tabela 9. Principais resultados durante a operacédo de reatores anaerobios nas etapas 4 e 5
com os inoculos 1, 2 e 3.

Etapa 4 Etapa 5
In6culo 1 2 3 1 2 3
pH final 4,68+0,7 4,68+0,4 3,9040,3 4,95+0,7 4,80+0,9 4,78+0,4
Consumo DQO (%) 20,00 5,00 4,00 12,00 8,00 19,00
Consumo de Cg;(’t’)o'dratos totais 50,00 65,00 69,00 96,00 95,00 96,00
P (mmol H, LY 36,80+23,1 64,10+19,3 ) 21,00£225  16,004218  37,80+31,1
(h) 17,00 16,00 11,00 23,00 8,00
Rm | 9,1242,9 1,69+4,8 - 0,9043,1 3,1045,9 4,90+7,1
(mmol Hy L™ h) 1242, 6924, 9043, 1045, 9027,
Rendimento
mol Hy/mol glicose 1,19+1,7 1,65+2,1 - 1,19+4,1 0,89+2,2 2,11+£27
% 2975 41,25 - 2275 22,25 5275
Rendimento
mfﬂ"'::;?gl'/’r’:gl' gl'i'ccgsss 0,0240,5 0,010,4 0,8340,3 0,02+0,4 0,03+0,5 0,100,7
9 9 768,70+6,4 473,60+7,7 38243,30+23,4  847,40+19,2 1522,70+229  4651,70+28,7
Ac. Acético (mg L™?) 24650128  201,10#115  146,30+153  118,00£17,8 110,80+19,3  118,20+217
Etanol (mg L% 22,90+7,1 18,00¢8,5  1571,80+31,9  1500+141  26,80£19,2  82,80282
Butanol (mg LY 31,30+#19,8  306,90+31,4

Pachiega et al. (2018) obtiveram rendimentos de hidrogénio de 0,2 mol H, mol™
glicose, em reatores anaerébios em batelada alimentados com 5 g L™ de glicose e consércio
anaerdbio de lodo granular de reator UASB tratando efluente de cervejaria. Tais resultados

foram inferiores ao presente estudo (Tabela 9).
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Os produtos intermediarios gerados ao final da operacdo dos reatores anaerobios
alimentados com glicose foram (mg L™): 4cido acético (246,50; 201,10 e 146,30), butanol
(40,40; 306,90; 0,0) e etanol (22,90; 18,00; 1571,80) para reatores com indculos 1, 2 e 3,
respectivamente. Duas vias metabdlicas distintas podem ocorrer, conforme descrito a seguir.
A glicose foi consumida por espécies de Clostridium (indculos 1 e 2) com consequente
geracgdo de hidrogénio e acido acético. Nos reatores operados com a cultura mista de bactérias
anaerdbias (indculo 3) foi confirmada a rota metabdlica de consumo de glicose a etanol e
acido acético, sem a geracdo de hidrogénio. Esta informacdo corrobora com o rendimento de
0,83 mol de etanol/mol de glicose, geracdes de 146,3 mg L™ de &4cido acético e 69% de
remocao de carboidratos totais nos reatores com o inéculo 3. (Figura 21, Tabela 9)

Foi observado um comportamento diretamente proporcional entre o crescimento dos
indculos [(1) 0,230 a 0,624; (2) 0,230 a 0,550 e (3) 0,230 a 0,816 ABS] e a producéao
acumulada de hidrogénio [(1) 21,0; (2) 16,0 e (3) 37,8 mmol H; L™] nos reatores alimentados
com efluente bruto citricola. A remocédo de carboidratos foi elevada e de 96%, 95% e 96%,
respectivamente, com os inoculos (1), (2) e (3). As remoc¢des de DQO ndo se alteraram
significativamente e isso corrobora com o processo de fermentacdo e consequente geracdo de
acidos graxos volateis e alcoois observados. Todos os indculos produziram hidrogénio e
etanol, com rendimentos de 1,19; 0,89 e 2,11 mol H,/mol glicose, que correspondem a 22,7%,
22,2% e 52,7%, para os indculos 1, 2 e 3, respectivamente. As producdes de etanol foram de
15,0; 26,8 € 82,8 mg L™ para os indculos 1, 2 e 3, respectivamente. Esses dados confirmam a
adaptacdo do inéculo 3 na degradacdo do efluente bruto, favorecendo a producdo de

hidrogénio e etanol via fermentacdo (Tabela 9, Figura 22).
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Figura 21. Reatores anaerobios em batelada alimentados com glicose como fonte de carbono:
crescimento celular, pH, remogéo de glicose, producgdo de acido acético, butanol e etanol com
(A) Indculo 1, (B) Inéculo 2 e (C) Indeulo 3.
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Figura 22. Reatores anaerobios em batelada alimentados com efluente bruto citricola como
fonte de carbono: crescimento celular, pH, remocdo de glicose, producdo de acido acético,
butanol e etanol com (A) Indculo 1, (B) Inéculo 2 e (C) Inéculo 3.
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55.2 AlteracOes taxondmicas nas populagdes advindas da cultura mista
de bactérias anaerobias (Amostra 3) e no final da operagdo da etapa 5
(Amostra 4)

A abundancia relativa verificada foi principalmente dos filos Firmicutes e
Proteobacteria. Diversidade elevada de bactérias anaerdbias foi observada para os géneros:
Clostridiaeae (27%), Enterobacteriaceae (37%), Ruminococaceae (11%), dentre outros.
Abundancias relativas elevadas foram verificadas para as classes Clostridia (44,88%) e
Gammaproteobacteria (39,00%).

Ocorreu alteracdes nas populagdes advindas da cultura mista de bactérias anaerébias
(Amostra 3) e no final da operagéo da etapa 5 (Amostra 4). O filo Firmicutes foi identificado
com uma abundancia relativa de 62,15% e 50,06% e Proteobacteria em 13,15% e 44,25%
para as amostras 3 e 4, no iniicio e final da operacdo, respectivamente. Foi evidenciado
principalmente a reducdo na abundéncia relativa do filo Firmicutes e o aumento de
Proteobacteria da amostra 3 para amostra 4, respectivamente. Ou seja, a diversidade advinda
do efluente bruto citricola foi alterada, durante a operacdo dos reatores anaerobios com
consequente geracdo de hidrogénio. Provavelmente, as condigdes operacionais impostas
causaram tal selecdo, ativando bactérias anaerdbias geradoras de hidrogénio, conforme

verificado no ensaio realizado (Figura 23).

Figura 23. Comparativo da Taxonomia em filo no inicio da operacdo (Amostra 3) e no final
da operacdo (Amostra 4).
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Os géneros predominantes foram Clostridium em abundancias relativas de 28,57%,
reconhecido como um dos principais microrganismos fermentativos e geradores de
hidrogénio, conforme verificado nas operacGes dos reatores alimentados com glicose e
efluente bruto citricola. Além disso, Ruminiclostridium foi observado em abundancia relativa
de 10,18%, que é um microrganismo celulolitico, produtor de hidrogénio, gas carbdnico,
etanol e acido acético (KOECK et al., 2014). Tais informacdes corroboraram com a obtencao
de etanol e hidrogénio nesta etapa 5 e que foram respectivamente de 82,8 g L™ e 37,6 mmol
H, L™. A familia predominante do filo Proteobacteria foi Enterobacteriacea (36,22%), que
sdo tolerantes a condicdo acida, conforme verificado no presente estudo (pH 4,78), e relatado
por VASIEE et al., (2020) . Contudo, Clostridium sp. e Enterobacter sp. sdo os principais
produtores de H, em culturas mistas fermentativas (Maintinguer et al., 2008).

