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RESUMO

O hidrogénio ¢ considerado como um dos portadores de energia mais promissores, o
que se deve a sua alta eficiéncia de conversdo em energia. Neste sentido, a investigagao
intensiva da producdo sustentdvel de hidrogénio atrai cada vez mais pesquisadores. No
presente trabalho, estudou-se o potencial produtor de hidrogénio das bactérias Enterobacter
aerogenes ¢ Enterobacter cloacae variando-se parametros operacionais. As fermentacdes
realizadas em batelada avaliaram a influéncia da luz e das fontes de carbono, glicose e
permeado do soro de leite. Além disso, também foi verificada a influéncia dos gases inertes
nitrogénio ¢ argonio na fermentagdo clara para as bactérias produtoras de hidrogénio. Na
primeira etapa deste trabalho, os ensaios realizados ocorreram em reatores de 50 mLcom
duragdo de 108 horas. Para a E. aerogenes, o substrato foi a variavel que mais influenciou a
fermentag¢do. O volume de hidrogénio obtido utilizando glicose como substratofoi superior a
fermentagdo com permeado de soro de queijo, sendo que as melhores condigdes fermentagao
dos respectivos substratos geraram 3,18 ¢ 0,86 mmol de H,. Verificou-se também que a
incidéncia de luz gerou resultados positivos, sendo o rendimento da fermentagdo com glicose
na presenca e auséncia de luz foi de 1,51 e 0,94 mols Hz/mol de hexose, respectivamente.
Entretanto, para E. cloacae, a influéncia do substrato e da iluminagdo foram menos
expressivas. Na fermentagdo escura os rendimentos para glicose e lactose foram de 1,60 e
1,39 mols Ho/mol de hexose, respectivamente. Enquanto que, na fermentacdo clara o
rendimento foi equivalente para a glicose e superior em 33% para a lactose, quando
comparados a situagdo escura. Em relacdo a substitui¢do do gas inerte nitrogénio por argonio,
apenas a E. cloacae apresentou melhora nos resultados, o que foi observado para ambos os
substratos em estudo. O rendimento na presenga do gas argonio foi superior em 47% e 37%
para glicose e lactose, respectivamente, quando comparados a mesma condicdo com o gas
nitrogénio. Este melhor resultado indica uma mudanga na rota metabdlica do microrganismo,
sendo uma possibilidade a utilizagdo da enzima nitrogenase para a sintese de H». Verificando
melhores resultados para a E. cloacae, o microrganismo foi avaliado na condi¢ao de sistema
hibrido, em reator de 50 mL. O sobrenadante gerado na fermentagao escura pela E.cloacae foi
utilizado na pela mesma bactéria na fase clara, o que gerou um rendimento de 2,01 mols de
H>/mol de hexose. O aumento na escala de fermentacdo para um reator de tanque agitado de
1,50 L foi empregado para E. cloacaena condigao escura. Neste sistema, a fermentacao escura
ocorreu por 432 horas, periodo em que foi observado a producdo de biogés. A produtividade
maxima obtida com o sistema foi de 110,09 mmol Hy/L-dia ¢ o rendimento de 2,16 mols H»
mol/mol hexose. A produgdo de acidos organicos e etanol também foi verificada, sendo o
acido butirico o metabdlico com maior expressao no meio. De forma geral, foi verificado que
a E.cloacae se mostrou mais promissora a produg¢do de hidrogénio utilizando tanto glicose
como lactose como fonte de carbono, sendo os resultados deste microrganismo otimizados na
presenca do gas inerte argonio.

Palavras-chave: Fermentagdo, bactérias fermentativas, hidrogénio.
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ABSTRACT

Hydrogen is considered one of the most promising energy carriersdue its high energy
conversion efficiency. In this way, the intensive investigation of the sustainable production of
hydrogen attracts more and more researchers. In the present work, the potential hydrogen
producer by the bacteria Enterobacter aerogenes and Enterobacter cloacae was studied for
for different parameters. The batch fermentations evaluated the influence of light and sources
of carbon, glucose and whey permeate. In addition, the influence of inert gases nitrogen and
argon in the light fermentation for hydrogen producing bacteria was also verified. The tests
were carried out in 50 mL reactors during 108 hours. In the case of E. aerogenes the substrate
was the variable that most influenced the fermentation. The volume of hydrogen obtained
using glucose as substrate was higher than the fermentation with cheese whey permeate, and
the best fermentation conditions of the respective substrates generated 3.18 and 0.86. It was
also verified that the influence of the light got positive results, being the fermentation yield
with glucose in the presence and absence of light of 0.94 and 1.51 mols Hz/mol of hexose,
respectively. However, the influence of E. cloacae in the substrate and illumination was less
expressive. In the dark fermentation the yields for glucose and lactose were 1.60 and 1.39
mols Ha/mol of hexose, respectively. While in the light fermentation the yield was equivalent
to glucose and 33% higher for lactose when compared to the dark situation. About the inert
gas, only the E. cloacae showed improvement in the results. The yield in the presence of
argon gas and was higher by 47% and 37% for glucose and lactose, respectively, when
compared to the same condition with nitrogen gas. Verifying better results for E. cloacae, the
microorganism was evaluated in the hybrid system condition in a 50 mL reactor. The effluent
generated in the dark fermentation was used in the light phase, which generated a yield of
2.01 mols H2/mol hexose. The increase in fermentation scale for a stirred tank reactor of 1.5 L
was proposed for E. cloacae. In this system, the dark fermentation happened for 432 hours
while the biogas production was verified, obtaining a maximum yield of 110.09 mmol
H»/L-day and yield of 2.16 mols H> mol/mol hexose. In general, E.cloacae showed to be more
promising for the production of hydrogen using both glucose and lactose as carbon source,
and the results of this microorganism were optimized in the presence of inert gas argon.

Keywords: Fermentation, fermentative bacteria, hydrogen.

viil



1. INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial e da industrializacdo nas ultimas décadas esta
atrelado aos problemas de crescimento do consumo energético e de um possivel racionamento
das principais fontes energéticas utilizadas at¢ o momento, os combustiveis fosseis. Neste
cendrio, os combustiveis gerados a partir da biomassa renovavel como o hidrogénio passam a
ser investigados intensivamente como alternativa para a geracdo de energia limpa(AZADI et
al., 2017).

O hidrogénio ¢ visto com uma fonte energética promissora € quando comparado aos
demais combustiveis apresenta o maior potencial energético por unidade de peso 120,7 KJ/g
(RAMACHANDRAN; MENON, 1998). Embora tecnologias para emprego do hidrogénio ja
estejam disponiveis em veiculos, a oferta do gas como combustivel ainda ¢ limitada. A maior
parte do hidrogénio comercializado no mundo ¢ destinado a setores da indistria quimica,
alimenticia e farmacéutica.

Dentre as principais tecnologias utilizadas para produ¢do industrial do hidrogénio
encontram-se a reforma do gas natural e a gaseificacdo do carvdo, que apresentam como
desvantagem a continuacdo da dependéncia de combustivel ndo renovavel. Além disso,
contribuem para a emissdo de gases do efeito estufa e demandam altas condigdes de
temperatura e pressdo (DINCER; ACAR, 2015). A eletrolise da dgua € outra metodologia
utilizada, porém mesmo com abundancia da matéria-prima na natureza o processo demanda
alta taxa energética tornando o processo invidvel.

Alternativamente as metodologias terimicas, a producdo biologica de hidrogénio
apresenta-se mais sustentavel, pois ha a conversdo de biomassa organica de baixo custo em
hidrogénio (URBANIEC; BAKKER, 2015). Entretanto, ainda sem aplicacdo industrial,faz-se
necessario aumentar a eficiéncia destas rotas para aplicagdo em larga escala, o que tem levado
ao crescente numero de pesquisas na area. Microalgas, cianobactérias e bactérias
fermentativas e fotossintetizantes sao microrganismos estudados a fim de se alcangar o
sucesso das rotas bioldgicas.

Dentre as bactérias fermentativas, as espécies Enterobacter cloacae e Enterobacter
aerogenes sao microrganismos com potencial para a produ¢do de H». Estes microrganismos
sao comumente empregados em sistemas denominados de fermentagdo escura (RAFIEENIA;
LAVAGNOLO; PIVATO, 2017). Contudo, a eficiéncia do sistema ainda ¢ limitada pela
auséncia do estabelecimento das condigdes Otimas de parametros como pH, temperatura,

substrato e luminosidade.



Na fermentag@o por bactérias a exigéncia € que os substratos sejam ricos em hidratos
de carbono, que servirdo como doadores de elétrons para produc¢do de hidrogénio
(BUNDHOO; MOHEE, 2016). Uma grande variedade de carboidratos pode ser empregada
nas rotas biotecnoldgicas. Glicose e sacarose, sao facilmente degradadas por bactérias
fermentativas, entretanto substratos puros representam alto custo para o processo. Uma
alternativa a este problema ¢é o emprego de efluentes industriais ricos em
carboidratos(TRCHOUNIAN; SAWERS; TRCHOUNIAN, 2017). Neste caso, os residuos da
industria de queijo apresentam-se como matéria-prima promissora por serem gerados em
grandes quantidades e terem lactose como um dos principais componentes (GHIMIRE et al.,
2015).

Além da necessidade de diminui¢ao dos custos com matéria-prima, € preciso que o
rendimento da fermentagdo seja potencializado para a produgdo de hidrogénio. A fermentagao
escura tem um rendimento tedrico maximo de 4 mols de Ho/mol de hexose, valor que pode ser
alterado de acordo com a rota metabolica seguida pela bactéria que podera sintetizar, além do
hidrogénio, etanol e os 4cidos latico, acético, propionico e butirico (BUNDHOO; MOHEE,
2016). Para aumentar o rendimento, o sobrenadante gerado na fermentacdo escura rico em
metabolitos podera ser utilizado como fonte de elétrons na fotofermentagdo por
microrganismos fotossintetizantes. Esta associagdo de dois sistemas fermentativos recebe o
nome de sistema hibrido e tem como objetivo o aumento do rendimento do sistema.

Os microrganismos podem ser utilizados tanto na forma de cultura pura, co-cultura ou
cultura mista. Quando este ultimo ¢ utilizado, a diversidade de microrganismo no meio sera
alta. Bactérias do género Lactobacillus sao comumente encontradas nestes inoculos em que
ocorre a producao de hidrogénio, mesmo nao sendo uma bactéria produtora de hidrogénio ¢
necessario aprofundar os estudos nas influéncias que este microrganismo pode causar ao
meio, para que metodologias de inibicao ou fortificacdo desta cepa sejam realizadas a fim de

se otimizar as rotas biologicas produtoras de hidrogénio (PALOMO-BRIONES et al., 2017).



2. OBJETIVOS

O trabalho desenvolvido apresentou como objetivo geral avaliar a produtividade de
hidrogénio utilizando as bactérias Enterobacter aerogenes e Enterobater Cloacae com a

variacdo de parametros operacionais. Dentre os objetivos especificos destacaram-se:

» Avaliar o potencial produtor de hidrogénio das bactérias na fermentacao clara e
escura com as fontes de carbono glicose e permeado de soro de queijo, sendo
a condi¢@o de anaerobiose garantida com o gas inerte nitrogénio.

» Estudar a influéncia da substituicdo do gas inerte nitrogénio por argdnio na
fermentagdo clara com os substratos glicose e permeado de soro de queijo.

» Avaliar a producdo de hidrogénio empregando o sistema hibrido, sendo que o
efluente gerado na fermentacdo escura serd utilizado pela mesma bactéria na

fermentacao clara.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Matriz Energética

A demanda global de energia tem aumentado rapidamente com o crescimento da
populagdo mundial e da economia industrializada. De acordo comU.S. Energy Information
Administration(2016), o consumo mundial de energia em 2012 foi de 21,6 trilhdes de KWh e
a expectativa ¢ que esse valor aumente aproximadamente 70% até 2040. Salienta-se que as
questdes energéticas estdo diretamente ligadas a politicas econdmicas, uma vez que o
desenvolvimento dos paises ¢ dependente de uma infraestrutura energética capaz de suprir as
necessidades da populacdo e da economia (ZOU et al., 2016).

Os combustiveis fosseis, petroleo e gas natural, sdo as principais matérias-primas
utilizadas para obtenc¢do da energia (BP GLOBAL, 2016). Entretanto, a dependéncia de fontes
energéticas ndo renovaveis leva a situagdes graves, devido ao limitado estoque de
combustivel. Apesar da possibilidade de existéncia de novas reservas, estas serdo mais raras,
menos acessiveis e terdo maiores custos de prospeccdo e perfuragdo (DE OLIVEIRA;
COELHO, 2017)

Poucas areas possuem as caracteristicas geologicas necessarias para a formacdo e
acumulagdo de quantidades significativas de petroleo, dessa forma, as reservas sao
distribuidas de forma irregular. Além disso, grande parte desse combustivel encontra-se em
areas de instabilidade politica e social, como ¢ o caso do Oriente Médio que detém cerca de
65% das reservas mundiais de petroleo (ESCOBAR et al., 2009). Aliados aos estoques
limitados, essas questdes aumentam a instabilidade dos precos.

A liberagao de gases do efeito estufa na combustdo dos combustiveis fosseis € outro
problema que tém incentivado a reducdo na utilizacdo desta fonte energética (KREWITT et
al., 2009). Sancdes impostas em conferéncias internacionais, como o Protocolo de Quioto de
1997 e assinado por mais de 50 paises, pressionam a redug¢dao das emissoes de carbono e o
desenvolvimento das fontes de energias renovaveis (SOLOMON; KRISHNA, 2011). E neste
contexto que a utilizagdo de energias renovaveis tem se tornado cada vez mais recorrente.
Definem-se como energias renovaveis aquelas obtidas a partir de recursos naturais que podem
ser reestabelecidos pela natureza. Dentre as principais formas, encontram-se a energia
hidroelétrica, edlica, solar e os biocombustiveis. Vale ressaltar ainda que todas essas estdo
sendo alvo de estudos para o desenvolvimento de novas tecnologias que visam o atendimento

da demanda energética.



3.2. Os Biocombustiveis

A producao de biocombustiveis teve ascensdao com a crise mundial do petréleo na
década de 70. De forma geral, estes sao fontes energéticas empregadas em motores de
combustdo interna, podendo ser utilizados puros ou misturados aos combustiveis
convencionais. Apresentam-se como uma forma mais limpa de satisfazer as necessidades
energéticas, uma vez que participam do ciclo de carbono, no qual o CO; liberado durante a

combustao pode ser empregado em rotas fotossintéticas (Figura 3.1) (ESCOBAR et al., 2009).
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Figura 3.1: Ciclo do carbono formado com a utilizagdo de biocombustiveis. (Fonte: Adaptado de

Fleetcare (2016)).

Os biocombustiveis podem ser divididos em trés geragdes de acordo com a natureza
da biomassa. A primeira gera¢do, forma mais empregada na producdo industrial, utiliza
produtos agricolas ricos em actcares ou triglicerideos. Ja a segunda e terceira geracao, ainda
com pouca aplicacdo industrial, utilizam a biomassa lignoceluldsica (residuo da primeira
geracdo ou residuos ndo comestiveis) e a biomassa de rapido crescimento (microalgas rica em
0leo ou carboidratos), respectivamente (CARNEIRO et al., 2017).

Atualmente, o etanol e o biodiesel sdo os principais biocombustiveis produzidos. O
etanol pode ser produzido a partir da biomassa que possue quantidades consideraveis de
acucares ou materiais que possam ser convertidos em aglicar, como amido ou celulose. J& o
biodiesel ¢ formado por reacdes de transesterificacdo de oleos vegetais ou gorduras animais

(KUCEK et al., 2007).



Como um pais agricola, o Brasil conseguiu ampliar a produ¢do de matérias-primas e
se tornou um dos maiores produtores de biocombustiveis. Cendrio que se estabeleceu com o
desenvolvimento de politicas como o Pré- Alcool em 1975 e que teve énfase em 2003 com o
desenvolvimento de motores flex. O pais também ¢ destaque na producdo de biodiesel e
espera-se que nos proximos anos, 20% de biodiesel seja misturado ao diesel (SOLOMON;
KRISHNA, 2011), assim como o alcool ¢ misturado a gasolina.

