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RESUMO 

 

 

A produção de hidrogênio por via biológica é uma alternativa sustentável, pois demanda baixa 

quantidade de energia e tem a capacidade da utilização de matérias primas renováveis como os 

substratos. A conversão de compostos orgânicos a hidrogênio no processo de fotofermentação, 

tem atraído interesse na sua utilização, por apresentar altos rendimentos teóricos de conversão 

de substrato. A combinação de grupos diferentes de bactérias cultivadas em um único biorreator 

apresenta como vantagens a simples manipulação, a redução de tempo de fermentação e taxas 

altas de rendimento. No presente trabalho, o objetivo foi estudar a produção de hidrogênio por 

fotofermentação, utilizando a bactéria Enterobacter cloacae e as bactérias fotossintetizantes 

púrpuras não sulfurosas: Rhodobacter capsulatus e Rhodopseudomonas palustris. As fontes de 

carbono utilizadas foram glicose P.A. e o permeado de soro de queijo em pó (70% lactose), que 

é um subproduto agroindustrial. Os ensaios foram realizados em reator operando em batelada 

alimentada, verificando a influência de: meio de cultivo, fonte de açúcar, presença de 

luminosidade, gás inerte e formas de alimentação do substrato para a produção de hidrogênio. 

Verificou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae apresentou resultados promissores 

para a produção de hidrogênio, utilizando nitrogênio ou argônio como gases inertes, na presença 

ou não de luminosidade, caracterizando a sua capacidade de metabolizar os substratos em 

diferentes condições. Avaliando a influência dos meios de cultivos no sistema de co-cultura, o 

meio reacional caldo nutriente alcançou uma produtividade máxima de 201,15 mmol H2/L.dia, 

com a Enterobacter cloacae e Rhodobacter capsulatus (permeado de soro de queijo em pó), 

visto que, a sua composição oferece a quantidade de carbono e nitrogênio total, provenientes 

dos reagentes extrato de carne e peptona, presentes na composição do meio, impactando 

diretamente na produção de hidrogênio. Os ensaios com alimentação alternada da fonte de 

carbono ao meio reacional, promoveram a maior produtividade de hidrogênio. O valor máximo 

de produtividade obtido foi de 319,35 mmol H2/L.dia no tempo de 180 horas. Os metabólitos 

formados durante o processo fermentativo, foram obtidos em quantidades significativas, com 

destaque para os ácidos butírico, lático e acético, predominantes nas rotas metabólicas de 

produção de hidrogênio. 

 

Palavras-chave: Co-cultura; Enterobacter cloacae; Fotofermentação; Hidrogênio; Rhodobacter 

capsulatus e Rhodopseudomonas palustris.  
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ABSTRACT 

 

 

Hydrogen production by biological is a sustainable alternative because it demands a low amount 

of energy for its production and has the capacity to use renewable raw materials as substrates. 

The conversion of organic compounds to hydrogen in the photofermentation process has 

attracted interest in their use, as it presents high theoretical substrate conversion yields. 

Combining different groups of bacteria grown in a single bioreactor provides advantages of 

simple handling, reduced fermentation time and high yield rates. In this present study, the 

objective was study the production of hydrogen by photofermentation using Enterobacter 

cloacae bacteria and photosynthetic purple non-sulfur bacteria: Rhodobacter capsulatus and 

Rhodopseudomonas palustris. The carbon sources used were glucose P.A. and the whey 

permeate (70 % lactose), that is an agroindustrial residue. The assays were carried out in fed 

batch reactor, checking the influence of: culture medium, sugar source, light, inert gas and 

substrate feeding forms. The Enterobacter cloacae microorganism showed satisfactory results 

for hydrogen production, using nitrogen or argon as inert gases, with or without the presence 

of light, characterizing its ability to metabolize under different conditions. Evaluating the 

culture media in the co-culture system, the nutrient broth reaction medium reached a maximum 

productivity of 201.15 mmol H2/L.day, with Enterobacter cloacae and Rhodobacter capsulatus 

(whey permeate), since its composition offers the amount of carbon and total nitrogen, derived 

from meat extract and peptone reagents, present in the medium composition, directly impacting 

the hydrogen production. In the tests with the alternation feeding of the carbon source to the 

reaction medium, promoted the highest hydrogen productivity, being the maximum of            

319.35 mmol H2/L.day in the 180 hours time. The metabolites formed during the fermentation 

process were obtained in significant quantities, especially butyric, lactic and acetic acid, 

predominating the metabolic pathways of hydrogen production. 

 

Keywords: Co-culture; Enterobacter cloacae; Photofermentation; Hydrogen; Rhodobacter 

capsulatus and Rhodopseudomonas palustris.



CAPÍTULO 1  

INTRODUÇÃO 

 

 

O desenvolvimento de tecnologias para obtenção de energia mais limpa e renovável é 

uma questão de interesse global. O hidrogênio é considerado uma alternativa mais promissora 

em relação aos combustíveis fósseis porque é limpo, eficiente e renovável. O hidrogênio está 

sendo explorado para aplicações energéticas por não contribuir com o efeito estufa, sendo que 

sua combustão direta e completa gera somente moléculas de água, enquanto outros 

combustíveis como, gasolina, metano, propano, etc., liberam carbono no meio ambiente 

(ELBESHBISHY et al., 2017). 

O hidrogênio possui alta densidade energética (141,90 kJ/g) quando comparado a outros 

combustíveis que possuem menor conteúdo energético por unidade de massa, tais como, metano 

(50,02 kJ/g), propano (45,60 kJ/g), gasolina (44,50 kJ/g), metanol (18,05 kJ/g) entre outros 

(MIDILLI et al., 2005). 

 Dentre os processos de produção de hidrogênio que foram desenvolvidos e estudados, a 

produção biológica tem despertado interesse, pois podem fazer uso de matérias-primas 

renováveis, tais como águas residuais ou materiais ricos em diferentes substratos. Uma outra 

grande vantagem dos processos biológicos é que, na maioria das vezes, são operados a 

temperatura e pressão ambiente, o que demanda menos energia que os processos tradicionais 

(MEHER KOTAY; DAS, 2008). 

Os processos para obtenção biológica de hidrogênio podem ser conduzidos a partir de 

três rotas biológicas: por biofotólise (usando microalgas), fermentação escura (sem adição de 

luz) e fotofermentação. A produção de hidrogênio por fermentação escura (sem adição de luz) 

é realizada por microrganismos anaeróbios estritos ou facultativos. Enquanto que na 

fotofermentação são utilizadas bactérias púrpuras não sulfurosas com incidência de luz para 

captação de energia (MIRZA et al., 2019). 

Os microrganismos de fermentação escura (sem adição de luz) e fotofermentação, 

possuem a capacidade de utilizar vários compostos orgânicos como matéria-prima para a 

produção de hidrogênio e, portanto, são opções favoráveis de serem utilizados a fim de 

promover a limpeza de resíduos e águas residuais ricas em compostos orgânicos (SAĞIR; 

YUCEL; HALLENBECK, 2018). 

A produção de hidrogênio por fermentação escura (sem adição de luz), que utiliza 

carboidratos como substratos, apresenta uma rota mais viável e promissora para a produção 

biológica de hidrogênio, como sua maior eficiência de produção, estabilidade, requisitos de 
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controle simples, custos operacionais mais baixos e maior viabilidade para industrialização 

(ELBESHBISHY et al., 2017). 

As bactérias púrpuras não sulfurosas possuem elevados rendimentos teóricos de 

conversão, não produzem oxigênio no processo fermentativo, que é inibidor do processo, tem 

capacidade de utilizar amplo espectro luminoso e consumo de vários substratos orgânicos 

como, ácido lático, butírico, dentre outros (SAKURAI et al., 2013). 

Uma grande variedade de materiais ricos em matéria orgânica pode ser utilizada como 

substrato na produção de hidrogênio. Carboidratos, como sacarose e glicose, são facilmente 

biodegradáveis pelas bactérias fermentativas, no entanto, fontes puras de carboidratos 

representam matérias-primas de alto custo para produção de hidrogênio em grande escala. Uma 

alternativa é a utilização de subprodutos agroindustriais, que são compostos orgânicos com alta 

concentração carbônica e que possuem necessidade de destinação adequada (HITIT; ZAMPOL 

LAZARO; HALLENBECK, 2017). 

As técnicas para produção de hidrogênio por rotas biológicas apresentam limitações, 

que incluem os tipos de biorreatores utilizados, crescimento do microrganismo e a quantidade 

de hidrogênio que é gerado por esses processos, fazendo-se necessário o desenvolvimento de 

novas tecnologias para que se torne viável e competitiva a sua produção. 

O Núcleo de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia Química da Universidade 

Federal de Uberlândia, vêm estudando a produção de hidrogênio há alguns anos, e o presente 

trabalho pretende dar continuidade, visando contribuir com a pesquisa, realizando o processo 

fermentativo em um único estagio, com a presença de co-cultura, contendo um microrganismo 

de fermentação escura (sem adição de luz) e uma espécie de bactéria fotossintetizante, onde 

essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e elimina etapas de pré-tratamento.  

A utilização de um subproduto agroindustrial como substrato, minimiza o acúmulo deste 

nos processos industriais e diminui o custo dos sistemas produtivos. Diante do exposto, o 

presente trabalho visou aumentar a produção de hidrogênio empregando o sistema de co-

cultura, utilizando a combinação de um microrganismo anaeróbio facultativo, a Enterobacter 

cloacae e uma bactéria fotossintetizante: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter 

capsulatus, em fotofermentação de único estágio. O Permeado de Soro de queijo em pó, possui 

nutrientes necessários para o desenvolvimento dos microrganismos fermentativos. A principal 

vantagem dessa abordagem, é que os substratos utilizados na fotofermentação (ácidos 

orgânicos) produzidos in situ, pelo microrganismo anaeróbio facultativo, são usados 

imediatamente pelas bactérias fotossintetizantes, a fim de não atingir níveis de inibição no meio 

produtivo.  



CAPÍTULO 2 

OBJETIVOS 

 

 

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a produção de hidrogênio em um único 

estágio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e uma bactéria 

fotossintetizante: Rhodobacter capsulatus ou Rhodopseudomonas palustris. Para alcançar esse 

objetivo geral, as seguintes etapas (objetivos específicos) foram consideradas: 

 

1- Avaliar a produção de Hidrogênio da cepa Enterobacter cloacae por fermentação escura 

(sem adição de luz) e fotofermentação (presença de luz contínua); 

 

2- Verificar o efeito do tipo da fonte de carbono (glicose e a lactose proveniente do 

Permeado do Soro de queijo em pó) sobre a produção de hidrogênio utilizando 

microrganismo Enterobacter cloacae; 

 

3- Avaliar a produção de Hidrogênio no sistema de co-cultura com os microrganismos 

Enterobacter cloacae e Rhodobacter capsulatus por fotofermentação; 

 

4- Avaliar a produção de Hidrogênio no sistema de co-cultura com os microrganismos 

Enterobacter cloacae e Rhodopseudomonas palustris por fotofermentação; 

 

5- Estudar a influência dos meios de cultura RCV e Caldo Nutriente para produção de 

Hidrogênio nos sistemas de co-cultura; 

 

6- Estudar o modo de alimentação das fontes de carbono (glicose e a lactose proveniente 

do Permeado do Soro de queijo em pó) por adição periódica de forma isolada e alternada 

durante a fotofermentação no sistema de co-cultura; 

 

7- Identificar a composição de metabólitos produzidos durante os processos fermentativos.



 

CAPÍTULO 3 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 Balanço Energético Nacional  

 

O desenvolvimento de soluções sustentáveis de geração de energia oriunda de 

fontes renováveis, é uma questão de interesse global, a fim de reduzir a dependência de 

combustíveis fosseis, que contribuem com o efeito estufa.  

Segundo dados do Balanço Energético Nacional  (BEN) de 2019, ano base 2018, 

as energias renováveis correspondem a 45,3% da matriz nacional brasileira (Figura 3.1), 

estando acima da média mundial, que em 2016 era de 13,7%, bem como dos países 

membros da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE), 

com apenas 9,7%. No ano de 2017, as fontes renováveis representavam 43% na demanda 

total, tendo então, uma diminuição na proporção da utilização de energia a partir de fontes 

não renováveis. 

Figura 3.1. Participação de energia renováveis na matriz energética 

 

 

Fonte: BEN, 2019. 

 

Dentre as energias renováveis utilizadas no Brasil, caracterizam-se, 

principalmente a biomassa de cana (17,4%), hidráulica (12,6%) e lenha e carvão vegetal 

(8,4%). Já entre as não renováveis, a maior parcela corresponde ao petróleo e derivados 

(34,4%), gás natural (12,5%), carvão mineral (5,8%) e urânio (1,4%) (BEN, 2019). 

Observa-se na Tabela 3.1, o decréscimo na participação das fontes não renováveis 

de energia no ano de 2018, consequente ao aumento da utilização de fontes renováveis, 
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devido principalmente a diminuição do uso dos produtos oriundos de petróleo e gás 

natural.  