55.3 Vias metabdlicas evidenciadas na etapa 4 (ensaios com glicose) e
etapa 5 (ensaios com efluente citricola)

Vaérias vias metabdlicas podem ocorrer durante a fermentacao da glicose na presenca
de bacterias fermentativas do género Clostridium. Segundo Liitke-Eversloh e Bahl (2011), C.
acetobutylicum ndo segue uma rota Unica na degradacdo de glicose. Geralmente varios
produtos sdo formados tais como &cido acético, butirico e latico durante a fase acidogénica,
além de etanol e butanol durante a fase solventogénica, respectivamente.

No presente estudo foi verificado varias rotas metabolicas de produtos gerados a partir
da glicose presente no efluente bruto citricola como H,, CO,, acetato, butirato, butanol e
etanol. Sendo assim, a heterofermentacdo dos inoculos testados foi verificada, conforme
descrito a seguir. H,, acido acético, etanol e butanol foram gerados a partir da glicose na etapa
4, com os in6culos 1 e 2 (C. acetobutylicum e C. beijerinckii). Os acucares contidos no
efluente bruto citricola, conforme descrito na etapa 5, nos reatores operados com o0s indculos
1 e 2, produziram &cido acético, H, e etanol. No entanto, em reatores operados com a cultura
mista de bactérias anaerdbias (in6culo 3) foram verificadas produc6es de diversos produtos
como H,, acido acético, &cido butirico e principalmente etanol. Além disso, foram
identificados os géneros Clostridium, Bacillus, Geobacillus, Lactobacillus Bacteroides e
Enterobacter na cultura mista de bactérias anaerdbias. As caracteristicas do efluente bruto

citricola e as condigBes operacionais impostas na etapa 5 provavelmente favoreceram a via
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metabdlica de geracdo de biocombustiveis, principalmente hidrogénio e etanol nos reatores

operados com cultura mista de bactérias anaerobias (Figura 24, Figura 25).

Figura 24. Vias metabdlicas possiveis durante a fermentacdo da glicose
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Figura 25. Diferenca das vias metabdlicas nas etapas 4 e 5 durante a fermentacéo da glicose e
do efluente citricola
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Além disso, bactérias anaerdbias pertencentes ao género Lactobacillus foram
identificadas no in6culo 3, corroborando com as producdes elevadas de etanol, uma vez que

tais microrganismos gram-positivos ndo formadores de enddsporos estdo associados a
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degradacéo proteolitica de residuos de frutas, vegetais, fermentacdo de carboidratos e acido
acético (WANG , et al., 2018; DAUGHTRY, et al., 2018). Este género € baseado na via
heterofermentativa, que pode fermentar monossacarideos em &cido latico, CO,, acido acético
e/ou etanol (DE ANGELIS e GOBBETTI, 2016), verificado no presente estudo.

O género Clostridium identificado no inoculo 3, provavelmente contribuiu para a
producdo de H, na degradacdo de carboidratos simples e complexos (MAZARELI et al.,
2019), além de solventes (etanol e butanol).

5.6 Etapa 6: Avaliacdo da cultura mista de bactérias anaerdbias e culturas
puras em reatores alimentados com diferentes proporcfes de meio de

cultivo e efluente bruto citricola

Foi verificado consumo de carboidratos para os inoculos 1, 2 e 3. Entretanto, tais
remocdes ndo foram totais. Mas é importante salientar que a partir da adicdo do efluente bruto
citricola os consumos de carboidratos foram mais evidentes. Além disso, a operacdo dos
reatores foi cessada quando foi verificada a estabilizacdo na geracdo de hidrogénio (Tabela
10).

Tabela 10. Consumos de carboidratos totais em reatores anaerébios em batelada em misturas
de meio de cultivo RCM (RCM) e Efluente citricola (EC).

Consumo de Condicdo Condicdo Condicdo Condicdo Condicado
carboidratos totais (%) 1 2 3 4 5
100% 80% RCM 50% RCM 20% RCM 100%
RCM * ' ’ EC
(%) 20% EC 50% EC 80% EC (%)
(%) (%) (%)
Inéculo 1 59,3 75,4 87,3 72,2 64,0
Inéculo 2 57,4 80,9 82,5 68,8 69,7
Inéculo 3 59,7 76,9 77,2 68,1 63,5

Nas cinco condicdes testadas, ocorreu o decaimento do pH. Exceto na condicdo 3,
todos os ensaios apresentaram variacdes em relacdo ao pH inicial (6,0) estabelecido,
indicando que o estabelecimento da fermentacdo com producdo de &cidos e de hidrogénio,
conforme descrito a seguir. Entretanto, ndo ocorreram variagdes de pH entre os inoculos

testados (1, 2 e 3) para uma mesma condicdo (Tabela 11).



99

Tabela 11. Variagdes de pH no final da operacdo em reatores anaerébios em batelada em
misturas de meio de cultivo RCM (RCM) e Efluente citricola (EC).

Condicdol  Condicdo2 Condicdo3  Condicéo 4 Condigdo 5

80% RCM 50% RCM 20RCM
100% RCM + + + 100% EC
20% EC 50% EC 80% EC
Inéculo 1 4,0 4,7 5,7 5,3 45
Inéculo 2 4,1 4.5 5,7 54 4.4
In6culo 3 3,9 4,1 5,8 53 4.4

O pH é um fator importante na producao de &cidos graxos volateis. ATASQY, et al.,
(2019), estudou o efeito de pH é&cido (5), alcalino (8 e 10) e sem controle em diferentes
indculos (granulo pequeno, granulo grande e lodo) para a producdo de &cidos graxos volateis.
Foram operados reatores com volume de trabalho de 100 mL utilizando glicose (3000 mg
DQO L™) como fonte de carbono durante 1, 5, 10 e 15 dias de operacéo. Foi verificado o
favorecimento da producéo de acido acético em pH 5,5, como verificado no presente estudo,
onde as suas geracOes, nas cinco condicdes testadas, foram em pH 6,0; 5,7 e 5,3 para as

condicdes 2, 3 e 4, respectivamente.

5.6.1 Condicdo 1 - 100% Meio de cultivo RCM, com cultura mista de
bactérias anaerobias e culturas puras

Os consumos de carboidratos totais foram de até 59,7% e o pH final da operacdo dos
reatores estiveram na faixa de 3,9 a 4,1, comprovando a producdo de &cidos, solventes e
alcool (Tabela 12).

Em 217 h de operacdo nos reatores com o inéculo 1 foram gerados 597,6 mg L™ de
4cido acético, 4,7 mg L™ de butanol e 583 mg L™ de etanol. Entretanto, nos reatores operados
com o indculo 2 as concentracdes foram de 293,3; 21,3 e 966,2 mg L™ de &4cido acético,
butanol e etanol, respectivamente. Contrariamente, nos reatores operados com o inéculo 3
ocorreram as maiores concentracfes de acido acético e etanol, sendo de 414,0 e 1609,9 mg L~
! respectivamente; além disso, néo foi verificada producdo de butanol, indicando que a rota
metabolica favoreceu a fase acidogénica e etanolica. (Tabela 12).

Nas primeiras horas de operacdo nos reatores operados com o inéculo 1, foram
gerados &cido acético, confirmando a rota metabdlica da acidogénese. A partir das 22h de
operacdo iniciou a producéo de etanol com 7,5 mg L™ e butanol 6,9 mg L™, demostrando a
alteracdo na rota metabdlica. As concentragbes mais elevadas de butanol e etanol foram

respectivamente de 15,7 e 982,4 mg L™, em 193 horas de operacéo (Figura 26).
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Tabela 12. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores na condicdo 1
(100% RCM).