Entretanto, mesmo com as altas produgdes, esses bicombustiveis ainda ndo sao
capazes de suprir toda demanda energética atual. Dessa forma, ¢ essencial a utilizacdo de
combustiveis mais eficientes, como o hidrogénio que possui o maior conteudo energético por
unidade de peso (120kJ/g) quando comparado a outros biocombustiveis (ARGUN et al.,
2008).

3.3. O Hidrogénio

Incolor, inflaméavel e com massa atdomica de 1 g/mol, o hidrogénio ¢ o mais leve dos
elementos quimicos. E um dos elementos mais abundantes e reativos, encontra-
seconstantemente ligado a outros elementos ou ligado entre si formando o gas hidrogénio, Ha,
que por ser menos denso que o ar sua concentracdo na atmosfera ¢ de apenas 0,07% (LOSS,
2011). O gas hidrogénio foi reconhecido e caracterizado pela primeira vez em 1766 por Henry
Cavendish, que posteriormente o queimou e verificou que sua combustdo produzia 4gua,
segundo a Eq. 3.1 (CRUZ, 2010). O H: ¢ visto como recurso energético do futuro, entretanto

sua producdo sustentdvel em larga escala ainda ¢ um desafio.

1
Hy + 50, < Hy0
3.1)

Cerca de 50 milhdes de toneladas de hidrogénio sdo comercializadas anualmente no
mundo (WINTER, 2005); e grande parte dessa produ¢do ¢ utilizada como reagente quimico
sendo destinada a setores industriais de insumos quimicos, alimenticios, energético (Tabela

3.1).



Tabela 3.1: Aplicagdes do hidrogénio na indstria

Segmento Aplicacao
Refino de Petroleo Remocdo de enxofre de combustiveis (dessulfurizagao) hidrocraqueamento
Processos Quimicos Fabricagdo de Amonia, Metanol, cloro e soda caustica
Industria Farmacéutica Fabricacdo de sorbitol, utilizado em cosméticos, vitaminas e surfactantes
Industria Alimenticia Utilizado na hidrogenacao de 6leos e no aumento da satura¢do de gorduras
Processos Metalurgicos Agente redutor de minérios metalicos
Industria Eletronica Utilizado no processo de fabricacdo de semicondutores

) Utilizado como fonte de energia térmica em queimadores ou como insumo em
Geracao de Energia ) )
células combustivel

“Fonte: Adaptado de Cruz (2010).

Atualmente a maior parte da producdo de H» ¢ gerada a partir do gés natural, no
processo denominado reforma a vapor do gas natural. Outras formas de producdo utilizando
combustiveis fosseis (carvao, o6leo pesado e nafta) também sdo muito utilizadas e por
empregarem matérias-primas ndo renovaveis continuam atreladas aos problemas citados
anteriormente, além disso, demandam altas condigdes de temperatura e pressdo e liberam
gases do efeito estufa (ARGUN et al., 2008; RAHMAN et al., 2016). Por outro lado, a
producdo de hidrogénio a partir da d4gua em rotas como hidrolise e fotdlise também sdo
alternativas para producdo de H», porém, por exigirem altas taxas energéticas tornam a
producdo invidvel. Neste cendrio de busca por processos eficientes, a produgdo bioldgica se
torna cada vez mais explorada.

Além dos desafios da produgdo sustentavel o alto poder de combustdo de hidrogénio e
sua baixa densidade sdo desafios para o transporte.O hidrogénio necessita de um sistema de
armazenamento de grande volume e pressdo, e quando no estado liquido, precisa que o seu
armazenamento utilize sistemas criogénicos, ou seja, em baixissima temperatura (-253°C)

(NAVARRO, 2013)
3.4. A Producio Bioldgica de Hidrogénio

A produg¢do de hidrogénio por rotas biologicas ¢ uma das metodologias mais
promissoras para o futuro. Embora plantas industriais ainda ndo tenham se tornado realidade
para a producdo biologica de hidrogénio, o numero de pesquisas nessas areas teve um

aumento acentuado (GHIMIRE et al., 2015). Com o estabelecimento de rotas mais eficientes,
7



essas metodologias podem se tornar mais competitivas em termos de custos por poderem

utilizar biomassa de residuos de baixo custo. Outras vantagens incluem a baixa emissdo de

gases do efeito estufa e o baixo gasto energético, com a possibilidade de utilizacdo de

temperatura e pressao ambientes (HSU; LIN, 2016).

Nos procedimentos biologicos, bactérias e microalgas tém sido relatadas como

microrganismos com potencial para a producdo de hidrogénio. As rotas metabodlicas desses

microrganismos utilizam processos fotossintéticos ou fermentativos. Metodologias de

biofotolise (direta e indireta), fermentagdo escura, fotofermentagdo e sistema hibrido (que

consiste na utilizacdo de mais de uma rota bioldgica) sdo as principais rotas atualmente

investigadas. A

Tabela 3.2 apresenta as vantagens e desvantagens de cada uma das metodologias citadas.

Tabela 3.2: Microrganismos, vantagens e desvantagens para a produ¢ao de H»

Processo Microrganismo

Vantagens

Desvantagem

Biofotolise direta Microalgas
Biofotdlise i .
o Cianobactérias
indireta

Bactéria
Fotofermentagao

nao sulfurosa

Bactérias
Fermentagdo )

anaerobias

Sistema hibrido

purpura

Pode produzir H, diretamente a
partir da agua e luz solar. Alta
eficiéncia na conversdo de luz e

ciclo isento de carbono

Pode produzir H, a partir de H0.
Habilidade de fixar N».

Pode utilizar efluentes ricos em

substratos organicos.

Pode produzir hidrogénio na

auséncia de iluminag@o.
Diversidade de substratos. Produgao
de metabolitos intermediarios de
valor agregado.

Aumento do rendimento da

produgdo de H,

Requer alta intensidade de luz.
Sintese de O» que é um inibidor

para o sistema.

Alto gasto de ATP. Sintese de O,

que é um inibidor para o sistema.

0O, é um inibidor. Necessidade de
iluminagao constante. CO,

presente no gas.

Necessita de tratamento do
efluente apos a fermentagdo. CO»

presente no gés.

Utilizagdo de dois reatores. CO;

presente no gas.

Fonte: Adaptado de Rai e Singh, 2016.



3.4.1. Biofotolise da Agua

Na biofotolise a sintese de hidrogénio por microrganismos ¢ resultante do processo
fotossintético, que consiste na conversao de energia solar em energia quimica. O sistema
bioldgico sofre intervencdo de luz causando a decomposi¢do do substrato (H20) e tornando

possivel a sintese de H», sendo que esse processo pode ocorrer de forma direta ou indireta.

3.4.1.1. Biofotolise Direta

As microalgas sdo os principais microrganismos utilizados no processo de biofotolise
direta da agua. As microalgas Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella fusca e Scenedesmus
obliquus tem sido relatadas pela literatura como produtoras de hidrogénio por esta rota, que
apresenta como uma das principais vantagens a nao utiliza¢cdo de carbono organico como
substrato. O crescimento fotossintético ¢ dependente de CO» e de dgua (NAGARAJAN et al.,
2017)

Para que a producdo de hidrogénio ocorra ¢ necessdrio que o sistema opere em
fotoperiodo. Inicialmente, a luz fornecerd a energia que sera absorvida por pigmentos
fotossintéticos no fotossistema II. Este fotossistema absorverd a energia gerando a excitagao
dos elétrons e a quebra da molécula de H>O em O3 e protons H'. Os elétrons seguirdo por uma
cadeia transportadora de elétrons até que atingir a molécula de ferredoxina, juntamente com
os elétrons excitados no fotossistema I. A fase escura ¢ requerida para que a [FeFe]
hidrogenase, enzima capaz de catalisar a oxidagdo reversivel do hidrogénio molecular, seja
produzida e ativada. Essa enzima combinara os protons de H' gerados na quebra da molécula
de dgua com os elétrons doados pela ferredoxina, formando assim o hidrogénio molecular

(Eq. 3.2) (HALLENBECK e BENEMANN, 2002).

H,0 + energia luminosa — H, 4+ 0, 3.2)

A limitag¢do da biofotdlise esta relacionada ao acumulo de oxigénio no meio, uma vez
que esse pode reagir com o ferro no centro catalitico inativando a enzima [FeFe] hidrogenase
que € muito sensivel a presenca do O2. Uma das possibilidades para minimizar esse problema

¢ o controle da pressdo parcial de Oo(HALLENBECK e BENEMANN, 2002).



3.4.1.2. Biofotoélise Indireta

A biofotolise indireta ¢ realizada por cianobactérias e assim como a biofotélise direta ¢
depende de um periodo com incidéncia de luz e um periodo de escuro. Alguns exemplos de
cianobactérias que realizam esse procedimento sdo Nostoc, Anabaema, Calothrix e
Oscillatoria (MONA; KAUSHIK; KAUSHIK, 2011).

Na fase clara, a luz atua como fonte de energia para que o CO; sofra reagdo quimica
com a molécula de agua gerando hidratos de carbono (CsH120¢) € O2. Em uma segunda fase
anaerobica e na auséncia de luz, os elétrons e protons gerados serdo utilizados para a
producdo de H. Além da fixacdo de CO: pelas células vegetativas, algumas cianobactérias
tém a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico em condi¢des anoxicas, através de células
especializadas denominadas de heterocistos (MASUKAWA et al., 2014; SILVA, 2015). A
enzima nitrogenase na presenca de nitrogénio provoca sua reducdo a amodnia gerando gas
hidrogénio como subproduto (Eq. 3.3) (LINDBERG et al., 2002; EROGLU; MELIS, 2011).
Esta reagdo tem um alto gasto energético, 16 ATP, e um baixo rendimento de H», sendo
necessaria alimitacdo de nitrogénio para que os elétrons catalisados pela nitrogenase sejam
utilizados na produgdo de H» e o rendimento da biofotdlise superior para a producdo de

hidrogénio.

N, + 8e™ + 8H*+ 16 ATP — 2NH;+ H, + 16ADP + 16 P (3.3)

3.4.2. A Fermentac¢ao Escura

J& a produgdo de hidrogénio por fermentacdo escura utiliza bactérias fermentativas nas
condi¢des de anaerobiose. Durante essa fermentagdo, as bactérias desintegram os substratos
ricos em carboidratos em produtos como hidrogénio, etanol e 4cidos organicos (RAI; SINGH,
2016). Ressalta-se que a possibilidade de se trabalhar na auséncia de luz faz com que essa
metodologia se torne vantajosa por possibilitar a utilizacdo de reatores mais simples e
economia energética.

Para que a fermentagdo ocorra sdo necessarias matérias-primas ricas em carboidratos,
como o0s substratos empregados na fermentacdo de primeira geracdo e material
lignoceluldsico(cana de agucar, trigo, milho, beterraba). Linhas de pesquisas com vertentes

mais sustentdveis t€ém sido desenvolvidas utilizando residuos de efluentes agricolas,
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industriais e urbanos, que além de diminuir os custos da matéria-prima auxiliam no
tratamento da carga organica (TURON et al., 2016).

Um processo fermentativo interessante ¢ a utilizagdo de biomassa de microalgas e
cianobactérias como fonte de carboidratos. Estas possuem rapido crescimento e baixo custo
de manutencdo. Em geral, para a aplicagdo em rotas de producdo de biocombustiveis, a
biomassa deve ser submetida a pré-tratamentos para hidrélise de carboidratos e, em seguida,
ser fermentada (SAMBUSITI et al., 2015).

Embora diferentes carboidratos possam ser utilizados no processo fermentativo, a
representacdo da rota metabdlica utilizando glicose ¢ amplamente aceita na literatura. A
Figura 3.2 mostra de forma simplifica as rea¢des bioquimicas até que hidrogénio e/ou

metabolitos sejam produzidos.

Hidrzto de catbone  =— =— — —F CyH.,0y  Glicoss
ZED? ED? CH..Op
i t < ZNAD*
ICH.CH.0H | ! \ 2ADP )\
CELCHROR 1 - II"- * ZMACH+H*
Etanol . \ o/ |
2ATP [
S INADH 2NAD'I
B +H I
CHCO0H | S \ i I | 2CH;CHOHCOOH
. - " s L_-;'_ . P
Acido Acético || 5, 2CH,COSCoA P ECH.-CDEGH i Apido Lactico
:ZATF' 28DP 2FdH, 2Fd Pirvvato :
| AN, ANADH+H" |
[ ZNADH+H" . |~ ADP I
- _ ANAD* :
ZMAD® o™ ATP
: - 2ADP :
I I
I I
R S S o LL ;
F
2CH:(CH::.CO0H|  [p 2CH,CH,COOH

Acido Butirico

Figura 3.2: Possiveis rotas metabolicas da fermentacao escura de carboidratos.

(Fonte: Adaptado de Ren; Wang; Huang, (1997)).

As reagoes da fermentacdo escura se dividem em duas etapas: glicolise e reducao do
acido piruvico, que ocorrerdo no citoplasma celular conforme explicado por Bundhoo e
Mohee (2016). Durante a primeira etapa ocorre a oxidacdo da glicose que passard por uma
série de reagdes dando origem ao acido piravico. Nesta etapa, também ocorrerd a formagao de
2 ATPs e a liberagdo de quatro elétrons e quatro ions H*. Dos quatro ions H', dois ficardo

livres no citoplasma, enquanto os outros dois, juntamente aos quatro elétrons, serdo
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capturados pelo dinucleotidio de nicotinamida-adenina (NAD") e formardo o NADH (Eq.
3.4).

CoHy05 + 2 NADY — 2 CH,C0C00™ + 4H' + 2NADH (3.4)

O piruvato ¢ um produto intermedidrio da fermentacdo escura e poderd ser
anaerobicamente oxidado a acetil-coenzima A (Acetil-CoA) ou formar os &cidos latico ou
propionico. O processo de oxidagdo dependera da bactéria e das condi¢des do sistema
podendo seguir duas vias metabdlicas: piruvato liase (PFL) ou piruvato ferredoxina — redutase
(PFOR). Pela rota do piruvato liase, o piruvato sera degrado pela acao da coenzima A (CoA-
H) que origina a acetil-CoA e o formitato (Eq. 3.5), que em condicdes acidas ativara a liase

de hidrogénioformiato (FHL), sendo o &cido férmico convertido em CO; e Hz (Eq. 3.6).

CH,C0C00™ + CoA— H — Acetil —CoA+ 4C00~ 3.5

CO00~ + HY - C0,+ H, (3.6)

Ja pela rota do piruvato ferredoxina redutase (PFOR), o piruvato ¢ oxidado por acao
da coenzima A (CoA-H) e a ferredoxina oxida-se (Fdox) para acetil-CoA, ferredoxina
redutase (Fdver) e CO2(Eq. 3.7). A ferredoxina redutase reduz os ions H" para Ha e é oxidado

para Fdox (Eq. 3.8).

CH;C0C00™ + CoA + Fdox — Acetil — CoA+ 2FD,,, + CO, (3.7)

2FD,., + 2H* — Fdox+ H, (3.8)

O NADH residual gerado como subproduto pode ser re-oxidado para produzir Ho,
producao que podera ter diferentes rendimentos de acordo com o produto gerado pela reagdo
da Acetil-CoA (Eq. 3.9, 3.10 e 3.11). Caso o &cido acético seja um dos produtos finais, 4 mols
de Hz/mol de glicose poderdo ser formados, mas se o etanol for produzido junto com o acido
acético a producdo sera de 2 mols de Hy/mol de glicose. O mesmo rendimento pode ser
observado caso o acido butirico seja o produto final.
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CsH1206 + H2O — 2CH3COOH + 2CO; + 4H» 3.9
CsH1206 + H20 — CH3CH2CH2COOH + 2CO> + 2H» (3.10)

CsH1206 + H2O — CoH50H + CH3COOH + 2CO»>+ 2H> (3.11)

A lactose ¢ outra fonte de carbono com potencial a ser explorado pelas rotas de
producdo de hidrogénio, uma vez que o rendimento teérico da fermentagcdo pode alcangar até
8 mols de Hy/mol de lactose (Eq. 3.12). Uma das vantagens desse substrato ¢ a possibilidade
de redugao de custos com a matéria-prima, visto que pode ser obtida a partir de residuos do
soro de queijo (MORENO et al., 2015).

