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RESUMO

A utilizagdo do hidrogénio como recurso energético em substitui¢do aos combustiveis fosseis
¢ uma opgao bastante promissora. O emprego de um sistema hibrido para a produgdo desse gas
combinando a fermentag@o escura seguida da fotofermentagdo possui um grande potencial, pois
permite a conversao total do substrato. Neste trabalho, estudou-se a producdo do hidrogénio em
processo batelada e batelada alimentada empregando o efluente proveniente da fermentagdo
escura e os sistemas de cultura pura e co-cultura formado pelas bactérias purpuras ndo
sulfurosas Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus. Primeiramente, o0s
experimentos foram realizados em reatores de 50 mL nos quais foi testada a influéncia do meio
sintético RCV e do efluente da fermentagdo escura na produgo de hidrogénio enriquecendo o
meio com lactose, glicose e melago de soja como fontes de agucares. Os resultados obtidos
nestes ensaios mostraram que o efluente, contendo 4cidos organicos, produz melhores
resultados quando comparado ao meio sintético. Tal fato mostrou que ha uma sinergia entre os
metabolitos formados na fermentagdo escura e a fonte de agucar. O teste suplementado com o
melaco de soja no efluente apresentou maiores resultados na produg@o de hidrogénio, obtendo
uma produtividade de 8,34 mmol de Ho/L-dia. Posteriormente, foram realizados ensaios em
batelada alimentada em escala ampliada (1,5 L) para acompanhar a produgdo do biogas ao
longo do tempo. Foi estudada a influéncia dos agticares glicose e a lactose suplementados no
efluente da fermentacdo escura, sendo usado o indculo na forma de cultura pura (R. palustris)
e co-cultura (R. palustris e R. capsulatus). Os resultados permitiram observar que o sistema
empregando a co-cultura e meio enriquecido com glicose manteve a cultura ativa por mais
tempo o que levou a formagado de hidrogénio até 679 h de processo. Nesse ensaio a quantidade
de hidrogénio acumulado foi de 0,51 mols e a produtividade de 287,39 mmol de Ho/L-dia. Este
estudo mostrou que a fotofermentagdo empregando co-cultura de R. palustris e R capsulatus, a
partir do efluente de fermentacio escura enriquecido com agucares, € uma rota biologica viavel
para a produg@o de hidrogénio.

Palavras-chave: hidrogénio, fotofermentagdo, Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter

capsulatus.



viil

ABSTRACT

The use of bio-hydrogen as an energy source to replace fossil fuels is a promising
alternative. The hybrid system for hydrogen production by combining the dark
fermentation followed by photo-fermentation has great potential because it allows the
total substrate conversion. In this work, the production of hydrogen was studied in batch
and fed batch processes using dark fermentation effluent and pure culture and co-culture
purple non-sulfur bacteria Rhodopseudomonas palustris and Rhodobacter capsulatus.
Initially, tests were carried out in 50 mL reactors in order to test the influence of synthetic
RCV medium and the effluent from dark fermentation for hydrogen. Lactose, glucose or
soybean molasses as a sugar source were supplemented. The showed that effluent
containing organic acids produces better results than synthetic medium. This fact shows
there is a synergism between metabolites formed in dark fermentation and the sugar
source. The assay of photo-fermentation, containing soy molasses in the effluent showed
better results in the production of hydrogen, with a productivity of 8.34 mmol H2/ L-day.
Subsequently, tests were performed in large scale (1.5 L) to observe the biogas
production. During the process the influence of sugar (glucose and lactose)
supplementation was studied for that, it was used an inoculum with the pure culture (R.
palustris) and co-culture (R. palustris and R. capsulatus). The results showed that the
system employing the co-culture and glucose kept the culture activity for a long time
(679 h). In this assay, the amount of accumulated hydrogen was 0.51 mol and the
maximum productivity was 287.39 mmol of Ho/L-day. This study indicated that photo-
fermentation by using co-culture of R. palustris and R capsulatus, from dark fermentation
effluent supplemented with sugars, is a viable biological route to produce hydrogen.

Keywords: hydrogen, photo-fermentation, Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter

capsulatus.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

As fontes energéticas tém grande importancia no desenvolvimento das nagdes, e
¢ nesse contexto que em meados dos anos 70, com a primeira crise do petrdleo, varios
paises passaram a buscar por fontes alternativas de energia, visando diminuir a forte
dependéncia do petroleo (TOLMASQUIM et al., 2007). Na década de 80, com o preco
do petroleo estabilizado, a atengdo voltou-se para as questdes ligadas ao meio ambiente,
j& que a emissdo de gases poluentes provenientes da combustdo de combustiveis fosseis,
como o carvdo, gas natural e petroleo, causa graves alteragdes climaticas como o
agravamento do aquecimento global. Além disso, esses combustiveis ndo renovaveis
continuam sendo os principais recursos utilizados mundialmente (ALVAREZ-GUZMAN
et al., 2016). Assim, pesquisas vém sendo realizadas para encontrar fontes energéticas
que sejam inesgotaveis e sustentaveis, com processos de producdo que tenham custo e
beneficio satisfatorios. Nessa conjuntura, o hidrogénio mostra-se como uma alternativa
bastante promissora, sendo denominado por muitos autores como o combustivel do futuro
(DAS e VEZIROGLU, 2001; ZHANG et al., 2015).

O hidrogénio destaca-se por apresentar uma elevada densidade energética,
141,86 kl/g, sendo superior aos combustiveis a base de hidrocarbonetos, como por
exemplo, o metano (55,53 kJ/g), propano (50,36 kJ/g) e a gasolina (47,50 kJ/g)
(VARGAS, 2013). Ademais, sua combustio direta libera somente 4gua como subproduto
(Hz2 + 1/2 O2 — H:0), reduzindo assim os impactos ambientais (ABDALLAH et al.,
2016). O hidrogénio, também ¢ capaz de gerar energia elétrica através de células a
combustivel e ser utilizado em meios de transportes pelas mesmas células ou através de
motores de combustdo interna (KOTAY e DAS, 2008; DAS e VEZIROGLU, 2008)

Atualmente, o hidrogénio € produzido a partir de combustiveis fosseis, biomassa
e agua. Dentre os principais métodos utilizados para sua producdo, destacam-se a reforma
do gés natural, a oxidagdo de hidrocarbonetos, a gaseificacdo do carvédo e a eletrdlise da
agua (AZWAR et al., 2014). Os métodos citados requerem altas temperaturas e pressdes
para operagdo, o que demanda uma elevada quantidade de energia, além de serem
processos dispendiosos (KOTHARI et al., 2008). Em contrapartida, a produgdo de
hidrogénio via processos biologicos, que corresponde apenas a 1 % da produg@o total de
hidrogénio, ¢ uma alternativa promissora por ser realizada em temperatura e pressao

ambiente, representando uma reducdo no consumo de energia e, consequentemente,



obtém-se balangos energéticos favoraveis (BALAT e KIRTAY, 2010; DAS e
VEZIROGLU, 2001). Uma ampla variedade de residuos, como materiais
lignocelulodsicos, glicerina, residuos alimenticios e lacteos, entre outros, podem ser
utilizados como substratos, fazendo com que o baixo custo da matéria-prima torne a
producdo de hidrogénio competitiva em relagdo aos métodos ja existentes (WANG e
WAN, 2009; NEVES, 2009).

Dentre os sistemas biologicos para produgdo de hidrogénio, encontram-se a
biofotolise da agua, a fermentagio anaerobia ou fermentacio escura, a fotofermentacdo e
sistemas hibridos, que € uma combinag@o de rotas biologicas (AZWAR et al., 2014).

A fermentagdo anaerobia ou escura tem se destacado, devido as suas rapidas taxas
de conversdo de hidrogénio e a possibilidade de utilizag@o de diferentes fontes renovaveis
como substrato (ROSA et al., 2011). No entanto, a referida tecnologia apresenta algumas
limitagdes, como a grande quantidade de subprodutos (acidos organicos) gerados,
consumo de hidrogénio por bactérias metanogénicas, bactérias sulfato e nitrato-redutoras
e baixo rendimento de hidrogénio (HALLENBECK e GHOSH, 2009; SAADY, 2013).
Um recurso que pode ser empregado para minimizar a alta carga organica remanescente
no meio da fermentacdo escura (na forma de 4cidos organicos) e aumentar o rendimento
final de hidrogénio € utilizar um sistema hibrido, sendo que, o mais comumente utilizado
¢ o efluente proveniente da fermentagdo escura empregado como substrato no processo
de fotofermentagdo. A combinagdo do processo fermentativo seguido pelo fotossintético
¢ considerado o mais promissor, pois ¢ capaz de alcancar a conversdo completa do
substrato e aumentar o rendimento final de hidrogénio (LO et al., 2010; ARGUN e
KARGL 2011; KHUSNUTDINOVA et al., 2012).

Em face ao exposto, esse trabalho foi realizado com o intuito de estudar a
producdo de hidrogénio por fotofermentacdo, empregando as bactérias purpuras ndo
sulfurosas R. capsulatus e R. palustris, em sistemas de cultura pura e co-cultura. Foi
utilizado como substrato o efluente proveniente da fermentacdo escura suplementado com
diferentes fontes de carbono, expandindo dessa forma, as possibilidades de produgdo de

hidrogénio e aumentando seu rendimento final.



CAPITULO 2
OBJETIVOS

Avaliar a producdo biologica de hidrogénio por fotofermentacdo em batelada e
batelada alimentada, utilizando sistemas de cultura pura (R. palustris) e co-cultura

(R. palustris e R. capsulatus) com diferentes fontes de agucares.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo podem ser sumarizados em:
v" Investigar o uso do efluente da fermentagdo escura como substrato para a
fotofermentacdo.
v’ Avaliar a produgio de hidrogénio através de sistemas de cultura pura e co-
cultura das bactérias fotossintetizantes (PNS).
v Estudar o efeito da suplementagio do meio de fotofermentagio com

diferentes agucares (glicose e lactose).



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O uso de combustiveis fosseis e suas consequéncias

O desenvolvimento tecnologico, juntamente com as mudangas estruturais da
economia, fez com que houvesse uma alternancia das fontes energéticas ao longo da
historia. No periodo pré-industrial, a lenha e o carvdo vegetal eram utilizados pela
humanidade como recursos energéticos. Na era da Revolucdo Industrial o destaque foi
para o uso de carvao mineral, sendo que, no final do século XIX tal recurso foi substituido
pelos derivados do petroleo (FADIGAS et al., 2012). Desde entdo, o petrdleo passou a
exercer uma fung¢do central no desenvolvimento ¢ na moderniza¢do das economias,
destacando-se por possuir um conteido energético elevado, podendo ser transportado sem
dificuldades e, além disso, o seu processamento € capaz de produzir combustiveis com
multiplas fun¢des. A partir da segunda metade do século passado, estudos foram iniciados
para encontrar fontes de energia que pudessem substituir o petroleo, nesse contexto,
despontava-se a energia nuclear. O desenvolvimento e a transferéncia de tal tecnologia, a
produgdo em larga escala e os riscos de acidentes, foram as dificuldades encontradas que
impossibilitaram a energia nuclear de tornar-se o combustivel mundial, o que fortaleceu
ainda mais a hegemonia do petréleo (AMARAL, 2010; COSTA e PRATES, 2005)

O consumo acelerado dos combustiveis fosseis levou a sérios problemas
ambientais, pois a sua queima libera para a atmosfera gases como 6xidos de carbono,
nitrogénio e enxofre que sdo responsaveis pelo agravamento do efeito estufa, causando o
aquecimento global, além da ocorréncia de chuvas acidas e diminui¢do da camada de
ozonio (LEITE, 2010).

O agravamento dos problemas ambientais e a oferta limitada desses combustiveis
incentivaram as pesquisas a buscar por fontes energéticas renovaveis e ambientalmente
sustentaveis. E dessa forma, nota-se o hidrogénio como uma alternativa atraente aos

combustiveis fosseis (DAS e VEZIROGLU, 2008; ZHANG et al, 2015).



3.2 O hidrogénio como fonte de energia alternativa

O hidrogénio ¢ o elemento mais abundante na Terra e € encontrado,
principalmente, na forma de compostos, geralmente, ligado a moléculas de agua e
hidrocarbonetos (SCHLAPBACH e ZUTTEL, 2005). Apenas uma pequena fragdo pode
ser encontrada na forma gasosa ou molecular (MME, 2014). O hidrogénio molecular ¢ o
gas mais leve conhecido, além de ser incolor, inodoro, insipido, inflamével e insoluvel
em agua (NETO, 2005).

A maior parte da produg@o total de hidrogénio (aproximadamente 50%) € utilizada
em industrias quimicas para a produgdo de fertilizantes e petroquimicas no tratamento do
petroleo bruto (cerca de 37%). A menor parcela produzida é dedicada ao uso do
hidrogénio como reagente nos processos de hidrogenag¢do, como combustivel para
motores de foguete e como fluido de refrigeragdo em geradores elétricos (DAS e
VEZIROGLU, 2008; KOTAY e DAS, 2008).

Além das aplicagdes citadas, o hidrogénio estd sendo considerado um potencial
combustivel para o futuro, pois possui uma alta eficiéncia de conversdo em poténcia util,
com o mais alto teor de energia por unidade em peso do que qualquer outro combustivel
(142 kJ/g). O referido gas pode ser facilmente convertido em eletricidade por células
combustiveis e a sua combustdo libera apenas energia e vapor de adgua, ja que ndo ha
atomos de carbono em sua estrutura (DAS e VEZIROGLU, 2008; ABDALLAH et al.,
2016).

Os processos quimicos convencionais sdo os responsaveis pela maior parte da
produgdo de hidrogénio. Dentre os principais métodos, cita-se a reforma a vapor, que €
responsavel por cerca de 40 % da produgdo de hidrogénio, seguido pela oxidagdo parcial
de hidrocarbonetos pesados (30 %), gaseificacdo do carvdo (18 %) e eletrolise da agua
(5 %) (NEVES, 2009). Na reforma a vapor, os hidrocarbonetos (principalmente metano)
reagem com o vapor de agua, produzindo gés hidrogénio e monoxido de carbono, de

acordo com a Equagédo 3.1 (HOLLADAY et al., 2009).

CH, + H,0 — CO + 3H, (3.1)

A reagdo entre o hidrocarboneto e o vapor de agua € altamente endotérmico
(AH®208x =+ 206,2 kJ/mol), o que requer maior energia para que a reacio aconteca. Além
disso, a conversdo a hidrogénio ocorre em temperaturas e pressdes acima de 900 °C e

30 bar, respectivamente (NAVARRO et al., 2007). Em seguida, para aumentar o



rendimento de hidrogénio, pode-se realizar a reagdo de deslocamento da agua. No qual,
o monoxido de carbono, formado na reforma a vapor, € convertido em dioxido de carbono

e hidrogénio, como mostra a Equagio 3.2.