Tempo (h) | Ac. Acético (mg L™) | Butanol (mg L™) [Etanol (mg L™)
In6culo 1

0,0 - - -

3,0 154,6+0,7 - -

7,0 124,3+20 - -

22,0 345,4+26 - 7,512
25,0 333,714 6,91+4 15,616
31,0 359,2+41 5,4+0,8 25,0+1
46,0 339,4+29 11,2+0,1 18,4+0,9
51,0 348,0+34 6,6+0,3 11,649
193,0 371,9+113 15,7+4 982,4+3
217,0 597,6+325 4, 7+1 583,2+751

Inéculo 2

0,0 - - -

3,0 137,519 - -

7,0 143,0+10 - 9,7+1
22,0 290,815 - 9,845
25,0 255,2+44 - 15,66
31,0 287,2+17 - 13,445
46,0 311,1+3 9,743 5,3+0,01
51,0 305,8+20 17,8+6 10,148
193,0 343,7+70 21,812 920,445
217,0 293,3+17 21,3+10 966,2+43

In6culo 3

0,0 - - -

3,0 139,0+1 - 9,945

7,0 158,242 - 49,1+1
22,0 153,845 - 252,2+28
25,0 359,2+40 - 894,5+109
31,0 391,342 - 1125,5+108
46,0 443,6+38 - 1164,9+335
51,0 270,5+186 - 1288,0+205
193,0 513,3+99 - 1562,0+11
217,0 414,015 - 1609,9+45
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Figura 26. Variagdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condigdo 1) e Inoculo 1.
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Os reatores anaerobios em batelada operados com o inéculo 2, em 7 h de operacéo,
foram verificadas geracBes de etanol de 9,7 mg L™ e de 4cido acético de 143,0 mg L™ . A
producéo de butanol (9,7 mg L™) foi verificada em 46 h de operagdo. As producdes de &cido
acético, butanol e etanol foram respectivamente de 293,3; 21,3 e 966,2 mg L™, no final da

operacdo dos reatores (Figura 27).

Figura 27. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condigéo 1), para Inéculo 2.
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Para as culturas puras (indculos 1 e 2) foi verificado geracdes de acido acético,

butanol e etanol. Tais resultados mostraram claramente alteracGes de rota metabolica, com as
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culturas puras no consumo da glicose para piruvato, favorecendo a rota do Acetil-CoA para
etanol e de Butiril-CoA para butanol, conforme discutido anteriormente (NANDA, et al.,
2017).

Reatores anaerObios em batelada operados com a cultura mista de bactérias
anaerdbias (indculo 3), a partir de 3 horas de operacdo, geraram 9,9 mg etanol L™ e em 217 h
atingiram a producéo de 1609,9 etanol mg L™. A producéo final de 4cido acético foi de 414,0

mg L™ (Figura 28). N&o ocorreu a produgéo de butanol com este indculo.

Figura 28. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com meio de cultivo RCM (Condicéo 1), para Indculo 3.
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Ficou evidente a diferenca entre os inoculos testados, mostrando a producdo de
butanol somente com os inoculos 1 e 2 e a maior concentracdo de etanol produzida pelo
indculo 3, favorecida pela rota metabdlica Acetil-CoA gerando acetaldeido e finalmente
etanol (HALLENBECK, ABO-HASHESH e GHOSH, 2012).

Nos reatores anaerdbios foram verificadas producdes de hidrogénio de 54,7; 66,6 e
37,1 mmol H, L™ para os inéculos 1, 2 e 3, respectivamente, em 217 h de operacéo. Os
indculos 1 e 2 provenientes de culturas puras do género Clostridium foram responsaveis pelas
maiores producdes de hidrogénio. A partir das 25 e 46 horas de operacdo, com o decaimento
do pH (4,0), houve a mudanca de rota metab6lica com a producgéo de butanol (6,9 € 9,7 mg L
Y que variou de até 157 e 21,8 mg L*, nos inéculos 1 e 2, respectivamente. C.

acetobutylicum e C. beijerinckii sdo conhecidos na literatura em producdo de hidrogénio e
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butanol na fermentacéo de glicose (LIN, et al., 2007; HALLENBECK, LAZARO e SAGIR,
2019; HUZIR, et al, 2018), conforme descrito anteriormente.

Com a cultura mista de bactérias anaerdbias (indculo 3) foi verificada a menor
producdo de hidrogénio. Entretanto, foi favorecida a rota metabdlica etandlica, com produgéo
expressiva de etanol de até 1609,9 mg L™ (SILVA, 2015).

Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 29), os parametros
estimados de fase inicial de geracdo de H, (), produgdo maxima (P) e taxa de produgdo
(Rm), foram respectivamente para os indculos 1, 2 e 3: A = 8,5; 14,5 € 6,9 horas; P = 50,8;
63,7 e 36,5 mmol H, L™; e Rm = 1,1; 1,5 e 0,7 mmol H, L™ h™. Os coeficientes de
determinagdo (R?), obtidos pelo tratamento estatistico foram [(1) 0,997; (2) 0,998 e (3) 0,977].

Figura 29. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos inOculos 1 (@), 2 (A) e
3(m) em reatores anaerdbios alimentados na condi¢éo 1 de 100% com Meio de cultivo RCM
(Reinforced Clostridial Medium)
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5.6.1.1 Identificagdo biomolecular: condi¢do 1 (100% meio RCM) [reatores
operados com o in6culo 3 (Amostra 5)]

Foi verificada abundancia relativa do filo Firmicutes, distribuido na classe Bacilli,
ordem Lactobacilalles; familias Lactobacilalceae (97%) e Clostridialles (3%). Ou seja, para
essa condicdo em meio de cultivo especifico para Clostridium ocorreu o predominio de
bactérias pertencentes ao Género Lactobacillus que ndo sdo desejaveis para a geracdo de
hidrogénio em bioreatores. Provavelmente, as condigdes operacionais impostas favoreceram a
permanéncia desse género em detrimento as bactérias anaerdbias formadoras de enddsporos e
pertencentes ao Género Clostridium, que s&o reconhecidas na literatura com eficiéncias
elevadas na geracao de hidrogénio (Figura 30). Esse género pode ser dividido em:
Lactobacillus heterofermentativos facultativos e Lactobacillus heterofermentativos que
fermentam monossacarideos como glicose e tém a capacidade de degrada-los em acido latico,
CO,, &cido acético e/ou etanol (DE ANGELIS e GOBBETTI, 2016). Tais metabolitos foram
verificados na condicdo 1, gerando 414,0 mg L™ de 4cido acético e 1609,9 mg L™ de etanol.
Provavelmente, os microrganismos pertencentes a esse género estavam envolvidos nas
geracOes de acido acético e etanol verificadas com os demais microrganismos pertencentes as
Familias Clostridialles e Bacilli. Contudo, a presenca de Lactobacillus justificaram a
producéo de hidrogénio reduzida (37,1 mmol H, L™), em comparacéo as geracdes expressivas

e elevadas de etanol (1609,9 mg L™) verificadas.

Figura 30. Abundancia Relativa de géneros Clostridium e Lactobacillus da Amostra 5

M Lactobacillus  ® Clostridium
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Condigéo 2 - 80% Meio de cultivo RCM + 20% Efluente bruto

citricola com cultura mista de bactérias anaerobias e Culturas puras

A producéo de hidrogénio foi inferior quando comparada & condi¢do 1. Entretanto, o

indculo 3 obtive a maior producdo (13,1 mmol H, L™) quando comparado as culturas puras

(12,0 e 9,9 mmol H, L™, para indculo 1 e 2, respectivamente.

Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 31), 0os parametros

estimados de fase inicial de geracdo de H, (), produgdo maxima (P) e taxa de produgdo

(Rm), foram respectivamente para os indculos 1, 2 e 3: A =9,2; 1,3 e 0,1 horas; P=11,9;9,4 ¢

12,5 mmol H, L™"; e Rm = 0,5; 0,2 e 0,3 mmol H, L™ h™. Os coeficientes de determinacéo
(R?), obtidos pelo tratamento estatistico foram de [(1) 0,996; (2) 0,977 e (3) 0,990]. Vale
ressaltar que a fase de inicio da producéo de H; foi imediata para o in6éculo 3 (A = 0,1 h),

quando comparado aos indculos 1 e 2 (A=9,2 e A=1,3); respectivamente, confirmando sua

adaptacédo ao processo fermentativo, conforme descrito a seguir.