Cy2H5,044 + 5H,0 — 4CH3;COOH + 4C0, + 8H, (3.12)

E essencial ressaltar ainda a impossibilidade das rotas fermentativas atingirem os
rendimentos tedricos descritos, uma vez que parte dos substratos ¢ utilizado na manutengao e
no crescimento do microrganismo, ou ainda, utilizados em rotas que nao levam a formagao de

hidrogénio.

3.4.3. A Fotofermentacao

Bactérias fotossintetizantes sdao relatadas pela literatura como produtoras de
hidrogénio a partir de hidratos de carbono em reacdes dependentes de luz (HALLENBECK;
ABO-HASHESH; GHOSH, 2012). Estes microrganismos produzem o hidrogénio molecular
catalisado pela enzima nitrogenase sob condigdes anaerobicas deficientes de
N2(MASEPOHL; HALLENBECK, 2010). Eroglu e Melis (2011) relatam que bactérias
fotossintetizantespossuem um potencial promissor para produgdo de hidrogénio devido a
capacidade elevada de taxa de conversdo de substratos e a flexibilidade de substratos
organicos que podem ser convertidos no produto alvo. Na Eq. 3.13, Loss (2011) apresenta a
quantidade teodrica de hidrogénio que poderia ser obtida através de hidratos de carbono no

processo fotofermentativo.
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1
C.H,0. +(2x~2)H,0 - (% +2x—z)H, +xCO, (3-13)

Diferentemente das cianobactérias, as bactérias fermentativas possuem apenas o
fotossistema I, que reduz NADP" a NADPH. Com a auséncia do fotossistema II, as células
ndo possuem omecanismo para a quebra da molécula de dgua, apresentando a vantagem de
ndo gerar moléculas de O2 que ¢ um inibidor da enzima nitrogenase, catalisadora da producao
de hidrogénio. Entretanto, sem a hidrolise da 4gua, uma deficiéncia de elétrons para a geragao
de hidrogénio pode ser verificada (SAKURALI et al., 2013).

Em condi¢des anaerdbicas, os acidos organicos obtidos na fermentagdo escura podem
ser utilizados como doares de elétrons para a producao de H», conforme representado nas Eq.
3.14 a 3.17 (BARBOSA et al., 2001). A integracdo desses dois sistemas tem sido largamente

estudada por acarretar o aumento da produtividade e diminui¢ao de custos.

Acido acético:

C2H402 + 2H20 - 5 4H, +2CO, (3.14)
Acido lactico:

C3HgOs + 3H20 - 5 6H> +3CO2 (3.15)
Acido propionico

C3HeO2 + 4H0 - 5 7H2 +3CO: (3.16)
Acido butirico

C4HgO, + 6H,0 e 10H2 + 4CO» (3.17)

3.4.4. O Sistema Hibrido

Embora efluentes de processos industriais ricos em compostos organicos tenham sido
largamente estudados como substrado na producao de hidrogénio, um crescente interesse tem
sido observado no desenvolvimento de estudos sobre a interacdo entre processos de
fermentacdo escura e clara. Denominados de sistemas hibridos, o efluente da fermentacao
escura serve como substrato para uma segunda etapa microbiologica para a producdo de
hidrogénio. A integracdo desses dois sistemas tem apresentado resultados positivos, uma vez
que os efluentes sdo ricos em acidos organicos € podem atuar como substrato para bactérias

produtoras de hidrogénio (ARGUN et al., 2008).
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O sistema hibrido faz com que as etapas de producao de hidrogénio se tornem
complementares, sendo que essa integragdo pode ocorrer em um ou dois estdgios. Grande
parte dos estudos considera a separagao do processo em dois estagios (Figura 3.3), o que
permite a aplicagdo de condigdes Otimas de operagao para cada sistema. Em muitos casos, a
transi¢do das fases exige que um pré-tratamento seja realizado para eliminacdo da biomassa
da fase escura e dilui¢do do substrato. Entretanto, a divisdo das etapas exige a manutencao de

dois biorreatores acarretando no aumento de custos (RAI; SINGH, 2016).

Medidor de gds Medidor de gés

Controle de pH

Fermentagdo escura

Figura 3.3:Representagdo do sistema hibrido, combinando fermenta¢do escura e fotofermentacao.

(Fonte: Adaptado de Sikora, Zielenkiewicz (2013)).

Embora a fermentagdo simultanea de bactérias fermentativas e fotofermentativas
ocorrendo em um mesmo biorreator seja menos descritas pela literatura, Rai e Singh (2016)
relatam que esta integra¢do pode acarretar na otimizag¢do do processo e dos custos. Com esse
processo seria evitado o pré-tratamento de mudanga de estagio e o ajuste constante do pH,
uma vez que os acidos produzidos poderiam ser simultaneamente consumidos pelas bactérias
fotofermentativas. Além disso, o tempo de fermentagdo seria reduzido e o rendimento de
hidrogénio aumentado.

A utilizagdo de sistemas hibridos pode resultar em rendimentos tedricos de até 12 mol
Hz/mol de glicose (EROGLU; MELIS, 2011). Esse valor pode ser obtido caso o 4cido acético
fosse o subproduto da fermentacdo escura, que tem como rendimentos 4 mol Ho/mol de
glicose e convertidos na fase clara, gerando 8 mols de H>. Contudo, como ja dito em topicos
anteriores, esse rendimento teodrico nao € obtido devido a utilizagdao das fontes de carbono nas

taxas de crescimento e nas rotas metabolicas que ndo levam a formacao de hidrogénio.
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3.5. Fatores que Influenciam a Producio Biolégica de Hidrogénio

Os principais desafios para utilizacao de rotas bioquimicas em plantas industriais estao
relacionados a sustentabilidade econdémica do processo que ainda ¢ limitada pela baixa
produtividade de hidrogénio. A otimizacdo de parametros essenciais como indculo,
temperatura, pH, substrato e pressao parcial de H» ainda estdo em fase de desenvolvimento.

Um grande nimero de microrganismos pode ser empregado nas rotas de producao de
hidrogénio. Entretanto, a definicdo do inoculo desempenha um papel fundamental na
eficiéncia do processo, uma vez que os produtos finais sdo influenciados pelo metabolismo
bacteriano. Os sistemas de cultivo encontrados na literatura se dividem em puros, co-cultura e
culturas mistas.

A utilizagdo de apenas um microrganismo nas rotas produtoras de hidrogénio
representa o sistema de culturas puras.Clostridium ¢ Entereobacter sdo alguns dos
microrganismos com potencial produtivo que tem sido estudado nessas condig¢des. Esse
sistema apresenta como uma das principais vantagens a revelagdo de informagdes importantes
sobre o metabolismo de cada microrganismo, bem como o seu comportamento em relagao a
diferentes substratos. Em sistemas de cultura pura as alteragdes metabdlicas sdo mais
facilmente detectadas devido a reduzida diversidade da biomassa (ELSHARNOUBY et al.,
2013). Apesar das vantagens citadas, esse sistema apresenta como desvantagem a necessidade
de cuidados especiais com a esterilizacdo e fontes limitadas de substratos (LEE; SHOW; SU,
2011).

Na forma de co-cultura o meio ¢ enriquecido com mais de uma espécie de bactéria
gerando um efeito sinestésico. Vdrios estudos relatam que, do ponto de vista técnico, este
sistema apresenta melhores resultados quando comparados a culturas puras devido a melhora
na hidrolise de aglicares complexos e por fornecer uma gama mais ampla de pH para bactérias
fermentarem e produzirem hidrogénio (ELSHARNOUBY et al.,, 2013). Uma forma
interessante de co-cultura ¢ a associacdo de bactérias fermentativas produtoras de acidos
organicos e bactérias consumidoras desses metabolitos. Nesse sistema, os acidos se tornariam
matéria-prima para a producdo do hidrogénio evitando grandes variagdes de pH e a
intoxicag¢dao do meio por acidos, que em grandes quantidades sdo um inibidor para as bactérias

fermentativas (LU et al., 2007).
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Solo e lodo de efluentes sdo alguns dos ambientes em que uma grande mistura de
bactérias pode ser encontrada, dentre os quais bactérias fermentativas. Assim, estes materiais
podem ser utilizados como fonte de indculo para o processo fermentativo no processo
denominado de cultura mista (KUMAR et al., 2017). Algumas pesquisas indicam que culturas
mistas aceitam uma maior variedade de substratos, tem melhor adaptagdo ao meio de cultivo e
maior eficiéncia de produgdo de hidrogénio. Entretanto, bactérias consumidoras de hidrogénio
podem estar presentes no indculo o que se torna uma desvantagem do processo. Os principais
consumidores de H» incluem metanogénios, bactérias homoacetogénicas e bactérias redutoras
de sulfato (GHIMIRE et al., 2015).

Visando a eliminagdo dos microrganismos indesejaveis na cultura mista e aumento da
eficiéncia na producdo de hidrogénio, muitos trabalhos relatam a aplicacdo de pré-
tratamentos, sendo que os mais descritos pela literatura sdo: térmicos, acidos ou basicos (LI;
FANG, 2007). De acordo com Wong; Wu ¢ Juan (2014) os microrganismos formadores de
esporos tem maior chance de sobreviver quando sofrem algum processo previamente a
fermentagdo, enquanto algumas espécies metanogénicas podem ser eliminadas em pH inferior
a 6 ou superior a 7,8. Contudo, a aplicacdo desses pré-tratamentos precisa ser precisamente
avaliada para evitar que microrganismos produtores de hidrogénios sejam extintos do meio
(GHIMIRE et al., 2015).

Com o crescente interesse pela produgdo bioldgica de hidrogénio algumas bactérias do
género Enterobacter passaram a ser estudadas devido ao possivel potencial produtor do gas de
interesse. Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae sdo alguns dos representantes desse
grupo formado por microrganismos anaerdbicos facultativos, gram-negativos em forma de
bastonete (KUMAR; DAS, 2000). As vantagens desses microrganismos em rotas de produgdo
incluem a rapida taxa de crescimento e baixo custo de manutengao.

Por outro lado, conhecidas pelo potencial produtor de acido latico, as bactérias do
género Lactobacillus sao formadas por mais de 400 espécies de microrganismos gram-
positivos (SIKORA et al., 2013). Embora nado sejam produtoras de hidrogénio, a utilizacdo em
processos fermentativos com esta finalidade ¢ relatada pela literatura. Pesquisas com
aplica¢do dos sistemas de co-cultura e sistema hibrido tem como principal objetivo que a
Lactobacillus produza 4cido latico e que este metabolito seja utilizado por bactérias em rotas
de produgdo de hidrogénio, como ¢ o caso das bactérias fotofermentativas (ASADA et al.,

2006).
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Ainda em se tratando de condigdes essenciais a produgdo de Hz, meios de cultivo ricos
em carbono sdo efetivos para a producdo bacterioldogica deste biocombustivel. Glicose,
isomeros de hexoses ou polimeros como amido e celulose sdo largamente descritos pela
literatura como potenciais matérias-primas na sintese de hidrogénio. Contudo, a utilizagao de
diferentes substratos pode acarretar em variagdes significativas na sintese do hidrogénio
(BOODHUN et al., 2017).

Glicose e sacarose sdo comumente empregadas como fonte de agtcar para a produgao
de hidrogénio por bactérias. Apesar dos bons resultados obtidos a eficiéncia econdmica do
processo com esses substratos pode ser ameagada devido aos altos investimentos na matéria-
prima. Matérias-primasde baixo custo e abundantes podem estar contidas em residuos de
industrias de alimentos, papel e biocombustiveis. Estes materiais sao ricos em compostos
organicos e poder ser utilizados como substrato na producdo bioldgica de hidrogénio. Além
da queda nos custos, essa aplicag@o auxiliaria no tratamento dos efluentes que precisam passar
por tratamentos antes de serem despejados na natureza, como acontece com o soro do leite
gerado na producao de queijo. Os residuos de soro do leite sdo uma potencial matéria-prima
por conter a lactose disponivel no meio (FERCHICHI et al., 2005; YANG et al., 2007;
DAVILA-VAZQUEZ et al., 2008). De acordo com Ozmihci e Kargi (2007), a concentracao
de lactose no efluente ¢ estimada em torno de 6% m/v e para melhores rendimentos na
producao de hidrogénio o efluente deverd passar por tratamentos quimicos para concentracao
do agucar na forma de p6. Além da estrutura, a concentragdo dos carboidratos tem papel
fundamental no processo fermentativo como apresentado no trabalho Romao (2014). Além
das fontes de acucar, o meio também deve conter outros elementos essenciais como
macronutrientes € micronutrientes, uma vez que estes ajudam no desenvolvimento do
metabolismo bacteriano, no crescimento celular € na ativagdo de enzimas relacionadas a
produgdo de hidrogénio (BUNDHOO; MOHEE, 2016).

De forma complementar, por estar diretamente relacionado a vias metabolicas, o pH ¢
uma parte fundamental no processo da produgao de hidrogénio. As principais influéncias do
pH estdo relacionadas a composicdo do biogds, o teor de acidos orginicos e a taxa de
crescimento do microrganismo (HWANG et al., 2004). Embora muitos estudos relatem que a
producao de hidrogénio ocorre em intervalos de pH entre 5 e 8, ¢ dificil propor um valor
exato que resulte em uma maior produtividade de hidrogénio, pois este pardmetro estd

atrelado as condigdes do meio de cultura e as caracteristicas do indculo (FANG; LIU, 2002;
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SHIN; YOUN; KIM, 2004). Contudo, para culturas isoladas, propde valores em torno de 6,5
(PACHAPUR et al., 2015).

Ressalta-se que na etapa inicial o pH irad afetar a duragdo da fase lag e a sintese de
enzimas. Durante a fermentacdo escura este valor tende a apresentar variagdes devido a
producdo de 4cidos organicos ao longo do processo (SIVAGURUNATHAN et al., 2017). O
controle do pH ¢ uma maneira de se evitar que a acidez possa inibir a agdo da hidrogenase
(FANG; LIU, 2002). Sem a corre¢dao, o pH final pode atingir valores na faixa de 4 a 4.8,
independendo do valor inicial (KUMAR et al., 2017).

Ja a temperatura tem papel fundamental para as bactérias produtoras de hidrogénio,
pois pode atuar acelerando ou inibindo o metabolismo celular. A determinagdo das
temperaturas pode ser feita inicialmente com base no grupo térmico em que a bactéria se
encontra, que se dividem em: mesofila (25-40°C), termofila (50-65°C), termofilica (65-80°C)
ou hiperterméfila (> 80°C) (KUMAR et al., 2017). A maioria dos processos estudados até o
momento relatou a utilizacdo de microrganismos meso6filos, entretanto, a temperatura ideal
para aumento do rendimento do sistema deve ser avaliada individualmente para cada
processo.

Nos sistemas em que microalgas, cianobactérias e bactérias fotossintéticas sdo
empregadas para a producdo de hidrogénio a Iluminosidade tem papel essencial na
fermentagdo. A luz promove a energia necessaria para o desencadeamento de um gradiente de
prétons no metabolismo do microrganimo (HALLENBECK; LIU, 2016). A dependéncia
deste parametro ¢ vista como uma desvantagem por potencializar os custos da fermentagao.

Em relagcdo as bactérias fermentativas, a influéncia da luz foi pouco relatada pela
literatura(ZAGRODNIK; LANIECKI, 2016). Entretando, sabe-se quos metabolitos gerados
por estas bactérias podem ser utilizados por bactérias fotofermentativas com o intuito de
aumentar os rendimentos do processo (MASEPOHL; HALLENBECK, 2010). Desta forma, ¢
essencial que um estudo dos efeitos da luminosidade em bactérias fermentativas seja realizado
para que a formacdo de uma co-cultura hibrida, onde ambas as fermentagcdes ocorram
simultaneamente, possam ser aprofundados. A formacdo deste sistema poderia possibilitar a
reducdo do tempo de fermentacdo e aumento da produtividade de hidrogénio(ZAGRODNIK;
LANIECKI, 2016)
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4. MATERIAL E METODOS

Neste topico estd estruturada a metodologia e os materiais utilizados para os

experimentos da producao biologica de hidrogénio.