CO + H,0 — CO,+ H, (3.2)

No processo de oxidacgdo parcial a menor quantidade estequiométrica de oxigénio
disponivel para reagir com hidrocarbonetos, resulta primariamente na formagido de
hidrogénio e mondxido de carbono e componentes tracos como dioxido de carbono e
outros. O gas produzido ¢ denominado por gas de sintese, do qual o hidrogénio pode ser
extraido. Para maximizar a produ¢@o de hidrogénio submete-se o gas de sintese a reagdo
de deslocamento da agua, como na reforma a vapor (KORDESH e SIMADER, 1996;
CHAUBEY etal., 2013).

As reagOes de gaseificagdo, também empregadas em ampla escala, consistem na
decomposicio térmica de um material carbondceo formando o gés de sintese (CO2, CO,
H>, CH4, H20) e alguns particulados como alcatrdo, cinzas e carvdo (COHCE, et al,,
2011). A obtengdo de hidrogénio por essa via ocorre em altas temperaturas, variando de
500 °C a 1 400 °C, e em pressdes atmosféricas ou superiores, podendo chegar a 33 bar
(HERNANDEZ et al., 2013).

Outra forma de produg¢do de hidrogénio ¢ a partir da eletrolise, em que, a agua ¢é
convertida em hidrogénio e oxigénio pela passagem de uma corrente elétrica direta na
agua, contendo sais de hidroxidos de metais alcalinos (SOLLI, 2004). O método por
eletrdlise apresenta alto custo quando comparado a reforma a vapor, no entanto, obtém-
se uma alta pureza de hidrogénio que ¢ necessaria em algumas aplicagdes e uma
flexibilidade de operacdo. Ambos os fatores justificam a participagdo da eletrolise no
mercado atual (SORESEN, 2004).

Desse modo, nota-se que as rotas de produgdo quimicas convencionais de
hidrogénio requerem alta demanda energética e alta pressdo de operagdo. Por outro lado,
a producdo de hidrogénio por via biologica, pode ser executada a temperatura e pressao
ambiente, o que a torna competitiva em relag@o as rotas convencionais. Além disso, pode-
se empregar como substratos matérias-primas de baixo custo como, por exemplo, aguas
residuais que contenham quantidades consideraveis de matéria biodegradavel (BABU et

al., 2009). Existe também, uma grande diversidade filogenética e fisiologica de

2

microrganismos que sao capazes de produzir hidrogénio (SINHA e PANDEY, 2011).



3.3 Producio biolégica de hidrogénio

A producdo de hidrogénio via processo biologico utiliza a capacidade dos
microrganismos em transformar matérias-primas em hidrogénio através de processos
fotossintéticos, fermentativos ou uma combinagdo de ambos. Desse modo, pode ocorrer
a biofotolise da agua realizada por algas ou cianobactérias, a fotofermentacdo de
compostos organicos através de bactérias fotossintetizantes, a fermentagio anaerobia (ou
escura) de compostos organicos realizados por bactérias fermentativas e sistemas
hibridos, que combinam o uso de bactérias fermentativas e fotossintéticas (DAS e
VEZIROGLU, 2008; KIRTAY, 2011). Os sistemas hibridos tém a finalidade de aumentar
o rendimento final de hidrogénio, ja que a sinergia do processo permite uma maior

utiliza¢@o do substrato e diminui as limitagdes bioldgicas (NEVES, 2009).
3.3.1 Biofotolise da agua

O processo de biofotolise € caracterizado pela a¢do da luz sobre um sistema
bioldgico causando a degradacdo da agua e resultando, ao final do processo, a formagao
de hidrogénio molecular. A biofotolise da agua € possivel devido a agdo fotossintética de
algas verdes e cianobactérias (MATHEWS e WANG, 2009). Tais microrganismos sao
capazes de capturar a energia solar através de sistemas fotossintéticos denominados de

fotossistema I (FSI) e fotossistema II (FSII), como mostra a Figura 3.1.

A

> )
P < \ Fdrea H:ase
\ —
% E Fdox ou

\/ N:aase
N e
~A\
ADP ATP
FSII

H->0 O+ H+ e

Figura 3.1 - Esquema da biofotolise realizada por algas verdes e cianobactérias
(Adaptado de HALLENBECK e GHOSH, 2009).



Na biofotolise direta, realizada pelas algas verdes, a absor¢do da energia luminosa,
no FSII, promove a fragmentac¢do da molécula de 4gua em hidrogénio na forma de prétons
(H"), oxigénio molecular (O2) e elétrons (¢7) (DAS e VEZIROGLU, 2008). Os elétrons
gerados sdo transportados para o FSI, com o auxilio de uma proteina que possui
propriedades de oxirredugdo, a ferredoxina (Fd). Na sequéncia, a Fd sofre oxidagdo e
reduz o carreador NADP a NADH. O NADH ¢ responsavel por carrear os elétrons até o
Ciclo de Calvin, em que, por um conjunto de reagdes, ocorre a fixagdo do gas carbdnico
em carboidratos. Em condi¢Oes anaerobias, quando hd um excesso de elétrons no sistema,
a Fd ¢ capaz de fornecer elétrons para reduzir os protons H', formando o hidrogénio
molecular (MATHEWS e WANG, 2009; HOLLADAY et al, 2009). A reagdo de
conversdo da dgua para formacao de hidrogénio € mostrada pelas Equagdes 3.3,3.4¢3.5.
Sendo que, a Equagdo 3.3 representa a etapa que ocorre no FSII, e as Equagdes 3.4 ¢ 3.5

acontecem no FSI (DAS e VEZIROGLU, 2008).

2H,0+hv > 0, + 4 H* (3.3)
4H* + Fd(red)(4e™) — Fd(red) 3.4
(4e”)+ 4HT - Fd(ox)+ 2H, (3.5)

Na biofotolise direta realizada por algas verdes, a enzima responsavel por catalisar
a formag@o do hidrogénio molecular ¢ a hidrogenase (DASGUPTA et al., 2010). A
presenga de oxigénio, proveniente do fotossistema II, ¢ capaz de inibir a agdo da
hidrogenase desfavorecendo a produg@o de hidrogénio. Assim, na biofotolise direta, a
producdo de hidrogénio da-se em condig¢Bes anaerobias e no periodo sem luz, onde o
processo de respiragdo das algas verdes consome o oxigénio permitindo a ativagdo da
hidrogenase. Quando a fotossintese ¢ restabelecida, com a presenga da luz, a producio
volta a ficar comprometida. A supressdo do meio com enxofre € uma alternativa que visa
diminuir a atividade do fotossistema I1, fazendo com que a respirac¢do seja constante, mas
a producdo de oxigénio menor, assim a concentragdo do referido gas, ndo impedira a
formagdo do hidrogénio (DAS e VEZIROGLU, 2001; MCKINLAY ¢ HARWOOD,
2010).

Na biofotdlise realizada por cianobactérias, chamada de biofotolise indireta,

ocorre o processo de fotossintese assim como a fixagdo do nitrogé€nio atmosférico



(DASGUPTA et al., 2010). No entanto, as cianobactérias separam esses pProcessos
(fotossintese e fixacdo) temporalmente, ou espacialmente, visto que, a formagdo de
hidrogénio também ¢ inibida pela presenca de oxigénio nesses organismos. Na separagao
temporal, durante o dia com a presenga da luz as cianobactérias realizam a fotossintese e
a noite, na auséncia de luz, fixam o nitrogénio. Ja a separagdo espacial, da-se em fungio
da capacidade de alguns organismos em desenvolverem uma organela vegetal,
denominada por heterocisto. O heterocisto ndo possui o FSII ativo, portanto nio realiza
fotossintese. Esse fator possibilita a fixa¢do de nitrogénio independente da presenca ou
auséncia de luz. Nas cianobactérias hd tanto hidrogenase quanto nitrogenase e tais
enzimas requerem o uso de ATP como recurso energético, diferentemente da biofotdlise

direta que ndo necessita de tal recurso (DASGUPTA et al., 2010).

3.3.2 Fermentacao anaerdbia ou fermentacio escura

O processo de fermentacdo anaerobia ou escura consiste no emprego de bactérias
fermentativas capazes de degradar substratos ricos em matéria organica em compostos
mais simples como acidos organicos volateis, alcoois, metano, didxido de carbono e
hidrogénio na auséncia de luz e oxigénio (ARGUN e KARGI, 2011).

A formagdo do hidrogénio pela acdo da enzima hidrogenase no processo
fermentativo, ¢ a forma de eliminar o excesso de elétrons gerados durante a degradacdo
do substrato (NATH e DAS, 2004). A hidrogenase ¢ uma metaloproteina, possuindo
dessa foram, metais em seus sitios ativos (DASGUPTA et al., 2010). Quando ha ferro em
seu centro catalitico, essas enzimas sdo denominadas [FeFe]-hidrogenases e aquelas que
possuem niquel e ferro sdo as [NiFe]-hidrogenases. Além dos metais citados, algumas
enzimas podem apresentar selénio, niquel e ferro sendo as [NiFeSe]-hidrogenases
(HALLENBECK e BENEMANN, 2002; VIGNAIS e COLBEAU, 2004). Geralmente as
[FeFe]-hidrogenases sdo encontradas em microrganismos produtores de hidrogénio ao
contrario das [NiFe]-hidrogenases e [NiFeSe]-hidrogenases, que frequentemente sdo
encontradas em microrganismos consumidores de hidrogénio (MEYER, 2007). O
controle do pH durante o processo ¢ imprescindivel, uma vez que, pH baixos inibem a
atividade da referida enzima refletindo diretamente na formac¢do de hidrogénio (LAY,
2000).

Os microrganismos empregados na fermentagdo podem apresentar-se na forma de

culturas mistas, proveniente de ambientes naturais, ou culturas puras. Devem ser capazes
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de promover uma fermentacdo estavel e de autorregulagio (VALDEZ-VASQUEZ e
POGGI-VARALDO, 2009). Nesse aspecto, os microrganismos mais estudados até o
momento sdo pertencentes aos géneros Clostridium e Enterobacter; destacando-se as
espécies Clostridium butyricum (TAl et al., 2010), Clostridium sp (KAMALASKAR et
al.,2010), Clostridium beijerinckii (SKONIECZNY e YARGEU et al., 2009),
Enterobacter  aerogenes  (JAYASINGHEARACHCHI et al. 2009), e
Enterobactercloacae (MANDAL et al., 2006).

2

Existe uma ampla variedade de materiais que podem ser utilizados como
substratos, destacando os materiais lignoceluldsicos, glicerina, residuos alimenticios,
lacteos e outros (CHONG et al., 2009). Normalmente, os substratos que possuem elevado
teor de agucar sdo os preferenciais no processo fermentativo, ja que sdo facilmente
biodegradaveis pelas bactérias. O uso de agliicares puros como matéria-prima encarece o
processo de producdo em larga escala, desse modo, o emprego de materiais residuais ricos
nesses componentes pode ser uma alternativa promissora tanto do ponto de vista
econdmico como ambiental (DAS e VEZIROGLU, 2008).

Os referidos substratos passam pelo processo de digestdo anaerdbia durante o
processo fermentativo anaerdbio, que consiste em quatro etapas principais: hidrolise,
acidogénese, acetanogénese e metanogénese. As referidas etapas sdo mostradas na Figura

3.2.
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Matéria orgénica

1 Bacterias hidroiticas H IDRf)LI SE

Produtos da hidrdlise

1 Bactérios ecidogénicos ACIDOGENESE
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ACETOGEMESE

1 Boctérnias ocetagénicas
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“n, homoacetogénicas
ro . . “\’1. .-/'-' a -
Bocterias nitratae Metanogénicas Metanogénicas METANOGENESE
sulfato redutoras hidrogenatraficas goetoclasticas

Figura 3.2 - Representagdo esquematica das principais etapas do processo
fermentativo anaerébio (Adaptado de GUO et.al., 2010).

Na hidroélise, as bactérias hidroliticas s@o capazes de produzir enzimas
extracelulares que vdo degradar os compostos organicos complexos (carboidratos,
proteinas, lipideos) em materiais dissolvidos. Os materiais dissolvidos sdo permeéveis as
membranas das bactérias fermentativas, desse modo, sdo incorporados e metabolizados
no interior das células na etapa da acidogénese. Os produtos oriundos da acidogénese sdo
compostos mais simples como acidos organicos volateis, alcoois, dioxido de carbono,
hidrogénio e biomassa. Os referidos produtos sdo oxidados pelas bactérias acetogénicas,
na etapa de acetogénese, formando substratos apropriados como hidrogénio e acido
acético, para as arqueias metanogénicas. Nessa mesma etapa, o hidrogénio pode ser
transformado em acido acético pelas bactérias homoacetanogénicas. Na ultima etapa, a
metanogénese, as arqueias metanogénicas consomem o hidrogénio e o acido acético
transformando-os em metano e dioxido de carbono. As bactérias que utilizam hidrogénio
como substrato, sdo denominadas de metanogénicas hidrogenotroficas e as que possuem

preferéncia pelo 4cido acético sdo chamadas de metanogénicas acetoclasticas. O
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hidrogénio formado no processo pode ser consumido, quando ha a presenca de sulfato e
nitrato no meio fermentativo, pelas bactérias sulfato-redutoras, formando assim amonia e
sulfeto, respectivamente (SPEECE, 1996, CHERNICARO, 2007; SAADY, 2013).

A partir das etapas descritas, nota-se que, para a obtencdo do hidrogénio, o
processo fermentativo deve ser interrompido na etapa da acetogénese. E para realizar o
tratamento do efluente gerado, ele deve ser degradado novamente até a etapa de
metanogénese, finalizando assim o processo de digestdo anaerobia.

O rendimento de hidrogénio, ao final do processo, depende da rota metabdlica
seguida pelos microrganismos e também dos subprodutos gerados. Utilizando o
metabolismo da glicose, que € aceitavel como referéncia (NTAIKOU et al., 2010), o
maximo rendimento tedrico € obtido quando ha a formagao de acido acético como produto
final, resultando em quatro mols de hidrogénio por mol de glicose, Equagdo 3.6. Quando
o produto final € o 4cido butirico, o rendimento sera dois mols de hidrogénio por mol de

glicose, Equagdo 3.7 (CHONG et al., 2009).
CeH1,06 + 2H,0 — 2 CH3COOH + 4 H, + 2CO, (4 ATP) (3.6)

CgH,,04 — CH5CH,CH,COOH + 2 H, + 2C0, (3 ATP) (3.7)

A conversdo de glicose a acido acético resulta em maior energia para o
crescimento das bactérias, além de formar substrato para as arqueias metanogénicas
acetoclasticas. Ja a formag@o de acido butirico reduz a produg@o de hidrogénio e o teor
acido do meio (MOSEY, 1983). A producdo de acido propidnico ao final do processo
desfavorece o rendimento de hidrogénio, ja que ele € consumido, como mostra a Equagio

3.8.