Figura 31. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos inOculos 1 (@),2 (A) e
3(m) em reatores anaerdbios alimentados na condi¢do 2 de 80% com Meio RCM (Reinforced
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Além de ser observada a producdo de H, nos reatores em batelada com a mistura de
meio de cultivo e efluente bruto citricola, outros metabdlitos sollveis (acido acético, acido
propibnico, &cido butirico, etanol e metanol) estavam presentes no efluente e foram

consumidos e/ou produzidos durante a operacao dos reatores (Tabela 13 e Figura 32).

Tabela 13. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores na condicao 2
(80% meio RCM + 20% Efluente bruto citricola).

Tempo Metanol Etanol Ac. Acético Ac. Propidnico Ac. Butirico

(h) (mgL") (mgL?h) (mglL™? (mg L™ (mg L™
Inéculo 1
0 12,6+1  150,0+1 65,8+2 28,814 10,8+1
5 9,8+1 135,1+1 52,144 - 6,7+1
24 11,0+1 90,943 37,142 - 9,6+2
31 10,0+1  150,6+4 34,247 - 3,012
48 51,2+1 181,73 37,911 - 3,2+1
55 27,51 36,5+1 33,8+2 - 1,0+1
72 42 2+1 115,71 37,94 - 1,6+1
144 44 4+1 59,1+6 41,246 - 4,1+2
Inéculo 2
0 9,246 124,415 67,4122 40,7431 6,6+1
5 12,0#6  55,7+38 51,1+18 18,0+11 4,1+1
24 12,0+6 196,110  35,6%11 - 2,5+1
31 11,242 152,2439 34,612 - 1,32
48 37,4+8 129,2+29 35,848 - 0,1+1
55 10,441 191,1+19 35,712 - 0,31
72 46,746  153,6+23 38,4+4 - 1,0+2
144  49,4+12 102,6+58 43,75 - 6,6+1
Inéculo 3
0 9,1+1 133,946 49,613 20,213 5,2+1
5 10,241  70,0+49 60,3112 20,9+4 5,51
24 13,844 132,6+24 48,4114 - 12,344
31 11,448 92,2481 34,9+11 - 1,8+1
48 14,148 128,556 34,2+1 - 2,71
55 44,3+3 151,2+17 38,3+2 - 2,2+1
72 43,06 114,6+40 35,6+1 - 1,9+1
144 46,2+3 35,620 40,6+1 - 3,444

Este ensaio foi diferenciado do ensaio anterior, pois com a presenca de 20% de
efluente bruto citricola, o etanol foi evidente em todos os indculos testados. Os resultados
obtidos de etanol para os in6culos em estudo corroboram com a faixa de pH deste ensaio que
foi abaixo de 5,0. Este resultado esta de acordo com o estudo de Ren et al. (2007) onde a faixa

adequada para a fermentacao do etanol estd em pH entre 4,0-5,0. Ressaltando também que em
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processos fermentativos, microrganismos produtores de hidrogénio como Clostridium,
produzem solventes em condi¢fes de pH mais reduzido (TREVISAN, 2020), corroborando

com o comportamento observado neste trabalho.

Figura 32. Variacao temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 80% meio de cultivo RCM + 20% efluente bruto citricola (Condigéo 2).
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5.6.3 Condicao 3 - 50% Meio RCM + 50% Efluente bruto citricola, com
cultura mista de bactérias anaerobias e culturas puras
Os reatores anaerdbios se mantiveram por 96 horas de operagéo, resultando na maior
producdo de hidrogénio de 11,5 mmol H, L™ para o inéculo 3 e de 4,1; 6,0 mmol H, L™, nos
indculos 1 e 2, respectivamente (Figura 33).
Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 33), 0s pardmetros
estimados de fase inicial de geracdo de H, (A), producdo maxima (P) e taxa de producdo

(Rm), foram respectivamente para os inodculos 1, 2 ¢ 3: AL =8,0; 2,5 ¢ 5,6 horas; P =4,1; 5,99 ¢
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11,5 mmol Hz L™; e Rm = 0,09; 0,2 e 0,4 mmol H, L™ h™. Os coeficientes de determinacéo
(R?), obtidos pelo tratamento estatistico [(1) 0,984; (2) 0,986 e (3) 0,992].

Com o indculo 3 (cultura mista de bactérias anaerdbias) foram obtidos os melhores
resultados de geracdo de H, confirmando, mais uma vez, a sua adaptacdo ao pProcesso
fermentativo de geracdo desse biocombustivel, conforme verificado na condic¢do 2, descrita

anteriormente.

Figura 33. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos in6culos 1 (e), 2 (A) e
3(m) em reatores anaerdbios operados para a condicao 3 (50% com Meio de cultivo RCM +
50% efluente citricola)
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Nos reatores anaerobios em batelada, foram consumidos e/ou produzidos, em 78 horas
de operacdo, os acidos acético, butirico e propidnico, além de alcoois como metanol e etanol,
em diferentes proporcdes (Tabela 14 e Figura 34).

Este ensaio se mostrou diferente aos anteriores, pois a propor¢do de 50% de efluente
bruto citricola, que continha &cidos e alcoois em sua composicdo, alterou na producdo de
hidrogénio e de etanol, com o indculo 3. 1sso mostra a adaptacdo do indculo ao efluente no

meio reacional.



109

Tabela 14. Variagdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 50% meio de cultivo RCM + 50% Efluente bruto citricola.

Tempo Metanol  Etanol  Ac. Acético Ac. Propibnico Ac. Butirico

() (mgL") (mgL") (mglL™) (mg L™) (mg L™)
In6culo 1
0 131,620 400,357 60,8+1 47,4+1 3,31
24 103,0+5 333,5+29 77,2127 42,142 5,04
48 39,8+1 146,7+8 39,7+1 57,1+11 6,2+7
78 173,4+24 598,9+39 39,6+7 - 2,02
In6culo 2
0 137,814 442 545 48,416 44,619 1,31
24 131,5+26 434,2+88 63,1+4 44,819 3,0+1
48 47,4422  158,3+93 46,44 46,44 1,31
78 169,7+32 533,9+265 36,3+4 - 0,51
Indculo 3
0 116,9+22 343,970 53,018 41,610 1,51
24 126,8+3 410,0+4 59,6+11 58,715 4,61
48 78,3+71 255,5+228 57,745 - 18,3+11
78 101,0+49 336,8+149 44,419 - 7,01

Figura 34. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores
anaerobios alimentados com 50% meio de cultivo RCM + 50% efluente bruto citricola para os
indculos 1, 2 e 3, respectivamente.
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5.6.4 Condigéo 4 - 20% Meio RCM + 80% Efluente bruto citricola, com

cultura mista de bactérias anaerobias e culturas puras

Foi verificada a adaptacdo da cultura C. beijerinckii (in6culo 2) ao meio reacional
contendo 80% de efluente citricola, resultando na producdo de 15,0 mmol H, L™. Para os
indculos 1 e 3 a producéo de hidrogénio foi de 12,4 e 13,1 mmol H, L™, respectivamente.

Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 35), 0s parametros
estimados de fase inicial de geracdo de H, (), produgdo maxima (P) e taxa de produgdo
(Rm), foram respectivamente para os inoculos 1, 2 e 3: A= 6,6; 5,1 e 4,2 horas; P =12,4; 15,0
e 13,1 mmol H; L"; e Rm = 0,5; 0,9 e 0,6 mmol H, L™ h™. Os coeficientes de determinacéo
(R?), obtidos pelo tratamento estatistico [(1) 0,999; (2) 0,998 e (3) 0,999].