Tabela 3.1. Oferta interna de energia 2018/2017 

Fonte (Mtep*) 2017 2018 Δ 18 / 17 

RENOVÁVEIS 126,2 130,5 3,4% 

Energia hidráulica  35,0 36,5 4,1% 

Biomassa da cana 49,8 50,1 0,7% 

Lenha e carvão vegetal 24,0 24,1 0,6% 

Eólica 3,6 4,2 14,4% 

Solar 0,072 0,298 316,1% 

Lixívia e outras renováveis  13,8 15,4 11,8% 

NÃO RENOVÁVEIS 167,0 157,9 -5,5% 

Petróleo e derivados 106,3 99,3 -6,5% 

Gás natural 37,9 35,9 -5,4% 

Carvão mineral 16,8 16,6 -0,9% 

Urânio 4,2 4,2 -0,5% 

Outras não renováveis  1,8 1,8 -0,1% 

*Milhões de tonelada equivalente de petróleo 

Fonte: adaptado de BEN (2019). 

 

Reduzir a grande dependência dos combustíveis fósseis e investir em uma 

economia baseada em fontes de energia sustentáveis, mostra-se necessário e promoverá 

cada vez mais uma evolução econômica e ambiental do planeta. Considerando este 

aspecto, a produção de hidrogênio por via biológica é uma alternativa significativa a fim 

de aumentar a produção de combustíveis.   

 

 Hidrogênio como fonte de energia 

 

Dentre as aplicações de tecnologias para produção de energia limpa, se incluem a 

produção de hidrogênio como uma fonte alternativa de energia sustentável. O hidrogênio 

é um combustível limpo, e sua queima resulta  na produção de água, isso ocorre pois, a 

molécula de hidrogênio não é quimicamente ligada a átomos de carbono, e por isso, não 

contribui para as emissões de dióxido de carbono (CO2) na atmosfera (DEMIREL et al., 

2010; LIN et al., 2012; SARMA et al., 2015).  

A alta capacidade energética do hidrogênio, permite rendimento superior a 

qualquer hidrocarboneto, cerca de 142 kJ/g. Já outros combustíveis como o metano, 
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propano e a gasolina apresentam capacidade energética de 55,53 kJ/g, 50,36 kJ/g e 47,5 

kJ/g, respectivamente, sendo em média 2,75 vezes menor do que o valor do hidrogênio. 

Assim, o hidrogênio é considerado uma promissora fonte de energia limpa com alta 

capacidade energética (ARIMI et al., 2015; HAFEZ et al., 2010; KAPDAN; KARGI, 

2006; ROSSI et al., 2011; SANTOS, 2003).  

O hidrogênio pode ser obtido a partir de: processos eletroquímicos, quando se 

utiliza água como matéria prima, a partir da eletrólise da água; processos químicos, 

utilizando os combustíveis fósseis como matéria prima (os métodos incluem a reforma 

do vapor do gás natural, a oxidação parcial de hidrocarbonetos pesados e a gaseificação 

do carvão); processos biológicos, como a fotofermentação e a fermentação anaeróbia 

(SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014). 

A produção mundial de hidrogênio é representada por cerca de 50% oriunda de 

gás natural, 30% é proveniente da reforma do petróleo, 18% da gaseificação do carvão, 

3,9% por eletrólise de água e 0,1% de outras fontes (DINCER; ACAR, 2015). Diante 

desses percentuais, há um interesse pelo aumento da produção de hidrogênio a partir de 

materiais renováveis, como a produção biológica, que dispensa a necessidade de 

combustíveis fósseis.  

A produção biológica de hidrogênio pode ser uma alternativa viável aos métodos 

apresentados, devido à possibilidade de utilização de fontes renováveis, bem como o 

reaproveitamento de materiais residuais, diminuindo assim a quantidade de subprodutos 

gerados nos processos industriais (SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014; 

SYDNEY et al., 2014).  

 

 Produção biológica de hidrogênio  

 

A produção biológica de hidrogênio, pode ocorrer por meio dos processos de: 

biofotólise direta e indireta da água, fotofermentação e fermentação escura (sem adição 

de luz), que utilizam organismos fotossintéticos ou fermentativos, operados a temperatura 

e pressão ambientes (ARIMI et al., 2015; DAS; VEZIROǦLU, 2001; DEMIRBAS, 2009; 

LEVIN; PITT; LOVE, 2004; WILLQUIST; ZEIDAN; VAN NIEL, 2010). A Tabela 3.2, 

resume os processos biológicos, assim como algumas vantagens e desvantagens para a 

produção de hidrogênio. 
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Tabela 3.2.  Vantagens, desvantagens e principais microrganismos estudados para 

produção de hidrogênio por processo biológico. 

Processo Vantagens Desvantagens Microrganismos Referência 

Biofotólise 

direta 

 Produção de H2 a 

partir da água 

Não necessita de 

ATP. 

 Necessita de 

iluminação constante 

 Inibição das 

hidrogenases pelo O2 

 Biorreatores 

modificados para 

maximizar a 

utilização da energia 

solar 

 Chlamydomonas 

reinhardii 

 Platumonas 

subcordiformis 

(KIM et al., 2010) 

(RAN et al., 2009) 

Biofotólise 

indireta 

 Produção de H2 a 

partir da água 

 Habilidade de 

fixação de N2 e 

produção de H2 

pelas nitrogenases 

 Separação espacial 

do O2 e H2 nas 

células 

diferenciadas 

(heterocistos) 

 Separação temporal 

(dia/noite) em 

células não-

heterocísticas 

 Necessita de 

iluminação constante 

 Biorreatores 

modificados para 

maximizar a 

utilização da energia 

solar 

 Necessidade de ATP 

pelas nitrogenases 

 Síntese e 

manutenção dos 

heterocistos 

 CO2 presente no gás 

 Plectonema 

boryanum 

 Anabaena 

siamensis 

 Anabaena 

variabilis 

 Synechocystis sp. 

 Cyanothece sp. 

 Nostoc sp. 

(HUESEMANN et al., 2010) 

(KHETKORN; LINDBLAD; 

INCHAROENSAKDI, 2010) 

(BERBEROĞLU; JAY; 

PILON, 2008) 

(NAVARRO et al., 2009) 

(MIN; SHERMAN, 2010) 

(YOSHINO et al., 2007) 

Fotofermentação 

 Utilização de 

diferentes resíduos 

e efluentes como 

substrato 

 Utilização de amplo 

espectro de luz 

pelas bactérias 

 Necessita de 

iluminação  

 Biorreatores 

modificados para 

maximizar a 

utilização da energia 

solar 

 CO2 presente no gás 

 Rhodopseudomonas 

palustris 

 Rhodobacter sp. 

 Rhodobacter 

sphaeroides 

 Rhodobacter 

capsulatus 

(SUWANSAARD et al., 

2010) 

(KAWAGOSHI et al., 2010) 

(ZHU et al., 2010) 

(OBEID et al., 2010) 

Fermentação 

escura (sem 

adição de luz) 

 Ampla variedade de 

fontes de carbono 

como substrato 

 Não necessita de 

iluminação 

 Produção de 

metabólitos 

intermediários de 

grande valor 

agregado 

 Não há limitações 

com relação ao O2 

 Tratamento do 

efluente após a 

fermentação 

 CO2 presente no gás 

 Clostridium sp. 

 Clostridium 

butyricum 

 Clostridium 

beijerinckki 

 Citrobacter freundii 

 Enterobacter 

cloacae 

 Enterobacter 

aerogenes 

 Escherichia coli 

 Klebsiella 

pneumoniae 

(KAMALASKAR et al., 

2010) 

(TAI et al., 2010) 

(SKONIECZNY; 

YARGEAU, 2009) 

(BECKERS et al., 2010) 

(MANDAL; NATH; DAS, 

2006) 

(JAYASINGHEARACHCHI 

et al., 2009) 

(NIU et al., 2010) 
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3.3.1 Biofotólise da água 

 

A biofotólise da água é um processo que converte energia solar em energia química 

armazenada, útil para a célula. Este processo ocorre sob ação da luz resultando na 

decomposição da água produzindo hidrogênio, a qual pode ser dividida em processos 

direto e indireto. 

 

3.3.3.1 Biofotólise direta 

 

A biofotólise direta utiliza microalgas fotossintetizantes para converter energia 

solar em energia química. As microalgas Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella fusca e 

Scenedesmus obliquus têm sido estudadas como produtoras de hidrogênio por esta rota, 

que apresenta como uma das principais vantagens a não utilização de carbono orgânico 

como substrato (NAGARAJAN et al., 2017). 

A produção de hidrogênio é possível devido a presença da enzima hidrogenase 

Equação (3.1), que recebe elétrons da absorção de luz, combinando-os com os prótons H+ 

e forma o hidrogênio.  

 

2𝐻2𝑂 + 𝐿𝑢𝑧  
ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒
→          2𝐻2(𝑔) + 𝑂2(𝑔) (3.1) 

 

O processo ocorre na presença do fotossistema II (PSII), que é responsável pela 

quebra da molécula da água, liberando o O2 e prótons H+ para o meio (Figura 3.2). Esses 

elétrons são captados pelo fotossistema I (PSI), com o auxílio da enzima Ferrodoxina. 

Esta reação é catalisada pela enzima hidrogenase e não possui a necessidade ATP como 

forma de energia extra. Essa enzima combinará os prótons de H+ gerados na quebra da 

molécula de água com os elétrons doados pela ferredoxina (DASGUPTA et al., 2010; 

HALLENBECK; BENEMANN, 2002). 

Na biofotólise direta, a produção de hidrogênio dar-se-á em condições anaeróbias 

e com ação de luz, onde o sistema de respiração das algas verdes consome o oxigênio, é 

permitido a ativação da hidrogenase. Quando a fotossíntese é restabelecida, com a 

presença da luz, a produção volta a ficar comprometida (DAS; VEZIROǦLU, 2001; 

MCKINLAY; HARWOOD, 2010). 
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Figura 3.2. Esquema da biofotólise direta 

 

Fonte: adaptado de (HALLENBECK; GHOSH, 2009).  

 

3.3.3.2 Biofotólise indireta 

 

Os organismos estudados na biofotólise indireta são as cianobactérias do tipo 

Nostoc, Anabaema, Calothrix e Oscillatoria (MONA; KAUSHIK; KAUSHIK, 2011). A 

biofotólise indireta ocorre em dois estágios separados que são acoplados pela fixação de 

CO2. Além da fixação de CO2, algumas cianobactérias têm a capacidade de fixar 

nitrogênio atmosférico em condições anóxicas, através de células especializadas 

denominadas de heterocistos (MASUKAWA et al., 2014; SILVA, 2015).  

As cianobactérias realizam a fotossíntese e geram carboidratos com energia 

armazenada, a qual é utilizada para gerar hidrogênio a partir da água com ação da enzima 

da nitrogenase, conforme as Equações (3.2) e (3.3) (DAS; VEZIROGLU, 2008; 

HOSSEINI et al., 2015; KIRTAY, 2011).  

 

12𝐻2𝑂 + 6𝐶𝑂2 + 𝐿𝑢𝑧 → 𝐶6𝐻12𝑂6 + 6𝑂2(𝑔)     (3.2) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 12𝐻2𝑂 + 𝐿𝑢𝑧 → 12𝐻2(𝑔) + 6𝐶𝑂2(𝑔) (3.3) 

 

Nas cianobactérias há tanto hidrogenase quanto nitrogenase e tais enzimas 

requerem o uso de ATP como recurso energético, diferentemente da biofotólise direta que 

não necessita de tal recurso (DASGUPTA et al., 2010). 

 

3.3.2 Fermentação escura (sem adição de luz) 

 

A fermentação escura (sem adição de luz) para produção de hidrogênio é um 

processo biológico que não necessita de luz, podendo utilizar diversas fontes de carbono 
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como substrato, incluindo águas residuárias ricas em carboidratos, para produção de 

hidrogênio. O hidrogênio pode ser obtido a partir de culturas puras ou culturas mistas 

oriundas de lodos anaeróbios de sistema de tratamento de efluentes, despejos de animais 

e resíduos alimentícios (DING et al., 2017; NASR et al., 2017; ZINATIZADEH et al., 

2017). 

 Dentre as bactérias utilizadas nesse tipo de processo, destacam-se as do gênero 

Enterobacter, Escherichia, e Clostridium, que são citadas na literatura como produtoras 

de hidrogênio (BRAZ ROMÃO et al., 2018; CABROL et al., 2017). 

O processo de fermentação anaeróbia é dividido em quatro etapas principais: 

hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese, sendo que na fase de acidogênese é 

onde ocorre a produção de hidrogênio (AMORIM et al., 2014). 

Na fase de hidrólise, a matéria orgânica que é composta de carboidratos, proteínas 

e lipídeos, é quebrada, formando compostos mais simples com auxílio da exo-enzima, 

como açúcares, aminoácidos e peptídeos, respectivamente. Uma grande variedade de 

materiais ricos em carboidratos, lipídeos e proteínas podem ser utilizados como substratos 

para produção de hidrogênio. No entanto, os carboidratos compõem a fonte preferida de 

carbono orgânico no processo fermentativo (GUO et al., 2010; SÁ; CAMMAROTA; 

FERREIRA-LEITÃO, 2014). 

Esses compostos são consumidos pelas bactérias fermentativas e na fase de 

acidogênese são produzidos ácidos orgânicos, tais como, propiônico, butírico, acético e 

lático, que são compostos mais simples de serem metabolizados. A degradação fácil dos 

carboidratos, favorece ao acúmulo dos ácidos orgânicos na fase acidogênica, diminuindo 

o pH, podendo causar a falência do processo (BRAÚNA, 2012). 