CgH;,04 + 2 H, — 2 CH;CH,COOH + 2 H,0 (2 ATP) (3.8)

A rota metabodlica seguida pelos microrganismos pode ser levada a
solventogénese, obtendo como produtos: acetona, metanol, etanol, propanol, butanol e
lactato (GUO et al., 2010). A obtenc¢do de etanol e acido latico (pela rota classica) tem
um balango nulo no rendimento final de hidrogénio, como pode ser visto nas Equagdes
3.9 3.10, respectivamente. No entanto, existe uma rota alternativa em que s@o formados
etanol e dois mols de hidrogénio como produtos, Equagdo 3.11 (HWANG et al., 2004,
ZHU et al., 2009).
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CgH,,04 — 2 CH;CH,OH + 2 CO, (3.9)
CgH,,04 — 2 CH;CH(OH)COOH + 2 CO, (3.10)
CgH;,04 + H,0 — CH3CH,OH + CH5COOH + 2 H, + 2 CO, (3.11)

Hé também alguns pardmetros que influenciam a fermentag@o anaerobia e que
quando ajustados, podem contribuir para o aumento no rendimento do gés de interesse.
Cita-se, por exemplo, a influéncia do pH no processo. Ele estd diretamente relacionado
com a atividade da hidrogenase e também com a rota metabolica adotada pelos
microrganismos (TEMUDO et al, 2007; GINKEL e SUNG; 2001). Existem
discordancias em relagdo a um pH o6timo, pois em cada estudo ¢ utilizado um tipo de
indculo, um substrato diferente e faixas de pH estudados distintos (WANG e WAN,
2009). Entretanto, estudos de Khanal et al., (2004) e Ginkel e Sung (2001) mostraram que
o pH na faixa de 5 a 7 resultam em melhores rendimentos de hidrogénio.

A temperatura € outro pardmetro de extrema importdncia na fermentagio,
variando de acordo com o tipo de inoculo, substrato e condigdes operacionais do sistema
(GUO et al., 2010). As faixas de temperatura utilizadas no processo de fermentagio
podem ser mesofilica (25-40 °C), termofilica (40-65 °C), termofilica extrema (65-85 °C)
e hipertermofilica (> 80 °C) (LI e FANG, 2007). Sendo as faixas mesofilica e termofilica
as mais utilizadas.

Uma elevada pressdo parcial de hidrogénio pode ter um efeito negativo na
producdo do mesmo, ja que compromete a atividade da hidrogenase e torna o processo
termodinamicamente desfavoravel (KIM et al., 2006). A alta pressdo parcial € capaz de
deslocar a rota metabolica para a solventogénese, levando a formagdo de acido latico,
etanol, butanol e acetona (LEVIN et al., 2004). Além dos parametros citados existem o
tempo de detengdo hidraulica, configuragdes do reator, fonte de carbono e outros, que
deverdo ser estudados e otimizados para atingir rendimentos expressivos de hidrogénio
ao final do processo.

Em resumo, o processo de fermentacdo anaerobia para a produgdo de hidrogénio
¢ bastante atrativo, uma vez que ndo necessita de iluminagdo, pode-se utilizar varias
fontes de carbono como substrato e ainda produz metabdlitos de grande valor agregado
que poderdo ser utilizados em um processo hibrido para aumentar o rendimento de

hidrogénio. Possui também uma operagdo simples quando comparado aos processos
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fotossintéticos (HALLENBECK e BENEMANN, 2002; LEVIN et al, 2004; DAS e
VEZIROGLU, 2008). No entanto, o referido processo apresenta baixos rendimentos de
hidrogénio, mas pode-se obter rapidas taxas de conversdo (SINHA e PANDEY, 2011).

3.3.3 Fotofermentacio

No processo de fotofermentacdo as bactérias fotossintetizantes sdo capazes de
converter acidos organicos ou biomassa em hidrogénio na presenga de luz e em condi¢des
anaeroébias (MATHEWS e WANG, 2009; BASAK et al., 2014).

As bactérias fotossintetizantes podem ser classificadas de acordo com sua
preferéncia pelo substrato. Sendo assim, as bactérias chamadas de sulfurosas degradam
compostos a base de enxofre e as bactérias ndo sulfurosas consomem compostos a base
de carbono (LONGO, 2009). As bactérias fotossintetizantes do tipo purpuras nio
sulfurosas (PNS) podem crescer como fotoheterotroficas, fotoautotroficas ou
quimioheterotroficas e alternar de um modo para o outro dependendo das condi¢des
disponiveis, como o grau de anaerobiose, a disponibilidade de fonte de carbono (CO> para
o crescimento autotrofico e compostos organicos para o crescimento heterotrofico) e
fonte de luz (necessaria ao crescimento fototrofico) (MADIGAN et al., 2013; EROGLU
e MELIS, 2011). No grupo das bactérias fotossintetizantes, as mais estudadas no processo
de fotofermentagdo sdo: Rhodopseudomonas palustris (KAWAGOSHI et al., 2010),
Rhodobacter sp. (ZHU et al., 2010), Rhodobacter sphaeroides e Rhodobacter capsulatus
(OBEID et al., 2010).

O sistema fotossintético dessas bactérias é apenas similar aos existentes na
natureza, eles ndo possuem a capacidade de oxidar a d4gua e, portanto, ndo geram oxigénio
em suas reacdes (DASGUPTA et al., 2010). O fotossistema das bactérias purpuras nao
sulfurosas (PNS) esta fixado na membrana intracelular e é composto pelos pigmentos
carotenoides e bacterioclorofilas, que s3o os responsaveis por absorver a energia luminosa
(fotons) (AKKERMAN et al., 2002). O metabolismo fotossintético das bactérias PNS
pertencente a espécie Rhodobacter, pode ser visto na Figura 3.3. Em virtude da
semelhanga dos processos metabdlicos relacionados com a produg@o de hidrogénio, esse

modelo pode ser estendido a outras bactérias PNS.
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Figura 3.3 -Representacdo do fluxo de prétons (-----»), fluxo metabolico para
multiplicagdo celular (—) e fluxo metabolico para producdo de hidrogénio( ) das
bactérias purpuras ndo sulfurosas (Adaptado de GOLOMYSOVA et al ., 2010).

A degradag¢do do carbono organico (ciclo CAT) libera elétrons que sdo carregados
por transportadores de elétrons, gerando um fluxo ciclico que produz um gradiente de
protons na membrana. Esses protons sdo utilizados para produzir ATP, a partir da ATP
sintase, e também sdo utilizados na atividade reversa do NADH desidrogenase (NADH
dh) e no complexo de fixa¢do de nitrogénio presentes nas bactérias Rhodobacter
(complexo Rnf) para reduzir a ferredoxina (Fd). A succinato desidrogenase (SDH)
fornece elétrons para o ubiquinol, que funciona como um transportador de elétrons entre
a parte interna e externa da membrana. J& o NADH gerado no CAT é usado para a sintese
de biomassa, fixa¢do de CO;, sintese de material de reserva, e formagdo de hidrogénio
através do complexo nitrogenase (AKKERMAN et al., 2002; GOLOMYSOVA et al.,
2010; BASAK, 2014). Quando ha a presenca de N2 no meio, os elétrons podem ser
utilizados pela nitrogenase para reduzir o nitrogénio a amodnia. Em contrapartida, na
auséncia de nitrogénio, tal enzima reduz os protons H™ em hidrogénio molecular,
utilizando os elétrons que foram carreados pela Fd. Dessa forma, os elétrons provenientes
da degradacdo dos acidos organicos sdo capazes de produzir gas hidrogénio e didxido de

carbono (AKKERMAN et al., 2002).
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As bactérias purpuras ndo sulfurosas produzem hidrogénio de forma eficiente,
apresentando elevados rendimentos tedricos de conversdo do substrato (MATHEWS e
WANG, 2009). Além disso, sdo capazes de utilizar um amplo espectro de luz e acidos
organicos como fonte de carbono. O maximo rendimento tedrico que poderia ser obtido
no processo de fotofermentacgio se todo substrato fosse convertido a Hz e CO2 € mostrado

pela seguinte Equagdo 3.12 (LOSS, 2009):
CyHy0; + (2X — Z)H,0 - (Y/2 +2X —2)H, + X CO, (3.12)

Hé uma grande variedade de substratos que podem ser utilizados para o crescimento
dos microrganismos, no entanto, nem todos sdo uteis para produzir hidrogénio. Os acidos
latico, acético, butirico, malico e propidnico, sdo os principais acidos utilizados por esses
microrganismos para a produgdo do gas, de acordo com a literatura. Em seguida, sdo
descritas as Equagdes 3.13 — 3.17 de formacao de hidrogénio a partir dos acidos citados
(WU etal,, 2012; LAZARO et al., 2012):

Acido acético:

C,H40, +2H,0 - 4H, +2CO, (3.13)
Acido latico:

C3HgO; + 3 H,0 - 6 H, + 3CO, (3.14)

Acido malico:
C4Hz05 + 3 H,0 —» 6 H, + 4 CO, (3.15)

Acido butirico:
C4HgO, + 6 H,0 — 10 H, + 4 CO, (3.16)

Acido propiénico:
C3H¢O, + 4H,0 —» 7H, + 3 CO, (3.17)

Além da degradagdo dos acidos organicos, as referidas bactérias sdo capazes de
degradar agucares como glicose, lactose, sacarose e melago de soja para produzir
hidrogénio (TTIAN et al., 2010; AFSAR et al., 2011; KESKIN e HALLENBECK, 2012).

A producdo de hidrogénio por bactérias PNS ¢ devido a presenga da enzima
nitrogenase em condi¢des deficientes de oxigénio, utilizando a energia da luz e varios
acidos organicos. Na auséncia de nitrogénio, e sob condig¢des anaerdbias, a nitrogenase €
capaz de formar hidrogénio em uma reacdo irreversivel, sendo consumidos quatro ATP
por mol de H2 produzido, como mostra a Equacdo 3.18. Na presenca de nitrogénio, a
enzima possui a capacidade de reduzir o gas (N2) a amodnia (NH3);, Equagdo 3.19

(OLIVEIRA, 2014; BASAK et al., 2014).
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2H* +2e” +4ATP — H, + 4 (ADP + Pi) (3.18)
N, + 8H* +8e™ + 16 ATP — 2 NH; + H, + 16 (ADP + Pi) (3.19)

A nitrogenase também € uma metaloproteina e ¢ classificada de acordo com o
metal presente em seu sitio ativo, podendo ser nitrogenase Molibdénio (Mo), Vanadio
(V) ou Ferro (Fe). A nitrogenase Mo ¢ conhecida como nitrogenase convencional, por ser
mais frequente em microrganismos. Ja a nitrogenase V e Fe sdo denominadas por
nitrogenases alternativas (DAS e VEZIROGLU, 2001). A presenc¢a desses trés tipos de
enzimas ¢ dependente da espécie do microrganismo, a bactéria PNS R. capsulatus por
exemplo, demonstrou conter as nitrogenases Mo e Fe, sendo que, a ultima expressa-se em
condigdes de deficiéncia em molibdénio. J4 a bactéria R. palustris expressam os trés tipos
de nitrogenase: Mo, Fe e V. A produgdo de hidrogénio a partir dos trés tipos de

nitrogenase, utilizando ATP, ¢ mostrado pela Equacdo 3.20 —3.22 (BASAK et al., 2014).

Mo - nitrogenase: N, + 8H* + 8 e~ - 2 NH; + H, (3.20)
V - nitrogenase: N, + 12 H* + 12e~ - 2 NH; + 3 H, (3.21)
Fe - nitrogenase: N, + 21 H* + 21 e~ -» 2 NH; + 7.5H, (3.22)

Destaca-se também, a presenca da enzima hidrogenase ligada a membrana nas
cepas de R. capsulatus e R. palustris (ODA et al., 2005, SCHNEIDER et al., 1991). No
entanto, a hidrogenase nas bactérias fotoheterotroficas desempenham um metabolismo
antagénico as nitrogenases. Estudos estdo sendo realizados para conseguir
microrganismos mutantes que ndo tenham a capacidade de produzir tal enzima,
aumentando assim a produg@o de hidrogénio. No trabalho de Oshima et al. (1998) foram
estudados mutantes de R. capsulatus ST410, e observaram que a produgdo de hidrogénio
foi mais expressiva para esses microrganismos quando comparados aos microrganismos
selvagens. Os primeiros mostraram uma conversdo de 68 % enquanto que os selvagens
obtiveram apenas 25 %.

Em relacdo a nitrogenase, sua eficiéncia depende de quantidade elevada de ATP
e poder redutor. Além disso, para um bom desempenho o ambiente deve estar em
condiges anaerdbias, visto que, a presenca de Oz provoca alteragdes irreversiveis na

estrutura da enzima, causando sua inibi¢do. E também a presenga de fontes de nitrogénio,
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provenientes dos meios de cultivos das bactérias causam a inibi¢do na sintese e atividade
da nitrogenase, no entanto, essa inibi¢do € reversivel (KOKU et al., 2002).

A produgdo de hidrogénio por fotofermentagdo depende de muitos parametros
como a atividade das enzimas nitrogenase e hidrogenase, propor¢do de carbono e
nitrogénio nos meios de produgdo, idade do indculo das bactérias PNS, fonte e intensidade
de luz aplicada, pH, temperatura dentre outros fatores que afetam a eficiéncia, termos
globais de rendimento e taxa de producdo simultaneamente (BASAK et al., 2014).

Em relagdo a fonte de carbono, os acidos organicos como acido malico, piravico,
acético, férmico e outros, podem ser utilizados pelas bactérias PNS no processo de
fotofermentagdo (BASAK et al., 2014). A fonte de nitrogénio utilizada no crescimento
das cepas e no meio de producdo de hidrogénio € variavel em tipo e concentra¢do (como
por exemplo, cloreto de amdnio, sulfato de amdnio, acido glutdmico, etc). A razdo entre
ambas fontes (C/N) desempenha um papel importante na formagio de hidrogénio, sendo
destacada na literatura que este parametro deve ser superior a 1. Segundo Eroglu et al.
(1999) a melhor relagio entre carbono (acido malico) e nitrogénio (acido glutamico), foi
na propor¢do 15 mM: 2mM no meio de producdo utilizando R. sphaeroides O.U.001,
levando a taxa de geracdo de hidrogénio a 10 mL/L-h. Ressalta-se que a presenca do ion
amonio como fonte de nitrogénio pode reduzir a taxa de produgdo assim como a producgio
acumulada de hidrogénio, uma vez que a atividade da enzima nitrogenase foi inibida. Na
auséncia de nitrogénio molecular e sais de amdnio no meio de cultura a atividade da
nitrogenase ¢ melhorada e consequentemente a producdo de hidrogénio (BASAK et al,,
2014).