Mesmo assim destaca-se a adaptacdo do inoculo 3 aos processos fermentativos de
geracdo de H, com tempo mais reduzido de inicio da geracao desse biogas (A= 4,2h), quando
comparada as culturas puras (indculo 1 A= 6,6 h e; indculo 2 A= 5,1 h), na condicdo

operacional imposta.

Figura 35. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos inOculos 1 (@), 2 (A) e
3(m) em reatores anaerdbios operados na condig¢do 4 (20% com Meio de cultivo RCM + 80%
efluente citricola)
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Os co-produtos intermediarios gerados nos reatores anaer6bios em batelada estdo

descritos a seguir (Tabela 15, Figura 36).
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Em 55 horas de fermentacgéo foi verificado que os principais produtos da fermentacéo
foram o &cido acético, etanol, acido butirico e &cido propiénico durante a rota de producdo de
hidrogénio. Com a fase exponencial do crescimento dos microrganismos devido ao consumo
do substrato, com 22 horas de operacdo dos reatores anaerdbios foi observado elevadas
producdes de &cido acético (91,1; 64,9; 189,0 mg L™), butirico (65,9; 83,7; 64,3 mg L),
etanol (114,4; 78,8; 85,3 mg L™) e 4cido propidnico (66,5; 71,9; 81,3 mg L™) como principais
produtos metabdlicos (Tabela 15).

Além disso, foi produzido concomitantemente &cido acético e etanol em todos os
ensaios. Certamente, uma parte do 4&cido acético produzido pode ser proveniente da
acetogénese (MAZARELI, 2019).

A produgdo de etanol foi mais evidente no ensaio com o indculo 1 com concentragdo
de 114,4 mg L™, que se relacionou com a producéo de hidrogénio mais reduzida (12,4 mmol
H, L™) em comparacéo aos inéculos 2 (15,0 mmol H, L™) e 3 (13,1 mmol H, L™?). Nesse
caso, com o indculo 1, a rota metabolica para a geracao de etanol foi favorecida, confirmando
a reducdo nas geracOes de hidrogénio verificadas.

Em relacdo ao é&cido propibnico, verificou-se consumos em todas as condicdes
avaliadas, apds 20 horas de fermentacao (Tabela 15). Concentracdo maxima de propidnico de
126,2 mg L™ foi observada nos ensaios em pH &cido (5,4 — 5,3). Este resultado corrobora com
aqueles obtidos por Dareioti et al., (2014), no qual valor de pH acido favorece a estabilidade
da rota fermentativa do &cido propibnico.

Tabela 15. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 20% meio de cultivo RCM e 80% efluente bruto citricola, para os indculos

1,2e3.
Tempo Metanol  Etanol Ac. Acético Ac. Propionico Ac. Butirico Isov)g\lcé'rico
(h) (mgL?) (mgL") (mgL™ (mg L™) (mg L™ (mg L™
gL”)
In6culo 1
0 73,443 28,3£12 38,913 102,5+2 3,5¢1 35,318
22 2441+17 114,4+12 91,1+12 66,514 65,919 19,61
55 185,1+47 106,4+28 59,0+12 79,9135 71,9+33 31,8+18
In6culo 2
0 149,9+119 54,4+38 40,416 126,215 4,2+1 57,6x14
22 151,4+138 78,8+68 64,915 71,9125 83,7+15 27,313
55 129,4£173 71,892 54,28 56,1+18 58,6133 11,4411
In6culo 3
0 30,3+2 11,7£3 43,512 92,0+13 2,9+1 34,716
22 174,818 85,3+1 189,0+£167 81,316 64,3119 26,618

55 155,413  82,7+1 63,2+10 67,4128 53,7%2 12,1+14
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Figura 36. Variagdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerobios
alimentados com 20% meio de cultivo RCM e 80% efluente bruto citricola (Condicéo 4),
para os inoculos 1, 2 e 3.
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5.6.4.1 Identificagdo biomolecular: condicdo 4 (20% meio RCM + 80% EC)
[reatores operados com os indculos 1, 2 e 3 (Amostras 1, 2 e 6)]

Foi verificada abundéancia relativa de 98% do Filo Firmicutes e 2% do Filo
Proteobacteria. Como esse reator foi inoculado com uma cultura pura de Clostridium
acetobutylicum (in6culo 1) sem condigdes assépticas; outras culturas mistas de bactérias
anaerobias advindas do efluente citricola também foram favorecidas. As familias de bactérias
anaerdbias de geradoras de H, identificadas nesta amostra foram: Clostridiaceae (73%),
Peptostreptococaceae (8%) a Family IX (12%). A aplicagdo do in6culo 1 (C.
acetobutylicum), por bioaumentacdo é uma alternativa para a biodigestdo de substratos
complexos, como o efluente citricola, para a obtencéo de produtos de interesse biotecnolégico
(CAMARGO, et al., 2020), como hidrogénio e alcoois. Nessa condicdo, a microbiota passou
por mudangas, entretanto, para a ordem Clostridia foi verificada abundancia relativa mais
elevada, favorecendo a producdo de hidrogénio em 12,4 mmol H, L™.

Bactérias pertencentes ao filo Firmicutes sdo bastante importantes na fermentacédo dos
residuos para producdo de &cidos e alcoois (ATASOY, et al., 2019), sendo o indculo 1 do
género Clostridium parte deste filo. A familia Clostridiaceae da respectiva ordem

Clostridiales, sdo bactérias gram positivas que apresentam parede celular rigida, tornando-se
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mais resistentes a toxicidade dos acidos e alcoois (WEIDE, et. al., 2019). Com a adic¢do da
cultura Clostriduim acetobutylicum era esperado um predominio elevado do Género
Clostridium, conforme verificada abundancia relativa para este género de 72,9 %, com
producdo de hidrogénio que é caracteristica desses microrganismos anaerdbios.

Para a amostra 2 foram verificadas abundancias relativas para os Filos Firmicutes,
Proteobacteria e Gammabacteria. Similar ao ocorrido com a amostra 1, a diversidade de
bactérias anaerébias ndo se limitou a cultura pura de Clostridium beijerinckii que foi
inoculado nos reatores para essa condicdo. Ou seja, as mesmas condicdes ndo assépticas e a
cultura mista de bactérias anaerébias advindas do efluente citricola favoreceram a
permanéncia das Familias Clostridiaceae (52%), Peptostreptococaceae (4%) a Family IX
(27%), Gammaproteobacteria (2%), Caldicoproteobacteriaceae (3%), dentre outros.

Os géneros identificados com maior abundancia foram Clostridium (53,75%) e
Sporanaerobacter (26,06%). Esses géneros podem produzir gas hidrogénio por fermentagéo
escura (WANG e WAN, 2009). Portanto, é provavel que espécies desses géneros tenham
contribuido para a geracdo de hidrogénio neste ensaio, que resultaram em 15,02 mmol H, L™.
Ziara, et. al. (2019) também identificaram estes géneros em seu estudo com aguas residuarias
contendo lactato a 45°C e pH inicial 8,5 e obtiveram 0,85 mol H,/ mol de lactato. Tais
estudos, com diferentes residuos agroindustriais, obtiveram géneros produtores de hidrogénio
em comum.

Amostra 6 revelou diversidade elevada em bactérias geradoras de hidrogénio, como a
Classe  Clostridiaceae (44%) e Bacilli (3%). Além disso, foram verificadas ainda
abundancias relativas de bactérias anaerobias pertencentes as Familias Peptostreptoscocaceae

(32%), Gammaproteobacteria (3%), dentre outros.