4.1. Microrganismos e meios de cultivo

Neste estudo foram utilizadasculturas puras das bactérias Enterobacter aerogenes
(CT) ATCC 13048, Enterobacter cloacae subsp. cloacae (CT) ATCC 13047 e Lactobacilus
paracasei subsp. paracasei ATCC 335 provenientes da cole¢do de microrganismos da
Fundacdo Oswaldo Cruz. Os inéculosforam mantidos em mantidos em meio sélido e
refrigerados na temperatura de4 = 2°C e repicados mensalmente. Neste periodo, as cepas de
Enterobacter foram cultivadas em meio so6lido de caldo nutriente (Tabela 4.1) e a
Lactobacillus paracasei no meio Lactobacillus MRS (Tabela 4.2).

Os meios de cultivo foram preparados dissolvendo-se os reagentes em agua destilada,
sendo o pH ajustado com hidréxido de s6dio(0,1 M). Em seguida, os meios juntamente com
as vidrarias utilizadas foram esterilizados a 121+1°C, a 1 kgf/cm? por 20 minutos.

Apbs o repique em meio solido, as cepas permaneceram cerca de 24 horas em estufas
a 32 £ 1°C e, em seguida, foram encaminhadas para a geladeira ou transferidas para o meio
liquido, sem adi¢cdo de 4gar. Caso transferidas para o meio liquido, as cepas permaneciam
neste por 48 horas e, posteriormente, eram utilizadas no processo fermentativo. E importante

ressaltar que todo os procedimentos de inoculagdo ocorreram em camara de fluxo laminar.

Tabela 4.1: Composi¢ao do meio Caldo Nutriente(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Reagentes Concentragdo (g/L)
Extrato de Carne 3,00
Peptona 10,00
Fosfato de potassio dibasico 1,00
Cloreto de Sodio 5,00
Agar 30,00

pH ajustado para 6,8 + 0,2.



Tabela 4.2: Composi¢ao do meio Lactobacillus MRS(DEMAN; ROGOSA; SHARPE, 1960).

Reagentes Concentragdo (g/L)
Peptona 10,00
Extrato de Carne 10,00
Extrato de Levedura 5,00
Glicose 20,00
Polisorbato 80 1,00
Citrato de Amonio 2,00
Acetato de Sodio 5,00
Sulfato de Magnésio 0,10
Sulfato de Manganés 0,05
Fosfato Dipotassico 2,00
Agar 12,0

pH ajustado para 6,5 = 0,2.

4.2. Substratos

Glicose e permeado do soro de queijo (adquirido da empresa Sooro Concentrado
Industria de Produtos Lacteos Ltda) foram os substratos utilizados como fonte de carbono
para a producdo do hidrogénio. Estes, tinham a concentra¢do final de agucar ajustada para
10,00 g/L. E importante ressaltar ainda que, para os ensaios de controle foram utilizados os
meios apresentado nas Tabela 4.1 e 4.2, sem modificacao.

A caracterizacdo do permeado de soro de queijo foi realizado pela propria empresa e

esta apresentada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Caracteristicas do permeado de soro de queijo da Empresa Sooro Concentrado Industria de
Produtos Lacteos Ltda.

Parametros Especificacio Valores Analise
Umidade (%) Maximo 4,0 1,05
Acidez (%) Miéximo 2,0 1,93
Gordura (%) Maximo 1,5 0
Ph 6,0 - 6,7 6,25
Proteina (%) Minimo 3,0 1,42
Cinzas (sais minerais) (%) Miéximo 6,0 4,56
Lactose (%) Minimo 80 92,97

Fonte: Empresa Sooro
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4.3. Condicoes para a fermentacio

O processo fermentativo foi realizado em reatores de 50 mL (frascos de penicilina) e
em reator tanque agitado (STR) de 1,5 L. Para todos os ensaios foi fixada a relacdo de 1,6%
v/v de inéculo em condigdo de anaerobiose(ROMAOet al., 2014). E importante ressaltar que,
além do microrganismo, o indculo também continha metabdlitos da bactéria, dessa forma no
inicio da fermentagao acidos e etanol ja podiam estar presentes no meio.

A sequéncia dos ensaios pode ser verificada na Figura 4.1.

Parte 1: Fenmentagao em reator Parte2: Fermentacio em
de 50 mL com o gds inerte : ¢

e ~ reator de 50 mL
nitrogénio . > oo Ao .

2 . . Avaliaciio: Influénciado gas
Avaliaciio: ITCrOrgarisino, inerte areériio
substrato e luminosidade 8
b4
Parte 3: Fermentagao em Parte 4: Fermentagdo em
reator de 50 mL — reatorde 1,5L

Avaliacdio: SistemaHibrido Avaliaciio: SistemaHibrido

Figura 4.1: Fluxograma da sequéncia experimental.

4.3.1. Fermentacido em reator de 50 mL

A preparagdo dos reatores de 50 mL (frascos de penicilina) foi realizada inicialmente
com a esterilizagdo por autoclavagem a 121 + 1°C, a 1 kgf/cm? por 20 minutos, juntamente
com os septos utilizados para lacrar os frascos. Em seguida, o material permanecia por
20 minutos no fluxo laminar sob incidéncia de luz ultravioleta. Apos este processo, a luz
ultravioleta era desligada para que os frascos pudessem ser preenchidos com o volume util de
37,5 mL do meio a ser fermentado, bem como o indculo da bactéria em estudo. Géas inerte era
borbulhado por 30 + 5 segundos em cada reator. Logo apds, os frascos eram lacrados e
seringas eram conectadas ao septo para armazenagem do gas produzido.

As fermentagdes duravam um periodo médio de 108 horas com amostras retiradas em
intervalos de 6 e 12 horas, estes intervalos de tempo foram adotados com base nos trabalhos

de Moreira (2016) e Silva (2015). Os ensaios buscaram avaliar o comportamento das bactérias
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em relacdo a producdo de biogas, consumo do substrato, producdo de 4cidos e taxa de
crescimento. Todo o procedimento foi realizado em triplicata utilizando-se frascos de
sacrificio.O biogas armazenado nas seringas foi transferido para ampolas gasométricas
(Construmaq LTDA, Brasil) para posterior analise no equipamento CG. Amostras de 10 mL
de caldo fermentado foram retiradas e centrifugadas por 10 minutos a uma rota¢ao de 8.000
rpm (12.096 g). Apds esse procedimento, a biomassa celular foi separada do sobrenadante,
sendo que este ultimo foi armazenado para posterior analise da concentracao de agucar e
metabolitos no HPLC. A biomassa celular foi lavada com 4gua destilada e a densidade celular
determinada através de espectrofotometria (metodologia explicada no topico 4.4.1).

Os reatores foram armazenados em ambientes de acordo com a necessidade de
incidéncia de luz. No caso da fermentagdo escura os frascos permaneceram em ambiente
escuro que bloqueavam a passagem de luz (Figura 4.2.a). Enquanto que na fermentagdo clara
um ambiente com luz incidente foi preparado para iluminagdo constante (Figura 4.2.b). Em

ambas as condic¢des a temperatura de fermentagao foi a ambiente.

Figura 4.2: Fermentacdo em reatores de 50 mL (a) fermentacdo escura; (b) fermentagao clara

Os testes realizados na primeira etapa do trabalho estudaram a influéncia do meio de
cultivo (que foram estudados como uma forma de controle, para saber a influéncia que os
reagentes poderiam causar na fermentacao), a fonte de agucar e a auséncia e presenga de luz
constante com a utilizagdo do gas inerte nitrogénio. A Tabela 4.4 apresenta a organizagdo dos

experimentos realizados.
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Tabela 4.4: Ensaios em reatores de 50 mL com avaliagdo de microrganismos, substratos e

condi¢des de luminosidade com borbulhamento do gas inerte nitrogénio.

Ensaio Microrganismo Substrato Luminosidade
1 Meio Lactobacillus MRS Ausente
2 Meio Lactobacillus Presente

Lactobacilus )
3 MRS*+ Glicose Ausente
paracasei
4 Meio Lactobacillus Presente
5 MRS*+ Lactose Ausente
6 Meio caldo nutriente Ausente
7 Meio caldo nutriente + Presente
Enterobacter )
8 Glicose Ausente
aerogenes
9 Meio caldo nutriente + Presente
10 Lactose Ausente
11 Meio caldo nutriente Ausente
12 Meio caldo nutriente + Presente
Enterobacter )
13 Glicose Ausente
cloacae
14 Meio caldo nutriente + Presente
15 Lactose Ausente

* Meio sem glicose.

Em uma segunda etapa, a influéncia do gas inerte foi avaliada na fermentagdo clara
para a producao de hidrogénio (Tabela 4.5). Dessa forma, as bactérias do géneroEnterobacter
eram novamente avaliadas alterando-se o gas nitrogénio, utilizado na etapa anterior, para

argonio.

Tabela 4.5: Ensaios em reatores de 50 mL com avaliacdo do gas inerte argonio.

Ensaio Microrganismo Substrato
Meio caldo nutriente +
16 Glicose

Enterobacter Aerogenes

Meio caldo nutriente +

17 Lactose

Meio caldo nutriente +

18 Glicose
Enterobacter Cloacae

Meio caldo nutriente +

19 Lactose

25



Por fim, o sistema hibrido foi testado em reatores de 50 mL. O efluente gerado na
fermentagdo escura da E. cloacae com o substrato glicose e gas inerte nitrogénio foi
empregado em uma segunda etapa de fermentagdo clara com o gas inerte argonio. Eram
realizados trés testes com este efluente, ressaltando que nenhum tratamento era realizado na
transferéncia das fases e que o efluente ja possuia microrganismos.

No ensaio 20 o efluente foi apenas transferido para os frascos de penicilina sem
nenhuma suplementacao, funcionando como branco para verificagdo do comportamento do
microrganismo no efluente. Nos ensaios 21 e 22, glicoseeraadicionada na concentracdo de

10,0 g/L, sendo que no ensaio 22 também houve acréscimo de indculo na relacdo de 1,6% v/v.

Tabela 4.6: Ensaios da fermentacdo hibrida realizada em reatores de 50 mL utilizando o efluente da
fermentagao escura.

Ensaio | Microrganismo Substrato
20 Efluente
21 Enterobacter Cloacae Efluente + Glicose
22 Efluente + Glicose + E. Cloacae

4.3.2. Fermentacido em reator de 1,5 L

Apo6s definir as melhores condigdes de fermentagdo, o Modulo Fermentador Tec-Bio-
Flex Tecnal®do tipo tanque agitado (STR) de 1,5 L foi utilizado para as fermentagdes em
escala ampliada com o volume ttil de 700 mL(Figura 4.3).0 reator foi higienizado com alcool
70 % e permaneceu por 40 minutos sob incidéncia de luz ultravioleta no fluxo laminar. Logo
apos, a luz ultravioleta foi desligada e o meio a ser fermentado e a bactéria foram adicionados
ao reator. Gas inerte foi borbulhado por 3+ 0,5 minutos para garantir a condicao de
anaerobiose. Em seguida, o reator foi lacrado e permaneceu a temperatura de 32 + 1°C com

agitacao de 120 rpm.
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Figura 4.3: Reator STRde 1,5 L utilizado na fermentac@o em escala ampliada.

A fermentacdo ocorreu até que a produgdo de biogas fosse extinta. Amostras foram
coletadas em intervalos periddicos (10 - 14 horas). O volume de biogas produzido foi
quantificado por um medidor de vazao volumétrica MilliGasCounter da Ritter Tipo MGC-1 e
parte deste armazenado em ampolas gasométricas para analise da composi¢ao do biogas. Do
meio fermentado, 10 mL foram retirados para analise da densidade celular e concentragao de
agucar e metabolitos.

Observando-se o consumo e concentragdes inferiores a 3 g/L, houve a adi¢do de mais
10,0 g/L de agucar no meio. O pH também foi periodicamente corrigido para um valor de 6,8
+0,2.

Para a fermentacdo escura (Ensaio 23), o biorreator foi recoberto com papel aluminio
para garantir a auséncia de luz (Figura 4.4). Nos testes de fermentacdo clara o mesmo reator,
sem a cobertura, foi utilizado com incidéncia de luz constante nos comprimentos 2200 lux

(Figura 4.3).
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Figura 4.4:Fermentacdo escura em reator de 1,5 litros

Encerrada a fermentacdo escura, o efluente obtido foi centrifugado e autoclavado para
sua aplicagdo nos ensaios 24 e 25 que ocorreram na presen¢a de luz constante. No ensaio 24
foi utilizado o efluente bruto, enquanto que no ensaio 25 houve diluicao deste em 50% com o
meio caldo nutriente. Em ambos a bactéria Enterobacter Cloacae (relagdo de 1,6 % v/v) e

glicose (10,0 g/L) foram utilizadas.

4.4. Metodologia Analitica

4.4.1. Determinacao do crescimento celular

A quantificagdo da densidade celular foi realizada através da relagdo de soélidos
volateis e absorbancia no comprimento de onda de 650 nm. Para essa andlise uma curva de
calibracdo foi previamente construida relacionando as variaveis citadas anteriormente. A
absorbancia foi medida utilizando o espectrofotometro modelo Shimadzu UVmini-1240.

Para anélise, a bactéria foi separada do meio fermentado e, em seguida, lavada com
agua destilada, sendo que ambos os procedimentos foram realizados por centrifugagdo por 10
minutos a 12.096 g. Ao sedimento formado 4dgua destilada foi adicionada no mesmo volume
da solucao inicial, formando assim uma solugdo de bactérias. A absorbancia da solugao foi
medida e,posteriormente, convertida em concentracdo de células (g/L), através da curva de

calibragao.
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4.4.2. Quantificacido de aciicares e metabdlitos

Para andlise da composicao do meio fermentado foi utilizado o equipamento HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), marca Shimadzu modelo LC-20A Prominence,
coluna SUPELCOGEL C-610H. O écido fosférico (0,1 % v/v) foi utilizado como fase movel,
com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32°C e volume de injecdo de 20 pL. Os
metabolitos analisados neste trabalho foram glicose, lactose, etanol e os acidos latico, acético,
propionico e butirico. As areas encontradas para cada tempo foram utilizadas nas curvas de

calibragdo (previamente feitas) para determinag¢ao da concentragao.

4.4.3. Quantificacdo do hidrogénio

A concentragdo do hidrogénio produzido foi determinada através da inje¢do do biogas
no Cromatografo Shimadzu modelo GC 17-A, constituido por um detector de condutividade
térmica, um forno ¢ uma coluna capilar Carboxen 1010 com comprimento de 30 m e diametro
interno de 0,53 mm. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector durante as analises
foram 230°C, 30°C e 230°C, respectivamente. O argonio foi utilizado como gas de arraste a
15 mL/min. O tempo de andlise foi de 28 + 2 minutos, sendo que o pico do hidrogénio foi
formado entre 1 e 2 minutos. A area fornecida neste tempo foi utilizada na curva de calibragao

do equipamento para quantificacdo de Ho.

4.4.4. Determinacio do pH

As medidas de pH foram realizadas com a utilizacdo do pHmetro digital PG 2.000 da

marca Gehaka. O equipamento ¢ composto por um eletrodo de vidro para medi¢do de pH, era

previamente calibrado com solugdo tampao pH 4 e pH 7.
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4.5. Determinagdo dos parametros cinéticos:

4.5.1. Taxa de crescimento celular

A taxa especifica maxima de crescimento (Umix) foi determinada durante a fase de
crescimento exponencial, através do coeficiente angular da reta ajustada para a variagao do

logaritmo neperiano da densidade celular com o tempo (Eq. 4.1).

_A(nX) 4.1)
Mmix = —

Sendo:
X = Densidade da biomassa

t=Tempo

4.5.2. Tempo de duplicacio

O tempo de duplicagdo celular (tq) foi determinado pela razdo entre o logaritmo

neperiano de 2 € pmax, como mostra a Eq. 4. 2.

_ (n2) 4.2)

ty =
Homaax

4.5.3. Taxa de consumo do substrato
Os coeficientes de consumo especificos (qi) de glicose e lactose foram determinados
na fase de crescimento exponencial. A relagdo do consumo de substrato e crescimento da

biomassa em relacdo tempo foi utilizada para a determinagdo deste parametro cinético

conforme mostrado na Eq. 4.3.
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(E) (4.3)

Sendo: S= Concentracao de glicose ou lactose.