Na fase de acetogênese, as bactérias sintróficas acetogênicas são responsáveis pela 

oxidação dos ácidos orgânicos em substratos como acetato hidrogênio e dióxido de 

carbono.  

A produção de hidrogênio a partir de substratos ricos em carbono segue vias 

metabólicas, que além de geração de energia na forma do hidrogênio, podem ainda 

produzir uma variedade de metabólitos com alto valor agregado, conforme mostra a 

Figura 3.3. 

Os rendimentos de conversão de substratos na fermentação escura (sem adição de 

luz) são baixos, pelo fato de ocorrer reações concorrentes entre si, como o consumo de 
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hidrogênio ou desvio para formação de outros produtos e pelos limites teóricos das vias 

metabólicas. 

 

Figura 3.3. Possíveis rotas metabólicas da fermentação escura (sem adição de luz) de 

carboidratos 

 

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

 

A fermentação se inicia com a quebra de um carboidrato, conforme a Figura 3.3, 

convertendo a glicose em piruvato. O piruvato é oxidado a acetil-CoA (CoA – coenzima), 

o qual em seguida é convertido em acetil fosfato resultando na produção de ATP e na 

produção de íons acetato. A oxidação do piruvato a acetil-CoA requer a redução da 

ferrodoxina (Fd). Esta última, na sua forma reduzida, é oxidada pela enzima hidrogenase, 

produzindo Fd (oxidado) e libertando elétrons que vão formar hidrogênio molecular. A 

reação global é representada pelas Equações (3.4) e (3.5) (DAS; VEZIROGLU, 2008). 

 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝑜𝐴 → 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙 − 𝐶𝑜𝐴 + 𝐻𝐶𝑂𝑂𝐻 (3.4) 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝑜𝐴 + 2𝐹𝑑(𝑜𝑥) → 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙 − 𝐶𝑜𝐴 + 𝐶𝑂2 + 𝐻𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐹𝑑(𝑟𝑒𝑑) (3.5) 

 

A formação do hidrogênio está ligada aos metabólitos que são produzidos durante 

os processos fermentativos, na forma de ácidos orgânicos e álcoois. O maior rendimento 
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teórico de hidrogênio alcançado é quando há formação de ácidos acético como principal 

metabólito, gerando 4 mol de H2/mol de glicose consumida conforme a Equação (3.6). 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2𝑂 → 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 4𝐻2 (3.6) 

 

Entretanto, quando ocorre a formação de ácido butírico, o rendimento teórico 

obtido é de 2 mol de H2/mol de glicose consumida Equação (3.7). Para uma produção 

final de etanol + ácido acético, o rendimento é de 2 mol de H2/mol de glicose consumida 

Equação (3.8). Obtendo como produto final o ácido propiônico, não há rendimento de 

hidrogênio e o consumo da glicose juntamente o com o do hidrogênio produz o ácido 

propiônico Equação (3.9) (CHONG et al., 2009): 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 2𝐻2 (3.7) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2𝑂 → 𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 2𝐻2 (3.8) 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2 → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂 (3.9) 

 

O ácido lático vem sendo relatado também como via metabólica para produção de 

hidrogênio. Estudos de Kim et al., (2012) e Baghchehsaraee et al., (2009), indicaram que 

a produção de ácido lático no processo fermentativo, influencia positivamente o 

metabolismo das bactérias fermentativas para a produção de hidrogênio. Em 

contrapartida, nos estudos de Gomes et al., (2016) e Noike et al., (2002), a produção de 

hidrogênio foi desfavorecida em virtude da competição pelo tipo de substrato pelas 

bactérias fermentativas. 

Segundo Masset et al., (2012) e Saady, (2013), a formação de hidrogênio a partir 

do ácido lático pode ocorrer a partir da conversão de ácido lático em ácido propiônico e 

ácido acético, conforme as Equações (3.10) e (3.11), ou a partir da decomposição de ácido 

lático em ácido acético Equação (3.12). 

 

3𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐻𝐶𝑂3
− +𝐻+ (3.10) 

2𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻𝐶𝑂3
− + 𝐻+ + 2𝐻2 (3.11) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐻𝐶𝑂3
− + 2𝐻2 (3.12) 
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O gás hidrogênio não é o único ponto positivo do processo fermentativo, os ácidos 

orgânicos que são produzidos, podem ser utilizados como substratos no processo de 

fotofermentação pelas bactérias fotossintetizantes, a fim de aumentar o rendimento na 

produção de hidrogênio. Os ácidos orgânicos também podem ser concentrados para 

comercialização para indústrias de síntese química e de alimentação (CHENG et al., 

2011). 

Han et al., (2015), encontraram como principais subprodutos o etanol                    

(0,9 - 49,4%) e o ácido acético (35,6 - 42,2 %) na fermentação escura (sem adição de luz) 

para produção de hidrogênio a partir do hidrolisado dos resíduos de alimentos. Esses 

metabólitos, indicam que o meio de cultura foi favorável para a produção de hidrogênio. 

Além disso, o ácido propiônico foi detectado em pequenas concentrações, o que pode ser 

benéfico para a produção de hidrogênio. 

 

3.3.3 Fotofermentação 

 

Na produção de hidrogênio por fotofermentação, o hidrogênio é liberado pela ação 

de hidrogenases na presença de luz, como meio de eliminar o excesso de elétrons gerados 

durante a degradação de carboidratos. Utiliza-se bactérias fotossintetizantes púrpuras não 

sulfurosas (PNS), que têm capacidade de converter completamente glicose em hidrogênio 

e gás carbônico pela ação da enzima nitrogenase, conforme a Equação (3.13) (DAS; 

VEZIROGLU, 2008). 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 6𝐻2𝑂 + 𝐿𝑢𝑧
𝑛𝑖𝑡𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒
→         12𝐻2(𝑔) + 6𝑂2(𝑔) (3.13) 

 

As bactérias fotossintetizantes possuem um potencial promissor para produção de 

hidrogênio devido à capacidade elevada de taxa de conversão de substratos e a 

flexibilidade de substratos orgânicos derivados de resíduos que podem ser utilizados 

(EROGLU; MELIS, 2011). O máximo rendimento teórico que poderia ser obtido no 

processo de fotofermentação se todo o substrato fosse convertido à H2 e CO2 é mostrado 

pela Equação (3.14) (LOSS, 2011): 

 

𝐶𝑋𝐻𝑌𝑂𝑍 + (2𝑋 − 𝑍)𝐻2𝑂 → (
𝑌
2⁄ + 2𝑋 + 2)𝐻2 + 𝑋𝐶𝑂2 (3.14) 

 



25 

Capítulo 3 – Revisão Bibliográfica 

Há uma grande variedade de substratos que podem ser utilizados para o 

crescimento dos microrganismos, desde carboidratos a ácidos orgânicos, conforme 

mostrado em trabalhos que empregaram os açúcares em meios sintéticos ou resíduos 

agrícolas, como melaço de beterraba e em efluentes provenientes da fermentação escura 

(sem adição de luz) (AFSAR et al., 2011; KESKIN; HALLENBECK, 2012; SILVA et 

al., 2016; TIAN et al., 2010). 

Em condições anaeróbicas, os ácidos orgânicos obtidos na fermentação escura 

(sem adição de luz) podem ser utilizados como doares de elétrons para a produção de 

hidrogênio na fotofermentação. Nas equações são descritas a formação de hidrogênio a 

partir do ácido acético, lático, butiríco e propiônico Equações (3.15), (3.16), (3.17) e 

(3.18), respectivamente. 

 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂 → 4𝐻2 + 2𝐶𝑂2 (3.15) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻(𝑂𝐻)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 3𝐻2𝑂 → 6𝐻2 + 3𝐶𝑂2 (3.16) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 6𝐻2𝑂 → 10𝐻2 + 4𝐶𝑂2 (3.17) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 4𝐻2𝑂 → 7𝐻2 + 3𝐶𝑂2 (3.18) 

 

A produção de hidrogênio por fotofermentação depende de parâmetros como a 

atividade das enzimas nitrogenase e hidrogenase, proporção de carbono e nitrogênio nos 

meios de produção, idade do inóculo das bactérias PNS, fonte e intensidade de luz 

aplicada, pH, temperatura dentre outros fatores que afetam a eficiência e rendimento na 

produção (BASAK; JANA; DAS, 2014) 

A fonte de luz utilizada no processo pode ser luz artificial, como lâmpadas 

fluorescentes, lâmpadas halógenas, fibras ópticas, tubos de neon, diodos emissores de luz, 

etc (BASAK; JANA; DAS, 2014). Há possibilidade da utilização da luz solar em 

combinação com as luzes artificiais. Durante o processo fermentativo, ocorre um 

sombreamento das células decorrente do aumento da biomassa, dos subprodutos gerados 

e até mesmo da formação de um biofilme na superfície, provocando então uma 

diminuição da intensidade de luz no meio (KIM; CHANG; CHANG, 1997). A distância 

da fonte de luz e a concentração do microrganismo no processo fermentativo, são 

características que influenciam na transferência de energia da luz, de acordo com a Lei 

de Lambert Beer. Ressalta-se também que a fonte de luz não deve estar muito próxima 
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da cultura bacteriana, pois pode gerar uma quantidade considerável de calor (BASAK; 

JANA; DAS, 2014). 

A temperatura é um fator que influencia as atividades dos microrganismos 

produtores de hidrogênio. Diversos trabalhos demonstram que o aumento da temperatura 

pode conduzir a um aumento da produção de hidrogênio, já as temperaturas mais elevadas 

podem conduzir a uma diminuição do rendimento das bactérias produtoras de hidrogênio 

(GINKEL; SUNG; LAY, 2001; LOGAN et al., 2002). Para as bactérias Rhodobacter, a 

faixa ideal de temperatura é de 31 a 36°C. A manutenção da temperatura constante no 

interior do reator também é fundamental e pode ser feito através de um banho termostático 

em que a água circula em volta do biorreator mantendo a temperatura desejada durante a 

execução do experimento, salientando que a viabilidade do sistema de controle da 

temperatura também é importante para reduzir os custos de todo o processo (BASAK; 

JANA; DAS, 2014). 

O pH é considerado um dos parâmetros operacionais mais importantes e sensíveis 

no processo fermentativo, já que ele pode influenciar a ação da enzima presente, bem 

como na rota metabólica e hidrólise do substrato (DE GIOANNIS et al., 2013). Além 

disso, variações no pH podem provocar mudança de população microbiana, morfologia e 

estrutura celular (LIN et al., 2012). A produção de hidrogênio pode ser diminuída em    

pH < 4, onde é observado a formação de metabólitos na forma de álcoois, que podem 

penetrar na membrana celular e interferir nas atividades metabólicas. Já o pH > 7, tem a 

formação de ácido propiônico, e diminuição na produção de hidrogênio. Estudos de 

Espinoza-Escalante et al., (2009) verificaram que em um reator semi-contínuo o valor 

ótimo de pH foi de 5,5 para a produção de hidrogênio, estando dentro da faixa, 

favorecendo a atividade das hidrogenases durante o processo de digestão anaeróbica 

(FANG; LIU, 2002; LI; FANG, 2007). 

 

 Microrganismos produtores de hidrogênio 

 

Os rendimentos de hidrogênio são influenciados pelo tipo de inóculo, que incluem 

as culturas puras e as culturas mistas de bactérias. As culturas puras são compostas por 

um único tipo de microrganismo, e o seu uso permite a determinação das condições que 

resultem no maior rendimento e produção de hidrogênio e as mudanças metabólicas que 

ocorrem durante o processo fermentativo (ELSHARNOUBY et al., 2013). 
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As bactérias fermentativas produzem hidrogênio a partir de compostos orgânicos, 

em um processo que não depende de luz. Já as bactérias púrpuras não sulfurosas, 

produzem hidrogênio sob iluminação, usando ácidos orgânicos, como fonte de carbono. 

A grande maioria dos estudos que envolvem a produção de hidrogênio, utilizam culturas 

puras, porém empregando o sistema de co-cultura na produção de hidrogênio, que ainda 

é um pouco deficiente (KOKU et al., 2002). 

 

3.4.1 Bactérias Fermentativas 

 

Os microrganismos mais citados como produtores de H2 pertencem a espécie 

Clostridium e são anaeróbios estritos, enquanto que entre os microrganismos facultativos 

destacam-se os Bacillus e as Enterobacter (MADIGAN et al., 2016). 

Enterobacter sp. é um gênero que atrai muita atenção da comunidade científica 

devido à elevada taxa de crescimento, facilidade de cultivo e ampla utilização de 

substratos (HARUN et al., 2012; SUN et al., 2015; TORRES DE SOUZA et al., 2019). 

Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae são alguns dos representantes desse 

grupo formado por microrganismos anaeróbicos facultativos, gram-negativos em forma 

de bastonete (KUMAR; DAS, 2000). Além de apresentarem outras vantagens, como 

crescimento na presença de oxigênio, o que torna sua manipulação mais fácil em 

comparação aos anaeróbios estritos. O seu crescimento não é inibido em uma atmosfera 

composta de 100% de hidrogênio, apresentam uma alta taxa de crescimento e elevada 

taxa de produção de hidrogênio, o que revela um forte potencial para a produção de 

hidrogênio em larga escala (ZHANG; LV; XING, 2011). 