O trabalho de Koku et al. (2002) também relata o efeito inibidor sobre a
nitrogenase. Foi observado que células de R. capsulatus crescidas em lactato e glutamato
consumida antes da fonte de nitrogénio, culminando na produc¢do de amdnia. Tal fato,
explica a recomendacdo de varios autores para o emprego de altas rela¢cdes C/N (maiores
que 1) durante o cultivo de tais bactérias visando a produgdo de Ha.

No estudo de Rojas (2010) avaliou-se o efeito da relagdo C/N na produgido de
hidrogénio utilizando 4gua residuaria sintética a base de sacarose, em reatores de leito
fixo e fluxo ascendente. Os referidos autores analisaram diferentes relagdes entre carbono
(sacarose) e nitrogénio (ureia): 40, 90, 140 e 190. Os maiores valores foram obtidos para
a relagdo C/N de 140, sendo a conversdo de substrato em hidrogénio e a producdo

volumétrica de 3,5 mol Ha/mol sacarose e 162,5 mL H/L-h, respectivamente.
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Os micronutrientes, como por exemplo, os ions de ferro e molibdénio sdo
essenciais no processo de fermentagdo, uma vez que eles funcionam como cofatores da
FeMo-nitrogenase, assim tornam-se fundamentais para uma maior atividade da enzima
(KOKU et al., 2002). Ademais muitos portadores de elétrons como ferredoxina e
complexo citocromo bc requerem o ferro como cofator (ZHU et al., 2007).

A idade do inoculo também influencia no processo fotofermentativo. Para o
inéculo das bactérias PNS a fase exponencial da curva de crescimento € a mais apropriada
para um rendimento elevado na producdo do gas de interesse, sendo que, quanto mais
rapidamente atinge-se a fase estaciondria melhor para o processo, ja que um tempo de
retengdo maior leva a rota metabolica para a ndo produgédo de hidrogénio (MELNICKI et
al., 2008).

A fonte de luz utilizada no processo pode ser luz artificial, como lampadas
fluorescentes, lampadas halogenas, fibras opticas, tubos de neon, diodos emissores de luz,
etc (BASAK et al., 2014). Além disso, os biorreatores podem utilizar a luz solar em
combinag¢do com uma ou mais luzes artificiais. Ao longo do processo a intensidade da luz
no meio tende a diminuir, visto que, ocorre um sombreamento das células decorrente do
aumento da biomassa, subprodutos gerados e até mesmo a formagdo de um biofilme na
superficie do reator (KIM et al., 1997). A energia da luz diminui logaritmicamente com
a distancia da fonte de luz e a concentragdo de microrganismo em um meio de cultura de
acordo com a Lei de Lambert Beer. Ressalta-se também que a fonte de luz ndo deve estar
muito proxima da cultura bacteriana, pois pode gerar uma quantidade consideravel de
calor (BASAK et al., 2014). Ademais a fonte empregada deve apresentar uma intensidade
de luz uniforme, além disso, estudos relatam que a alta intensidade de luz € capaz de
causar uma parcial inibi¢do na formagao de hidrogénio pelas bactérias PNS (MIYAKE et
al., 1999; ADESSI et al., 2012).

A temperatura ¢ um importante parametro que pode conduzir as rotas metabolicas
no sentido da producio de hidrogénio e a temperatura considerada 6tima para a geragao
do gés por Rhodobacter sp encontra-se na faixa de 31 a 36 °C. A manutengdo da
temperatura constante no interior do reator também ¢ fundamental e pode ser feito através
de um banho termostatico em que a agua circula em volta do biorreator mantendo a
temperatura desejada durante a execug@o do experimento, salientando que a viabilidade
do sistema de controle da temperatura também € importante para reduzir os custos de todo

processo (BASAK et al., 2014).
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3.3.4 Sistemas hibridos

Os sistemas hibridos sdo uma combinagdo de rotas metabdlicas, sendo a mais
estudada, o processo de fermentacdo escura seguido da fotofermentacdo
(KHUSNUTDINOVA et al., 2012).

Conforme descrito anteriormente, a fermentagdo de residuos organicos na etapa
escura produz, além de hidrogénio e gés carbonico, produtos intermediarios como os
acidos organicos. Na etapa seguinte, que € a fotofermentacdo, os referidos acidos podem
ser convertidos em hidrogénio pelas bactérias fotossintetizantes, na presenca de luz e em
condi¢des anaerdbias e com alta relagdo C/N. E como resultado dessa combinagdo de
processos, tem-se 0 aumento no rendimento final do gas de interesse (LAZARO, 2009).

Silva (2015) utilizaram em seu trabalho o efluente proveniente da fermentagéo
escura como substrato para a fotofermentag@o. Foi avaliada a adi¢@o de fontes de carbono
como lactose e glicose e o efeito da adi¢do alternada desses agucares no decorrer do
processo. No ensaio contendo inicialmente 9,31 g/L de lactose e, posteriormente, quando
detectado o consumo total do agtcar foi adicionado de forma alternada lactose e glicose
(ambos a 6 g/L), apresentou uma produtividade méaxima de 201,8 mmol H2/L-dia e pdde-se
manter a cultura ativada na produg¢ao de hidrogénio por fotofermentacgio por até 787 h.

No trabalho de Su et al. (2009) foi estudado a produgio de hidrogénio a partir de
um sistema integrado, em que, a glicose foi utilizada como substrato. No primeiro estagio,
foram utilizadas as bactérias C. butyricum e obtiveram um rendimento de
1,59 mol de Hz/mol de glicose. Em sequéncia, o efluente da digestdo anaerdbica,
composto principalmente por acido acético e butirico, foi inoculado com R. palustris e o
rendimento obtido foi de 4,16 mol Ho/mol glicose.

O trabalho de Chen et al. (2008), utilizou um processo hibrido, em que mostrou
um aumento no rendimento de hidrogénio de 3,80 mol de Hz/mol de sacarose
(fermentagdo escura) para 10,02 mol de Hz/ mol de sacarose (fermentacdo escura/
fotofermentagdo). Além disso, a demanda quimica de oxigénio (DQO) no efluente foi
reduzida para 72 %. Esses autores observaram que quando o foto biorreator foi iluminado
com fibras dpticas e suplementado com 2,0 % (m/v) de transportadores de argila, o
rendimento global de hidrogénio no processo de dois estagios ainda foi melhorada para
14,2 mol de H2/ mol de sacarose com uma remogao de 90 % na DQO.

Tao et al. (2008) apresentaram um processo de dois estdgios para aumentar o

rendimento de hidrogénio a partir da sacarose. O primeiro estagio foi a fermentacio
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escura empregando microflora, o rendimento maximo de hidrogénio foi cerca de
3,67 mol de H2/ mol de sacarose. Os acidos organicos formados no primeiro passo, que
foram acido butirico, acético, uma pequena quantidade de acido propidnico, valérico,
caproico e alcool n-butilico foram utilizados no segundo estagio que foi a
fotofermentagdo, no intuito de converter os acidos citados em hidrogénio. Ao final da
fotofermentag@o, aumentou-se o rendimento de 3,67 mol de Hz/ mol de sacarose para
6,63 mol de H2/ mol de sacarose.

Redwood et al. (2005) estudaram a producdo de hidrogénio utilizando a digestao
anaerobia seguida da fotofermentagdo, empregando FEscherichia coli HD701 e R.
sphaeroides O.U. 001, respectivamente. O substrato utilizado foi glicose na primeira
etapa e na segunda o efluente proveniente da digestdo. A velocidade de producido de
hidrogénio foi de 124 mL Hz/L-d. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram
ser possivel a utilizagdo de um sistema hibrido para tratar dguas residuarias ricas em
acucares simples como a glicose.

Os trabalhos dos autores citados acima, assim como o de Silva (2015) que foi
realizado no grupo de pesquisa (NUCBIO-FEQ) pode mostrar que o sistema hibrido ¢
bastante promissor para atingir um aumento no rendimento de hidrogénio, o que justifica
a proposta de dar continuidade a esse estudo. Ademais, o emprego de um sistema de co-
cultura utilizando cepas de duas bactérias fotossintetizantes estudadas no presente

trabalho nio foi encontrado na literatura.



CAPITULO 4
MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Microrganismos

No processo de fotofermentagdo foram utilizadas cepas de bactérias purpuras nao-
sulfurosas, especificamente as Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus.
Tais bactérias foram adquiridas através de uma colecdo alemd de microrganismos e
cultura de células, a DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Culture).

As cepas foram cultivadas em frascos Duran de 500 mL, sendo que, 300 mL de
sua capacidade foi preenchido com meio de cultura (290 mL) e in6culo (10 mL). Os
200 mL de headspace foi saturado com gas argonio. No periodo de 10 a 12 dias, as cepas
eram centrifugadas e o sedimentado era suspendido em um novo meio de cultura. Apods
a renovagdo do meio, os frascos foram mantidos em uma cidmara de germinagido a

30+ 1 °C, com iluminaggo de 2200 lux.
4.2 Meio de cultura e meio fermentescivel

O meio de cultura utilizado para a manutenc¢do das cepas foi o meio basal RCV
(WEAVER et al., 1975). O referido meio ¢ uma solugdo aquosa composta pelos itens
descritos nas Tabelas 4.1 e 4.2. O pH da solugdo foi ajustado para 6,8 (com a adigdo de
hidréxido de sodio, 1M) e essa foi esterilizada em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20

minutos.

Tabela 4.1 - Componentes do meio RCV

Reagente Concentragdo (g/L)
Acido Malico 4,02
KH2PO4 0,60
K2HPO4 0,90
MgS04.7H,0 0,12
CaCl2.2H,0 0,075
Na;EDTA .2H,0 0,02
Micronutrientes 1 mL
Tiamina 0,001

(NH4)2S04 1
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Tabela 4.2 - Composi¢do da solugido de micronutrientes utilizada no meio RCV
Reagente Concentragdo (g/L)

H3;BOs3 2.8

MnSO4 H20 1,59
ZnS04 TH20 0,24
CaCl2.2H20 0,075
CuCl; 2H;0 0,05

O meio fermentescivel utilizado nos experimentos de fotofermentacdo foi o
efluente proveniente da fermentagdo escura por consércio microbiano em reator UASB,
produzido em trabalho paralelo a esse. O referido efluente segue alguns procedimentos
para torna-lo adequado ao ensaio de fotofermentacdo, sendo que o primeiro deles foi a
centrifugacdo para a retirada da cultura mista de bactérias presente no meio.
Posteriormente, realizou-se a suplementag@o do efluente com os componentes do meio
basal RCV, com a exce¢do do acido malico, do sulfato de amoénio e da tiamina (foi
adicionada apds o tratamento térmico). O sulfato de amonio ndo foi adicionado em virtude
da presenca de amonia no meio proveniente da fermentacdo escura. Desse modo, seria
inviavel aumentar a concentracdo de nitrogénio, pois o mesmo ¢ capaz de inibir a agdo da
enzima nitrogenase (OLIVEIRA, 2014). Ja o acido malico ndo foi adicionado pois o
intuito foi estudar somente as fontes de carbono proveniente dos acidos organicos que
estavam presentes no efluente e agucares adicionados. Em seguida, ajustou-se o pH para
6,8 ja que esse valor favorece a atividade da enzima nitrogenase e adicionou-se a fonte
de acucar a ser estudada. Finalmente, tratou-se o meio fermentescivel termicamente por
meio de uma autoclave (121 °C; 1 atm e 20 min) e apds o seu resfriamento, até a
temperatura ambiente, adicionou-se a tiamina e as bactérias PNS na forma de cultura pura
ou em um sistema de co-cultura. O experimento foi preparado dentro da camara de fluxo
laminar que foi previamente lavada com etanol 70 % e mantida sob luz ultravioleta por
15 minutos. O sistema de co-cultura utilizado nos experimentos é composto pelas

bactérias R. palustris e R. capsulatus cultivadas em meio RCV, na proporg¢éo 1:1 (v/v).
4.3 Condicao dos ensaios em escala reduzida - reatores de 50 mL

Os primeiros ensaios de fotofermentagido foram realizados em reatores de S0 mL
(frascos de penicilina), em duplicata. Foram conduzidos a temperatura de 32 £ 1 °C e
intensidade luminosa de 2200 lux. O volume reacional foi de 37,5 mL, sendo 32,5 mL de
meio a ser fermentado e 5 mL de indculo. O headspace (12,5 mL) foi preenchido com

gés argdnio, caracterizando assim um ambiente anaerobio. Ajustou-se o pH para 6,8 e a
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cepa empregada no processo foi R. palustris. Quanto ao meio a ser fermentado, testou-se
o meio basal RVC e o efluente proveniente da fermentacdo escura com diferentes fontes
de agucar: lactose, glicose e melago de soja. A lactose e a glicose utilizadas nos ensaios
possuiam pureza analitica. Apos a preparagdo dos reatores, eles foram tampados com
septo de borracha butilica e lacrados com céapsulas de aluminio. O biogas produzido foi
coletado a partir de seringas graduadas (10 mL) e posteriormente armazenados em
ampolas gasométricas (Construmaq LTDA. Brasil) para analises. Foram retiradas
amostras iniciais do meio reacional, e apos a finalizagdo do experimento (7 dias), novas
amostras foram coletadas para analises.

A proposta do primeiro ensaio de fotofermenta¢ido, denominado por Ensaio 1, foi
avaliar a produgdo de hidrogénio utilizando o meio basal RCV como substrato, e a ele foi
adicionado um dos seguintes tipos de agucares: lactose, glicose ou melago de soja na
concentragdo de 9,5 = 0,5 g/L. de agucares totais. Para posterior comparagdo em relagio
aos substratos utilizados, a finalidade do Ensaio 2 foi empregar o efluente proveniente da
fermentag@o escura com os mesmos agucares utilizados anteriormente. A representacdo a
seguir, Figura 4.1, mostra o procedimento adotado para a produgdo de hidrogénio por

fotofermentacdo em reatores de SO mL.
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Efluente da

Sobrenadante :
Meio
Ensaio 2 farmentaciio Centrifugacdo fermentescivel
escura ﬂ

E

Esterilizacdo
(Autodave 3 121 °C/

20 min)

Meio

<:| fermentescivel <::|

[Temperaturz ambienta]

Lactose Glicose Melago —
- nacula

de soja s

lamina

Aglear

Figura 4.1 — Fluxograma da produg¢do de hidrogénio por fotofermentagdo em
reatores de 50 mL.
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4.4 Condi¢ao dos ensaios em escala ampliada - reatores de 1,5 L

Os experimentos de fotofermentagdo também foram realizados em escala
ampliada, utilizando um reator de 1,5 L - mddulo Fermentador TE-2003/1,5-E1. O
volume reacional foi de 700 mL, composto por 65,3 mL de inoculo (cultura pura de R.
palustris ou sistema de co-cultura) e 634,7 mL de meio fermentescivel, aquele
proveniente da fermentagdo escura. O pH do meio foi ajustado e mantido em 6,8 ao longo
do processo pela adi¢do de NaOH (1 M). A temperatura, intensidade luminosa e agitagio
foram 32 + 1 °C, 5000 lux e 130 rpm, respectivamente. Apos a preparagdo do reator, foi
borbulhado gés argbnio ao meio, durante 15 minutos, para garantir um ambiente
anaerdbio.