4.5.4. Produtividade

O célculo da produtividade de hidrogénio em relacdo ao tempo foi determinado pela

Eq. 4.4.

mmol de H, 4.4)

Produtividade = :
volume reacional * tempo

4.5.5. Rendimento

A relacdo entre o consumo de substrato e o volume de hidrogénio produzido durante a

fermentacdo foi determinado através da Eq. 4.5.

molde H, (4.5)

mol de substrato consumido

Rendimento =
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios em reatores de 50 mL

As fermentacdes em reatores de 50,0 mL com volume util de 37,5 mL foram
conduzidas a temperatura ambiente com a concentragdo do indculo na relagdo 1,6% v/v. As
fontes de carbono glicose, além de lactose proveniente do soro de leite em pd, foram
adicionadas ao meio de cultivo do microrganismo na concentragdo de 10,0 g/L. Ensaios de
controle avaliando a influéncia do meio de cultivo, apresentados nas Tabelas 4.1 ¢ 4.2, na
auséncia de luz também foram avaliados para descrever o comportamento do microrganismo
e a influéncia deste na produgdo de metabolitos. As fermentagdes duraram 108 horas e, além
disso, frascos de sacrificio permitiram retirar amostras em intervalos de 12 e 6 horas para

analise do biogés e do meio fermentado.

5.1.1. Avaliacio do inoculo em diferentes condi¢coes de fermentaciao

Neste topico serdo apresentados os ensaios de 1 ao 15, nos quais 0s microrganismos
Lactobacillus paracasei, Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae foram fermentados

em condicoes de anaerobiose garantida através do borbulhamento com gés inerte nitrogénio.

5.1.1.1.  Lactobacillus paracasei

Embora ndo seja produtora de hidrogénio, a L. paracasei é frequentemente encontrada
em fermentacdes em que culturas mistas sdo utilizadas para a produgdo do hidrogénio
(SIKORA et al., 2013). Dessa forma, ¢ essencial um estudo detalhado deste microrganismo
para verificagdo do comportamento e se a interacdo deste com as bactérias fermentativas E.
aerogenes ¢ E. cloacae em sistemas de co-cultura seria vantajosa. Nesta se¢do, o principal
interesse foi avaliar o comportamento da L. paracasei em relagdo aos acidos organicos.

O comportamento da biomassa da L. paracasei nos ensaios 1 ao 5 pode ser observado
na Figura 5.1.E verificado que a bactéria apresentou um comportamento similar em todas as
situagdes estudadas. Em geral, este comportamento foi marcado por uma fase de adaptagdo ao
meio nas primeiras 12 horas, seguido por um crescimento exponencial e com a densidade

celular permanecendo constante a partir de 48 horas. A concentragdo inicial de microrganismo



no meio foi de aproximadamente 0,006 g/L. Pela Figura 5.1¢ possivel observar que o meio de
controle apresentou o maior valor de densidade de biomassa (1,62 g/L) durante a fermentacao,
0 que pode ser justificado pela concentragao de glicose de 20,0 g/l no meio de cultivo

enquanto os demais ensaios partiram da concentragdo de agtcar de 10, 0 g/L.
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Figura 5.1: Perfil da densidade celular para L. paracasei em fungdo do tempo de fermentacdo com o

gas inerte nitrogé€nio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e®) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose Escuro.

A presenca de uma maior concentracdo de substrato (20,0 g/L) no meio de controle
escuro ocasionou o maior consumo da fonte de carbono e menor tempo de duplicagdo (2,03

horas) ao microrganismo na fase exponencial, quando comparado aos demais meios (Figura

5.1).

Tabela 5.1: Taxa de crescimento, tempo de duplicacdo e consumo de substrato para L. paracasei

Consumo do substrato

Condicio i *(h") Tq **(h) (@substrato/ Ebiomassa™h)
Controle Escuro 0,33 2,03 2,01
Glicose Claro 0,21 3,18 1,05
Glicose Escuro 0,29 2,36 1,45
Lactose Claro 026 2,60 1,56
Lactose Escuro 0,22 2,69 1,47

- * um = Taxa de crescimento celular; ** Tq =Tempo de duplicagdo
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Nos meios em que a concentracdo de agucar foi de 10,0 g/L a densidade da biomassa
alcangou valores maximos proximos (entre 1,04 e 1,24 g/L), evidenciando que houve pouca
diferenca em relagdo ao substrato ou a presenga da luz. Contudo, a taxa de crescimento
exponencial foi superior em aproximadamente 38% para o meio com glicose na auséncia de
luz em comparagdo a mesma condi¢do no claro, o que causou o menor tempo de duplicagdo a
este meio. J& no meio com lactose, 0 meio com incidéncia de luz apresentou a taxa de
crescimento superior em aproximadamente 17%.

Em relacdo ao substrato, foi verificado que nos meios em que a concentracao foi de
10,0 g/Lo consumo deste acompanha a velocidade de crescimento da biomassa. Nestes
ensaios, a fonte de acucar foi totalmente consumida em até 48 horas, tempo em que a
densidade de biomassa se torna constante (Figura 5.2). Embora, o meio de controle tenha
apresentado a maior taxa de consumo de substrato (2,01gsustrate/@biomassah), € Observado que a
glicose ndo foi totalmente consumida ao final das 108 horas. Além disso, também pode ser
considerado, que mesmo com fonte de carbono disponivel no meio, a densidade da biomassa

fica constante a partir de 48 horas, o que pode ter sido causado pela limitagdo de outro

nutriente no meio.
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Figura 5.2: Perfil da concentragdo de agucar para L. paracasei em fungdo do tempo de fermentagdo

com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(q)
Lactose Claro ¢ (A) Lactose Escuro..

O pH foi outra variavel avaliada no trabalho e esta representada na Figura 5.3. Neste

caso também ¢ possivel verificar o comportamento similar em todas as condigdes de
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fermentagdo, quando ¢ observado uma queda constante até¢ 60 horas. Essa diminui¢do no pH

pode ser justificada pela produ¢do de acidos organicos.
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Figura 5.3: Comportamento do pH para L. paracasei em fungdo do tempo de fermentacdo com o gas
inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose_Escuro.

Nas Figura 5.4 e 5.5 estdo apresentadas o perfil de concentracdo dos acidos acético e
propidnico para a L. paracasei, que diferentemente das outras situagdes apresentadas até o
momento esses acidos apresentaram comportamentos particulares de acordo com as condi¢des
de fermentacdo oferecidas. Nos ensaios 1, 2, 3 e 5 ¢ possivel observar que os acidos em
estudo podem ter suas concentracdes consideradas como constantes ao longo de toda
fermentag¢do. Enquanto que, no meio claro com lactose (ensaio 4) ocorre a produg¢do de ambos

os acidos, sendo a sintese de acido acético de 5,15 g/L e a de acido propionico de 3,73 g/L.
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Figura 5.4: Concentracdo de acido acético em fun¢do do tempo de fermentacdo para a L.paracasei

com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.
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Figura 5.5: Concentracdo de acido acético em fungdo do tempo de fermentagdo para a L. paracasei

com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.

A Figura 5.6 reprensenta a relacdo ao acido butirico, sendo que o ensaio de controle ¢
0 Unico a apresentar sintese significativa do metabolito (0,91 g/L). Nos ensaios 2 ao 5 a

concentragdo do 4cido no meio pode ser considerada constante.
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com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)

Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.

Para o 4cido latico, principal metabdlito produzido pelas bactérias do género

Lactobacillus, ¢ possivel observar que, em todos os ensaios, sua producao foi verificada

(Figura 5.7). Nos ensaios 1 e 4a concentracdo final de lactado ficou em torno de 18,0 g/L,

maiores concentracdes quando comparada as demais fermentacdes. Para o ensaio 1 esta

concentragdo ¢ atingida nas primeiras 12 horas, enquanto que no ensaio 4 a concentragdo de

18,0 g/L s6 ¢ alcancada em 84 horas. Nos demais ensaios, a concentragdo maxima fica em

torno de 11,0 g/L, valor atingido a partir de 48 horas de fermentagao.
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Figura 5.7: Concentragdo de acido latico em fung¢do do tempo de fermentacdo para a L. paracasei com
0 gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro

e (A) Lactose Escuro.
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Chojnacka et al.(2011) relataram que nas condi¢des 6timas de producdo de hidrogénio
em sistemas de consorcio microbiano os géneros Clostridium, Enterobocter e bactérias
heterolaticas(produtoras de acido latico e etanol) foram os microrganismos dominantes no
meio. Avaliando o sistema de co-cultuta entre Lactobacilluse Clostridium, bactéria
comumente empregada na fermentacdo escura, Noike et al. (2002) relata que a produgdo de
hidrogénio foi minima no sistema de co-cultura. O estudo sugeriu ainda que os metabolitos
sintetizados pela Lactobacillus inibiram a producdo de hidrogénio pela Clostridium. E
importante ressaltar que a utilizagdo do Lactobacillus com bactérias do género
Enterobacterem sistemas de co-cultura nao foi relatada na literatura pesquisada. Contudo, este
trabalho inicialmente vislumbrou a execugdo deste sistema na tentativa de potencializar a
producdo de hidrogénio. Entretanto, ao analisar o comportamento isolado da L. paracasei a
ideia foi abortada uma vez que o microrganismo poderia inibir a produ¢do de hidrogénio ao
competir pelo substrato para a sintese de acido latico, além de causar queda no pH do sistema.

Ja em relagdo a associagdo entre bactérias fotossintetizantes e bactérias do género
Lactobacillus a literatura apresenta trabalhos com resultados positivos em sistemas de co-
cultura ou pela formagdo de sistema hibrido entre as espécies (ASADA et al., 2006;
LAOCHAROEN et al., 2015). O acido latico sintetizado pela Lactobacillus pode atuar com
substrato na fotofermentagao, sendo o rendimento tedrico dessa reacao de 12 mols de H» /mol
de glicose (CHEN et al., 2011). O sistema de co-cultura entre Lactobacillus e a bactéria
fotofermentiva Rhodobacter sphaeroides foi estudado por Asada et al. (2006)que obtiveram
um rendimento de 7,1 mols de H> /mol de glicose. Laocharoen et al. (2015) também
realizaram um estudo da formagao de co-cultura entre as bactérias do acido latico e bactérias
fotossintetizantes, a fim de obter melhores rendimentos de hidrogénio. Em seus ensaios, o
pesquisador encontra a relacdo 1:12 m/m das bactériasLactobacillus delbrueckii e

Rhodobacter sphaeroidese um rendimento de 9,6 mols de H2 /mol de glicose

5.1.1.2.  Enterobacter aerogenes

A avaliacdo do comportamento da E. aerogenes foi realizada nos ensaios 6 ao 10,
quando foram determinadas as influéncias do substrato e da presenca de luminosidade na
fermentacao.

A Figura 5.8 apresenta a comportamento da biomassa durante 108 horas de
fermentagdo. A partir da densidade celular inicial de 0,02 g/L nos ensaios, ¢ verificado que o

substrato foi um parametro com influéncia no crescimento do microrganismo. Nas condi¢des
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em que a glicose foi utilizada como substrato, a E. aerogenes apresentou uma rapida taxa de
crescimento, fase exponencial entre 0 e 12 horas, seguida pela estabiliza¢ao do valor maximo
da densidade de biomassa com a concentragdo do microrganismos ficando em torno de 0,9
g/L. Enquanto que, os ensaios que utilizaram lactose como fonte de carbono, o crescimento da
biomassa ocorreu de forma mais lenta, com o tempo de duplicagdo sendo até trés vezes

superior ao observado para os meios com glicose (Tabela 5.2).

310— .. ... F )
\03 ;{ K X * N
~ .% X X % * FY
@ A 4
[} % A, A 2d
a <4< g 4
<
£ <
o
& 057 N
A A
g A
o 4 [ ] " .I. = mn [ ]
® Apn -
k] q
2 a
S 004
m)]

T
0 12 24 36 48 60 72 8 96 108 120
Tempo (h)

Figura 5.8: Perfil da densidade celular para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentagdo com o

gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e®) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose Escuro.

Tabela 5.2: Taxa de crescimento, tempo de duplicacdo e consumo de substrato para E. aerogenes.

Consumo do substrato

Condigio pm(h™) Ta(h) Esormonl o)
Controle Escuro 0,09 7,02 --
Glicose Claro 0,29 2,35 2,77
Glicose Escuro 0,30 2,28 2,40
Lactose Claro 0,08 7,85 0,87
Lactose Escuro 0,11 6,27 1,10

- * um = Taxa de crescimento celular; ** Tq =Tempo de duplicagdo

Além do maior tempo de duplicacdo em relagdo ao meio com glicose, os ensaios com
lactose apresentaram menor consumo de substrato associado ao crescimento, sendo estes

inferiores em 68% e 55% para os meios com e sem incidéncia de luz, respectivamente. O
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maior tempo de duplicagcdo do ensaio controle escuro (7,02 horas) pode ser justificado pela
auséncia de agucar no meio.

Na Figura 5.9 verifica-se que a concentracao de glicose apresenta uma rapida queda
nas primeiras 24 horas, sendo que a completa exaustao deste acticar no meio ocorreu em 48
horas. A pouca afinidade da E. aerogenes pela lactose, diferentemente da glicose, fica
explicita ao se verificar que este substrato ndo¢ totalmente consumido durante a fermentagao,

cerca de 50% da lactose permaneceu no meio ao final das 108 horas de fermentacao.
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Figura 5.9: Perfil da concentragdo de aglcar para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentagdo

com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.

Em relagdo ao pH, todos os ensaios, com excecao do controle, apresentaram queda ao
longo do tempo, o que pode ser justificado pelo fato da rota metabdlica da E. aerogenes estar
associada a produgdo de acidos organicos,conforme verificado na Figura 3.2. Através da
Figura 5.10 € possivel observar que nos meios com glicose essa queda ocorreu de forma mais
rapida nas primeiras 24 horas. No meio controle, a oscilagdo do pH em torno de 6,8 pode ser

justificada pela auséncia de fonte de carbono, substrato para sintese de acidos.
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Figura 5.10: Comportamento do pH para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentagdo com o gas

inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose_Escuro.

As Figura 5.11 e 5.12 apresentam o comportamento dos acidos acético e propionico ao
longo da fermentacdo. Para os ensaios de controle ¢ verificado que as concentragdes dos
acidos permanecem constante ao longo da fermentag@o. Nos ensaios 9 e 10, em que a lactose
foi utilizada como fonte de carbono, as concentragdes também podem ser consideradas
constantes, visto que a maior diferenca observada entre a concentracao inicial e final foi de
0,24 ¢/L no ensaio com lactose na auséncia de iluminagdo para o 4cido acético. Ja nos ensaios
com glicose ¢ possivel observar a sintese de ambos os 4cidos. A produgdo do 4cido acético
pode ser verificada até em torno de 42 horas, sofrendo poucas oscilagdes a partir deste tempo.
A variacao da concentragdo do acido acético no meio escuro com glicose foi de 0,51 g/L
enquanto no meio claro a variagdo foi de 0,57 g/L. J& em relacdo ao &cido butirico, ¢
verificado que nos meios com glicose a producao ocorre ao longo de toda fermentagao, sendo

a produgdo em ambas as situacdes com glicose de aproximadamente 1,0 g/L.
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Figura 5.11: Concentra¢do do acido acético para E. aerogenes em func¢ao do tempo de fermentacao
com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.
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Figura 5.12: Concentragdo do acido butirico para E. aerogenes em funcdo do tempo de fermentacao

com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.

Pela Tabela 5.3 ¢ verificado que os 4cidos latico e propidnico (metabolitos que quando
sintetizados ndo geram nenhuma molécula de hidrogénio) também sao produzidos em ao
longo da fermentacdo. O ensaio que teve a maior producdo de acido latico foi o meio com

glicose na condicdo escura, sendo a sintese de 0,46 g/L. J& para o 4cido propidnico, os meios
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que utilizaram lactose como substrato apresentaram a produgdo superior a 1,0 g/L, enquanto

nos meios com glicose a variagao ficou em torno de 0,4 g/L.

Tabela 5.3: Concentracdo inicial e final do acido latico, acido propidnico e etanol nos ensaios com E.
aerogenes.