Kapdan e Kargi  (2006) obtiveram 1,97 mmol de H2/g glicose utilizando uma 

cultura pura de Enterobacter aerogenes e 2,2 mol de H2/mol glicose utilizando a estirpe 

Enterobacter cloacae ITT-BY 08. Nakashimada et al., (2002) obteve 1,97 mmol de H2/g 

substrato, utilizando a bactéria Enterobacter aerogenes. 

 

3.4.2 Bactérias fotossintetizantes 

 

A foto-fermentação ocorre em modelo parecido com a fermentação escura (sem 

adição de luz), porém com o controle do pH mais próximo da neutralidade, além da 

presença de luz. As bactérias púrpuras não sulfurosas são encontradas na natureza, onde 
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existe uma rápida produção e decomposição de matéria orgânica.  Se destacam as 

bactérias fotossintetizantes mais estudadas: Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter 

capsulatus, Rhodobacter sulidophilus, Rhodopsuedomonas sphaeroides, 

Rhodopsuedomonas palustris, Rhodopsuedomonas capsulatus e Rhodospirillum rubrum 

(KAWAGOSHI et al., 2010; OBEID et al., 2010). 

Sevinç et al., (2012) estudaram a produção de H2 utilizando R. capsulatus em 

fotofermentação empregando substrato duplo composto por ácido acético e ácido lático a 

diferentes temperaturas (20, 30 e 38 °C). Os resultados revelaram que a máxima taxa de 

produção de H2 (Rmáx) foi de 0,5 mmol H2/L.h obtida a 30 °C e 5000 lux. 

Silva et al., (2016) estudaram a substituição do açúcar pelo efluente proveniente 

da fermentação escura (sem adição de luz) como substrato para a fotofermentação. Foi 

avaliada a adição de fontes de carbono como lactose e glicose e o efeito da adição 

alternada desses açúcares no decorrer do processo, para manter a cultura ativa. A 

produtividade máxima alcançada foi de 208,40 mmol H2/L·dia, no tempo de 52 horas. 

O uso combinado de duas ou mais culturas puras, também chamado de co-cultura, 

apresenta a possibilidade de união de diferentes capacidades hidrolíticas, além de outros 

fatores importantes como a capacidade de depleção de oxigênio, formação de grânulos e 

quebra de substratos complexos (CAI et al., 2018; ZAGRODNIK; ŁANIECKI, 2017a). 

 

3.4.3 Co-cultura 

 

Quando os microrganismos são utilizados de forma isolada, o principal problema 

é a inibição por subprodutos, como por exemplo, oxigênio e ácidos orgânicos. Cada cepa 

tem suas limitações quando é utilizada para a produção de hidrogênio. A principal 

limitação das bactérias fermentativas é a degradação incompleta de substratos orgânicos 

e baixo rendimento de hidrogênio, e para as bactérias fotossintetizantes a principal 

limitação é a reduzida capacidade de degradar substratos orgânicos complexos 

(ZAGRODNIK; ŁANIECKI, 2017b). 

As bactérias fermentativas utilizadas na fermentação escura (sem adição de luz) 

produzem hidrogênio a altas taxas a partir de vários resíduos orgânicos, mas não podem 

degradá-los completamente, devido a limitações termodinâmicas. No entanto os ácidos 

orgânicos produzidos pelas bactérias fermentativas, podem ser facilmente utilizados pelas 
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bactérias fotossintetizantes como substrato para produção de hidrogênio (CAI et al., 

2018). 

De acordo com suas características biológicas e mecanismos de produção de 

hidrogênio, uma mistura de uma bactéria fermentativa escuras com uma espécie de 

bactéria fotossintetizante, denominada co-cultura, pode aumentar acentuadamente o 

rendimento de hidrogênio e fazer pleno uso de resíduos orgânicos, em uma fermentação 

realizada em um único biorreator (CAI et al., 2018; KARGI; OZMIHCI, 2010). 

Diversos trabalhos apresentam a combinação da fermentação escura (sem adição 

de luz) com a fotofermentação, denominada como sistema híbrido, sendo realizada por 

dois estágios, que acontecem em reatores separados. O efluente gerado na fermentação 

escura (sem adição de luz), que é um composto de ácidos orgânicos, é utilizado como 

substrato na etapa de fotofermentação, pois as bactérias fotossintetizantes têm a 

capacidade de utilizá-los como substrato (GUWY et al., 2011; ZAGRODNIK; 

ŁANIECKI, 2017b) 

No sistema de co-cultura, os ácidos orgânicos produzidos pelas bactérias 

fermentativas são convertidos em in situ em hidrogênio por fotofermentação. Essa é uma 

forma de aliviar o produto final e a inibição de pH baixo. O sistema de co-cultura em um 

único estágio apresenta vantagens sobre o processo em dois estágios, por eliminar etapas 

complexas de pré-tratamento no efluente após a fermentação escura (sem adição de luz), 

reduzir o tempo de fermentação e aumentar a produtividade de hidrogênio. Entretanto, há 

um número limitado de estudos sobre esses processos em um único estágio (CAI et al., 

2018; SINGH; SINGH; DAS, 2019). 

 

 Substratos utilizados para produção de hidrogênio  

 

Os vários microrganismos produtores de hidrogênio apresentam diferentes 

necessidades nutricionais, preferências por tipo de substrato, temperatura e pH. São essas 

preferências que determinarão a via metabólica que irão utilizar, influenciando na 

produção de hidrogênio (WANG; WAN, 2009). Na produção biológica de hidrogênio, 

destacam-se como matérias primas para produção de hidrogênio: biomassa, subprodutos 

de resíduos agrícolas, produtos lignocelulósicos, resíduos de processamento de alimentos, 

lodo de esgoto e efluentes agrícolas (JIANG et al., 2020; SHOW et al., 2012; SINGH; 

SINGH; DAS, 2019).  
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Fontes puras de açúcares como glicose, sacarose e lactose, são substratos mais 

utilizados para produção de hidrogênio, que são facilmente biodegradáveis pelas bactérias 

fermentativas. Entretanto fontes puras de carboidratos encarecem o processo em larga 

escala, sendo assim, se mostra viável a utilização de resíduos com o mesmo potencial, 

para produção de hidrogênio (KAPDAN; KARGI, 2006).  

A utilização de subprodutos agroindustriais, ricos em carboidratos torna-se 

economicamente viável, desde que eles sejam altamente nutritivos, produzidos a partir de 

recursos renováveis, estejam em concentração suficiente para que a fermentação seja 

energeticamente favorável e que, caso algum tratamento prévio for necessário, este seja 

de baixo custo (CHONG et al., 2013; DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011; WANG et al., 

2012).  

A indústria de laticínios gera grande quantidade de efluentes de acordo com o 

produto obtido, como iogurte, leite e manteiga. O alto volume gerado de permeado de 

soro de queijo, provoca um problema em relação a sua disposição final, busca-se então 

novas alternativas para o tratamento desse resíduo (GIRARD et al., 2014). 

O permeado de soro de queijo, é uma matéria prima de grande valor nutritivo, com 

alta concentração de lactose, fato que o torna atrativo como fonte de carbono para 

produção de hidrogênio. É obtido a partir da ultrafiltração do soro de leite, subproduto 

gerado da produção de queijo, é caracterizado por sua alta demanda química e biológica 

de oxigênio (DQO e DBO), composto de lactose (45-50 g/L), proteínas solúveis (6-8 g/L), 

lipídios (4-5 g/L), sais minerais (8-10% de extrato seco), incluindo NaCl, KCl e sais de 

cálcio, e ainda ácidos láctico, úrico e cítrico, ureia e vitaminas do grupo B. Devido à alta 

concentração de lactose, o permeado de soro tem sido utilizado como substrato para o 

crescimento de microrganismos (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012; YOU et al., 

2017). 

Alguns estudos mostram a viabilidade da utilização do soro de queijo para a 

produção de hidrogênio, desde o soro de queijo, soro de queijo em pó e permeado de soro 

de queijo em pó. Estudos de Venetsaneas et al., (2009) estudaram a produção de 

hidrogênio em fermentação escura (sem adição de luz), utilizando o soro de queijo como 

substrato em um reator CSTR. A produção obtida pelos autores foi de 1,9 L de H2/L.dia. 

Davila-Vazquez et al., (2008) estudou o processo fermentativo para produção de 

hidrogênio utilizando soro em pó. Os autores obtiveram um rendimento de                            

3,1 mol H2/mol a lactose, para um pH de 6,0 e uma concentração de 15 g soro/L. 
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A utilização de subprodutos ou resíduos como substrato na produção de 

hidrogênio resulta em benefícios econômicos e ambientais. Porém, a produção de 

hidrogênio depende de vários fatores e a viabilidade da sua utilização deve ser avaliada 

através do desenvolvimento de condições operacionais que resultem em ganho energético 

e ambiental. 

 

 Produtos de valor agregado proveniente do soro de leite. 

 

Nos processos fermentativos ocorre a produção de ácidos orgânicos, que tem 

amplo uso em indústrias farmacêuticas, alimentícias e químicas. Os ácidos orgânicos são 

compostos que possuem de dois a seis átomos de carbono em sua estrutura, sendo mono-

caboxilados de cadeia curta linear, úteis para utilização na indústria química como 

percursores de produtos químicos e derivados reduzidos. 

Os principais métodos de produção dos ácidos orgânicos são por oxidação ou 

carboxilação de percursores químicos derivados do processamento do petróleo. Diante 

disso, a biorrefinaria para produção de ácidos por meio dos processos fermentativos, 

utilizando culturas puras, tem ganhado força, devido à possibilidade de utilização de 

matéria-prima oriunda de fonte de energia renovável, para a geração dos mesmos 

produtos alcançados nas refinarias convencionais, a partir da realização de processos 

microbiológicos. Na Tabela 3.3, encontram-se os valores comerciais de alguns destes 

compostos. 

 

Tabela 3.3. Preço de mercado para diferentes compostos 

Composto Preço (USD/tonelada) 

Ácido acético 400-800 

Ácido butírico 2000 

Ácido propiônico 1500-1700 

Ácido lático 1000-2100 

Etanol 800-2000 

Ácido fórmico  950-1200 

Fonte: (BASTIDAS-OYANEDEL et al., 2015). 
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O ácido láctico é um ácido orgânico amplamente utilizado na indústria alimentar 

e não alimentar, incluindo as indústrias cosmética e farmacêutica, e para produção de 

produtos químicos oxigenados e reguladores de crescimento vegetal. Nos últimos anos, 

tem sido empregado, como matéria prima na produção do biopolímero, ácido poli-láctico, 

que é uma alternativa biodegradável dos plásticos derivados de petroquímicos. O 

biopolímero é usado em suturas cirúrgicas, implantes ortopédicos, sistemas de liberação 

de medicamentos e produtos de consumo descartáveis (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; 

SONOMOTO, 2011; LIANG; MCDONALD; COATS, 2015). 

O ácido butírico é produzido principalmente pela síntese química baseada no 

petróleo. Tendo aplicação industrial em aditivos para aumentar a fragrância de frutas e 

como composto aromático para a produção de perfumes, bebidas, alimentos e cosméticos, 

além de ser conhecido por possuir inúmeras aplicações na medicina, no campo da 

gastroenterologia, no tratamento de patologias hematológicas, metabólicas e neurológicas 

(JIANG et al., 2018; LIU; ZHU; YANG, 2006). 

O ácido propiônico é um intermediário químico importante na síntese de 

herbicidas, é empregado na produção de plásticos a base de celulose, sabores de frutas, 

solventes, bases de perfume e borracha de butila para melhorar a resistência à abrasão. É 

usado na indústria alimentar para inibir o crescimento de fungos, leveduras e algumas 

bactérias (AHMADI; KHOSRAVI-DARANI; MORTAZAVIAN, 2017). 

O ácido acético é o principal ingrediente do vinagre. Na indústria de alimentos é 

utilizado como condimento e conservante. É utilizado como precursor de vários 

compostos, que são usados como moléculas para produção de fármacos (aspirina, 

vitamina E e antibióticos betalactâmicos), agrotóxicos (inseticidas e fungicidas) e 

corantes (MOSCOVIZ et al., 2018). 

A partir dos estudos realizados na literatura, verificou-se que a utilização da 

fermentação em um único estagio, com a presença de co-cultura, contendo um 

microrganismo de fermentação escura (sem adição de luz) e uma espécie de bactéria 

fotossintetizante, possam favorecer um aumento na produção de hidrogênio, visto que, 

essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e a capacidade de degradar os 

metabolitos produzido in situ. 
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 Considerações Finais da Revisão Bibliográfica 

 

A revisão de literatura teve como objetivo buscar conhecimento que fornecessem 

base teórica para melhorar o entendimento no processo de produção de hidrogênio a partir 

do sistema de co-cultura. 

A fermentação escura (sem adição de luz), tem o maior potencial para produção 

de hidrogênio, onde são produzidos ácidos orgânicos e álcoois. Na fotofermentação 

utiliza bactérias fotossintetizantes purpuras não sufurosas, na presença de luz, e elas são 

capazes de converter completamente glicose a H2 e CO2, sendo um método que tem altos 

rendimentos de conversão teórica e capacidade usar compostos orgânicos derivados de 

resíduos como substratos. 