O acompanhamento das fotofermentagdes foi realizado através da coleta de
amostras periodicamente. Primeiramente, retirava-se a amostra do biogas e armazenava-
o em ampolas gasométricas (Construmaq LTDA, Brasil) para posterior analise. Em
seguida, quantificava-se o biogas produzido através de um medidor de vazdo volumétrica
MilliGas-Counter da Ritter Tipo MGC-1. Para o acompanhamento do crescimento
celular, dos metabolitos formados e consumo de agucar no processo, amostras de 6 mL
do meio fermentado foram retiradas periodicamente, sendo que, o intervalo de tempo
variou de acordo com a composi¢do desse meio. Dessa forma, media-se a concentragdo
celular e posteriormente a amostra foi centrifugada para realizar a separagido das células
do sobrenadante. A partir do sobrenadante coletado realizou-se a leitura de 4cidos
organicos, etanol e aglicar através da cromatografia liquida de alta eficiéncia. De modo a
manter o volume reacional, fez-se a reposi¢do com meio fresco constituido de meio basal
RCV. O fluxograma a seguir, Figura 4.2, mostra o procedimento realizado para o ensaio

de fotofermentacao.
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Centrifugacdo
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fermentagdo
escura

Sobrenadante Meio

=> fermentescivel

Esterilizagdo
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/20 min)

Indeulo
Tiamina
Agtcar

Figura 4.2 - Fluxograma da producdo de hidrogénio por fotofermentagdo em
reatores de 1,5 L.

A Figura 4.3 mostra o Mddulo Fermentador TE-2003/1,5-E1 utilizado nos ensaios de

fotofermentacdo.

Figura 4.3 — Biorreator de 1,5 L utilizado nos ensaios de fotofermentacdo, sendo 1-
Biorreator com fotoperiodo, 2- Medidor on-line de biogase3- Modulo controlador.
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O intuito dos testes realizados em escala ampliada foi avaliar a producgido de
hidrogénio a partir do uso de sistemas de cultura pura (R. palustris) e co-cultura,
empregando a glicose e lactose proveniente do soro de leite como fontes de agucar. Desse

modo, foram avaliadas as seguintes condi¢des:

Ensaio 3: Avaliagdo da producdo de hidrogénio utilizando uma cultura pura de R.

palustris e glicose a 10 g/L como fonte de agucar.

Ensaio 4: Anélise da produgdo de hidrogénio a partir do emprego de um sistema de co-
cultura, composto pelas bactérias R. palustris e R. capsulatus em meio RCV, na propor¢éo
de 1:1 (v/v). As cepas foram misturadas no momento em que a fotofermentagdo estava

sendo preparada. A fonte de agtcar utilizada foi glicose (10 g/L).

Ensaio 5: Estudo da fotofermentacdo com a utilizagdo do mesmo sistema de co-cultura
do ensaio anterior, no entanto, as cepas foram misturadas 7 dias antes do preparo do
experimento, criando dessa forma um ambiente aclimatado. A glicose foi novamente

utilizada como fonte de agucar (10 g/L).

Ensaio 6: Avaliacdo da fotofermentacdo utilizando uma cultura pura de R. palustris e a

fonte de agucar estudada foi a lactose proveniente do soro de leite a 10 g/L.

Ensaio 7: Analise do processo utilizando o sistema de co-cultura (nas mesmas condigdes

que o Ensaio 4) e a lactose proveniente do soro de leite a 10 g/L.
4.5 Metodologia analitica
4.5.1 Determinagdo da concentragdo celular

Para efetuar a determinagdo da concentracdo celular foi preparada uma solugdo
diluida com uma amostra retirada do meio reacional. Foi lida a absorbancia da solugéo
em um espectrofotdmetro modelo Shimadzu, no comprimento de onda de 660 nm.
Através da curva de calibracdo dada pela Equacdo 4.1, foi efetuada a conversdo da
absorbancia obtida para concentragdo de células em g/L., para a co-cultura e a Equagéo

4.2 para a cultura pura de R. palustris.

Ceéiutas = 0,738 x absorbancia + 0,057 (R? = 0,968) (4.1)
Ceéiutas = 1,56 x absorbancia + 0,011 (R* = 0,976) (4.2)
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4.5.2 Analises cromatograficas
4.5.2.1 Quantificagdo de acidos organicos, agucares e etanol

A quantificag@o dos acidos organicos, do etanol e dos agucares foi obtida por meio
da cromatografia liquida de alto desempenho HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Foi utilizado um cromatografo Shimadzu modelo LC-20A Pronience,
equipado com coluna SUPELCOGEL C-610H. As amostras para leitura foram diluidas,
filtradas (porosidade 0,22 um) e injetadas no equipamento. As leituras de agucares e
etanol foram determinadas por um detector de indice de refragdo e os acidos organicos
por um detector ultravioleta no comprimento de onda de 210 nm. A fase movel utilizada
foi uma solugdo de acido fosforico a 0,1 %(v/v), a vazdo da bomba foi 0,5 mL/min, a
temperatura do forno foi 32 °C e volume de inje¢do 20 ul. As areas obtidas nos
cromatogramas para cada composto foram convertidas para concentragdes em g/L. por

meio de curvas de calibrag¢do previamente estabelecidas.
4.5.2.2 Determinagdo do gas hidrogénio

O biogas produzido durante a fotofermentag@o foi coletado temporariamente e
armazenado em ampolas gasométricas. Para analisar a composi¢@o do biogés foi utilizado
um cromatografo Shimadzu modelo GC 17A equipado com detector de condutividade
térmica e uma coluna capilar Carboxen 1010 (comprimento de 30 m, didmetro interno
0,53 mm). As temperaturas do injetor, da coluna e do detector durante as analises foram
230 °C, 30 °C e 230 °C, respectivamente. Foi empregado o argénio como gas de arraste
durante as leituras. A conversdo das areas de hidrogénio para mol de hidrogénio formado

foi obtido por meio de uma curva de calibrag@o j4 definida.
4.5.3 Carbono organico total e nitrogénio total

As amostras liquidas retiradas do reator foram centrifugadas e o sobrenadante foi
diluido e filtrado (porosidade 0,22 um). Posteriormente, as amostras foram injetadas no
equipamento TOC-L CPH/CPN da Shimadzu para a quantificagdo de carbono organico

total e nitrogénio total.
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4.5.4 Determinac¢io da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DQO)

A demanda bioquimica de oxigénio foi calculada considerando a estequiometria
de oxidac¢do dos compostos orgdnicos (agucares, acidos e etanol), sendo que, suas

concentragdes foram determinadas por cromatografia liquida.



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios em escala reduzida: reator de 50 mL

Os ensaios em reatores de 50 mL tiveram o intuito de estudar a influéncia do meio
RCV (Ensaio 1) e do efluente da fermentagdo escura suplementado com os sais do meio
RCV (Ensaio 2) como substratos na produgdo de hidrogénio. Foram utilizados como
fontes de acucares a lactose e a glicose em grau analitico e também o melago de soja, que
¢ composto por estaquiose, rafinose, glicose, frutose e sacarose. A cepa de R. palustris
foi inoculada em ambos ensaios. Deve-se ressaltar que, ndo foram utilizados o acido
malico e o sulfato de amonia (comuns ao meio RCV), uma vez que, a proposta € avaliar
a conversdo somente das fontes de carbono: os acidos presentes no efluente e a fonte de
acucar. Os experimentos tiveram a duracdo de 7 dias e os resultados obtidos sdo

mostrados nas Tabelas 5.1 e 5.2.

Tabela 5.1 —Influéncia da composi¢do do meio suplementado com diferentes agtcares:
meio RCV e meio de efluente da fermentag@o escura para produgdo de hidrogénio por
fotofermentacdo

Vol. de Produtivida

: . C inicial de < s C inicial de C final de Razdo Razdo
Ensaios Agucar biogas de (mmol
aguicar (g/L) (mL) H, /L dla) células (g/L) células (g/L) C/N inicial C/N final
Lactose 9,90 24,7 0,41 0,01 0,18 16,90 10,45
Ensaio 1
(meio Glicose 9,76 27,0 8,64 0,01 0,31 11,45 12,35
RCV)
Melagode g 5 21,7 2,75 0,06 0,25 11,95 7.80
soja
Lactose 9,92 46,6 521 0,14 0,48 63,05 25,70
Ensaio 2 )
Glicose 9,88 33,5 5,07 0,16 0,44 23,75 18,75
(efluente)
Melagode g - 52,0 8.34 0,19 0,52 29.10 16,80

2 2 2 2 2

soja
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Tabela 5.2 — Composig¢ao de acidos orgéanicos na fotofermenta¢do com meio suplementado com diferentes agucares: meio RCV e meio de efluente

da fermentagdo escura

. , C inicial de C final de dc. C inicial de de. C final de dc. C inicial de de. C final de de. C inicial de de. C final de de. C inicial de de. C final de dc.
Ensaios Acucar
de. ldtico (g/L) latico (g/1) acético (g/L) acético (g/L) butirico (g/L) butirico (g/L) Jormico (g/L) Jformico(g/L) propidnico (¢/L)  propidnico (g/L)
Lactose 0 0,65 0 0,33 0 0 0 0 0 0
Ensaio 1
(meio Glicose 0 1,18 0 0,51 0 0,50 0 0 0 0
RCV)
Melago 0 0,17 0 1,61 0 0,66 0 0 0 0
de soja
Lactose 19,64 2.38 2,41 1,14 0,70 9,14 0 2,51 0,05 1,73
Ensalo2 e 1920 1,48 2,38 1,08 0,72 831 0 2.54 0,06 2.07
(efluente)
Melago ¢ ) 1,10 2,28 134 1,17 10,90 0 0,48 0,08 120

de soja




A partir dos resultados obtidos para Ensaio 1, observa-se que o maior volume de
biogés (27,0 mL) e a maior produtividade (8,64 mmol H2/L-dia) foram obtidos quando a
glicose foi empregada como fonte de agiicar. O meio que continha glicose também
apresentou o maior aumento de biomassa (31,0 vezes) em relagdo aos outros agucares que
obtiveram um crescimento de 18,0 e 4,17 vezes para lactose e melago de soja,
respectivamente. Verifica-se que a produtividade foi 2,75 mmol Hy/L-dia para o melago
de soja e 0,41 mmol HyL-dia para o meio que continha lactose. O menor volume de
biogas coletado foi utilizando o melago como fonte de agucar (21,7 mL). A razdo C/N
decresceu em 38,2 % e 34,7 % para os meios que continham lactose e melago de soja,
respectivamente. No teste com a glicose, a razdo C/N apresentou um aumento de 7,9 %,
o que pode ser indicio de um consumo de nitrogénio no meio, utilizado para o crescimento
da biomassa.

Em relagdo a composi¢cdo dos metabolitos, no Ensaio 1, observa-se a formagao
de acido latico, acético e butirico (exceto no meio com lactose) ao final do experimento.
Para o ensaio com lactose, nota-se uma menor concentracdo de acido acético (0,33 g/L)
e a ndo formacgdo de acido butirico em relagcdo aos outros tipos de agucares (glicose e
melaco de soja). Esses fatores podem estar relacionados com a baixa produtividade
observada (0,41 mmol de Ho/L-dia), visto que, a formagdo de ambos acidos a partir da
degradacdo da lactose favorece a formagao de hidrogénio como mostrado pelas Equacdes

51e52(VAZQUEZ et al, 2011).

Cy,H,,04, + 5 H,0 — 4 CH;COOH + 8 H, + 4 CO, (5.1)

C,,H,,04; — 2 CH;CH,CH,COOH + 4 H, + 4 CO, (5.2)

O maior aumento na concentragdo de biomassa juntamente com a formagao dos
acidos acético (0,51 g/L) e butirico (0,50 g/L), para o meio contendo glicose, pode
justificar os melhores resultados observados para a produtividade e volume de biogas.

Ao analisar os dados obtidos para o Ensaio 2, verifica-se que com a utilizagio do
melaco de soja obteve os maiores resultados para a produtividade (8,34 mmol de
H>/L.-dia) e volume de biogas (52,0 mL). Em seguida, com o emprego da lactose como
fonte de aglcar foi alcangada uma produtividade de 5,21 mmol de Hz/L-dia, sendo
proximo ao valor encontrado para o teste contendo glicose; 5,07 mmol de Ho/L-dia. No

entanto, o menor volume de biogas coletado (33,5 mL) foi para o teste que continha
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glicose. A biomassa mostrou um crescimento semelhante para as trés fontes de agucar. A
razdo C/N, apresentou um decréscimo de 59 % para lactose, 42 % para o melago de soja
e 21 % quando o efluente foi complementado com lactose, melago de soja e glicose,
respectivamente.

A variacgdo da concentragcdo dos metabolitos formados durante a fotofermentagéo
mostrou um consumo elevado do acido latico (88 a 94 %) para as trés fontes de agucares
e um consumo moderado do acido acético (41 a 55 %). O consumo elevado de acido
latico indica que a bactéria o utilizou como fonte de carbono para sua manutengdo,
crescimento e producdo de hidrogénio, visto que, o consumo de agucar foi 100 % nos dois
ensaios. Contudo no Ensaio 2, a producdo de biogas foi 1,8 vezes maior do que o volume
de biogés produzido no Ensaio 1. A maior concentragdo de acido butirico (10,90 g/L) e
a menor concentracdo de acido propidnico (1,24 g/L) foram encontradas no teste em que
o melaco de soja foi adicionado ao meio. Esses fatos podem explicar a maior
produtividade observada (8,34 mmol Hy/L-dia), j& que a formagdo de acido butirico
favorece a produgdo de hidrogénio e a presenca de altas concentragdes de acido
propidnico ao final do processo indica o consumo desse gas. A menor produtividade
(5,07 mmol H2/L-dia) foi obtida no teste em que o efluente foi suplementado com a
glicose e nota-se que houve a maior produgdo de acido propiodnico (2,07 g/L) e a menor
formag@o de acido butirico (8,31 g/L), o que confirma a hipdtese anterior.