Acido Latico (g/L) Acido Propidnico (g/L) Etanol (g/L)

Condicao Inicial Final A Inicial Final A Inicial Final A

Controle 1,84 1,93 0,09 1,8 2,05 0,25 -- - -
Escuro
Glicose ¢4 216 032 22 265 045 061 179 LIS
Claro
Glicose 151 167 046 151 193 042 031 159 128
Escuro
bactose 4 g4 221 037 132 267 135 036 077 041
Claro
Lactose 136 1,6 0,24 1,14 2,16 1,02 0,34 0,8 0,46
Escuro

A sintese de etanol também pode ser observada na Tabela 5.3, para este metabolito é
verificado que os meios com glicose apresentaram produtividade superior aos meios com
lactose. A fermentacdo clara com glicose foi superior em 187% a fermentacdo clara com
lactose, enquanto na condi¢@o escura a superioridade para a glicose foi de 178%.

A produtividade de hidrogénio, os ensaios com E. aerogenes evidenciaram mais uma
vez a pouca afinidade do microrganismo com a lactose. Na Figura 5.13, pode ser observado
que na presenca de lactose a produtividade de hidrogénio foi menos expressiva, quando
comparado aos meios com glicose. Nos meios com lactose a produtividade maxima foi de
15,48 e 1,18 mmol de Ho/L-dia para a condi¢do clara e escura, respectivamente. Com o
substrato glicose, a produtividade do sistema com incidéncia de luz foi de 73,75 mmol de
H»/L-dia, sendo superior em 21% em relagdo ao meio sem presenga de luz.

A influéncia da iluminagdo na produgao de hidrogénio nos meios com glicose também
pode ser observada pelos melhores rendimentos obtidos no meio com incidéncia de luz,
quando este apresentou um rendimento de 1,51 mols de H2/mol de hexose, sendo superior em
61 % em relagdo a condi¢cdo sem ilumina¢do. Para os meios com lactose os rendimentos
foram de 0,23 e 0,05 mol de Hy/mol de hexose para os sistemas com e sem iluminagao,

respectivamente.
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Figura 5.13: Produtividade de hidrogénio em funcdo do tempo de fermentagdo para a E. aerogenes
com o gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q)
Lactose Claro e (A) Lactose Escuro.

Zhao et al., (2017) em seu estudo propuseram uma comparagao entre a produtividade
de hidrogénio entre cepas distintas de E. aerogenes, com e sem modificacdo genética,
investigando a expressdo da enzima [FeFe] hidrogenase. Em seus ensaios de fermentagdo
escura a glicose foi utilizada como substrato e o gis nitrogénio garantiu a condi¢do de
anaerobiose. As produtividades de hidrogénio foram de 57,3 e 51,4 mmol de Ho/L-diapara os
microrganismos com e sem modificagdo genética, respectivamente. Com relagdo ao
rendimento, estes autores relataram que a conversdao com a espécie sem modificacao foi de
1,2 mols de Ho/mol de glicose, sendo que a espécie modificada teve o rendimento superior em
86%. Quando os rendimentos obtidos por Zhao et al.(2017) sdo comparados aos encontrados
para E. aerogenes neste trabalho ¢ verificado que a condic¢do clara com glicose apresentou
resultados superiores em 25% a espécie sem modificagcdo, entretanto os rendimentosforam
inferiores aos da espécie com modificagao.

Diferentemente do observado neste trabalho, Rai e Singh (2016) obtiveram sucesso na
fermentacdo utilizando soro de queijo como substrato na fermentacdo com bactéria E.
aerogenes. O rendimento encontrado para a fermentacdo escura foi de 1,02 mol de Hz/mol de
hexose, sendo a principal diferenga com o presente trabalho o controle da temperatura em
34°C. Os rendimentos obtidos por Rai e Singh (2016) foram superiores em,
aproximadamente, 20 vezes ao encontrado neste trabalho para a lactose no escuro.

E importante ressaltar que a diferenca no comportamento para o sistema de controle

em relacdo aos demais deveu-se a auséncia de glicose.
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5.1.1.3. Enterobacter cloacae

As avaliagdes dos ensaios 11 ao 15 para a E. cloacae foram iniciadas pela observacao
do comportamento da biomassa durante a fermentagdo (Figura 5.14). E possivel verificar que
nenhuma das condigdes fermentativas utilizadas inibiu o crescimento do microrganismo, uma
vez que a fase exponencial pode ser detectada no inicio da fermentacao e que todos os meios,
com exce¢do do controle, se aproximaram da densidade méxima de 2,5 g/L. Apesar desta
similaridade, foi observado que os meios com glicose atingiram a densidade maxima em

tempos inferiores aos meios com lactose, gerando assim menores tempos de duplicacio

(Tabela 5.4).
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Figura 5.14: Perfil da densidade celular para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentagdo com o

gas inerte nitrogé€nio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose Escuro.

Tabela 5.4: Taxa de crescimento, tempo de duplicagdo € consumo de substrato para E. Cloacae

Consumo do substrato

Condicéo tm(h™) Ta(h) (@sabstrate/Griomassa*h)
Controle Escuro 0,202 3,410 —
Glicose Claro 0,344 2,010 0,946
Glicose Escuro 0,333 2,072 0,813
Lactose Claro 0313 2211 0,895
Lactose Escuro 0314 2,201 0,628

- * um = Taxa de crescimento celular; ** Tq =Tempo de duplicacio
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Em relacdo ao substrato ¢ importante ressaltar que este foi totalmente consumido em
até 60 horas (Figura 5.15). Avaliando-se o consumo do substrato associado ao crescimento
celular, foi verificado que as taxas de consumo de glicose e lactose para os meios com

presenca de luminosidade foramsuperiores em 16% e 42%, respectivamente (

Tabela 5.4).
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Figura 5.15: Perfil da concentragdo de agucar para E. cloacaeem fungao do tempo de fermentacdo com

0 gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose_Claro
e (A) Lactose Escuro.

A Figura 5.16apresenta o comportamento do pH. Nesta figura, ¢ verificado que todos
0s ensaios, com exce¢do do controle, apresentam queda no pH entre o tempo de 48 horas,

periodo em que ainda havia fonte de agucar no meio, indicando mais uma vez a produgdo dos

acidos (Figura 5.16).
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Figura 5.16: Comportamento do pH para E. clacae em fungdo do tempo de fermentagdo com o gas

inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose_Escuro.

A Figura 5.17 apresenta o comportamento do acido acético ao longo da fermentagdo,
na qual pode ser verificado um aumento da produgdo do metabodlito em todos os ensaios que
possuiam agucar como fonte de carbono. O meio com glicose claro apresenta a maior sintese
do metabolito sendo esta de 0,82 g/L, com a concentracdo final de 2,05 g/L. Nos demais
meios a concentragdo final do acido acético ¢ de aproximadamente 1,80 g/L, sendo inferior

em 10 % a concentragdo final do sistema claro com glicose.
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Figura 5.17: Concentragdo do acido acético para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentagdo com

0 gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro
e (A) Lactose Escuro.
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O 4cido butirico, metabolito que quando produzido pode ter até duas moléculas de
hidrogénio associada a sintese na fermentagdo, estd representado na Figura 5.18. Com
excecao do meio de controle, todos os ensaios produziram o 4cido gerando uma concentragao

média de aproximadamente 1,1 g/L.. A variagdo na concentracdo inicial do acido, como ja

citado anteriormente, se deve presenca do metabdlito no indculo.
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Figura 5.18: Concentracao do acido butirico para E. cloacae em fun¢ao do tempo de fermentacdo com
0 gas inerte nitrogénio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (e) Glicose_Escuro,(Q) Lactose_Claro
e (A) Lactose Escuro.

A Tabela 5.5 presenta os demais metabolitos estudados neste trabalho, onde pode ser
verificado que a E. cloacae se comportou de forma similar nos ensaios 12 ao 15. O 4cido
acético foi sintetizado em todas as condigdes com uma producdo entre de 1,33 e 1,67
(condicao claro com glicose e escuro com glicose, respectivamente). Em relagdo ao acido
propidnico, ¢ verificado que a concentracdo pode ser considerada constante ao longo das 108
horas, o ensaio 13 apresenta a maior producdo sendo esta de apenas 0, 31 g/L. Para o etanol,
todos os meios (exceto o controle) apresentaram a sintese do metabdlito sem diferengas
significativas dessas concentracoes.

Tabela 5.5: Concentragdo inicial e final do 4cido latico, acido propidnico e etanol para E.cloacae.

Acido Latico (g/L) Acido Propiénico (g/L) Etanol (g/L)
Condicdo Inicial Final A Inicial Final A Inicial Final A
Controle 1,15 1,26 0,11 2,64 2,77 0,13 0,39 0,42 0,03
Escuro
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Glicose

0,50 1,83 1,33 2,07 2,22 0,13 0,22 1,63 1,41
Claro

Glicose

0,25 1,92 1,67 2,01 2,33 0,32 0,21 1,70 1,49
Escuro

Lactose

1,09 2,55 1,46 2,09 2,25 0,16 0,19 1,87 1,68
Claro

Lactose

0,43 1,67 1,24 2,30 2,57 0,27 0,13 1,87 1,74
Escuro

2

Na Figura 5.19 ¢ verificado que a E. cloacae produziu hidrogénio em todas as
condi¢cdes em que foi fornecida uma fonte de aglicar. O meio com glicose e iluminagao
apresentou a maior produtividade maxima (77 mmol H»/L-dia) em 18 horas, enquanto que os
demais ensaios atingiram a produtividade méaxima (em torno de 50 mmol H>/L-dia) a partir de
36 horas. Em relacdo ao rendimento de hidrogénio,os meios com glicose apresentaram
resultados equivalentes, 1,62 ¢ 1,60 mol H2/mol de hexose para o meio com e sem incidéncia
de luz, respectivamente. Ja no meio com lactose a presenca de luz promoveu um rendimento

de 1,85 mol Ha/mol de hexose, resultado superior em 33% em relagcao ao meio escuro.
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Figura 5.19: Produtividade de hidrogénio em funcdo do tempo de fermentagao para a E. cloacle com o
gas inerte nitrogé€nio; (m) Controle Escuro,(x) Glicose Claro (®) Glicose_Escuro,(Q) Lactose Claro e
(A) Lactose Escuro.

Mohanraj et al.(2014) apresentaram em suas pesquisas a produ¢do de hidrogénio na
condi¢do de temperatura ambiente utilizando E. cloacae, com 10,0 g/L de glicose, e o gés
inerte nitrogénio. O rendimento obtido na condi¢cdo de fermentagao escura foi de 1,44 mols de
Hz/mol de glicose. Davila-Vazquez et al.(2008) comparou a utilizagdo de glicose e permeado

de soro de leite para a E. cloacae variando as concentra¢des de substrato e pH. Os maiores
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rendimentos obtidos pelos autores foram de 1,46 mols de H2/mol de hexose (fermentagao
escura e utilizando glicose) e de 1,80 mols de Hz/mol de hexose (utilizando lactose).
Comparando estes dados de literatura como os encontrados no presente trabalho ¢ verificado
um rendimento equivalente na condi¢do de luz quando a lactose foi utilizada como substrato
(1,85 mols de Hy/mol de hexose), enquanto que, para a glicose este trabalho encontrou (1,65
mols de Hz/mol de hexose) resultado superior em 11% ao relatado pela literatura.

E importante ressaltar que a diferenga no comportamento para o sistema de controle

em relagdo aos demais deveu-se a auséncia de agucar.

5.1.2. Avaliacao da influéncia do tipo de gas inerte na fermentacgao clara

Neste topico sera apresentado o comportamento da E. aerogenes e E. cloacae na
presenca do gas inerte argdnio na fermentagdo clara. Os testes desta se¢do foram realizados
para verificar se pode ter ocorrido alguma inibicdo em virtude da presenca de nitrogénio nas
fermentagdes anteriores. Sabe-se que para as cianobactérias e bactérias fotossintéticas o
nitrogénio ¢ um inibidor da produgdo de hidrogénio que ¢ realizada pela enzima nitrogenase,
que ¢ a principal enzima produtora de hidrogénio nesses microrganismos (MASEPOHL;

HALLENBECK, 2010).

5.1.2.1 Enterobacter aerogenes

Nos ensaios 16 e 17, o mesmo comportamento observado anteriormente para os
substratos na presenca do gas inerte nitrogénio (Ensaio 6 ao 10)foi observado para o gas
argonio. A Figura 5.20 apresenta o comportamento da biomassa ao longo da fermentacgdo, a
concentragdo inicial de E. aerogenes no meio foi de 0,02 g/L. Utilizando a glicose como fonte
de carbono o microrganismo apresenta um rapido crescimento com a fase exponencial
ocorrendo entre 0 e 12 horas, assim como observado para o gas inerte nitrogénio. Para o meio
com lactose, a falta de afinidade pelo substrato mais uma vez ¢ evidenciada e a fase
exponencial ocorre entre 36 e 42 horas. O tempo de duplicacdo foi de 2,72 e 5,93 horas para

glicose e lactose, respectivamente.
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Figura 5.20: Perfil da densidade celular para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentacdo com o
gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro ¢ (#) Lactose_claro.

A falta de afinidade pela lactose também pode ser observada na Figura 5.21. Observa-
se que o consumo total de glicose foi verificado em 36 horas (6 horas antes do observado para
0 gés nitrogénio), enquanto aproximadamente 30% da lactose continuou no meio ao final das
108 de fermentagdo. Nos ensaios em que o nitrogénio foi utilizado como géas inerte para a E.

aerogenes a concentracao de lactose ao final da fermentagdo foi de aproximadamente 5,0 g/L.
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Figura 5.21: Perfil da concentragdo de agucar para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentacdo
com o gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro e (#) Lactose claro.
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A Figura 5.22 apresenta o comportamento do pH em relacdo ao tempo para as
fermentagdes com o gas inerte argonio. Nesta imagem, ¢ verificado uma queda mais rapida no
pH para o meio com glicose, em 12 horas o pH do ensaio 16 ¢ de 5,56, enquanto que no
ensaio com lactose este valor s6 ¢ atingido em torno de 42 horas. Esse decaimento do pH que
pode ser justificada pela produgdo de 4cido, conforme pode ser verificado nas Figura 5.23 e
5.24 e na Tabela 5.6. O meio com glicose apresenta a producdo exponencial do acido latico
nas primeiras 12 horas, enquanto que no meio com lactose esta produgdo ocorre de forma

mais lenta e atinge o valor maximo (1,31 g/L) em 48 horas.
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Figura 5.22: Comportamento do pH para E. clacae em fungdo do tempo de fermentacdo com o gas
inerte argonio; (») Glicose Claro e (¢) Lactose claro.
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Figura 5.23:Concentracdo do acido acético para E. aerogenes em funcdo do tempo de fermentacdo
com o gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro e (#) Lactose claro.
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Figura 5.24: Concentragdo do acido butirico para E. aerogenes em fungdo do tempo de fermentagio
com o gas inerte argonio;(P ) Glicose Claro ¢ (#) Lactose_claro.

Em relacdo ao acido butirico (Figura 5.24) apenas o meio com glicose apresenta a
sintese significativa do metabdlito, que ¢ de aproximadamente 0,63 g/L. Ja na fermentacgdo
com lactose a concentragdo permaneceu constante, assim como observado para a mesma

condi¢do com o gas nitrogénio.

Tabela 5.6: Concentragdo inicial e final do acido latico, acido propidnico e etanol para E. aerogenes
com 0 gas inerte argonio.

Acido Latico (g/L) Acido Propidnico (g/L) Etanol (g/L)

Condicao Inmicial Final A Inicial Final A Inicial Final A

Glicose
Claro 1,70 205 035 188 249 061 053 135 082

Lactose
Claro 1,77 2,8 041 185 28  L03 026 081 055

A sintese de acido latico para os meios com glicose e lactose na presenca do gas
argonio foram de 0,35 e 0,41 g/L. A maior producdo de &cido propidnico também foi
verificada para o ensaio com lactose, a produgdo foi superior em 68% em relacdo ao meio
com glicose. O comportamento observado para estes metabdlitos com o gas inerte argénio
foram similares ao ensaio com o gas nitrogénio, sendo que para o gas nitrogénio a sintese de

acido latico ficou em torno de 0,40 g/L e a producdo do &cido propidnico também foi superior
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para o meio com lactose. Em relacdo ao etanol, a sintese foi superior em 62% no meio com
glicose.