A junção desses dois processos é chamada de sistema híbrido. É realizado a 

fermentação escura (sem adição de luz), com microrganismos anaeróbios estritos ou 

facultativos. Essa fermentação irá gerar um efluente que é rico em ácidos orgânicos, 

produzidos no processo fermentativo. Esse efluente é então utilizado na fotofermentação, 

com as seguintes etapas de pré-tratamento: Centrifugação, a fim de se retirar as células e 

possibilitar o uso do sobrenadante com adição de sais e correção de pH; e esterilização 

do meio, o qual será utilizado na fotofermentação (etapa em que acontecerá a conversão 

dos ácidos orgânicos). 

A partir dos estudos realizados na literatura, verificou-se que a utilização da 

fermentação em um único estágio, com a presença de co-cultura, contendo um 

microrganismo de fermentação escura (sem adição de luz) e uma espécie de bactéria 

fotossintetizante, possam favorecer um aumento na produção de hidrogênio, visto que, 

essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e a capacidade de degradar os 

metabólitos produzido in situ. 

A utilização de um subproduto agroindustrial para a produção de hidrogênio é 

interessante pelo baixo custo e pela grande disponibilidade, além de reduzir as suas 

quantidades nos processos industriais. Esses subprodutos possuem características 

individuais, que devem ser escolhidos estrategicamente para não dificultar as condições 

operacionais ideais. 

  



 

CAPÍTULO 4 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Microrganismos 

 

Neste estudo foram utilizadas três culturas puras de bactérias. O microrganismo 

anaeróbio facultativo utilizado foi Enterobacter cloacae subsp. cloacae (CT) ATCC 

13047, proveniente da coleção de microrganismos da Fundação Oswaldo Cruz. Duas 

cepas de bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris DSM 123 e 

Rhodobacter capsulatus DSM 1710. Tais bactérias foram adquiridas de uma coleção 

alemã de microrganismos e cultura de células, a DSMZ (German Collection of 

Microorganisms and Cell Culture). 

A Enterobacter cloacae foi mantida em meio sólido e refrigerado na temperatura 

de 4 ± 2°C e repicada mensalmente, em meio sólido de Caldo Nutriente (Tabela 4.1). 

 

Tabela 4.1. Composição do meio Caldo Nutriente 

Reagentes Concentração (g/L) 

Extrato de carne 3,0 

Peptona 10,0 

Fosfato de potássio dibásico 1,0 

Cloreto de Sódio 5,0 

Ágar 30,0 

pH 6,8 ± 0,2 

Fonte: (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 

 

Após o repique em meio sólido, as cepas de E. cloacae permaneceram cerca de 

24 horas em estufas a 32 ± 1°C e, em seguida, foram transferidas para o meio líquido, 

sem adição de ágar, onde permaneceram por 48 horas e, posteriormente, foram utilizadas 

no processo fermentativo.  

Os meios de cultivo foram preparados dissolvendo-se os reagentes em água 

deionizada, sendo o pH ajustado com hidróxido de sódio (0,1 M). Em seguida, os meios 
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juntamente com as vidrarias utilizadas foram esterilizados a 121 ± 1°C, a 1 kgf/cm² por 

20 minutos. 

As bactérias fotossintetizantes foram cultivadas de forma separadas, em frascos 

Duran de 500 mL, sendo que, 300 mL de sua capacidade foram preenchidos com meio de 

cultura (290 mL) e inóculo (10 mL). Argônio era borbulhado ao meio por 3 minutos para 

garantir a anaerobiose. No período de 10 a 12 dias, as cepas foram centrifugadas e o 

sedimento era suspenso em um novo meio de cultura. Após a renovação do meio, os 

frascos foram mantidos em uma câmara de germinação a 30 ± 1 °C, com iluminação de 

2200 lux. 

O meio de cultura utilizado para a manutenção das bactérias fotossintetizantes foi 

o meio basal RCV (WEAVER; WALL; GEST, 1975), preparado pela dissolução dos itens 

relacionados nas Tabelas 4.2 e 4.3. 

 

Tabela 4.2 - Componentes do meio RCV. 

Reagente Concentração (g/L) 

Ácido Málico 4,02 

KH2PO4 0,60 

K2HPO4 0,90 

MgSO4.7H2O 0,12 

CaCl2.2H2O 0,075 

Na2EDTA.2H2O 0,02 

Micronutrientes 1 mL 

Tiamina 0,001 

(NH4)2SO4 1,00 

 

Tabela 4.3 - Composições da solução de micronutrientes utilizada no meio RCV. 

Reagente Concentração (g/L) 

H3BO3 2,80 

MnSO4 H2O 1,59 

NaMoO4 2H2O 0,75 

ZnSO4 7H2O 0,24 

CaCl2.2H2O 0,075 

CuCl2 2H2O 0,05 
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4.2 Substrato 

 

 Os substratos empregados nas fermentações foram glicose P.A. e a lactose 

presente no Permeado de Soro de queijo em pó. O Permeado de Soro de queijo em pó foi 

adquirido da empresa Sooro Concentrado Indústria de Produtos Lácteos Ltda. Estes, 

tinham a concentração final de açúcar ajustada para 10,00 g/L.  

A caracterização do permeado de soro de queijo em pó foi realizado pela própria 

empresa o qual foi adquirido e está apresentada na Tabela 4.4. 

 

Tabela 4.4: Características do permeado de soro de queijo da Empresa Sooro 

Concentrado Indústria de Produtos Lácteos Ltda 

Parâmetros Especificação Valores Análise 

Umidade (%) Máximo 4,0 1,05 

Acidez (%) Máximo 2,0 1,93 

Gordura (%) Máximo 1,5 0 

pH 6,0 – 6,7 6,25 

Proteína (%) Mínimo 3,0 1,42 

Cinzas (sais minerais) (%) Máximo 6,0 4,56 

Lactose (%) Mínimo 80 92,97 

 

 

4.3 Reator 

 

Os experimentos foram realizados em biorreatores de 1,5 L - módulo Fermentador 

TE-2003/1,5-E1 (Figura 4.2), com volume reacional de 700 mL, composto por 65 mL 

(9,3%) de inóculo e 635mL (90,7%) do meio fermentescível. No sistema de co-cultura, a 

relação entre as bactérias foram de 1:1. A temperatura da fermentação foi de 32 °C ± 2ºC 

e agitação de 130 rpm. Para os ensaios de fermentação escura não houve a presença de 

luz. Nos ensaios de fotofermentação, a intensidade luminosa foi de 5000 lux, mantida 

com lâmpada fluorescente (25 W). Após a preparação do reator, foi borbulhado gás ao 

meio, durante 15 minutos, para garantir um ambiente anaeróbio. 
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Figura 4.2 – Módulo Fermentador TE-2003/1,5-E1. 

 

 

 

4.4 Condições dos Ensaios 

 

O acompanhamento dos processos fermentativos foi realizado através da coleta 

de amostras periodicamente. Durante os ensaios, amostras do biogás foram coletadas e 

armazenadas em ampolas gasométricas (Construmaq LTDA, Brasil) para posterior 

análise. Simultaneamente, o biogás produzido foi quantificado através de um medidor de 

vazão volumétrica - MilliGas-Counter da Ritter Tipo MGC-1.  

Para o acompanhamento do crescimento celular e da produção de metabólitos, 

amostras de 10 mL do meio reacional foram coletadas com utilização de seringa. Para 

cada amostra, mediu-se a concentração celular por absorbância e, em seguida, esta 

amostra foi centrifugada durante 15 min a 7730 g. A partir do sobrenadante coletado, 

realizou-se quantificação de ácidos orgânicos, etanol e açúcar através da cromatografia 

líquida de alta eficiência. As células separadas após centrifugação foram utilizadas para 

análise de concentração de sólidos voláteis (SV) pelo método gravimétrico. Ao longo do 

ensaio permitiu-se a queda do pH até o valor mínimo de 5,5 e este valor foi controlado 

até o final do processo por adição de solução de NaOH (0,1 M). 

 

4.5 Ensaios de fermentação escura (sem adição de luz) e fotofermentação 

 

Os ensaios para a produção de hidrogênio foram realizados em reator com 

alimentação repetida, verificando a influência do meio de cultivo, fonte de açúcar, 
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ausência de luz ou presença de luz constante, utilização de gás inerte, microrganismos e 

forma de alimentação. 

Nos ensaios realizados na primeira etapa do trabalho foi avaliado a produção de 

hidrogênio, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae, com substrato glicose, sob 

influência de luminosidade e gases inertes, no meio de cultivo Caldo Nutriente. A Tabela 

4.5, apresenta a sequência dos ensaios realizados. 

 

Tabela 4.5: Ensaios avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, utilizando a 

glicose como substrato. 

Ensaio Cultura Gás Luminosidade 

1 E. cloacae Nitrogênio Escuro 

2 E. cloacae Argônio Escuro 

3 E. cloacae Nitrogênio Claro 

4 E. cloacae Argônio Claro 

 

Na segunda etapa, foi avaliada a produção de hidrogênio, utilizando o 

microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato Permeado de Soro de queijo em 

pó, sob influência de luminosidade e gases inertes no meio de cultivo Caldo Nutriente. O 

Permeado de Soro de queijo em pó é um subproduto agroindustrial com alta concentração 

carbônica, sendo uma alternativa para diminuir o uso de fontes puras de carboidratos 

como substrato. A Tabela 4.6, apresenta a sequência dos ensaios realizados. 

 

Tabela 4.6: Ensaios avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, utilizando o 

Permeado de Soro de queijo como substrato.

Ensaio Cultura Gás Luminosidade 

5 E. cloacae Nitrogênio Escuro 

6 E. cloacae Argônio Escuro 

7 E. cloacae Nitrogênio Claro 

8 E. cloacae Argônio Claro 

 

Na terceira etapa, foi avaliado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 
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bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter 

capsulatus, no meio de cultivo RCV, sob influência da fonte de carbono, com o gás inerte 

Argônio e iluminação constante. O processo fermentativo foi realizado em um único 

estágio, pois o microrganismo Enterobacter cloacae é produtor de ácidos orgânicos, e 

esses ácidos são utilizados como substratos para a produção de hidrogênio pelas bactérias 

fotossintetizantes. A Tabela 4.7, apresenta a sequência dos ensaios realizados. 

 

Tabela 4.7: Ensaios avaliando o sistema de co-cultura, no meio de cultivo RCV.

Ensaio Co-cultura Substrato 

9 E. cloacae / R. palustris  Glicose 

10 E. cloacae / R. capsulatus Glicose 

11 E. cloacae / R. palustris Permeado de Soro de queijo em pó 

12 E. cloacae / R. capsulatus Permeado de Soro de queijo em pó 

 

Na quarta etapa, foi avaliado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter 

capsulatus, no meio de cultivo Caldo Nutriente, sob influência da fonte de carbono, com 

o gás inerte Argônio e iluminação constante. O processo fermentativo foi realizado em 

estágio único, de forma análoga à terceira etapa, modificado o meio de cultivo de RCV 

para Caldo Nutriente. A Tabela 4.8, apresenta a sequência dos ensaios realizados. 

 

Tabela 4.8: Ensaios avaliando o sistema de co-cultura, no meio de cultivo Caldo 

Nutriente.

Ensaio Co-cultura Substrato 

13 E. cloacae / R. palustris  Glicose 

14 E. cloacae / R. capsulatus Glicose 

15 E. cloacae / R. palustris Permeado de Soro de queijo em pó 

16 E. cloacae / R. capsulatus Permeado de Soro de queijo em pó 

 

Na quinta etapa do trabalho, foi avaliada a produção de hidrogênio por 

fotofermentação, utilizando o sistema de co-cultura do microrganismo Enterobacter 
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cloacae e as bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e 

Rhodobacter capsulatus, empregando o substrato Permeado de Soro de queijo em pó e 

glicose de forma alternada, sob a influência dos meios de cultivo. A Tabela 4.9, apresenta 

a sequência dos ensaios realizados. 

 

Tabela 4.9: Ensaios avaliando o sistema de co-cultura, empregando o substrato 

Permeado de Soro de queijo em pó e glicose de forma alternada.

Ensaio Co-cultura Meio de Cultivo 

17 E. cloacae / R. palustris  RCV 

18 E. cloacae / R. capsulatus RCV 

19 E. cloacae / R. palustris Caldo Nutriente 

20 E. cloacae / R. capsulatus Caldo Nutriente 

 

Nestes ensaios, a reposição da fonte de carbono foi feita somente após o consumo total 

do açúcar. Para os ensaios com a alternância de substrato seguiu a mesma metodologia, a 

concentração dos açúcares foi monitorada de maneira que, ao ser totalmente consumido, o 

segundo tipo de açúcar já foi adicionado para que não houvesse a falta de substrato. 

 

4.6 Métodos analíticos 

 

4.6.1 Quantificação do crescimento celular 

 

A quantificação do crescimento celular foi feita pela análise de absorbância do meio 

fermentativo no espectrofotômetro modelo Shimadzu UVmini-1240 (comprimento de onda 

Apêndice A), em triplicata, sendo convertido em concentração de células (g/L) por meio de 

uma curva de calibração previamente estabelecida correlacionando a leitura de absorbância com 

a massa seca de células (Apêndice A). 