Ao comparar o Ensaio 1 ao Ensaio 2, observa-se que os maiores resultados para
a producdo de hidrogénio foram alcangados no ensaio em que foi utilizado o efluente da
fermentac@o escura como substrato, independente do agtcar utilizado para suplementar o
meio. Isso mostra que os acidos orgadnicos presentes no inicio da fotofermentagio
juntamente com os agucares adicionados apresentam uma sinergia que favorece a

formacdo do gas de interesse (SILVA, 2015).

5.2 Ensaios em escala ampliada: batelada alimentada em reator de 1,5 L

A partir dos testes realizados em escala reduzida foi comprovado que o meio
formado por efluente proveniente da fermentagio escura, ajustado com sais do meio RCV
e suplementado com agucares, produz melhores resultados na formagao de hidrogénio em
relacdo ao meio RCV. Desse modo, os ensaios em escala ampliada foram realizados com
o referido efluente, utilizando sistemas de cultura pura (R. palustris) ou co-cultura (R.
palustris e R. capsulatus), testando a glicose e a lactose, sendo a ultima oriunda do soro

de leite como fontes de agucares. A concentracdo inicial de agicar foi em torno de 10 g/L
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e essa fonte de carbono foi reposta, na mesma concentragdo, sempre que detectado seu
consumo total.

Apesar do Ensaio 2 indicar que o processo empregando melago de soja resultou
em maior produg@o de Hz, nesta etapa do trabalho foram avaliados os efeitos somente da
glicose e da lactose, que s@o agucares presentes na maioria dos efluentes agroindustriais.
Desse modo, ndo se empregou o melago de soja por ser constituido de varios agucares, o
que dificultaria o entendimento dos mecanismos de producdo de hidrogénio, pois os
microrganismos podem apresentar rotas metabolicas diversas e diferentes taxas de
consumo dependendo do agucar, e esse aspecto poderia prejudicar a analise dos processos

estudados.

Ensaio 3 - O objetivo proposto, para o terceiro ensaio de fotofermentagdo em escala
ampliada, foi avaliar a produg@o de hidrogénio utilizando a cepa de R. palustris e glicose
como fonte de agiicar. A composi¢do do efluente que foi utilizado como substrato para o

experimento de fotofermentagdo € mostrado na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Composi¢do do efluente utilizado como substrato no Ensaio 3 de
fotofermentag@o por R. palustris em escala ampliada.
Metabolitos Concentragdo (g/L)

Acido latico 5,75
Acido acético 0,29
Acido propidnico 0,85
Acido butirico 1,58
Etanol 1,75

Os resultados obtidos para o mol de hidrogénio acumulado, produtividade de
hidrogénio, concentragdo de glicose, volume de biogas, concentracdo celular, variagdo da

razdo C/N e perfil de DQO podem ser vistos na Figura 5.1 (a — g).
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Figura 5.1 - Dados de mol de hidrogénio acumulado (a), produtividade de
hidrogénio (b), concentracdo de glicose (c¢), volume de biogas produzido (d),
concentragdo de células (e), variagdo da razdo C/N (f) e perfil de DQO (g) para

fotofermentagdo em batelada alimentada com glicose por R. palustris.
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O ensaio durou 303 h e os resultados mostraram que ao final do processo de
fotofermentagdo acumulou-se 0,51 mols de Hz. Observa-se também que a produtividade
méxima foi em 23 h de experimento, atingindo 149,60 mmol Ho/L-dia.

Pela Figura 5.1 (c), a que indica o perfil do consumo de glicose em relag@o ao
tempo, nota-se, que o agucar ¢ consumido rapidamente no inicio do processo, sendo que
as adigdes em 93 e 143 h permitiram reativar o sistema para a produgdo do biogés no
periodo de 135 a 183 h, como pode ser observado pela Figura 5.1 (d) de volume de biogas.
Vale ressaltar que a glicose foi consumida mais lentamente entre 143 e 231 h, ocorrendo
uma reposi¢do as 279 h de processo. Apos essa ultima adigdo, a glicose foi lentamente
consumida e as 303 h, quando cessou a producdo do biogas, houve um residual de
aproximadamente 7,0 g/L.

Em relacdo ao volume de biogads produzido, atingiu-se ao final do processo
6,22 L, sendo que, o pico maximo no volume ocorreu em 135 h sendo registrados
577,26 mL de acordo com a Figura 5.1 (d).

Com relagdo a variagdo da concentragdo celular, Figura 5.1 (e), a concentragdo
inicial foi 0,65 g/L. e em 183 h de ensaio a biomassa atingiu sua concentra¢do maxima
(4,74 g/L). Em seguida, observa-se um decréscimo na concentragdo até 264 h e
permanece constante até o final do experimento (2,52 g/L).

A respeito da razdo C/N, esse parametro iniciou-se em 28,87 (m/m) e ao final do
ensaio chegou a 142,03 (m/m), sendo que, esse aumento esté relacionado com a conversio
do agicar em metabolitos (acidos organicos e etanol) e ndo na conversao total do substrato
em gas carbdnico e hidrogénio de acordo com a estequiometria indicada pela Equacdo
3.12 (LOSS, 2009). Pela mesma razdo que se justificou o aumento da razdo C/N, o
parametro DQO aumentou continuamente ao longo da fotofermentagdo (23,85 g O2/L —
69,04 Oy/L).

Os resultados obtidos para o mol de hidrogénio pontual e a variagdo na
concentragdo dos metabolitos formados ao longo do processo sdo mostrados na Figura

52.
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Figura 5.2 - Dados de mol de hidrogénio pontual (a), perfil da concentragido do
acido latico (A), acido butirico (A ) e etanol(0) (b), perfil da concentracdo do acido
formico (P ), acido acético (O) e acido propidnico (m) (c) para fotofermentagdo em

batelada alimentada com glicose por R. palustris.

Em relag@o ao hidrogénio formado pontualmente e aos metabolitos, observa-se
que ao atingir a quantidade maxima na producdo do gas (0,045 mol) em 18 h, o acido
acético aumentou sua concentracdo de 0,29 g/L para 1,13 g/L. O acido butirico aumentou
em 2 vezes sua concentracdo, variando de 1,58 g/L. para 3,30 g/L. Nota-se também que
houve um pequeno aumento na quantidade de acido latico (5,75 g/ — 5,89 g/L) e a
concentragdo de etanol variou de 1,75 g/LL a 2,35 g/L.. O acido formico que ndo estava
presente no meio de fermentagdo foi produzido e sua concentra¢do as 18 h foi 0,48 g/L.
Ja o acido propidnico foi consumido nesse mesmo intervalo (0,85 g/L — 0,66 g/L).

No intervalo de 18 as 191 h de processo houve a producdo de hidrogénio e os
acidos latico, butirico, acético, férmico e propidnico, assim como o etanol, aumentaram
suas concentragdes. Em 215 h nd3o foi detectada a produgdo de hidrogénio e,
diferentemente do ensaio em escala reduzida que com a deple¢do do agucar houve o
consumo de acido latico (Ensaio 2), nota-se nesse experimento, que a produgdo de acido

latico atingiu 24,34 g/L as 207 h. Além da rota de formagdo do 4cido latico ndo levar a
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formag@o de hidrogénio (Equacdo 3.10) e por isso ndo ter observado sua produgdo nesse
intervalo, a alta concentragdo do referido acido pode ter tornado o meio toxico,
justificando a interrup¢@o do sistema. Desse modo, esperou-se o consumo total da glicose
(231 h) e sua reposigdo foi interrompida, com a finalidade de mudar a rota metabolica das
bactérias PNS para o consumo de 4cido lactico, visando diminuir o seu excesso. A partir
de entdo, observa-se um decréscimo, até 239 h, ndo s6 na concentragcdo de acido latico
(24,75 — 21,95 g/L.), mas também, nos acidos butirico (10,34 — 9,05 g/L), acético (4,96 —
3,96 g/L), propidnico (3,09 — 2,70 g/L) e formico (0,76 — 0,56 g/L) e no etanol (5,72 —
4,72 ¢/L.). Analisando o perfil dos metabolitos e o consumo de glicose € possivel sugerir
que as cepas possuem certa preferéncia pelo agicar. E na auséncia da fonte de agucar, a
rota metabodlica € voltada para o consumo dos acidos organicos, o que resultou na
detec¢do do hidrogénio em 255 h.

A produgdo de hidrogénio permaneceu no intervalo de 255 as 288 h em uma
magnitude inferior aquela observada no inicio do experimento. Assim, no intuito de
aumentar a produtividade do gas, a adi¢cdo de agucar foi retomada as 279 h. Mesmo com
a glicose presente no meio ndo houve um aumento na producéo e a partir de 303 h cessou
a formacao do biogas. Desde entdo, a concentracdo dos metabdlitos passou a ficar estavel

indicando o possivel término do ensaio.

Ensaio 4 — No quarto ensaio de fotofermentacdo avaliou-se a produgdo de hidrogénio a
partir do emprego de um sistema de co-cultura, composto pelas bactérias R. palustris e R.
capsulatus, na propor¢do inicial de 1:1 (v/v), cultivadas isoladamente em meio basal RCV
e inoculadas para formar o sistema de co-cultura no inicio do ensaio. Nesse experimento
utilizou-se a glicose como fonte de agucar (10 g/L). As concentra¢gdes dos acidos
organicos e etanol presentes no efluente da fermentac@o escura (condigdo inicial para a
fotofermentag¢@o) sdo mostrados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Composi¢do do efluente utilizado como substrato no Ensaio 4 de

fotofermentag@o por co-cultura em escala ampliada.
Metabolitos Concentragdo (g/L)

Acido latico 10,98
Acido férmico 0,61
Acido acético 0,73
Acido propidnico 0,11
Acido butirico 1,59

Etanol 0,69
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Os resultados obtidos para o mol de hidrogénio acumulado, produtividade de
hidrogénio, concentragdo de glicose, volume de biogas, concentracdo celular, variagdo da
razdo C/N e perfil de DQO podem ser vistos na Figura 5.3 (a — g).

Com duragdo de 679 h, esse ensaio acumulou uma quantidade de hidrogénio de
0,98 mols de H», apresentando um aumento de 92,2 % em rela¢do ao mol de hidrogénio
acumulado no ensaio utilizando apenas as cepas de R. palustris (0,51 mols de Hz).

Pela Figura 5.3 (d) nota-se que houve alta taxa de evolug¢do do biogas em um
intervalo curto de tempo, sendo que, dos 9,01 L de biogas produzido, 76 % foi formado
nas primeiras 119 h de um processo que durou 679 h. Apds esse periodo, houve a
produgdo de gas, mas em volumes consideravelmente menores. Isso justifica a tendéncia
de evolugdo do hidrogénio ilustrada na Figura 5.3 (a), em que, observa-se uma curva com
inclinagdo elevada e atingindo um patamar, sendo que, ha somente um ligeiro aumento
na curva de mol de hidrogénio acumulado de 0,85 para 0,98 mol de hidrogénio a partir
de 119 h até o final do ensaio.

A produtividade maxima ocorreu em 19 h de processo (Figura 5.3 (b)),
apresentando um valor de 287,39 mmol Hz/L-dia, valor superior ao encontrado no
Ensaio 3 (149,60 mmol Hz/L-dia).

Pela Figura 5.3 (c) nota-se, que a taxa média de consumo da glicose foi 0,25 g de
glicose por hora até 200 h, caracterizando um consumo rapido do agucar no inicio do
processo, o que justifica a producio elevada de biogas e crescimento celular nas primeiras
horas de ensaio, atingindo seu volume pontual maximo em 86 h (924,96 mL).
Posteriormente, o consumo de glicose foi mais lento e verifica-se um decaimento no
volume de biogés produzido e, consequentemente, de hidrogénio.

Nesse ensaio, a concentragdo inicial de células (Figura 5.3 (e)) foi 0,93g/L e a
concentragdo maxima atingida ocorreu em 118 h de experimento chegando a 5,18g/L. Em
seguida, a concentragdo de células decresceu 32 % em relagdo ao seu valor maximo e
permaneceu praticamente constante até o final do ensaio.

A razdo C/N, Figura 5.3 (f), iniciou-se em 7,79 (m/m) e ao final do ensaio foi
registrado 143,53 (m/m). A DQO (Figura 5.3 (f)) aumentou de 28,33 g O2/L para 88,89,
ocorrendo uma queda no intervalo de tempo entre 439 e 607 h que coincide com a
deplecdo de glicose (Figura 5.3 (c)) e consumo dos acidos latico e acético que foram

sintetizados durante a fotofermentacdo como mostra Figura 5.4 (b) e (¢).
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Figura 5.3 - Dados de mol de hidrogénio acumulado (a), produtividade de
hidrogénio (b), concentracdo de glicose (c), volume de biogas produzido (d),
concentragdo de células (e), variagdo da razdo C/N (f) e perfil de DQO (g) para
fotofermentagdo em batelada alimentada com glicose por co-cultura.



H2 pontual (mol)

41

0,12 30
@ G
0,10 25 FARRN
U o 7 A pay
Ay JaN
N R N\ A/ \& Vi \AA\
= A ~ “
0,08 @ 20 X \ A\A . y
2 X A\ a AT A/ A/ \kA A
0,06 = 15 aka A YA /
J ) eV
B o oL A
0,04 \ 2 g0t Ak
QR QR OO0
0”. i ’\‘\ L ad A/&
0,00 ¢ PES GO SOOI o o AER NN 0 géf
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (h) Tempo (h)

Metabolitos (g/L)

T T T
500 600 700

400
Tempo (h)

T T T
0 100 200 300

Figura 5.4 - Dados de mol de hidrogénio pontual (a), perfil da concentragido do
acido latico (A), acido butirico (A) e etanol (0) (b), perfil da concentragido dos acidos
formico (P ), acético (O0) e propidnico (m) (¢), para fotofermentacdo em batelada
alimentada com glicose por co-cultura.

A analise do perfil do mol de hidrogénio pontual (Figura 5.4 (a)), indica que dentre
o intervalo de maior producdo de biogas (0 as 119 h) nota-se que o maior pico ocorreu
durante a deplegdo de glicose e em que houve o consumo de acido latico. Além disso,
nota-se 0 aumento nas concentra¢des dos outros acidos organicos e do etanol. A
concentragdo de acido acético aumentou em 4,25 vezes (0,73 —3,10 g/L), o acido formico
em 1,54 vezes (0,61 — 0,94 g/L), o acido butirico variou de 1,59 para 14,19 g/L, o 4cido
latico de 10,98 para 11,84 g/L e o acido propionico aumentou sua concentra¢do de 0,11
para 5,52 g/L.. O acido latico foi, inicialmente produzido, sendo que, as 47 h sua
concentragdo registrou 21,27 g/L., posteriormente, houve um consumo do acido até sua
concentragdo chegar a 11,84 g/ em 119 h. Em rela¢do ao etanol, sua concentragio
aumentou de 0,69 para 6,47 g/L.