Na Figura 5.25 observa-se que a produtividade foi afetada pelo substrato, uma vez que
um rendimento com glicose foi de 67,12 mmol de H»/L-dia, sendo este superior em
aproximadamente 6 vezes quando comparadoao meio com lactose. Quando comparados aos
ensaios com nitrogénio na condi¢do clara, ¢ observado que o gés inerte nitrogénio promoveu

produtividades superiores em aproximadamente 9% para glicose e 46% para lactose.
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Figura 5.25: Produtividade de hidrogénio em funcao do tempo de fermentacdo para a E. aerogenes
com o gas inerte argonio; () Glicose Claro, (#) Lactose claro.

Em relagdo ao rendimento de hidrogénio para os meios com glicose foi verificado que
nao houve diferenca em relagdo ao gas inerte na condigdo clara, ambos o0s ensaios
apresentaram rendimento de 1,51 mmol de Hz2/mol de hexose. Entretanto, o meio com lactose
e 0 gas inerte argonio apresentou o rendimento de 0,38 mmol de Hy/mol de hexose, sendo
superior ao ensaio claro com gas inerte nitrogénio que teve rendimento de 0,23 mmol de
H»>/mol de hexose.Os dados obtidos neste topico, evidenciam que provavelmente esta bactéria
por ndo ser fotossintetizante ndo utiliza a rota nitrogenase para a producdo de hidrogénio, uma

vez que quando os ensaios foram comparados ndo houve diferencas significativas.

5.1.2.2 Enterobacter cloacae

Os ensaios 18 e 19, utilizando glicose e lactose na presenca de luminosidade e o gés
inerte argonio, apresentaram o comportamento similar aos ensaios com o gas inerte nitrogénio

utilizando estd cepa. Pela Figura 5.26 ¢ verificado que ambos os ensaios tiveram a fase
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exponencial nas primeiras 12 horas, com a biomassa atingindo a concentracdo maximade 3,47
g/L e 3,03 g/L para glicose e lactose, respectivamente. Os tempos de duplicacdo da E.
cloacaeforam de 1,86 horas para glicose e 1,92 horas para lactose, estes tempos foram
inferiores em 8% e 13% para os respectivos substratos na condicdo clara com o gas

nitrogénio.

4,0

3,5 »
>
5 301 LN > >
B ” 7Y *
S 254 3 ¢ > >
A > > |
<
g 204 .
S *
.S N
m *
o 15 * o
o
3
S 10
)
£ 054
()
A *
0,0 >
T T T T T T T T T T

0 12 24 3 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)

Figura 5.26: Perfil da densidade celular para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentagdo com o
gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro ¢ (#) Lactose_claro.

Em relacdo ao consumo de actcar (Figura 5.27) foi verificado que tanto a glicose
quanto a lactose foram consumidos em até 36 horas, periodo em que ocorreu a queda do pH
(Figura 5.28), evidenciando assim a rela¢do entre o consumo do substrato e a sintese de

acidos.
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Figura 5.27: Perfil da concentragdo de agucar para E. cloacae em funcdo do tempo de fermentagdo
com o gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro ¢ (#) Lactose claro.
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Figura 5.28: Comportamento do pH em funcdo do tempo de fermentacdo para a E. cloacae com o gas
inerte argonio; (») Glicose Claro e (¢) Lactose claro.

A producdo do 4cido acético durante a fermentagdo com E. cloacae pode ser
verificada na Figura 5.29. O perfil de sintese do metabdlito foi semelhante para ambos os
substratos, sendo as concentracdes finais de 2,01 e 1,97 g/L para os ensaios 18 e 19,
respectivamente. A sintese média de acido foi de, aproximadamente, 0,77 g/L, enquanto que
nos ensaios claro com nitrogénio a sintese média do acido acético foi de 0,71 g/L. Vale
lembrar que as rotas que levam a sintese do acido acético na fermentagao escura podem gerar

o rendimento teoérico maximo de 4 mols hidrogénio/mol de hexose.
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Figura 5.29: Concentragdo do acido acético para E. cloacae em funcao do tempo de fermentacdo com
o0 gas inerte argdnio;(P) Glicose Claro e (#) Lactose claro.

A sintese do 4cido butirico, representada na Figura 5.30, pode ser verificada ao longo
da fermentagdo com o gas inerte argonio, sendo a producdo de 1,07 g/ para o meio com
glicose e 0,87 g/L para o meio com lactose. A sintese média deste metabodlito € superior em
26% a sintese média do acido acético. A producdo do &cido butirico nestes ensaios (18 e 19)
se assemelham ao observado na fermentacdo clara com o gés nitrogénio, sendo que este

ultimo apresentou superioridade em 14% e 40% para os substratos glicose e lactose,

respectivamente.
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Figura 5.30: Concentrag@o do &cido butirico para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentagdo com
o0 gas inerte argdnio;(P) Glicose Claro e (#) Lactose claro.
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Os demais metabolitos estudados neste trabalho e apresentados na Tabela 5.7 também
apresentaram comportamento similar para os substratos. Comparando a sintese de etanol ¢
verificado que a producao foi de 2,02 e 1,83 g/L para glicose e lactose, sendo estes dados

superiores em 16% e 8 % aos obtidos nas mesmas condi¢des com o gas nitrogénio.

Tabela 5.7: Concentragdo inicial e final do acido latico, acido propidnico e etanol para E. cloacae com
0 gas inerte argdnio.

Acido Latico (g/L) Acido Propiénico (g/L) Etanol (g/L)

Condicao Inicial Final A Inicial  Final A Inicial Final A

Glicose 057 134 77 204 230 26 033 235  om
Claro ’ ’ ’

Lactose 0,98 1,51 0.53 2,10 2,43 033 0,29 2,12 1.83
Claro ’ ’ ’

A Figura 5.31 apresenta a produtividade do hidrogénio que atingiu valores proximos
em ambos os ensaios, 75,4 e 74,6 mmol de H»/L-diapara glicose ¢ lactose, respectivamente.
Estes valores sdo equivalentes a produtividade na condicdo clara com glicose em que o gas
nitrogénio foi utilizado, 77,9 mmol de H»/L-dia. Entretanto, considerando-se o volume de
hidrogénio ao longo da fermentacgdo, as diferencas foram significativas quando considerada a
influéncia do gés inerte. Nos ensaios 18 e 19, os rendimentos foram de 2,39 e 2,53 mmol de
H>/mol de hexose enquanto que nos ensaios com nitrogénio os rendimentos foram de 1,62 e
1,85 mol de Hz/mol para glicose e lactose, respectivamente. Sendo assim, os rendimentos para
0 gas inerte argonio foram superiores em 47% para glicose e 37% para lactose. Esta melhora
nos rendimentos com o gas argonio indica a possibilidade da E. cloacae ter utilizado também
as rotas da nitrogenases para a produ¢do de hidrogénio.

A fermentacdo escura com o géas inerte argénio na temperatura de 37 °C para E.
cloacaefoi relatada por Khanna et al.(2012) utilizando 10,0 g/L de glicose como substrato. O
rendimento obtido pelos pesquisadores foi de 1,9 mols de H>/ mol de hexose. Comparando
esse dado aos ensaios 18 e 19 (fermentacdes em que o gas argdnio € utilizado), ¢ verificado

que o presente trabalho teve resultados superiores em 25% para a glicose e 33% para a lactose

58



100

\‘
o
1
v
v
*

g
1
*

Produtividade (mmol de H, / L dia)
&
*
v
L a4

> » »

o
1
*

T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)

Figura 5.31: Produtividade de hidrogénio em fun¢@o do tempo de fermentacdo para a E. cloacae com o
gas inerte argonio; (P ) Glicose Claro ¢ (#) Lactose_claro.

5.1.3. Avaliacio do sistema hibrido

Verificando um melhor desempenho e produtividade da Enterobacter cloacae em
relagdo Enterobacter aerogenes, com rendimentos superiores em até 67%(comparando-se os
melhores resultados de cada microrganismo), optou-se por utilizar este microrganismo na
continuidade dos experimentos. Dessa forma, o efluente gerado pela E. cloacae na auséncia
de luminosidade utilizando-se glicose como substrato foi utilizado pela mesma bactéria com
iluminagdo constante apds ser verificado o consumo do substrato, o que ocorreu em 36 horas.
Ressaltando que nenhum pré-tratamento foi empregado ao efluente e que este continha uma
densidade de biomassa de 2,21 g/L.

O comportamento da biomassa da E. cloacae nos ensaios 20, 21 e 22 pode ser
avaliado na Figura 5.32. Os ensaios 20 e 21 partiram da densidade de biomassa de 2,21 g/L, ja
o ensaio 22, no qual houve o acréscimo de microrganismo, a densidade foi de 2,27 g/L.Na
fermentagdo com efluente bruto, sem nenhuma suplementagdo, o comportamento do
microrganismo permaneceu constante ao longo da fermentagdo, o que pode ser justificado
pela auséncia de fonte de carbono. O aumento da densidade foi detectado nos ensaios em que
houve suplementacdo com glicose (Ensaios 21 e 22), sendo que a densidade apresentou uma

ligeira superioridade (3%) no meio em que houve acréscimo de microrganismo.
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Figura 5.32: Perfil da densidade celular para E. cloacae em fungdo do tempo para a fermentagdo clara
utilizando o efluente da fermentagao; (m) Efluente bruto, (@) Efluente + Glicose ¢ (A) Efluente +
Glicose + E. cloacae.

Para o meio em que utilizou o efluente bruto o pH nao sofreu alteragdes, o que pode
ser justificado pela auséncia de fonte de carbono ndo resultando assim geracao de metabdlitos
que causassem a queda do pH (Figura 5.33 e 5.34). Nos ensaios com suplementacdo de
glicose a queda do pH acompanhou o consumo do substrato, sendo que este parametro sofreu

queda até que toda a glicose fosse consumida, entre 42 e 48 horas.
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Figura 5.33: Perfil do consumo de agucar para E. cloacae em fung¢do do tempo para a fermentacdo
utilizando o efluente da fermentacdo escura; (m) Efluente, () Efluente + Glicose e (A) Efluente +
Glicose + E. cloacae.
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Figura 5.34: Comportamento do pH para E. cloacae em funcdo do tempo para a fermentagdo
utilizando o efluente da fermentagdo escura; (m) Efluente, (@) Efluente + Glicose ¢ (A) Efluente +
Glicose + E. cloacae.

A sintese dos 4&cidos acético e butirico nos ensaios 20, 21 e 22, Figura 5.35 e 5.36,
apresentaram o perfil de comportamento semelhante ao encontrado nos ensaios anteriores
para E.cloacae. Para o meio em que o efluente bruto foi utilizado, ou seja, sem nenhuma
modificacdo, a concentracdo dos metabdlitos sofreram poucas alteragdes ao longo das 108
horas de fermentagdo. Enquanto que, para os meios que tiveram acréscimo de glicose a
producao dos metabolitos foi verificada e constatado que ndo houve diferencas significativas
entre os ensaios 21 e 22. Avaliando o comportamento destes acidos a reutilizagdo dos
efluentes se mostrou satisfatorias, visto que a sintese destes foi equivalente a aquela obtida

pela utilizagdo de um meio de cultivo novo.
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Figura 5.35:Concentragdo do acido acético para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentagdo com o
gas inerte argonio;(m) Efluente, (@) Efluente + Glicose ¢ (A) Efluente + Glicose + E. cloacae.

2,0
o ®
N ¢ A A
° o ® A ® .

1,8 A
—_
2 4
B 2
N
_§ 1,6 °
S
=
=]
/A ®a
o
B 1,41
8 4 . [ | " n u
<j a . | ] - | ]
Q n

[ ]
§ 1,24 .
)
1v0 T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (h)

Figura 5.36: Concentragdo do acido butirico para E. cloacae em fungdo do tempo de fermentacdo com
o0 gas inerte argdnio;(m) Efluente, (@) Efluente + Glicose ¢ (A) Efluente + Glicose + E. cloacae.

Em relacdo ao acido latico, a utilizacao do efluente suplementado com glicose gerou a
sintese de 1,04 e 1,2 g/ do metabdlito para os ensaios 21 e 22, respectivamente. Ja o acido
propiodnico, a concentragdo pode considerada constante ao longo da fermentagdo, visto que a
sintese maxima foi de 0,21 g/L (Ensaio 21). Quando estes dados sdo comparados ao obtido

para a mesma situacdo de fermentacdo com o meio caldo nutriente fresco (Ensaio 18) ¢
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verificado que os ensaios apresentam resultados similares, uma vez que no ensaio 18 a

producdo de 4cido latico foi de 18 g/L e a do propidnico de 26 g/L.

Tabela 5.8: Concentracdo inicial e final do acido latico, acido propidnico e etanol para E. cloacae em
sistema hibrido.

Acido Latico (g/L) Acido Propidnico (g/L) Etanol (g/L)

Condicao Inicial Final A Inicial Final A Inicial Final A

Efluente 198 225 (o7 261 274 o3 160 187 g7
Bruto ’ ’ ’

Efluente+ 198 302 ;g4 261 282 o] 160 3153 35
Glicose ’ ’ ’

Efluente +
Glicose + 1,98 3,18 1,20 2,61 2,66 0,05 1,60 3,00 3,00

E. cloacae

Para o etanol, a utilizacdo do efluente suplementado com glicose gerou uma producdo
média de 1,45 g/L, este dado ¢ inferior em 13% a sintese na fermentagdo clara com glicose e
gas argdnio (Ensaio 18).

Em relacdo a produtividade de Hros ensaios que tiveram acréscimo de glicose
apresentaram a produtividade maxima em 18 horas, sendo de 83,5 e¢ 86,1 mmol de
H»/L-diapara o ensaio 21 e 22, respectivamente (Figura 5.37). Embora o comportamento tenha
sido semelhante para a produtividade, o ensaio 21 resultou em um rendimento superior
atingindo a conversao de 2,01 mols H2/mol glicose. Por outro lado, no ensaio 22 o rendimento
foi de 1,73 mols Hz/mol glicose. A diferenca pode ser justificada pelo fato do ensaio 22 ter
tido o acréscimo de mais microrganismo, sendo assim uma maior quantidade de glicose pode
ter sido utilizada para o crescimento € manutencao ao invés de ser direcionada a producgdo de
metabolitos e hidrogénio.

Comparando a produtividade dos ensaios 18, 21 e 22, no qual a bactéria € exposta as
mesmas condi¢cdes de fermentacdo (glicose, presenca de luz e gds inerte argoénio), foi
verificado que melhores resultados foram obtidos com o sistema hibrido, sendo que nestes
houve superioridade de 10% e 15% para os ensaios 21 e 22, respectivamente, em relacao ao

ensaio 18.
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Figura 5.37: Produtividade de H; para E. cloacae em fun¢do do tempo para a fermentagdo utilizando o
efluente da fermentacdo escura; (m) Efluente, (@) Efluente + Glicose ¢ (A) Efluente + Glicose + E.
cloacae.

Ressalta-se que pesquisas com as bactérias do género Enterobacter sdo relativamente
recentes, dessa forma trabalhos que comparem a utilizagdo de luminosidade, gés inerte e

substrato sdo escassos na literatura.

5.2. Ensaios em reatores de 1,5 L

Nesta secao serdo apresentados os ensaios em escala aumentada no reator de 1,5 L. Na
primeira etapa o efluente foi produzido no reator de 1,5 L na condicdo de auséncia de
luminosidade e com o substrato glicose. Neste reator a fermentacdo foi mantida enquanto
ocorreu a producdo de hidrogénio. A concentracdo de 10,0 g/L foi acrescentada ao reator
quando o consumo era detectado e a concentragdo era inferior a 3,0 g/L, o pH também foi
constantemente corrigido para o valor de 6,8.