Para análise, a bactéria foi separada do meio fermentado e, em seguida, lavada com água 

destilada, sendo que ambos os procedimentos foram realizados por centrifugação durante          

10 minutos a 8170 g. Ao sedimento formado, água destilada foi adicionada no mesmo volume 

da solução inicial, formando assim uma suspensão de bactérias, que era quantificada. 
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4.6.2 Quantificação de açúcares e metabólitos formados durante as fermentações 

 

As análises das concentrações dos açúcares e dos metabólitos formados foram realizadas 

em triplicata por Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Figura 4.3), marca Shimadzu 

modelo LC-20A Prominence, coluna SUPELCOGEL C-610H. Empregou-se como fase móvel 

ácido fosfórico (0,1 %), com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32 ºC e volume de 

injeção de 20 μL. As concentrações de açúcares e ácidos foram calculadas com auxílio de 

curvas padrão realizadas previamente (Apêndice A). 

 

Figura 4.3 - Cromatógrafo utilizado na análise dos metabólitos formados e na quantificação 

de açúcares. 

 

 

4.6.3 Quantificação de hidrogênio 

 

O gás produzido foi coletado em seringas graduadas e sua composição determinada em 

triplicata através de cromatografia gasosa utilizando Cromatógrafo Gasoso modelo GC 2014, 

marca Shimadzu (Figura 4.4). 

 

Figura 4.4 - Cromatógrafo utilizado para análise do biogás formado. 
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O Cromatógrafo é equipado com um detector de condutividade térmica e uma coluna 

capilar Carboxen 1010 (comprimento 30 m, diâmetro interno de 0,53 mm). O Argônio foi 

utilizado como gás de arraste. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector durante as 

análises foram 230°C, 30°C e 230°C, respectivamente. Os valores obtidos de hidrogênio foram 

quantificados com o auxílio da curva de calibração. O tempo de análise foi de 17 minutos, sendo 

que o pico do hidrogênio foi formado em 1,25 minutos. 

 

4.7 Conversão 

 

O rendimento em mol de hidrogênio por mol de substrato consumido foi calculado 

segundo a Equação (4.1). 

𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 =  
𝑚𝑜𝑙 𝐻2

𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜
 

(4.1) 

 

 

4.8 Produtividade 

 

O cálculo da produtividade, em relação ao hidrogênio produzido foi feito utilizando-se 

a Equação (4.2). 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =  
𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐻2

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 · 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎çã𝑜
 

(4.2) 

 

  



 

CAPÍTULO 5 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram utilizados como substratos os açúcares glicose P.A. e a lactose, oriunda do 

Permeado do Soro de queijo em pó, açucares presentes na maioria dos efluentes de laticínios, a 

fim de comparar os resultados obtidos. A glicose é um substrato de preferência dos 

microrganismos fermentativos por carboidratos, o que permite um maior entendimento sobre o 

processo envolvido na produção de hidrogênio. A utilização do Permeado do Soro de queijo 

em pó permitiu usar um substrato com a mesma composição em todos os ensaios e possibilitou, 

do ponto de vista da minimização de subprodutos agroindustriais nos processos industriais, a 

produção de um combustível baseado em fontes renováveis. Estes açúcares também são 

consumidos de forma preferencial pela a maioria dos microrganismos estudados.  

A seguir são apresentados os resultados dos processos fermentativos (Itens 5.1 a 5.5), 

conduzido em regime de batelada repetida, avaliando a fonte de carbono, gás inerte, condições 

de luminosidade, meio de cultivo e a forma de alimentação do substrato. 

 

5.1 Fermentações avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato 

glicose. 

 

Na primeira etapa do trabalho, foi estudado o comportamento da Enterobacter cloacae, 

para a produção de hidrogênio, utilizando glicose como fonte de carbono, com o meio de cultivo 

Caldo Nutriente, com modificações de luminosidade e gás inerte, para garantir a anaerobiose 

do meio. A finalidade dessa etapa foi analisar o comportamento do microrganismo, para utilizá-

lo na fotofermentação com as bactérias fotossintetizantes. 

 

5.1.1 Ensaio 1, com o gás inerte nitrogênio sem presença de luz. 

 

As Figuras 5.1 a 5.4, apresentam os resultados do Ensaio 1. A Figura 5.1 correlaciona 

produtividade e conversão, a Figura 5.2 pH e concentração celular e as Figuras 5.3 e 5.4 a 

formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogênio como gás 

inerte e sem a presença de luz. 

 Nota-se, na Figura 5.1, que a produtividade de hidrogênio aumentou até o tempo de       

60 horas, obtendo a máxima produtividade de 207,45 mmol H2/L.dia com uma conversão de 

1,95 mol de H2/mol de hexose consumido.  
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Figura 5.1 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio 

sem presença de luz e glicose. 
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Figura 5.2 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem presença de luz e glicose. 
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A Figura 5.2 apresentou o crescimento celular e pH. A concentração celular aumentou 

de 0,05 g/L para 9,50 g/L em 24 horas do processo fermentativo. Até o tempo de 72 horas, 

observa-se uma nova fase de crescimento, chegando no final do processo fermentativo com 

12,18 g/L. O pH inicial em todos os processos fermentativos é de 6,8 e ao longo do processo o 

pH foi ajustado para manter este parâmetro em 5,5 ponto a ponto. Verificou-se que no ponto 

seguinte ao ajuste de pH, ele já teria sofrido alterações, sendo os responsáveis pela sua variação, 

os ácidos orgânicos que são produzidos durante o processo fermentativo. O baixo pH entre    
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4,25 – 5, no intervalor de tempo de 60 a 120 h, justifica a baixa produção de hidrogênio, uma 

vez que o ótimo para atividade da hidrogenase é de 5,5 (LI; FANG, 2007). 

 

Figura 5.3 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem presença de luz e 

glicose. 
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Figura 5.4 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem presença de luz e glicose. 
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 Nas Figuras 5.3 e 5.4, observa-se a formação dos metabólitos. Há formação do ácido 

acético até o tempo de 36 horas, atingindo uma concentração de 3,10 g/L. Após esse tempo, ela 

se manteve até o final do processo fermentativo. O ácido propiônico foi produzido a partir do 

início da fermentação, mantendo sua concentração em 1,12 g/L. O ácido lático foi produzido 
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em pequenas quantidades até o tempo de 60 horas, alcançando uma concentração de 2,40 g/L. 

Após esse tempo, o ácido lático tem uma rápida produção até 85 h de processo, atingindo uma 

concentração de 14,45 g/L. O ácido butírico foi produzido de forma crescente durante a 

fermentação, até o tempo de 60 h e, em seguida se manteve constante, chegando a uma 

concentração de 6,26 g/L. Observa-se a síntese do etanol até o tempo de 30 horas, e manteve 

constante sua produção até o final do processo fermentativo, obtendo uma concentração final 

de 5,30 g/L.  

A partir do tempo de 60 horas, verificou-se que com a correção do pH para 5,5, os pontos 

subsequentes, houve ainda um decaimento do pH, mesmo com a produção constante dos ácidos, 

há uma possibilidade de produção de outros ácidos orgânicos, em que não foi possível a sua 

detecção na coluna utilizada na cromatografia líquida de alta eficiência. 

A produção de hidrogênio pode ser estimada através da produção dos metabólitos 

(ácidos acético, butírico, propiônico) conforme apresentados nas Equações (3.7), (3.8) e (3.9), 

tal fato se confirma ao analisar a produtividade entre o tempo de 12 a 60 horas de processo 

fermentativo, e após esse tempo de 60 h a concentração celular aumenta e a produção de 

hidrogênio diminui, mostrando que a síntese não é associada. 

 

5.1.2 Ensaio 2, com o gás inerte argônio sem presença de luz. 

 

As Figuras 5.5 a 5.8, apresentam os resultados do Ensaio 2. A Figura 5.5 correlaciona 

produtividade e conversão, a Figura 5.6 pH e concentração celular e as Figuras 5.7 e 5.8 a 

formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando argônio como gás inerte 

e sem a presença de luz. 

Nota-se na Figura 5.5 que, a produtividade máxima obtida foi de 184,67 mmol H2/L.dia 

com uma conversão de 1,66 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. Houve 

um pequeno decréscimo na produtividade até o tempo de 72 horas, com produtividade de 

163,46 mmol H2/L.dia. No tempo de 84 horas obteve-se o segundo ponto de produtividade 

máxima de 178,17 mmol H2/L.dia. O uso do gás argônio, permitiu alcançar a produtividade 

máxima no início do processo fermentativo. Em comparação ao Ensaio 1 utilizando o gás 

nitrogênio, obteve uma produtividade 12,3 % maior que o Ensaio 2, porém essa produtividade 

foi alcançada em um tempo superior (60 h). 

Na Figura 5.6, observa-se o crescimento celular até o tempo de 24 horas atingindo uma 

concentração de 4,49 g/L, mantendo essa concentração até o tempo de 84 horas. No final do 

processo fermentativo a concentração celular foi de 6,64 g/L, perfil semelhante ao encontrado 
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no Ensaio 1. O pH se manteve por volta de 6,0 até o tempo de 60 horas. Após esse período, 

houve um decréscimo no valor do pH, chegando no final do processo fermentativo em 4,2, 

conforme observa-se o aumento das concentrações de ácidos da Figura 5.7 e 5.8. 

 

Figura 5.5 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem 

presença de luz e glicose. 
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Figura 5.6 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem presença de luz e glicose. 
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Observa-se a formação dos metabólitos na Figura 5.7. O ácido acético foi produzido até 

o tempo de 24 horas, com concentração de 2,70 g/L. Até o tempo de 48 horas verifica-se o que 

ácido acético foi consumido, chegando a uma concentração de 0,03 g/L. Após esse tempo, ele 

volta a ser produzido, alcançando uma concentração final de 6,73 g/L. Caso semelhante ao 
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ácido acético acontece com o ácido propiônico. No tempo de 24 horas atinge uma concentração 

de 2,08 g/L, há o consumo do ácido propiônico até o tempo de 72 horas, e volta a ser produzido. 

Em comparação ao Ensaio 1, observa-se que após o tempo de 72 horas, há um aumento na 

concentração dos ácidos e a produção de H2 é diminuída, que está relacionada ao avanço da 

toxicidade do meio por conta da produção dos metabólitos e ao pH baixo, que está fora da 

atividade enzimática ótima.    

 

Figura 5.7 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem presença de luz e 

glicose. 
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Figura 5.8 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem presença de luz e glicose. 
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Na Figura 5.8, verifica-se que o ácido lático atinge a concentração de 7,67 g/L no tempo 

de 12 horas e, após atingir essa concentração, 85% dele é consumido. Após esse período, ele 

volta a ser produzido, alcançando uma concentração de 12,95 g/L. Ocorreu a produção estável 

do ácido butírico, até o tempo de 72 horas. O etanol foi sintetizado continuamente durante o 

processo fermentativo, obtendo ao final, uma concentração de 8,53 g/L. 

 

5.1.3 Ensaio 3, com o gás inerte nitrogênio com a presença de luz. 

 

As Figuras 5.9 a 5.12, apresentam os resultados do Ensaio 3. A Figura 5.9 correlaciona 

produtividade e conversão, a Figura 5.10 pH e concentração celular e as Figuras 5.11 e 5.12 a 

formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogênio como gás 

inerte e com a presença de luz. 

Nota-se na Figura 5.9, que no tempo de 24 horas, obteve-se uma produtividade de 

136,02 mmol H2/L.dia, e passadas mais 60 horas, obteve-se a produtividade máxima de     

156,09 mmol H2/L.dia com uma conversão de 1,46 mol de H2/mol de hexose consumido no 

tempo de 84 horas. Após esse tempo, a produtividade diminuiu. Verifica-se que o uso do gás 

nitrogênio para garantir a anaerobiose do meio, eleva o tempo da produtividade máxima, o 

mesmo ocorrido no Ensaio 1.  

 

Figura 5.9 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio 

com a presença de luz e glicose. 
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Na Figura 5.10, observou-se um rápido crescimento celular até o tempo de 24 horas 

atingindo uma concentração de 4,22 g/L e, somente após o tempo de 72 horas, houve um 

crescimento significativo de células, chegando no final do processo fermentativo com 7,16 g/L. 
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Até o tempo de 72 horas, o pH se manteve na faixa de 5,5 – 6,0, chegando a 4,5 no fim da 

fermentação, o que é confirmado pela produção dos ácidos orgânicos nas Figuras 5.11 e 5.12. 

 

Figura 5.10 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio com a presença de luz e 

glicose. 
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Figura 5.11 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio com a presença de luz 

e glicose. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.11 e 5.12. O ácido acético foi 

produzido até o tempo de 48 horas, observa-se o consumo dele até o tempo de 60 horas. Após 

esse tempo, ele volta a ser produzido em quantidades significativas, alcançando uma 

concentração final de 10,29 g/L. O mesmo foi observado para o ácido propiônico, inicialmente 
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ocorreu a produção, ele foi consumido e voltou a ser produzido, chegando a uma concentração 

de 2,67 g/L. O ácido lático atingiu a concentração de 6,22 g/L no tempo de 24 horas, manteve 

essa concentração por mais 24 horas, 65% dele foi consumido, e voltou a ser produzido, 

alcançando uma concentração de 16,48 g/L. 