Apo6s 119 h a quantidade (em mol) de hidrogénio produzido caiu de maneira
significativa, no entanto, as concentragdes dos acidos organicos (exceto acido férmico) e
etanol, continuaram aumentando. Sabe-se que as rotas metabdlicas de formacgéo do acido

acético e do acido butirico levam a formagao de hidrogénio, no entanto, ndo se observou
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intensa producdo. Isso pode ser justificado pela alta producdo de acido latico cuja rota
ndo esta relacionada a sintese. Em 439 h, ndo foi detectado a presenca do biogas mesmo
havendo glicose disponivel no meio. Uma justificativa para essa interrupgao na produgdo
¢ a elevada concentragdo dos metabdlitos que pode inativar/inibir a cultura. No referido
momento, a concentragdo de acido latico chegou a 28,01 g/L.. Desse modo, esperou-se o
consumo total de glicose e sua reposi¢ao foi suspendida. Na sequéncia, nota-se o consumo
de 16 226 % dos acidos organicos (exceto acido butirico, 6 %) e do etanol. E as 535h a
producdo de hidrogénio foi restabelecida. A adi¢do de agucar s6 foi retomada as 607 h,
no entanto, ndo houve um aumento na produ¢do de hidrogénio e em 679 h de processo,
com o fim da produg¢@o do biogés, o ensaio foi encerrado.

Em suma, a utilizag¢do da co-cultura estendeu o tempo de duragdo da
fotofermentag@o (679 h), quando comparado ao Ensaio 3 (303 h), ambos usando glicose
como fonte de carbono. Além disso, o maior resultado para o mol acumulado de
hidrogénio ¢ reflexo dos maiores picos de volume de biogas alcangados nesse ensaio,
indicando que pode haver uma interagdo entre as espécies favorecendo a produgdo de
hidrogénio. Ressalta-se que a concentrag@o de indculo no Ensaio 4, foi maior em relagdo
ao ensaio anterior o que possibilitaria a uma maior producio do gas. Houve também uma
maior produg¢do de acido butirico (20,37 g/L) quando empregou-se a co-cultura e sabe-se
que a formacdo desse metabdlito ao final da fotofermentagdo favorece a producgdo de

hidrogénio.

Ensaio 5 — Como o emprego do sistema de co-cultura no Ensaio 4 apresentou resultados
superiores quando comparado ao Ensaio 3, a proposta para o quinto experimento foi
cultivar as cepas R. palustris e R. capsulatus (na propor¢do inicial 1:1), j4 na forma de
co-cultura por uma semana antes de usa-las como indculo no experimento. Assim,
avaliou-se a produg¢@o de hidrogénio, utilizando um sistema de co-cultura ja aclimatado e
mantendo a glicose como tipo de agucar. A composi¢io do efluente da fermentacdo escura
¢ apresentada na Tabela 5.5. Ja os resultados obtidos para o mol de hidrogénio acumulado,
produtividade de hidrogénio, concentragdo de glicose, volume de biogés, concentragio

celular, varia¢do da razdo C/N e perfil de DQO podem ser vistos na Figura 5.5 (a — g).
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Tabela 5.5 — Composi¢do do efluente utilizado como substrato no Ensaio 5 de
fotofermentag@o por co-cultura aclimatada em escala ampliada.
Metabolitos Concentragdo (g/L)

Acido latico 21,85
Acido acético 2,87
Acido propidnico 0,72
Acido butirico 0,62
Etanol 4,35

Ao utilizar a co-cultura previamente aclimatada, verifica-se que produgido de
biogas encerrou em 444 h de ensaio, acumulando-se somente 0,36 mols de H»
(Figura 5.5 (a)), que foi o menor valor encontrado quando comparado ao Ensaios 3
(0,51 mols de H2) e ao Ensaio 4 (0,98 mols de Hz). Nota-se pela Figura 5.5 (a) que a
curva de mol de hidrogénio acumulado apresenta dois patamares. A inclina¢do da curva
ocorre do tempo inicial até 136 h atingindo o primeiro patamar e posteriormente, as 207
h, a curva volta a inclinar-se, alcangando o segundo patamar em 300 h de ensaio e
manteve-se constante até¢ o final do experimento. O perfil descrito para o mol de
hidrogénio acumulado é condizente com a evolu¢do do biogas mostrado na Figura 5.5
(d), visto que, o volume de biogas no tempo de 136 h comeca a decair atingindo um
volume nulo em 158 h e somente em 181 h que o volume de gés volta a aumentar. Assim,
a curva passa a inclinar-se novamente e ao atingir o segundo patamar, em 300 h, o volume
de biogas passa a decrescer, ndo detectando a producdo em 324 e 348 h. Em 372 h ¢
restabelecida a producdo do biogds em uma magnitude inferior ao observado
anteriormente. A produtividade maxima, Figura 5.5 (b), atingiu 59,26 mmol de H2/L-dia
em 119 h, o que mostra um decréscimo de 2,52 e 4,85 vezes em relagdo ao Ensaio 3 e ao
Ensaio 4, respectivamente. O volume total de biogas produzido foi 3,84 L, a menor
producdo observada em relagdo aos primeiros testes.

O perfil da concentracdo de glicose, Figura 5.5 (¢), mostra um decaimento mais
lento do agucar em relagdo aos outros ensaios e por isso, houve um nimero menor de
alimentagdes de ac¢ucar ao longo da fotofermentagao.

A biomassa atingiu sua concentragdo maxima somente em 231 h de processo
(4,58 g/L), tornando-se praticamente constante até o final do teste (3,78 g/L) como pode
ser observado na Figura 5.5 (e). A razdo C/N iniciou em 18,11 (m/m) e ao final do ensaio
registrou 114,50 (m/m). A DQO variou sua concentragdo de 47,47 g O2/L para 71,63 g
O2/L a 444 h. Pela menor quantidade de glicose adicionada durante o experimento, a

variagdo desses dois pardmetros foi menor em relagdo aos demais ensaios.



) H, acumulado (mol)
Concentragdo de glicose (g/L)

Concentrago de células (g/L)

44

0,40
604 o b
0,35 (a) /Iflfl/././.i. - / .\ ( )
A S 50- o e
0,30 - =2, / N
L
N
0,25 // ”;; 40 e 0o,
n—n" g / LN
0,20 " g S/ Se,
, / = 304 ¢ e
[ ] < /
0,15 / < .
/- 5 204 /
0,10 - _';5 ’
g 104
0,05 | o A~
o
e
0,00 " , , , , - : : : :
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempo (h) Tempo (h)
350
104, * * * (C) @ (d)
\ % \ 300 / 2
* o)
\ * ~ b /
81 * \ * 2 250 s 7
g \ b
2z [
J , Pl [ \
B /‘@ o S
[}
) y \ 3 150 J .
T *
\ £ 0] N
E N
21 * > ]
\ 50 -
* * *.
\ N
04 dok -k k% * . * . 0 + . & . — e . &
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempo (h) Tempo (h)
50
(e) . 120 (f)
45 s
40 A /O\e/ N,
07 / . - s \exo\e,e 100
3,54
’ =
= Z 80+
3,01 oe/oe,e ) /%x/é
Q
257 5 e0-
o~
204 /[ /
40 /%\K
1,5 g
/ /x*‘ e
1,0
< 204, %
015 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempo (h) Tempo (h)
90
(2
80 \
— ~
= g P \
& 704 7 \ / N 7
Q v
o4 v
2 60+ -
W
2 \ N\
< v v
3 50
S W
T
40 v VV\V v
30 T T T T T
0 100 200 300 400
Tempo (h)

Figura 5.5 - Dados de mol de hidrogénio acumulado (a), produtividade de
hidrogénio (b), concentracdo de glicose (c), volume de biogas produzido (d),
concentracgdo de células (e) variagdo da razdo C/N (f) e pertfil de DQO (g) para
fotofermentagdo em batelada alimentada com glicose por co-cultura aclimatada.
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A variagdo da concentrag@o dos metabdlitos ao longo do tempo e o de hidrogénio

pontual pode ser vistos na Figura 5.6 (a — ¢)
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Figura 5.6 - Dados de mol de hidrogénio pontual (a), perfil da concentragido do
acido latico (A), acido butirico (A) e etanol (0) (b), perfil da concentragdo do acido
formico (P ), acido acético (O) e acido propidnico (m) (c) para fotofermentagdo em

batelada alimentada com glicose por co-cultura aclimatada.

Observa-se que o mol de hidrogénio maximo (pontual) ocorreu apenas em 231 h

de ensaio, chegando a 0,042 mols de H>. Nota-se também a elevada concentragdo de acido

latico (30,36 g/L) em 47 h de processo, o que leva a suspensio da adigdo da glicose como

intuito ja conhecido. Em 119 h, a concentracdo de acido latico decresceu em 6,1 vezes

(4,96 g/L) e a adigdo de glicose foi retomada. No intervalo de 119 a 444 h, quando parou

a producdo de biogas, verifica-se um aumento na concentragdo de 5 vezes (4,96 — 25,60

g/L) para o acido latico e 3 vezes (1,62 — 4,71 g/L) para o acido acético. Ja os acidos

butirico e propidnico apresentaram um aumento de 28,8 % (14,08 — 18,15 g/L.) e 18,3 %

(3,92 — 4,64 g/L), respectivamente. O acido formico foi consumido, variando sua

concentragdo de 0,26 para 0,14 g/L e o etanol também apresentou um decréscimo na sua

concentragdo, de 1,21 para 0,88 g/L.
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A baixa producdo de hidrogénio nesse sistema pode estar relacionado a presenca
de metabdlitos produzidos durante o periodo de adaptagdo (7 dias), que foram transferidos
para o meio de fermentacdo e que podem ter sido toxicos & produgdo de hidrogénio.
Ressalta-se também a elevada concentragdo de acido latico no inicio do processo

(21,85 g/L) o que pode ter causado uma inibi¢do das cepas.

Ensaio 6 — Com base nos resultados obtidos nos ensaios anteriores, a proposta para o
sexto experimento foi alterar a fonte de agicar. Assim, empregou-se a lactose proveniente
do soro de leite (10 g/L) com o intuito de induzir uma mudanga na rota metabolica das
bactérias visando o aumento na formagdo do hidrogénio ao se usar lactose como fonte de
carbono. Nesse ensaio utilizou-se a cultura pura de R. palustris para posterior comparagio
com 0 mesmo sistema usando glicose e, posteriormente com o sistema de co-cultura. O
efluente proveniente da fermentac¢do escura foi caracterizado e apresentou as seguintes

concentracgdes de acidos mostrados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Composi¢do do efluente utilizado como substrato no Ensaio 6 de
fotofermentag@o por R. palustris em escala ampliada.
Metabolitos Concentragdo (g/L)

Acido lactico 0,89
Acido férmico 0,15
Acido acético 1,56
Acido propidnico 0,76
Acido butirico 3,20

Os resultados obtidos para o mol de hidrogénio acumulado, produtividade de
hidrogénio, concentragdo de lactose, volume de biogas, concentracdo celular, variagdo da

razdo C/N e perfil de DQO s@o apresentados na Figura 5.7 (a — g).
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Figura 5.7 - Dados de mol de hidrogénio acumulado (a), produtividade de
hidrogénio (b), concentrag@o de lactose (¢), volume de biogas produzido (d),
concentragdo de células (e) variagdo da razdo C/N (f) e perfil de DQO (g) para
fotofermentag@o em batelada alimentada com lactose por R. palustris.
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A duragdo do ensaio foi 411 h, sendo mais extenso que o experimento em que
utilizou-se a glicose como fonte de carbono (303 h). O hidrogénio acumulado, Figura 5.7
(a), foi 0,69 mols de Ha, resultado superior ao encontrado no Ensaio 3 (em que empregou-
se a glicose) (0,51 mol de H»). J& a produtividade apresentou seu maximo em 22 h de
teste correspondendo a 134,12 mmol de H2/L-dia, sendo 10 % menor que o valor
encontrado naquele ensaio (149,60 mmol de H2/L-dia). Em comparagdo com o sistema
de co-cultura utilizando glicose como fonte de agucar no Ensaio 4, o presente teste
mostrou resultados inferiores para a duragdo do experimento (679 h), para a quantidade
de hidrogénio acumulado (0,98 mols) e produtividade de hidrogénio (287,39 mmol de
H2/L-dia).

Observa-se também, na Figura 5.7 (a), que o perfil para o hidrogénio acumulado
apresenta um patamar em 68 h que coincide com a baixa produgdo de biogas no intervalo
de 68 a 115 h, como pode ser visto na Figura 5.7 (d). Em 115 h a produ¢do do biogas
volta a aumentar e consequentemente a inclinagdo da curva de hidrogénio. No entanto,
em 359 h o volume passa a decrescer novamente atingindo o segundo patamar no perfil
de hidrogénio acumulado.

Ao relacionar o perfil de concentragdo de glicose (Figura 5.7 (¢)) e o volume de
biogas (Figura 5.7 (d)), nota-se que glicose foi consumida rapidamente, com uma taxa
média de consumo de 0,22 g de lactose por hora até 300 h, o que refletiu em uma alta
producdo de biogas durante esse intervalo.

Observa-se que o volume maximo de biogds mostrou-se em 182 h, obtendo
810,26 mL. Os picos de volume maximo foram maiores quando utilizou-se a lactose, o
que acarretou em um maior numero de mol acumulado. Ao final do ensaio acumulou-se
9,03 L de biogéas, valor superior ao obtido no Ensaio 3 (6,22 L) e Ensaio 4 (9,01 L)

A concentragdo celular, apresentada na Figura 5.7 (e), variou de 1,43 g/L a
7,92 g/L, o que representa um aumento de 8,05 vezes, no entanto, verifica-se que a
quantidade de in6culo foi 3 vezes maior do que no ensaio utilizando a glicose e 2,6 vezes
maior do que o ensaio utilizando o sistema de co-cultura.

A razdo C/N (Figura 7.7 (f), iniciou sua concentragdo em 8,22 g/L. e foi
aumentando até 22 h atingindo 23,40 g/L, posteriormente a concentrac¢do foi diminuindo
ao longo do tempo, finalizando em 8,45 g/L.. A DQO, mostrada na Figura 5.7 (g), variou
sua concentragdo de 20,74 para 89,10 g O2/L. em fung¢do dos acidos organicos formados
ao longo do processo. O valor superior de DQO para o ensaio com lactose justifica-se

pelo tempo de fermentagdo mais prolongado que permitiu um maior acumulo dos
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metabolitos. O comportamento observado pode estar relacionado com uma maior
preferéncia da cepa em consumir as fontes de carbono presentes no meio em relacdo as
fontes de nitrogénio.