Na segunda etapa, o sobrenadante da fermentagdo escura foi utilizado apds ser
centrifugado e autoclavado. Ao efluente foi acrescentado a bactéria Enrobacter cloacae nas
condigdes estipuladas neste trabalho. Os ensaios 24 e 25 foram realizados com o efluente

bruto e diluido em 50% com caldo nutriente, respectivamente.
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5.1.1 Fermentacio escura

A Figura 5.38 apresenta o comportamento da biomassa da E. cloacae ao longo da
fermentagdo. Nota-se que nas primeiras 142 horas ha um aumento expressivo de 0,07 g/L para
9,27 gviomassa/L. Ap0Os esse periodo, a densidade celular se manteve com pouca variacdo até o
tempo de 384 horas. Em seguida, ocorre um decaimento da concentracdo celular até o fim do
processo fermentativo (432 horas). O aumento da biomassa se deve ao fato de glicose ter sido
adicionada a fermentagdo quando o seu consumo era observado e a concentracgao era inferior a

3,0 g/L, o que na maioria dos casos ocorreu em intervalos de 24 horas (Figura 5.39).
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Figura 5.38: Perfil da densidade celular para fermentagdo escura (E. cloacae, reator de 1,5 L).
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Figura 5.39: Perfil da concentragdo de glicose para fermentacdo escura (E. cloacae, reator de 1,5 L).
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A Figura 5.40 apresenta o perfil do pH ao longo da fermentagdo, sendo que este foi
inicialmente ajustado para 6,8 e ao longo da fermentagao foi corrigido para este mesmo valor.
A producdo e o consumo dos acidos organicos foram responsaveis pela oscilacio do
parametro observada ao longo do processo fermentativo. Na Figura 5.41, constata-se que
ocorreu a producao do acido acético durante o processo fermentativo. Observa-se também sua
producao méxima nas primeiras 12 horas de fermentagdo, com uma concentragao de 4,1 g/L,
pico este que coincide com valor queda do pH para 4,62 em 12 horas de fermentacdo (Figura
5.40). Em seguida, sua concentracdo do acido passa a oscilar entre picos de consumo e

producao ficando em torno de 1,0 g/L.
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Figura 5.40: Comportamento do pH para a fermentacdo escura com E. cloacae em reator de 1,5 L.
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Figura 5.41: Concentragdo de acido acético na fermentacao escura (£. cloacae, reator de 1,5 L).
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A Figura 5.42 apresenta a concentragdo do acido butirico. Observa-se ao longo da
fermentagdo que este metabolito apresenta uma produgdo gradual até 252 horas. Em seguida,
até o fim da fermentagdo, sofre pequenas oscilagdes, atingindo uma concentragdo final de
30,7 g/L.

Khanna et al., (2012) propuseram em seu trabalho o aumento dos niveis intracelulares
de [FeFe] hidrogenase em culturas de E.cloacae com o objetivo de aumentar o rendimento de
hidrogénio. No microrganismo modificado, os autores verificaram um aumento de 1,2 vezes
na sintese de hidrogénio quando os niveis foram aumentados. Em relacdo a producdo de
acidos os pesquisadores observaram que a bactéria com maior concentragdo nos niveis de
[FeFe] hidrogenase apresentou uma maior concentracdo de dcido acético ao final da
fermentagdo, enquanto que a producao do acido butirico apresentou queda. Esses dados

evidenciam a relagdo da produtividade de hidrogénio e de metabdlitos.

40

w
o
1
]
]
u

u

N
o
1

[

104 ]

Conc. Acido Butirico (g/L)

T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tempo (h)

Figura 5.42: Concentragdo de acido butirico na fermentacgdo escura (E. cloacae, reator de 1,5 L).

A evolucao dos acidos latico e propionico que também foram produzidos pela E.
cloacae esta apresentada nas Figura 5.43 e 5.44. Observa-se que a produgdo do écido latico
teve inicio apenas apds 96 horas. A producdo ocorre até 106 horas, quando atinge a
concentracdo maxima de 10,7 g/L. Apos este tempo, a concentracao sofre oscilagdes e a
concentracdo fica em torno de 9,5 g/L.. A producao do 4cido propionico pode ser verificada a
partir de 36 horas com uma concentracao de 3,83g/L. A partir deste ponto a concentracao

aumenta seguida por oscilagdes até o final da fermentacao.
67



10,0

]
- = a " . -
=
el
~— 715 -
o
2
= =
o 504
9
Q
<
g 25
g 5
O
]
0O 0{mEEEEEN
T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (h)

450
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Figura 5.44: Concentracdo de acido propidnico na fermentagdo escura (E. cloacae, reator de 1,5 L).

Na Figura 5.45 est4 apresentada a concentracdo de etanol que comeca a ser sintetizado

em torno de 12 horas. A produgdo ocorre até¢ 88 horas quando a concentragao atinge 6,65 g/L.

Apos este tempo, a concentragdo oscila entre 4,0 e 6,0 g/L.

Ja a produtividade de hidrogénio apresentada na Figura 5.46 mostra um pico em 262

horas (110,09 mmol Hz/L-dia). Apds este maximo, a produtividade permanece constante com

pequenas quedas até que a produ¢do de hidrogénio seja totalmente extinta apds 432 horas. Em

termos de rendimento, foi verificado que este aumentou ao longo da fermentacao e atingiu ao

final o valor de 2,16 mols de Hz/mol de glicose
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Figura 5.45: Concentragdo de etanol na fermentagdo escura (E. cloacae, em reator de 1,5 L).
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Figura 5.46: Concentragdo de acido acético na fermentacao escura (E£. cloacae, reator de 1,5 L).

Comparando a produtividade obtida nas primeiras 12 horas de fermenta¢do no reator
de tanque agitado, quando apenas 10,0 g/L de glicose havia sido adicionada a
fermentagdo,com o ensaio em reator de 50 mL utilizando glicose na auséncia de luz (Ensaio
12), verifica-se uma superioridade em 40% da produtividade em hidrogénio no reator. Essa
melhora pode ser justificada em razdo do controle das condi¢des operacionais (temperatura e
agitacdo). Entretanto, essa produtividade ¢ apenas 12 % superior a melhor condicao utilizando
glicose como substrato em reator de 50 mL, ensaio 18.

Moreira(2016)apresentou em seu trabalho condi¢cdes equivalentes a estudada neste

topico para um sistema de cultura mista. No trabalho a produtividade maxima foi de 107,33
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mmols de Ho/L-dia, alcancada em 20 horas de fermenta¢do escura, seguida por uma
produtividade decrescente apos este tempo. O que se diferencia do ensaio realizado neste
topico, uma vez que apos o pico de produtividade (85,26 mmols de Ho/L-dia) nas horas
iniciais a produtividade volta a aumentar a partir de 106horas e atinge o valor maximo de
110,09 mmol de Hy/L-diaem 262 horas de fermenta¢do. Com relacdo ao rendimento, o
trabalho de Moreira (2016) atingiu apenas 1,31 mols de H2/mol de glicose, sendo este valor
inferior em aproximadamente 40% ao obtido com a E. cloacae.

Além de Moreira (2016), Romao et al. (2014) e Silva et.al (2016) também estudaram a
fermentagdo em reator CSTR em tempos superiores a 400 horas. Todos os pesquisadores
observaram uma diminui¢do na produtividade com o passar do tempo, diferentemente do
observado neste trabalho que ao final da fermentagao teve a produtividade de 97,65 mmols de

Ho/L-dia.

5.2.2 Fermentacio clara

A utilizacao do efluente da fermentacdo escura na etapa clara almejava a diminuicao
dos custos com matéria-prima e redu¢do do volume de residuos gerados na producdo de
hidrogénio. Verificado os resultados positivos da fermentagdo da E. cloacae na presenca de
luz utilizando efluente, o sistema hibrido foi proposto em reator de tanque agitado de 1,5 L. O
efluente gerado no ensaio 23 foi utilizado na fermentagdo clara apds ser centrifugado e
autoclavado, caracterizando a formagao do sistema hibrido.Os ensaios 24 e 25 permaneceram
sob incidéncia de luz constante e utilizaram a bactéria E.cloacae como inoculo, na mesma
relacdo estabelecida nos ensaios anteriores. A glicose foi utilizada como substrato e a
reposicao foi realizada ao se observar o consumo da glicose. Os ensaios foram realizados com
o efluente bruto e diluido em 50% com caldo nutriente, ensaios 24 e 25, respectivamente.

Nos ensaios realizados nesta etapa ndo foi verificada a producdo de hidrogénio, o que
pode ser justificado pela alta concentracdo de 4cidos no efluente gerado na fermentacao
escura, apresentado nos graficos das Figuras 5.41 a 5.44. A inibi¢do no desenvolvimento do
microrganismo pode ser verificada pela Figura 5.47. No efluente concentrado a densidade da
bactéria permaneceu constante € ndo houve consumo da glicose (Figura 5.48), evidenciando
que o microrganismo ndo se adaptou ao meio. Ja no ensaio 23, houve aumento da biomassa
até 36 horas, tempo em que houve reposicdo da glicose e estabelecimento da densidade

celular em torno de 4,0 g/L.
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Figura 5.47: Perfil da densidade celular para a fermentacao clara com E. cloacae em reator de 1,5 L;
(m) Efluente concentrado, (@) Efluente diluido.
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Figura 5.48: Perfil do consumo de agucar para a fermentacao clara com E. cloacae em reator de 1,5 L;
(m) Efluente concentrado, (@) Efluente diluido.

A inibicdo no desenvolvimento do microrganismo nesta etapa, bem como a nao
producao de hidrogénio, indicam que a utiliza¢ao do efluente da fermentagdo escura apds 432
horas de fermentagao nao ¢ viavel para a formacao do sistema hibrido. Sendo necessario que a
fermentacdo cesse antes do meio estar exaurido e concentragdo de metabdlitos seja baixa.
Outra possibilidade seria aumentar a dilui¢cdo do efluente para diminuir a toxidade. Por fim, a

Tabela 5.9 apresenta os dados sumarizados € uma breve comparagao com a literatura.

71



Tabela 5.9: Tabela comparativa dos dados apresentados neste trabalho e segundo literatura consultada

Volume do Rendimento

Microrganismo Substrato Huminag¢do  Gas inerte reator (L) ( mol H2/mol hexose) Referéncia
E. aerogenes Glicose Ausente Nitrogénio 0,05 0,94 Este trabalho
E. aerogenes Glicose Presente Nitrogénio 0,05 1,51 Este trabalho
E. aerogenes Glicose Presente Argonio 0,05 1,51 Este trabalho
E. aerogenes Lactose Ausente Nitrogénio 0,05 0,05 Este trabalho
E. aerogenes Lactose Presente Nitrogénio 0,05 0,23 Este trabalho
E. aerogenes Lactose Presente Argonio 0,05 0,38 Este trabalho
E. aerogenes ATCC13408 Glicose Ausente Nitrogénio 0,3 1,2 ZHAO et al. (2017)
E. aerogenes ATCC13408 HycE Glicose Ausente Nitrogénio 0,3 2,16 ZHAO et al. (2017)
E. aerogenes MTCC 2822 Lactose Ausente Nitrogénio 0,1 1,04 Rai e Singh (2016)
E. cloacae Glicose Ausente Nitrogénio 0,05 1,60 Este trabalho
E. cloacae Glicose Presente Nitrogénio 0,05 1,62 Este trabalho
E. cloacae Glicose Presente Argonio 0,05 2,39 Este trabalho
E. cloacae Lactose Ausente Nitrogénio 0,05 1,39 Este trabalho
E. cloacae Lactose Presente Nitrogénio 0,05 1,85 Este trabalho
E.cloacae Lactose Presente Argonio 0,05 2,53 Este trabalho
E. cloacae Efluente + Glicose Presente Argonio 0,05 2,01 Este trabalho
E. cloacae Efluente + Glicose + 1,6% Presente Argonio 0,05 1,73 Este trabalho
E.cloacae
E.cloacae Glicose Ausente Nitrogénio 1,5 2,16 Este trabalho
E. cloacae Glicose Ausente Nitrogénio 0,25 1,44 Mohanraj et al. (2014)
E. cloacae Glicose Ausente Nitrogénio 0,12 1,46 Davila-éaz)zoc%u)ez ctal.

E.cloacae Lactose Ausente Nitrogénio 0,12 1,8 Khanna et al. (2012)




A Tabela 5.9 mostrou de forma sintetizada os rendimentos obtidos dos ensaios 1 ao 25
e algumas das referéncias citadas neste trabalho. De forma geral, foi verificado melhores
resultados em relagdo a bactéria E. cloacae, quando comparado a E. aerogenes. Em relagao a
literatura, os ensaios apresentaram resultados superiores ou equivalentes, com exce¢dao da
fermentagdo utilizando lactose como substrato para E. aerogenes.

A produgdo de metabdlitos também foi monitorada, sendo verificada a sintese dos
metabolitos associados a producdo de hidrogénio, como o etanol e os acidos acético e
butirico. O que pode indicar que a rota metabolica apresentada na Figura 3.2 foi utilizada

pelas espécies, permitindo assim o melhor entendimento da producao do hidrogénio.



6. CONCLUSAO

A partir dos resultados foi possivel observar que a utiliza¢ao das bactérias E. cloacae e

E. aerogenes como alternativa para obtengao de hidrogénio ¢ uma tecnologia com potencial

para a producao deste biocombustivel.

Ensaios em reator de 50 mL.

A utilizagdo da Lactobacillus paracasei neste estudo ndo se mostrou atraente. A
bactéria produtora de acido latico se tornaria uma competidora pelo substrato o que
poderia causar uma diminui¢dao na producdo de hidrogénio, caso fosse estabelecida a
co-cultura com as bactérias E. cloacae ¢ E. aerogenes.

Nos ensaios com a E. aerogenes o substrato foi a varidvel que mais afetou a sintese de
hidrogénio. A utilizagdo do permeado de soro de queijo como fonte de carbono
apresentou produtividades inferiores quando comparada as mesmas condigdes com a
utilizagdo da glicose. A melhor produtividade para a E. aerogenes com soro de queijo
foi de 15,48 mmol de H/L-dia na condi¢d@o clara com o gas nitrogénio, enquanto que
com a glicose a produtividade méxima foi de 73,75 mmol de H2/L-dia na presenca de
luz e gés nitrogénio.

A incidéncia de luz também influenciou a produg¢do de hidrogénio para a E.
aerogenes, 0s ensaios com iluminacgdo e utilizacdo de glicose obtiveram resultados
mais expressivos com rendimentos de 1,51 mols Hz/mol de lactose.

Nos ensaios com E. cloacae foi verificado a afinidade da bactéria por ambos os
substratos, além de pouca influéncia da luz para os ensaios com utilizagdo do gas
inerte nitrogénio.

Para a E. cloacae o gas inerte argonio gerou os melhores resultados para a produgado de
hidrogénio, rendimentos superiores em 47% e 37% para glicose e lactose,
respectivamente;

A utilizacao do efluente da fermentagao escura no ensaio hibrido apresentou melhores
produtividades em relacdo aos ensaios anteriores com a E. cloacae. Neste teste
também foi verificado que o acréscimo de mais microrganismondo gerou melhores

resultados, uma vez que orendimento foi inferior em 5%.



e A E. cloacae apresentou-se como um microrganismo promissor para a producao de
hidrogénio com ambos os substratos, sendo que os dados obtidos na fermenta¢ao com
gas argonio foi superior em relagdo aos demais ensaios deste trabalho e em relagdo a

literatura pesquisada.

Ensaios em reator de 1,5 mL.

e Na fermentacdo escura a bactéria apresentou uma boa adaptagdo ao meio com a
biomassa apresentando taxa de crescimento até 142 horas.

e Das rotas metabolicas que levam a formagao do hidrogénio, observou-se o predominio
da fermentacao tipo butirica. Os resultados indicam que o 4cido butirico foi o principal
metabolito produzido, correspondendo a aproximadamente 52 % da concentracao final
dentre metabolitos avaliados.

e A reposi¢do do substrato ao meio fermentado proporcionou a produtividade maxima
de 110,09 mmol de H»/L-dia. € o rendimento de 2,16 mols de H2/mol de hexose.

e A alta concentracdo de acidos inibiu o desenvolvimento da E. cloacae quando o

efluente da fermentagao escura foi utilizado na fase clara.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Fermentacao com E. cloacae em reator de 1,5 litros presenga de luz.

Andlise mais aprofundada do emprego do sistema hibrido com a bactéria
E.cloacae, com maior diluicao do efluente da fermentacao escura.

Avaliar a fermentagdo em escala ampliada para o permeado de soro de leite.
Avaliar a producao de hidrogénio com a formacao de sistema hibrido entre E.
cloacae e alguma bactéria fotossintetizante (R. capsulatus e R. palustres).
Estudar a bioestimulagdo com E.cloacae no consorcio micrombiano.

Investigar a influéncia da temperatura em sistemas com E. cloacae.
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