 

Figura 5.12 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio com a presença de luz e glicose. 
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A produção do ácido butírico ocorreu de forma constante no tempo de 20 a 70 horas, 

com ligeira oscilação entre produção e consumo de 70 a 130 horas, chegando na concentração 

de 2,33 g/L. O etanol foi sintetizado e continuamente durante o processo fermentativo até o 

tempo de 84 horas, obtendo no final, uma concentração de 9,72 g/L. 

 

5.1.4 Ensaio 4, com o gás inerte argônio com a presença de luz. 

 

As Figuras 5.13 a 5.16, apresentam os resultados do Ensaio 4. A Figura 5.13 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.14 pH e concentração celular e as Figuras 

5.15 e 5.16 a formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando argônio 

como gás inerte e com a presença de luz. 

O comportamento da produtividade de hidrogênio do Ensaio 4 foi similar ao do Ensaio 

3 utilizando o gás nitrogênio. Na Figura 5.13, observa-se que nas primeiras 24 horas, foi 

alcançado uma produtividade de 150,43 mmol H2/L.dia, chegando a uma produtividade 

máxima de 174,57 mmol H2/L.dia com uma conversão de 1,64 mol de H2/mol de hexose 
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consumido no tempo de 60 horas.  Os valores de produtividades encontrados nos Ensaios de    

1 a 4, são próximo, o que indica, que a E. cloacae é capaz de metabolizar em condições distintas. 

 

Figura 5.13 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio com 

a presença de luz e glicose. 
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Figura 5.14 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio com a presença de luz e glicose. 
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Na Figura 5.14 observa-se o rápido crescimento celular até o tempo de 24 horas, 

chegando em uma concentração de 9,75 g/L e se manteve com pequenas variações de 

concentração celular até o final do processo fermentativo. O pH se manteve na faixa de              

5,3 – 5,8 durante quase todo o processo fermentativo. 
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Nas Figuras 5.15 e 5.16, observa-se a formação dos metabólitos. A formação do ácido 

acético e propiônico foi pequena, mas se manteve durante toda a fermentação, chegando a uma 

concentração final de 0,35 e 1,56 g/L, respectivamente. O ácido lático foi produzido em 

pequenas quantidades até o tempo de 36 horas, alcançando uma concentração de 1,17 g/L. Após 

esse tempo, o ácido lático volta a ser produzido em quantidades significativas até o fim da 

fermentação, atingindo uma concentração de 12,32 g/L. 

 

Figura 5.15 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio com a presença de luz e 

glicose. 
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Figura 5.16 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio com a presença de luz e glicose. 
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O ácido butírico foi produzido de forma constante durante a fermentação até o tempo de 

72 horas, sendo observado o seu consumo, até o final do processo fermentativo, chegando a 

uma concentração de 0,8 g/L. O etanol foi sintetizado durante toda a fermentação, sem 

evidenciar o seu consumo. Este fato pode estar relacionado ao decaimento da produção de 

hidrogênio após 80 horas de processo fermentativo. 

 

5.1.5 Consolidado dos Ensaios de 1 a 4 

 

Na Tabela 5.1 observa-se um consolidado dos resultados obtidos nos Ensaios de 1 a 4, 

apresentados nos itens 5.1.1 a 5.1.4. 

Analisando a influência da presença ou não de luz e o tipo de gás inerte na produção de 

hidrogênio utilizando a glicose como fonte de substrato, o comportamento da produtividade foi 

semelhante em todos os ensaios. A produtividade máxima do Ensaio 1 foi 12,3 % superior ao 

do Ensaio 2 em que ambos não tinham a presença de luz, tendo mudança apenas no tipo do gás 

inerte utilizado. A produtividade máxima para o Ensaio 4, foi superior em 11,8 %, ambos 

ensaios com a presença de luz, sendo que no Ensaio 3 foi utilizado o nitrogênio como gás inerte.  

 

Tabela 5.1 - Consolidação dos Ensaios de 1 a 4. 

 Ensaio 1a Ensaio 2b Ensaio 3 c Ensaio 4 d 

Produtividade máxima (mmol H2/L.dia) 207,45 184,67 156,09 174,57 

Tempo da produtividade máxima (h) 60 12 84 60 

Conversão (mol de H2/mol de hexose) 1,95 1,66 1,46 1,64 

Ácido lático (g/L) 14,45 12,95 16,48 12,32 

Ácido acético (g/L) 2,56 6,73 10,29 0,35 

Ácido propiônico (g/L) 1,12 1,77 2,67 1,56 

Ácido butírico (g/L) 6,26 3,26 2,33 0,80 

Etanol (g/L) 5,30 8,53 9,72 12,20 

a – E. cloacae, glicose, nitrogênio, escuro. 
b – E. cloacae, glicose, argônio, escuro. 
c – E. cloacae, glicose, nitrogênio, claro. 
d – E. cloacae, glicose, argônio, claro. 

 

A diferença dos resultados de produtividade utilizando diferentes gases e presença ou 

não de luz, caracteriza que o microrganismo Enterobacter cloacae consegue metabolizar em 

ambas condições, que era esperada, pois o microrganismo é quimiotrófico. Isso sugere que a 

luz não é um fator limitante de crescimento para produção de hidrogênio. Nos Ensaios de             
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1 a 4, foi observado que a formação de ácido láctico comprometeu a produção de hidrogênio. 

Para o ácido acético, as suas concentrações foram baixas em todos os ensaios, exceto no Ensaio 

3. 

A produção biológica de hidrogênio é um processo muito complexo, sendo no presente 

trabalho, influenciado pela forma de alimentação dos substratos e pelo tipo de inóculo utilizado. 

A disponibilidade do substrato no meio reacional, pode aumentar a capacidade da bactéria 

produzir hidrogênio durante todo o processo fermentativo, concentrações de substratos em 

níveis altos, afeta na produção do H2. A forma de alimentação repetida do substrato favorece o 

não o acumulo de substrato no meio, fazendo com que as bactérias consumam todo o substrato 

para que ele seja novamente reposto. Torres de Souza et al. (2019) estudaram produção de 

hidrogênio utilizando a E. cloacae e verificaram a produção de ácidos: butírico, lático e acético, 

nas primeiras horas de fermentação, o mesmo observado neste trabalho. 

Nath, Kumar e Das (2005) estudaram a produção de hidrogênio utilizando a 

Enterobacter cloacae, empregando glicose como fonte de substrato, argônio como gás inerte e 

sem a presença de luz. A conversão obtida pelos autores foi de 1,86 mol de H2/mol de glicose 

consumida. Mohanraj et al. (2014) apresentaram em suas pesquisas a produção de hidrogênio 

na condição de temperatura ambiente, utilizando Enterobacter cloacae, com 10,0 g/L de 

glicose, e o gás inerte nitrogênio. O rendimento obtido na condição de fermentação escura (sem 

adição de luz) foi de 1,44 mol de H2/mol de glicose. Os valores de conversão encontrados no 

presente trabalho, foram na ordem de 1,46 a 1,95 mol de H2/mol de hexose. 

A produção de hidrogênio pode ser estimada através da produção de ácido acético e 

ácido butírico formados durante o processo fermentativo. A formação destes metabólitos 

contribuiu para maior produção de hidrogênio ao meio fermentativo. Essa atribuição está 

baseada em estudos da literatura que mostra que o aumento da produção de hidrogênio é 

acompanhado pela produção dos ácidos acético e butírico, conforme as Equações (3.7) e (3.8), 

usando glicose como substrato (WANG e WAN, 2009; HAFEZ et al., 2010). 

Em seus estudos, Mohanraj et al. (2014), verificaram que as concentrações dos 

principais metabólitos do processo fermentativo para produção de hidrogênio estavam na ordem 

acético > butírico > etanol > propiônico, enquanto que neste estudo, sob as mesmas condições 

foi lático > butírico > etanol > acético > propiônico. 

O efluente gerado pela fermentação escura (sem adição de luz) do microrganismo 

Enterobacter cloacae, é rico em ácidos orgânicos (lático, acético, butírico e propiônico), sendo 

utilizado como substrato para fotofermentação utilizando o próprio microrganismo 

Enterobacter cloacae. Verificou-se que não houve produção de hidrogênio, para este ensaio, 



56 

Capítulo 5 – Resultados e Discussão 

indicando que o microrganismo Enterobacter cloacae não tem a capacidade de consumir os 

metabólitos produzidos por ele na fotofermentação para produção de hidrogênio. 

 

5.2 Fermentações avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 

 

Na segunda etapa do trabalho, foi estudado o comportamento da Enterobacter cloacae, 

para a produção de hidrogênio, utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo 

em pó como fonte de carbono, com o meio de cultivo Caldo Nutriente, com modificações de 

luminosidade e gás inerte, para garantir a anaerobiose do meio. 

 

5.2.1 Ensaio 5, com o gás inerte nitrogênio sem a presença de luz. 

 

As Figuras 5.17 a 5.20, apresentam os resultados do Ensaio 5. A Figura 5.17 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.18 pH e concentração celular e as Figuras 

5.19 e 5.20 a formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogênio 

como gás inerte e sem a presença de luz. 

 

Figura 5.17 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio 

sem a presença de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Nota-se na Figura 5.17, que a produtividade de hidrogênio teve dois picos máximos. O 

primeiro pico de máxima produtividade foi no tempo de 12 horas, com produtividade de       

37,61 mmol H2/L.dia e conversão de 0,64 mol de H2/mol de hexose consumido.  
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O segundo pico de produtividade foi no tempo de 324 horas, com produtividade de    

46,56 mmol H2/L.dia e conversão de 2,03 mol de H2/mol de hexose consumido. Em comparação 

ao Ensaio 1, com mudança apenas no tipo de substrato, verifica-se um comportamento diferente 

de produtividade e conversão quando foi utilizado a glicose, com valores 4 vezes menores.  

Observa-se na Figura 5.18 que o pH manteve na faixa de 5,5 – 6,0 por todo o processo 

fermentativo. Para a concentração celular, nas primeiras 36 horas de fermentação, tem um 

crescimento rápido, e o seu crescimento é contínuo até o tempo de 300 horas, chegando a uma 

concentração final de 16,01 g/L.  

 

Figura 5.18 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem a presença de luz e 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Nas Figuras 5.19 e 5.20 observa-se a formação dos metabólitos. Há formação de ácido 

acético até o tempo de 180 horas, atingindo uma concentração de 4,91 g/L. Após esse tempo, 

ele é consumido até o final do processo fermentativo, chegando a uma concentração de            

1,74 g/L. O ácido propiônico foi produzido em pequenas quantidades durante todo o processo 

fermentativo, atingindo uma concentração final de 0,69 g/L. O ácido lático foi produzido em 

pequenas quantidades até o tempo de 156 horas, alcançando uma concentração de 0,12 g/L. 

Após esse tempo, o ácido lático é produzido em quantidade maiores até o fim da fermentação, 

atingindo uma concentração de 3,30 g/L. 

 O ácido butírico foi produzido de forma crescente durante a fermentação após o tempo 

de 132 horas, chegando a uma concentração final de 12,84 g/L. Observa-se a síntese do etanol 

a partir do tempo de 36 horas, sendo contínua sua produção até o tempo de 228 horas, com uma 
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concentração de 5,5 g/L. No final do processo fermentativo, atinge-se uma concentração de 

etanol final de 3,86 g/L. 

 

Figura 5.19 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem a presença de luz e 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 

0 50 100 150 200 250 300 350

0

1

2

3

4

5

6

7

 

 

Á
ci

d
o
s 

O
rg

ân
ic

o
s 

e 
ál

co
o
l 

(g
/L

)

Tempo (h)

 Acético

 Propiônico

 Etanol

 
 

 

Figura 5.20 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio sem a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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5.2.2 Ensaio 6, com o gás inerte argônio sem a presença de luz. 

 

As Figuras 5.21 a 5.24, apresentam os resultados do Ensaio 6. A Figura 5.21 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.22 pH e concentração celular e as Figuras 
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5.23 e 5.24 a formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando argônio 

como gás inerte e sem a presença de luz. 

Nota-se na Figura 5.21 que, a produtividade máxima obtida foi de 176,05 mmol H2/L.dia 

com uma conversão de 2,28 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. Ao 

longo do processo fermentativo, a produtividade de hidrogênio, foi diminuindo de forma lenta. 

 

Figura 5.21 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem 

a presença de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Figura 5.22 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Na Figura 5.22 observa-se que, o crescimento celular até o tempo de 12 horas atinge 

uma concentração de 5,90 g/L e, o seu crescimento é contínuo até o final do processo 
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fermentativo, obtendo uma concentração de 11,81 g/L. O pH nas 36 horas de fermentação é de 

4,3, indicando produção de ácidos orgânicos e é controlado na faixa de 5 – 5,5. 

Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.23 e 5.24. No tempo de 228 horas, 

o ácido acético atinge uma concentração de 4,69 g/L e é consumido nas próximas 48 horas. 

Após esse tempo, ele volta a ser produzido, alcançando uma concentração final de 5,10 g/L. O 

ácido propiônico tem uma produção significativa até o tempo de 324 horas, com concentração 

de 15,18 g/L, e após esse tempo ele começa a ser consumido até o final da fermentação, 

atingindo uma concentração final de 9,14 g/L.  