A producdo em mol de hidrogénio assim como a variacdo dos metabdlitos

formados com o passar do tempo pode ser vistos na Figura 5.8.
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Figura 5.8 - Dados de mol de hidrogénio pontual (a), perfil da concentragido do
acido latico (A), 4cido butirico (A ) e etanol (0) (b), perfil da concentragdo dos acidos
formico (P ), acético (O) e propidnico (m) (¢) para fotofermentagdo em batelada
alimentada com lactose por R. palustris.

A partir do perfil dos metabolitos, analisa-se o aumento na concentragdo dos
acidos organicos do inicio ao final do teste. O acido acético aumentou sua concentragido
de 1,56 para 6,94 g/L, o acido butirico de 3,20 para 23,33 g/L e o acido latico de 0,89
para 20,11 g/L. O acido formico e o propidnico tiveram suas concentragdes aumentadas
em 13,6 vezes (0,15 — 1,99 g/L) e 14,2 vezes (0,76 — 11,07 g/L), respectivamente. Ja o
etanol, que ndo foi detectado no efluente da fermentago escura, passou a ser produzido
a partir das 38 h e sua concentragdo permaneceu praticamente constante ao longo do

tempo, finalizando em 1,72 g/L.
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Nesse ensaio, verifica-se uma maior concentragdo final de acido acético e butirico
em comparacdo ao ensaio em que foi utilizado a glicose (Ensaio 3), sendo a concentragio
de 4,70 g/l e 11,85 g/L para o acido acético e butirico, respectivamente. Tal fato explica
a maior produgdo de hidrogénio, pois a rota metabdlica para a formagdo dos referidos

acidos a partir da degradagdo do agucar leva a um aumento no rendimento final do gas.

Ensaio 7 - A proposta para o sétimo ensaio foi empregar a lactose e o sistema de co-
cultura, em que, as cepas foram inoculadas no momento do preparo do ensaio, conforme
realizado no Ensaio 4. Tal procedimento foi adotado em razio do sistema de co-cultura
aclimatada no Ensaio S ter apresentando baixa produg@o de hidrogénio. A utiliza¢do da
lactose e co-cultura foi realizado para efeito de comparagdo em relagdo ao sistema de
cultura pura com lactose (Ensaio 6) e do sistema de co-cultura com glicose (Ensaio 4).

A composigdo do efluente utilizado como substrato € mostrado na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Composi¢do do efluente utilizado como substrato no Ensaio 7 de
fotofermentag@o por co-cultura em escala ampliada.
Metabolitos Concentragdo (g/L)

Acido latico 0,44
Acido acético 0,33
Acido propidnico 0,39
Acido butirico 1,80

Os resultados obtidos para o mol de hidrogénio acumulado, produtividade de
hidrogénio, concentragdo de lactose, volume de biogas, concentracdo celular, variagdo da

razdo C/N e perfil de DQO s3o mostrados na Figura 5.9 (a — g).
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concentragdo de células (e), variagdo da razdo C/N e perfil de DQO (f),

para

fotofermentagdo em batelada alimentada com lactose por co-cultura.
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O ensaio durou 448 h, momento em que cessou a producdo de biogas. A extensdo
dessa fotofermentagdo foi inferior aquela em que utilizou-se a co-cultura com glicose
presente ao meio (679 h), Ensaio 4. Em comparac¢do ao Ensaio 6, em que também foi
utilizada a lactose, o tempo de durag@o da fotofermentacdo ndo foi muito discrepante, ja
que o ensaio anterior durou 411 h.

A quantidade de hidrogénio acumulado ao longo do tempo, Figura 5.9 (a), e a
produtividade, Figura 5.9 (b), para esse ensaio foram 0,87 mols de Hz, e
172,07 mmol de Hz/L-dia, respectivamente. O referido valor para o hidrogénio
acumulado € 12 % menor aquele encontrado no Ensaio 4 (0,98 mols de Hz) e 28 % maior
em relagdo ao Ensaio 6 (0,68 mols de H2). A produtividade também foi inferior ao ensaio
utilizando a co-cultura com a glicose (287,39 mmol de Ha/L-dia) e superior ao valor
encontrado no teste empregando a mesma fonte de acucar, lactose
(134,12 mmol de Ho/L- dia).

O perfil de consumo do agucar, Figura 5.9 (¢), mostra que a adi¢do de lactose foi
feita em intervalos menores de tempo em relagdo ao ensaio em que se utilizou a glicose
(Ensaio 4).

Na Figura 5.9 (e) a concentragdo da biomassa aumenta de 1,09 g/L para 5,85 g/L.
nas primeiras 46 h, decresce até 4,45 g/L as 94 h de teste, retorna a aumentar atingindo
7,93 g/ em 256 h, em 279 h a concentracdo € de 5,99 g/L. Em seguida, as células voltam
a crescer apresentando um valor médio entre 352 e 448 h de 7,72 g/L. Estes aumentos
seguidos de decréscimos na concentragdo de células pode explicar a oscilagdo na
formag@o do biogas, Figura 5.9 (d). Ja no ensaio utilizando a co-cultura e glicose (Ensaio
4), observa-se um unico perfil, a concentrag@o celular aumenta 0,93 g/L para 5,18 g/L. em
119 h de processo e decresce continuamente até 3,45 g/L. Este fato pode justificar a pouca
produgdo de hidrogénio apos 119 h de fotofermentagao.

Nota-se, na Figura 5.9 (d), que o pico maximo no volume de biogas ocorreu em
22 h de processo, contabilizando 904,08 mL. O volume total de biogas foi 10, 35 L; maior
volume encontrado dentre todos os testes realizados.

A razdo C/N variou de 3,511 a 12,409 (m/m), ja a DQQO, variou de 14,11 a
87,14 g O2/L, como pode ser observado na Figura 5.9 (f) e (g), respectivamente.

Os metabdlitos produzidos e o mol de hidrogénio pontual podem ser vistos na

Figura 5.10.
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Figura 5.10 - Dados de mol de hidrogénio pontual (a), perfil da concentragdo do
acido latico (A), acido butirico (A) e etanol (0) (b), perfil da concentragdo do acido
formico (B>), acido acético (O) e acido propidnico (m) (¢) para fotofermentagdo em

batelada alimentada com lactose por co-cultura.

Observa-se que os acidos organicos nesse ensaio sdo continuamente produzidos,
sendo que suas concentragdes finais em g/L. (em 448 h) sdo de 24,07; 2,68; 4,97; 6,76;
24,80 e 0,50 para acido lactico, acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido
butirico e etanol, respectivamente.

A alta concentragdo de acido lactico pode ter inibido a cultura e, por isso, a
extensdo desta fotofermentac@o foi menor do que no ensaio com glicose, 679 h (Ensaio
4). No entanto, o hidrogénio acumulado ao longo do tempo € pouco inferior ao obtido no
Ensaio 4 (0,98 mols), visto que, a rota de sintese de acido butirico também foi dominante
e essa rota leva a formagao de hidrogénio.

Foi realizada uma comparacdo entre as escalas reduzida (50 mL) e ampliada
(1,5 L). De forma, calculou-se a quantidade de hidrogénio acumulado por volume de

reator e os valores obtidos sdo mostrados nas Tabelas 5.8 € 5.9.
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Tabela 5.8 — Mol de hidrogénio por volume de reator para a escala reduzida (50 mL).

Fonte de Mol de
Ensaios achicar Hz/Volume de
¢ reator (mol/L)
Lactose 0,002
Ensaio 1 Glicose 0,045
Melago de soja 0,014
Lactose 0,027
Ensaio 2 Glicose 0,027
Melago de soja 0,044
Tabela 5.9 — Mol de hidrogénio por volume de reator para a escala ampliada (1,5 L).
Mol de
Ensaios Condigédo Hz/Volume de
reator (mol/L)
Ensaio 3 R palusiris/ 0,339
Glicose
Ensaio 4 Co-gultura/ 0,656
Glicose
Co-cultura
Ensaio 5 aclimatada/ 0,241
Glicose
Ensaio 6 R.palustris/ 0,459
Lactose
Ensaio 7 Co-cultura/ 0,582
Lactose

Diante dos resultados apresentados nas Tabelas 5.8 ¢ 5.9, comprova-se que o
sistema em escala ampliada (1,5 L), com controle de temperatura, pH e agitacdo,
favoreceu a producdo de hidrogénio em relagdo a produgdo em frascos (50 mL).

O desenvolvimento desse trabalho mostrou ser possivel a produgdo de hidrogénio
empregando o efluente da fermentacdo escura juntamente com os sistemas de cultura pura
e co-cultura, além de utilizar diferentes fontes de agicares. Ressalta-se também que ndo
foram encontrados estudos similares na literatura em que tivesse sido empregado o
sistema de co-cultura composto por duas bactérias fotossintetizantes, conforme utilizado
nesse trabalho. Além disso, esse processo mostrou que ha subprodutos de valor agregado,
sendo eles, os acidos organicos, principalmente, o acido lactico e o acido butirico.

Comparando os dados desse estudo obtidos em reator de 50 mL pode-se concluir

que a maxima produtividade atingida (8,34 mmol H2/L-dia) foi préxima aos dados
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relatados em outros trabalhos, como por exemplo, o de Afsar et al. (2011) que também
avaliaram a producgdo de hidrogénio por R. palustris e R. capsulatus em reatores de
55 mL por fotofermentacdo. Esses autores utilizaram como substrato o efluente da
fermentacdo escura contendo acetato (114 mM), acido latico (6 mM), glicose (20 mM) e
cloreto de amonio (I mM) e foi empregada a bactéria termofilica extrema C.
saccharolyticus. Para a cepa R. capsulatus a produtividade encontrada foi de 10,32 mmol
de Ho/L-dia, enquanto que para R. palustris esse valor foi de 7,92 mmol de Ho/L-dia.

Os resultados obtidos para escala de 1,5 L, que sdo mostrados de maneira
consolidada na Tabela 5.10, foram consideravelmente superiores aos encontrados na
literatura, como mostra os trabalhos de Tian et al (2010) e Silva (2015).

Tian et al (2010) estudaram a producgdo de hidrogénio por R. palustris em um
fotobiorreator de 1,2 L com biofilme e glicose como substrato. A concentragdo de glicose
foi 0,12 M, o pH 7 e a temperatura do liquido afluente foi 25 °C. Observou-se a conversao
de 0,2 mol de Hz/mol de glicose e a produtividade nesse ensaio foi de
38,18 mmol de Hy/L-dia. Ressalta-se que o meio utilizado por estes autores ndao ¢
constituido por efluente de fermentacdo escura, o que pode justificar a baixa
produtividade em relagdo ao trabalho atual que comprovou que o efluente de fermentagao
escura enriquecido com agucar favorece a produgdo de hidrogénio.

Conclusdao semelhante foi observada no trabalho de Silva (2015). Este autor
estudou a produgdo de hidrogénio por fotofermentacdo a 35 + 3 °C, intensidade luminosa
de 5.000 lux em um biorreator de 1,5 L, utilizando as cepas de R. capsulatus e o efluente
da fermentag@o escura enriquecido com agucar (glicose ou lactose) inicialmente a 10 g/L.
e com reposi¢do do agucar periodicamente para 5 g/L.. Ao se empregar a glicose, obteve-
se uma produtividade méaxima de 42,79 mmol H2/L-dia, 0,060 mols de hidrogénio
acumulado e o volume de biogés de 0,93 L. Quando lactose foi adicionada ao efluente, a
produtividade maxima foi de 114,29 mmol Hy/L-dia, com 0,107 mols de hidrogénio

acumulado e o volume de biogas de 2,99 L.



56

Tabela 5.10 — Consolidagdo dos resultados obtidos nos ensaios realizados em reatores de

15L.
Produtividade
Tempo AC Vbiogis Ha Ha maxima
Ensaios . cclular (acum.) | (max) | (acum.)
Condigao (h) (g/L) L) (mol) | (mol) (meIHz/L
dia)
) R. palustris/
Ensaio 3 ) 303 | 0,83-2,70 | 622 | 004 | 0,51 149,60
Glicose
) Co cultura/
Ensaio 4 . 679 |0,93-353 | 9,01 | 009 | 0,98 287.39
Glicose
Co-cultura
Ensaio 5 | aclimatada/ | 444 | 081-3,74 | 384 | 0,04 | 036 59.26
Glicose
. R. palustris/
Ensaio 6 411 | 143-792 | 9,03 | 0,11 | 0,69 134,12
Lactose
) Co-cultura/
Ensaio 7 448 1,09-7,73 10,35 021 0,87 172,07

Lactose

2

2
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CAPITULO 6
CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 Conclusdes

Os resultados obtidos mostraram ser possivel e com grande potencial a utilizagdo
da fotofermentag@o para a producdo de hidrogénio a partir do efluente proveniente da
fermentagdo escura com o emprego das bactérias purpuras ndo sulfurosas R. palustris e

R. capsulatus. Desse modo, conclui-se que:

Nos ensaios de escala reduzida:

e A maior produ¢do de hidrogénio ocorreu nos testes em que foi empregado o
efluente da fermentagdo escura como substrato, indicando que a presenca de
acidos organicos juntamente com o tipo de agucar favoreceu a formagao do gas.

e Foi observado, nos testes utilizando o efluente, que as maiores concentragdes
acido acético e acido butirico ao final do ensaio levou a uma maior produtividade
de hidrogénio. De forma antagonica, a menor produtividade observada ocorreu no
teste em que se apresentou a maior concentragdo final de acido propidnico.

e Nos testes em que foi empregado o efluente, foi verificado que, no meio sem
agucar, houve o consumo de acido latico.

e A suplementacdo do efluente de fermentag@o escura com melago de soja permitiu

maior produtividade de hidrogénio, do que a adigdo de glicose ou lactose.

Nos ensaios de escala ampliada:

e O sistema de co-cultura apresentou maior potencial de sintese de hidrogénio no
ensaio com glicose.

e Em relagdo ao perfil de metabolitos, foi possivel notar que a rota metabdlica
predominante foi a de produgéo do acido butirico.

e Foi observado que na auséncia do agucar que estava presente no meio, a rota
metabolica foi desviada para o consumo dos acidos organicos, principalmente o
acido latico.

e Foi verificado que apds certo tempo de fotofermentagdo o meio torna-se

inapropriado ao crescimento bacteriano e a produgdo do hidrogénio,
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possivelmente devido a presenca de altas concentracdes dos metabdlitos
formados, especialmente o acido latico e propidnico.

e Em relacdo ao consumo de agucar, nota-se que a deplecdo da glicose ocorre em
altas taxas no inicio do processo e ao longo do tempo sofre um decréscimo.
Observou-se também que ao final dos ensaios, mesmo com a deplecdo do agucar,

as bactérias ndo consomem o acido latico como € notado no inicio do experimento.

6.2 Sugestdes para trabalhos futuros

e Suplementar o efluente da fermentacido escura com o melago de soja como fonte
de agucar.

e Testar outras configuragdes de biorreatores no processo de fotofermentagao.
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