5.6.5 Condicao 5 - 100% Efluente bruto Citricola, com cultura mista de

bactérias anaerobias e culturas puras

Os reatores anaerdbios operados durante 71 h produziram 3,1; 2,1 e 4,0 mmol H, L™,
com os indculos 1, 2 e 3, respectivamente.

Pelo ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada (Figura 37), os pardmetros
estimados de fase inicial de geracdo de H, (), produgdo maxima (P) e taxa de produgdo

(Rm), foram respectivamente para os inoculos 1,2 e 3: A=1,9;3,3 e 1,1 horas; P=3,1;2,1 ¢
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4,0 mmol H, L™ e Rm = 0,08; 0,06 e 0,13 mmol H; L™ h™. Os coeficientes de determinacéo
(R?), obtidos pelo tratamento estatistico [(1) 0,979; (2) 0,937 e (3) 0,991].

Figura 37. Ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada nos indculos 1 (e),2 (A) e
3(m) em reatores anaerdbios alimentados operados na condi¢do 5 (100% Efluente citricola)
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Mais uma vez se destaca a producdo de hidrogénio e velocidades de geracdo desse

biogas mais elevadas para os reatores operados com a cultura mista de bactérias anaerdbias

(indculo 3 P = 4,1 mmol H, L™ e Rm = 0,13 mmol H, L™ h"), quando comparado as culturas

puras (inéculo 1 P = 3,1 mmol H, L* Rm = 0,08 mmol H, L™ h™ e; indculo 2 P=2,1 mmol

H, L*e Rm = 0,06 mmol H, L™ h™).

Durante as operagdes dos reatores em batelada para os indculos 1, 2 e 3 ocorreram

variacOes entre consumos e producdes de produtos intermediarios de valor agregado (Tabela

16 e Figura 38).
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Tabela 16. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 100% efluente bruto citricola, para os inoculos 1, 2 e 3.

Tempo Metanol  Etanol  Ac. Acético Ac. Propidnico Ac. Butirico Ac. Isovalérico
() (mgL?) (mgLh (mgL™ (mg L™) (mg L™ (mg L)
Indculo 1
0 68,3£21 26,412 31,9+1 194,7+18 5,8+2 82,214
8 367,55 140,7+2 58,616 155,3+1 571 56,4+3
23 400,9+43 230,2+23  141,1+20 135,624 8,713 55,016
47 48,816 40,07 130,1+35 148,571 9,61 53,9+21
Indculo 2
0 203,2+126 79,645 33,1+1 188,7+13 4,9+1 82,6£3
8 401,2£17 151,446 67,7£12 187,9+1 8,3+1 72,31
23 303,2+84 151,7£30 141,1+14 140,5+12 12,0+1 53,745
47 20,514 14,810 129,513 123,2+2 11,0+3 51,745
Indculo 3
0 385,8+46  143,9t7 34,211 167,84 3,2%1 70,219
8 315,6+61 120,4+23 62,512 176,84 5,9%1 73,71
23 246,2+33 126,217 146,218 159,517 16,4+15 67,118
47 143,8t53 82,8+24 152,0£32 143,0+26 17,711 58,3116

Figura 38. Variacdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com 100% efluente bruto citricola, para os in6culos 1, 2 e 3.
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Foram obtidas concentracdes elevadas de metabdlicos de valor agregado nos reatores
em batelada com os indculos trabalhados em meio reacional contendo somente efluente bruto
citricola. Dentre os produtos gerados destacam-se acido acético e etanol com todos 0s
indculos testados.

5.7 Etapa7- Avaliacdo do lodo granular mesofilico pré-tratado termicamente e a
mistura das culturas puras fermentativas, em reatores alimentados com efluente
bruto citricola.

Esta etapa se constituiu-se de:
o Ensaio (1) 80% efluente citricola + 20% de meio RCM + in6culo [(1) C. acetobutylicum
(50%)+(2) C. beijerinckii (50%)];
o Ensaio (I1) 100% efluente bruto citricola + indculo [(1) C. acetobutylicum (50%)+(2) C.
beijerinckii (50%)];

o Ensaio (111) 100% efluente bruto citricola + lodo granular pré-tratado termicamente.

Foi verificado que o pH final se mantive na faixa de 5,5 a 5,8, em comparagdo aos
ensaios anteriores, com os valores reduzidos na faixa de 4,4, mostrando a ocorréncia da
hidrolise do efluente citricola pela via fermentativa (Tabela 17).

Nos reatores operados com o inoculo 4, oriundo do lodo granular anaerdbio de reator
UASB, submetido ao tratamento térmico para favorecer as bactérias fermentativas e inibir as
arqueias metanogénicas, foi obtida uma producéo reduzida de hidrogénio de 7,61 mmol H, L™
e um rendimento de 0,71 mol Hy/mol glicose. Esse resultado mostrou que o tratamento
térmico inibiu ndo somente os consumidores de hidrogénio, mas alguns produtores presentes
no lodo, com uma producdo mais reduzida, em comparacdo as culturas puras, descrito a seguir
(Tabela 17, Figura 39).

Para os ensaios | e Il, com a mistura das culturas puras (C. acetobutylicum + C.
beijerinckii) com duas propor¢des diferentes de efluente citricola foi verificado que com
100% EC a producdo foi de 16,54 mmol H, L™ e nos reatores alimentados com 80% EC as
producdes foram de 17,66 mmol H, L™. Observou-se que o ensaio | com 80% EC a
velocidade de geracdo do biogas foi mais elevada (0,95 mmol H, L™ h™) que no ensaio com

100% EC (0,49 mmol H; L™ h™). Tal fato mostrou que a adicdo do meio de cultivo em 20%
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ao efluente citricola pode ter oferecido mais substrato prontamente assimilavel as bactérias

anaerobias que foram favorecidos para a produgdo mais elevada de hidrogénio. (Figura 39).

Tabela 17. Resumo geral dos parametros obtidos dos reatores anaerdbios para as diferentes
condi¢des de alimentagdo e indculos. Ensaios: (1) C. acetobutylicum + C. beijerinckii (80%
efluente bruto citricola; (1I) C. acetobutylicum + C. beijerinckii (100% efluente bruto
citricola) e (111) lodo anaerébio granular de um reator UASB tratado termicamente.

Condicao 80% EC 100% EC 100% EC

Ensaios (N ) (1

pH final 57 55 5,8

Tempo operacao na producdo maxima de H; (h) 72 72 72

Consumos DQO (%) 49,4 34,3 54,5

Consumo Carboidratos (%) 55,0 60,8 63,3

Producdo Méaxima

(mmol H, L'l) 17,66 16,54 7,61
Velocidade global especifica

(mmol H, L™ h)) 0,95 0,49 0,19

Rendimento 1.98 1.60 0.71

mol Ha/mol glicose

Figura 39. Ajuste sigmoidal da funcdo de Gompertz modificada nos inoculos do ensaio |
(80% EC + C. acetobutylicum + C. beijerinckii); ensaio 11 (100% EC + C. acetobutylicum +

C. beijerinckii) e ensaio 111 (100% EC + lodo granular pré-tratado)
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Segundo Hallenbeck, (2005) o rendimento tedrico maximo atingido pelas bactérias
fermentativas é de 2 mol H, mol™ glicose. Corroborando com o presente trabalho, a cultura
mista de bactérias anaerébias (inculo 3) obteve um rendimento de 0,40 mol H, mol™ glicose,
elevado quando se comparado as culturas puras (indculosl e 2). Os reatores inoculados com o
lodo granular (indculo 4) alcancaram o rendimento de 0,71 mol H, mol™ glicose. Entretanto,
0s maiores rendimentos foram com a mistura dos in6culos de culturas puras (C.
acetobutylicum + C. beijerinckii) de 1,60 e 1,98 mol H, mol™ glicose, para as proporcdes de
100% e 80% EC, respectivamente, com valores préximos do tedrico.

Dentre os é&cidos gerados, foram obtidos producbGes de &cido acético de até
172,9 mg L™ no ensaio 11 com 9hs de operaco, 4cido butirico de até 103,2 mg L™ no ensaio |
com 9hs para as misturas de inoculos 1 e 2, respectivamente; e lodo granular com producdes
de 116,1 mg &c. acético L™ e 56,6 mg &c. Butirico L™ com 48hs de operacéo dos reatores em
batelada (Tabela 18).

Um co-produto de interesse e de valor agregado € o etanol, que foi detectado no
efluente citricola e continuou sendo gerado durante a operacdo. Com 24h de operacéo, foi
detectado 487,4 mg L™ no ensaio (1) na proporcdo 80% EC e, em 48 horas de operacéo os
valores méaximos de 682,9 e 771,6 mg L™ nos ensaios (111) em 100% EC + lodo granular e
ensaio (I1) em 100% EC (Tabela 18).

Nos resultados obtidos de producdo acidos graxos volateis e alcoois, vale ressaltar
que com a presenca do efluente bruto citricola como fonte de carbono para os inoculos,
mostrou-se um producdo gradativa e/ou acumulativa de etanol, acido acético e acido butirico
para o0 ensaio Il da etapa 7, com lodo granular pré-tratado termicamente (Tabela 18).
Entretanto, na etapa 6 ocorreu a producdo desses metabolicos de forma crescente com o
decorrer da operacdo dos reatores em batelada nos ensaios nas condi¢bes 3, 4 e 5 para 0
indculo 3. Esse resultado ressalta que, a presenca do efluente bruto citricola, em proporcdes
graduais de porcentagem nos ensaios, favoreceu producdes de metabolicos de valor agregado
como etanol, acido acético, acido butirico e propidnico. A obtencdo da cultura mista de
bactérias anaerébias mostrou-se adaptada ao efluente bruto citricola, do qual contribuiu com
os altos valores de etanol, producdo de acidos graxos volateis e simultaneamente a producao

de hidrogénio.
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Tabela 18. Variagdo temporal dos produtos intermediarios gerados nos reatores anaerébios
alimentados com efluente bruto citricola, para os indculos dos Ensaios: (1) C. acetobutylicum
+ C. beijerinckii (80% efluente bruto citricola; (I1) C. acetobutylicum + C. beijerinckii (100%

efluente bruto citricola) e (111) lodo anaerdbio granular de um reator UASB tratado
termicamente.

Tempo Metan_clJI Etanqll Ac. Acé_tlico Ac. Propi_?nico Ac. Butl’_I;iCO Isov'glcé rico
(h) (mgL™)  (mgL") (mg L) (mg L) (mg L) (mg LY
Ensaio (1)

0 229,617 444,4+3 80,1+22 211,0+56 6,712 85,3£18
9 84,6+47 204,8+73  317,1+277 162,1+13 103,2+69 69,615
24 235,69 487,4+37 74,3+15 176,940 80,6£31 84,0£31
33 139,9485 334,4+172 80,340 168,3+63 49,0£21 83,716
48 209,5+145 448,9+223 137,9£23 203,7+27 26,3£18 66,718
72 90,6%9 271,645 90,9£19 136,768 15,010 77,238
Ensaio (I1)

0 399,9+20 745,5+41 174,977 341,6+314 9,1+2 152,9+26
9 354,2454  682,2+70 172,926 424,5+92 8,9+1 147,049
24 310,3+70 607,7£107 157,3£31 358,0+£169 11,52 139,844
33 410,720 799,356 142,5+39 121,929 62,1+£15 129,7+24
48 380,0+6 771,6+£38 152,247 381,447 46,516 156,116
72 245,1+35 532,670 121,017 142,641 82,246 104,945
Ensaio (I11)

0 279,8452  482,5+94 69,1+3 194,3+20 6,411 83,4+12
9 253,7+34 464,357 66,4+30 178,933 3,9+1 97,4+7
24 200,5+44  448,2+21 91,64 161,8+14 24,314 33,143
33 223,1+176 513,9+374 105,927 172,8+34 54,612 6,513
48 269,1+37  682,9+27 116,181 146,421 56,610 6,813
72 303,7+24 673,823 113,517 118,187 43,2443 8,1+3

Camargo et al (2021), obteve uma cepa de cascas e bagacos de citros do qual foi
identificada como 99% similar a Enterococcus casseliflavus. Foi realizado ensaio utilizando 2
g L™ de residuo sélido de citrus em reatores em batelada com 10 % da cultura isolada como
indculo por 30 h de operacdo. Dentre os principais metabolitos obtidos, destacou-se o &cido
propionico com 184 mg L™. Os autores também testaram a concentragdo de limoneno na
producdo de &cidos organicos e &lcoois. Observaram nos ensaios com 2.000 mg L* de
limoneno o rendimento foi de apenas 0,3 mol de H, por mol de glicose. Notaram um
aumento proporcional na producdo de propiénico ao aumento da concentracdo de limoneno,
sendo observados nos ensaios com 100 mg limoneno L™ (14 mg propionico L™) e nos ensaios
com 2.000 mg limoneno L™ (964 mg propidnico L™). Fato que ja foi apontado por Ruiz e

Flotats (2016), relagdo proporcional entre a concentracdo de limoneno e a producdo de
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propiénico. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com esta afirmagdo dos
autores, destacando-se os ensaios | e 1l da etapa 7que tem 0 aumento da proporcao de efluente
bruto citricola nos ensaios de 80% para 100%, observando-se assim o aumento da producéo
de propi6nico de um ensaio para outro, sendo que no ensaio | observou uma producgéo de
211,0 mg L™ e no ensaio Il observou 381, 4 mg L™ de &cido propiénico. Conforme a
literatura, a producdo de &cido propiénico ndo é favoravel a obtencdo de hidrogénio, sendo
inclusive um indicador de inibicdo da digestdo anaerdbia (XING et al., 2016). Entretanto, em
nenhum dos experimentos foram obtidas concentracdes superiores ao limite inibitério, de
1.000 mg L™ (SHEN et al., 2018). Fato encontrado em todos os ensaios realizados em todas
as etapas deste trabalho, os valores de acido propidnico nao foi inibitério para os ensaios, pois

foram obtidos valores inferiores ao limite.

Silva (2015) realizou experimentos com vinhaga bruta e vinhaca autoclavada, em
reatores anaerobios em batelada, em temperatura termofilica e obteve rendimento maximo de
hidrogénio de 1,52 mol H, / mol glicose em lodo UASB termofilico e 1,65 mol H, / mol
glicose em cultura isolada do lodo UASB termofilico (Thermoanaerobacterium
saccharolyticum). No presente estudo, utilizando efluente bruto citricola, em 100% foram
obtidos rendimentos de 0,40; 0,71; 1,60 e 1,98 mol H,/ mol glicose, respectivamente para
cultura mista de bactérias anaerobias (inoculos 3), lodo granular pré-tratado termicamente
(indculo 4) e a mistura dos indculos de cepas puras do género Clostridium em 100% e 80%
EC (ensaios | e Il). Camargo, (2021) vias de degradacdo da celulose origem das cascas e
bagacos de citros pela via acetogénica, com 0s parametros operacionais dos reatores
anaerobios em batelada em (44 °C, 40% de headspace, pH 5,5 e 15 g L™ de substrato)
resultou na identificacdo de Clostridium e Paraclostridium os géneros mais abundantes. Sao
microrganismos intimamente relacionados a hidrélise e glicolise, etapas presente em ambos

os trabalhos de estudo.

57.1 Identificacdo biomolecular: etapa 7 (ensaio | (80% EC + C.
acetobutylicom + C. beijerinckii); ensaio 1l (100% EC + C. acetobutylicum + C.
beijerinckii) e: ensaio 111 (100% EC + lodo granular pré-tratado) (Amostras 7, 8
e9).

Ao final da operagdo dos reatores anaerobios em batelada foi realizada a
identificacdo molecular dos ensaios com inoculo 4 (100% EC) ensaio (I11) e a mistura de
indculos 1 e 2 em (100% EC e 80% EC) (ensaios | e Il). A Figura 40 mostra as abundancias

relativas dos filos predominantes: Firmicutes (97%) e Desulfobacterota (1,7%) para lodo
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granular (ensaio I11) e; Firmicutes (99%) e Proteobacteria (1%) nos ensaios da mistura dos

indculos de culturas puras (ensaios 1 e I1).

Figura 40. Abundancias relativas (%) das taxonomias de Filo das amostras identificadas:
ensaio | (80% EC + C. a+ C. b); ensaio Il (100% EC + C. a + C. b) e: ensaio 11l (100% EC +
lodo granular pré-tratado).

100,0% -
99.5% -
99,0%

98,5% -
w Archaea Euryarchazota

98,0% W Archaca Halobacterota
97.5% - u Chloroflexi

B Spirochaetota
97,0% - B Desulfobacterota

H Proteobacteria

96.5% |
B Cloacimonadota

96,0% - B Firmicutes

95,5% -

95.0% A
Ensaio I (80% EC+C.  Ensaio II (100% EC+C. Ensaio Il (100%EC +
acetobutylicum+C. acetobutylicum+C.  lodo granular pré-tratado)
beijerinckii) beijerinckii)

As abundancias relativas dos principais géneros identificados no ensaio Il foram
Clostridium (23%), Paraclostridium (29%) e Romboutsia (29%). O ensaio Il (mistura das
culturas puras em 100% EC) apresentou abundancias relativas predominantes de Clostridium
(96%) e; no ensaio Il (mistura das culturas puras em 80% EC) Clostridium (67%),
Paraclostridium (22%) e Bacillus (4%).

O género Clostridium é eficiente na degradacdo de carboidratos simples e complexos
(MAZARELLI et al., 2019), além de serem capazes de produzir hidrogénio e solventes (etanol
e butanol). S&o formadores de endosporos em condigcdes de estresse como alteragdes de
temperatura, substancias toxicas, falta de substrato, escassez de nutrientes (KIM, et al., 2006)
e resistente a faixas de pH abaixo de 6 (LUTKE-EVERSLOH e BAHL, 2011); caracteristica
que foi observada nos ensaios realizados deste trabalho, producdo de hidrogénio e solventes
em pH na faixa de 6 a 5,0.
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Rabelo et al. (2020) isolaram uma cepa de Paraclostridium a partir de bagago de
cana-de-acUcar e indicaram que o género Paraclostidium estd presente em residuos
lignocelulésicos para obtencdo de hidrogénio. Yang et al. (2019), verificou a presenca de
Paraclostridium em lodo anaer6bio de esgoto doméstico, além de sua dominancia
comumente associada a elevada obtencdo de hidrogénio em reatores anaerdbios, com
concomitante producdo de acido acético.  Outro género identificado no ensaio foi
Romboutsia,  bastonetes  anaer6bios e  Gram-positivos, género  dentro da
familia Peptostreptococcaceae, abrange uma ampla gama de capacidades metabdlicas em
relacdo a utilizacdo de carboidratos, fermentacdo de aminoécidos Unicos, respiracdo anaerdbia
e produtos finais como acidos graxos volateis como metabdlicos. Possuem capacidade de
fermentar carboidratos por meio da glicélise e possuem a via ndo oxidativa da pentose fosfato,

além de serem capazes de produzir formiato, acetato e lactato (GERRITSEN, et al., 2019).

6. CONCLUSOES
O efluente bruto citricola composto por glicose, frutose e sacarose, alem da presenca

de &cidos como acético e butirico contribuiu para constituicdo nutricional que possibilitou
avaliar o uso como substrato na producéo de hidrogénio, etanol e acidos organicos.

A cultura mista de bactérias anaerobias, advinda do proprio efluente bruto da
agroindustria da laranja, revelou diversidade elevada de bactérias produtoras de H; e etanol,
nos géneros Clostridium, Bacillus, Lactobacillus e Geobacillus. Além disso, mostrou-se mais
adaptada ao consumo de acgucares e acidos graxos volateis do efluente bruto citricola na
fermentacao, com potencial na producédo de hidrogénio e alcoois, principalmente etanol. Além
disso, apresentou resultados promissores na geracdo de H, quando comparado as culturas
puras de Clostridium, que sdo reconhecidas em producdo desse gas

Os componentes nutricionais dos meios de cultivo testados beneficiaram bactérias
fermentativas presentes nos inoculos testados, elevando a producdo de H,. Reatores operados
sob modo estéatico e agitacdo, em diferentes meios de cultivo, com cultura mista de bactérias
anaerdbias e culturas puras fermentativas, ndo apresentaram diferencas nas geracdes de
hidrogénio. Entretanto, os meios de cultivo RCM e PYG se mostraram eficientes na producéo
de &cidos organicos volateis e etanol.

Reatores inoculados as culturas puras de cepa Clostridium (indculos 1 e 2)
produziram H; em glicose e efluente citricola. Controversamente, os reatores inoculados
com cultura mista de bactérias anaerodbias (indculo 3) o principal produto final foi o etanol e

etanol e H; nos reatores alimentados com glicose e efluente citricola, respectivamente.
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Proporgoes porcentuais gradativas de efluente bruto citricola em reatores anaerdbios
em batelada foram favoraveis a produgdo de H, com as culturas puras (indculos 1 e 2) até a
propor¢do 80% efluente citricola e 20% meio nutricional RCM. A cultura mista de bactérias
anaerobias (indculo 3), se mostrou adaptada ao meio contendo o efluente bruto citricola e
resultou na producdo de H,, etanol e acidos graxos volateis. A condicdo 100% efluente
citricola se mostrou inibitdria para as culturas puras devido a baixa producdo de H,comparada
a cultura mista de bactérias anaerdbias, e também pelo fato da alta concentracdo de &cidos
presentes na degradacéo do efluente.

O lodo granular pré-tratado termicamente, com ampla diversidade de bactérias
anaerobias ndo se destacou na producdo de H, e etanol com efluente bruto citricola em
comparagdo a mistura das culturas puras.

A mistura das culturas puras (inoculos 1 e 2) (C. acetobutylicum + C. beijerinckii)
foi eficiente na producdo de Hj, nos reatores operados com a proporcdo 80% de efluente
citricola como fonte de carbono.

A avaliacdo de diferentes fontes de indculo revelou a ocorréncia de rotas metabolicas
distintas, com a producédo de H; indculo, acido graxos volateis e alcoois. A presenca  do
efluente bruto citricola em reatores anaerébios com culturas puras e lodo granular causou a
modificagdo da comunidade microbiana destes indculos, que foram capazes de gerar H, e
etanol.

A alta demanda das inddstrias de processamento da laranja para a producédo de suco
para exportacdo provoca um excedente de residuos, principalmente o efluente citricola gerado
a partir do processo de lavagem dos frutos e dos equipamentos ap0s a extracao do suco. A
utilizacdo deste efluente citricola como substratos para processo anaerébio visando a
producdo de biocombustiveis e a obtencdo de cultura mista autoctones adaptada aos
compostos presentes no efluente, além da capacidade de producdo de H,, &cidos organicos e
etanol, torna-se o processo econdmico e viavel industrialmente em comparacéo a utilizacéo de

culturas puras com alto custo experimental.

7. SUGESTAO PARA TRABALHO FUTURO
Aumento de escala de reator anaerdébio para producédo de H, e Etanol,

Producdo de metano a partir de efluente bruto citricola com lodo granular e consorcio

anaerébio citricola.
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