 

Figura 5.23 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem a presença de luz e 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Figura 5.24 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio sem a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Observa-se para o ácido lático a sua produção e consumo durante a fermentação. Sua 

concentração máxima foi de 6,05 g/L e no final do processo fermentativo foi de 2,69 g/L. O 

ácido butírico foi produzido em quantidades significativas durante toda a fermentação, 

atingindo uma concentração final de 36,28 g/L. O etanol foi sintetizado continuamente durante 

o processo fermentativo, obtendo no final, uma concentração de 3,99 g/L. 

 

5.2.3 Ensaio 7, com o gás inerte nitrogênio com a presença de luz. 

 

As Figuras 5.25 a 5.28 apresentam os resultados do Ensaio 7. A Figura 5.25 correlaciona 

produtividade e conversão, a Figura 5.26 pH e concentração celular e as Figuras 5.27 e 5.28 a 

formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogênio como gás 

inerte e com a presença de luz. 

Nota-se na Figura 5.24, que a produtividade máxima alcançada foi de                             

65,01 mmol H2/L.dia, com uma conversão de 2,51 mol de H2/mol de hexose consumido no 

tempo de 12 horas. Observa-se que produtividade após decréscimo até cerca de 156 horas, 

voltou a crescer ao longo do processo fermentativo.  

 

Figura 5.25 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio e 

com a presença de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Na Figura 5.26, observa-se um rápido crescimento celular até o tempo de 12 horas 

atingindo uma concentração de 7,10 g/L e após esse tempo, o seu crescimento é constante até 

o final do processo fermentativo, atingindo uma concentração de 17,58 g/L. Nas 12 primeiras 
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horas o pH teve uma queda até atingir 4,78. Passado esse tempo, o seu valor durante o processo 

fermentativo foi mantido entre 5 e 6,5.  

 

Figura 5.26 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio e com a presença de luz e 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Figura 5.27 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio e com a presença de 

luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Ressalta-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.27 e 5.28. O ácido acético foi 

produzido até o tempo de 156 horas, com uma concentração de 7,13 g/L. Passado esse tempo, 

observa-se o consumo dele até o final do processo fermentativo, restando apenas 0,86 g/L. O 
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ácido propiônico foi produzido em pequenas quantidades, chegando ao máximo de 1,94 g/L no 

tempo de 276 horas. O ácido lático foi produzido em pequenas quantidades até o tempo de      

228 horas, após esse tempo, ele atinge a concentração de 3,68 g/L no final do processo 

fermentativo. 

 

Figura 5.28 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte nitrogênio e com a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Ocorre a produção contínua e significativa do ácido butírico, durante todo o processo 

fermentativo, chegando na concentração de 25,49 g/L. O etanol foi sintetizado 

significativamente até tempo de 180 horas, com uma concentração de 9,25 g/L, e passado esse 

tempo, cerca de 23 % é consumido até o final do processo fermentativo. 

 

5.2.4 Ensaio 8, com o gás inerte argônio com a presença de luz. 

 

As Figuras 5.29 a 5.32, apresentam os resultados do Ensaio 8. A Figura 5.29 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.30 pH e concentração celular e as Figuras 

5.31 e 5.32 a formação dos metabólitos, durante o processo fermentativo, utilizando argônio 

como gás inerte e com a presença de luz. 

O comportamento da produtividade de hidrogênio do Ensaio 8 foi similar ao do       

Ensaio 6. Na Figura 5.29 observa-se que, no tempo de 12 horas é alcançado a produtividade de       

197,63 mmol H2/L.dia, com uma conversão de 2,70 mol de H2/mol de hexose consumido. 
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Passado esse tempo, observa-se que a produtividade cai e tem um leve aumento no tempo         

252 horas.  

 

Figura 5.29 – Produtividade e conversão, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio e 

com a presença de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Figura 5.30 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio e com a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Na Figura 5.30 nota-se o rápido crescimento celular até o tempo de 60 horas, chegando 

em uma concentração de 13,67 g/L e se manteve com variações de concentração celular, até o 

final do processo fermentativo, com concentração final de 6,97 g/L. O pH chega a 4,34 no 
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tempo de 36 horas, e manteve-se na faixa de 5,0 – 5,8 após o tempo de 300 horas, até o final do 

processo fermentativo. 

Nas Figuras 5.31 e 5.32, observa-se a formação dos metabólitos. Observa-se para o 

ácido acético, 3 momentos de sua produção (60, 156 e 540 horas) e 2 momentos de consumo 

132 e 516 horas). No final do processo fermentativo, a concentração de ácido acético foi de 

3,65 g/L.  

 

Figura 5.31 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio e com a presença de luz e 

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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Figura 5.32 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, utilizando E. cloacae, com o gás inerte argônio e com a presença de luz e lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. 
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O ácido propiônico foi produzido em quantidades significativas, atingindo uma 

concentração de 10,60 g/L, no tempo de 300 horas. Após esse tempo, o ácido propiônico é 

consumido, chegando em concentração final de 6,53 g/L. O ácido lático é produzido até o tempo 

de 156 horas, com uma concentração de 8,66 g/L. Ele foi consumido e no final do processo 

fermentativo volta a ser produzido, atingindo 2,24 g/L de concentração. O ácido butírico foi 

produzido de forma contínua durante a fermentação, chegando a uma concentração de           

25,93 g/L. O etanol foi sintetizado durante toda a fermentação, sem evidenciar o seu consumo 

expressivo, atingindo uma concentração final de 2,85 g/L. 

 

5.2.5 Consolidado dos Ensaios de 5 a 8 

 

Na Tabela 5.2 observa-se um consolidado dos resultados obtidos nos Ensaios de 5 a 8, 

apresentados nos itens 5.2.1 a 5.2.4. 

Tabela 5.2 - Consolidação dos Ensaios de 5 a 8. 

 Ensaio 5a Ensaio 6b Ensaio 7c Ensaio 8d 

Produtividade máxima (mmol H2/L.dia) 46,55 176,05 65,01 197,63 

Tempo da produtividade máxima (h) 324 12 12 12 

Conversão (mol de H2/mol de hexose) 2,04 2,29 2,52 2,70 

Ácido lático (g/L) 3,30 2,69 3,68 2,24 

Ácido acético (g/L) 1,74 5,10 0,86 3,64 

Ácido propiônico (g/L) 0,69 9,14 0,63 6,53 

Ácido butírico (g/L) 12,84 36,28 25,49 25,93 

Etanol (g/L) 3,86 3,99 3,68 2,85 

a – E. cloacae, permeado, nitrogênio, escuro. 
b – E. cloacae, permeado, argônio, escuro. 
c – E. cloacae, permeado, nitrogênio, claro. 
d – E. cloacae, permeado, argônio, claro. 

 

Analisando a influência da presença ou não de luz e o tipo de gás inerte na produção de 

hidrogênio utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de 

carbono, com o meio de cultivo Caldo Nutriente, pode ser observado que os melhores resultados 

de produtividade foram para os Ensaios 6 e 8, utilizando o gás inerte argônio. A utilização do 

argônio como gás inerte, não favoreceu a produção de ácido acético, favorecendo uma crescente 

produção do ácido butírico. Nos Ensaios 6 e 8, a produtividade máxima foi encontrada no tempo 

de 12 horas e ocorreu uma queda, ficando constante até o final do processo fermentativo. 
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Para os Ensaios 5 e 7, o uso do gás inerte nitrogênio favoreceu a produção do ácido 

acético até por volta do tempo de 160 horas. Passado esse tempo, o ácido acético começou a 

ser consumido e o ácido butírico produzido em quantidades significativas, beneficiando a 

produção de hidrogênio. Em comparação aos ensaios da Etapa 1, verificou-se valores maiores 

de produtividade, menores tempos de fermentação, maiores produções de lático e etanol, 

utilizando a fonte de carbono glicose. Com o uso da lactose proveniente do permeado de soro 

de queijo em pó, observou-se maior produção de ácido butírico, porém, a produção de 

hidrogênio não é sustentada.  

A diferença dos resultados de produtividade com a influência da presença ou não de luz, 

não é tão grande, o que caracteriza que o microrganismo Enterobacter cloacae consegue 

metabolizar em diferentes situações, apresentando diferença ao utilizar gases inertes diferentes.  

Foi observado que as fermentações utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro 

de queijo em pó como fonte de carbono, atingiram concentrações celulares maiores, quando 

comparados às fermentações em que utilizou-se a glicose como fonte de carbono. Observa-se 

uma maior produção do ácido butírico nos ensaios utilizando lactose proveniente do Permeado 

de Soro de queijo em pó como fonte de carbono, favorecendo a produção de hidrogênio 

conforme as Equações (3.7) e (3.18), enquanto nos ensaios utilizando a glicose como fonte de 

carbono, o ácido mais produzido foi o ácido lático. 

A fonte de carbono ajuda a fornecer energia para o metabolismo celular e a formação 

de produtos. A glicose pura é um substrato de alto custo, portanto, a utilização de um 

subproduto agroindustrial ou de matéria-prima renovável, é uma alternativa viável e econômica 

para produção de hidrogênio. Comparando com os resultados dos Ensaios de 1 a 4, onde foi 

utilizado glicose como fonte de carbono, e os Ensaios de 5 a 8, utilizando lactose proveniente 

do Permeado de Soro de queijo em pó, verifica-se que o uso desse subproduto, permite alcançar 

valores significativos na produção de hidrogênio. 

Davila-Vazquez et al., (2008) comparou a utilização de glicose e permeado de soro de 

leite para a E. cloacae variando as concentrações de substrato e pH. Os maiores rendimentos 

obtidos pelos autores foram de 1,46 mols de H2/mol de hexose (fermentação escura (sem adição 

de luz) e utilizando glicose) e de 1,80 mols de H2/mol de hexose (utilizando lactose). 

Comparando com o resultado alcançado no presente trabalho, a conversão foi 27 % superior ao 

encontrado na literatura. 

Khanna et al., (2012), utilizou o gás inerte argônio em fermentação escura (sem adição 

de luz) para a E. cloacae. O rendimento obtido foi de 1,90 mol H2/mol de hexose. Comparando 
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com este trabalho em que o gás argônio foi utilizado, verifica-se que o presente trabalho foi 

superior em 20 % sem a presença de luz, e de 42 % com a presença de luz. 

 

5.3 Fermentações avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentação com o meio basal 

RCV. 

 

Na terceira etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter capsulatus, 

no meio de cultivo RCV, sobre as influências da fonte de carbono, com o gás inerte Argônio e 

sob iluminação constante. O processo fermentativo foi realizado em um único estágio, pois o 

microrganismo Enterobacter cloacae é produtor de ácidos orgânicos, e esses ácidos são 

utilizados como substratos para a produção de hidrogênio pelas bactérias fotossintetizantes. 

 

5.3.1 Ensaio 9, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando glicose como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.33 a 5.36, apresentam os resultados do Ensaio 9. A Figura 5.33 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.34 pH e concentração celular e as Figuras 

5.35 e 5.36 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando glicose como fonte de 

carbono. 

Observa-se pelos resultados apresentados na Figura 5.33 que a máxima produtividade 

obtida foi de 90,47 mmol H2/L.dia com uma conversão de 1,55 mol de H2/mol de hexose 

consumido no tempo de 12 horas. 

Na Figura 5.34, observa-se o que pH foi mantido entre 5 e 5,5. O comportamento do pH 

está diretamente ligado na produção dos ácidos orgânicos no meio fermentativo. Nota-se que a 

concentração celular atinge 7,60 g/L e vai sofrendo oscilações durante a fotofermentação, 

chegando a uma concentração celular final de 4,24 g/L. 

Nas Figuras 5.35 e 5.36, observa-se a formação dos metabólitos. Nota-se que o ácido 

acético e propiônico são produzidos em pequenas quantidades durante todo o processo, 

chegando no final com concentração de 1,38 e 1,89 g/L, respectivamente. 
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Figura 5.33 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando glicose como fonte de carbono em meio RCV. 
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Figura 5.34 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio RCV. 
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O ácido lático foi produzido até o tempo de 72 horas, com uma concentração de            

3,95 g/L. Ele foi consumido e volta a ser produzido até o tempo de 228 horas depois então, 

volta a ser consumido, atingindo uma concentração no final do processo fermentativo de        

5,09 g/L. O ácido butírico atingiu uma produção máxima de 5,82 g/L no tempo de 228 horas e 

2,56 g/L, no final do processo fermentativo. O etanol foi sintetizado até o tempo de 36 horas, 

com concentração de 1,70 g/L, manteve a sua concentração até o tempo de 192 horas, e voltou 

a ser produzido até o final da fotofermentação com concentração de 3,87 g/L. 
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Figura 5.35 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte 

de carbono em meio RCV. 
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Figura 5.36 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte de carbono 

em meio RCV. 
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5.3.2 Ensaio 10, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando glicose como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.37 a 5.40, apresentam os resultados do Ensaio 10. A Figura 5.37 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.38 pH e concentração celular e as Figuras 

5.39 e 5.40 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando glicose como fonte de carbono. 
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Figura 5.37 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando glicose como fonte de carbono em meio RCV. 
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Nota-se na Figura 5.37, a produtividade máxima obtida foi de 133,04 mmol H2/L.dia 

com uma conversão de 1,19 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. Ao 

longo do processo fermentativo, a produtividade de hidrogênio, foi diminuindo de forma lenta 

e constante.  

Na Figura 5.38 observa-se que, o crescimento celular até o tempo de 36 horas atinge 

uma concentração de 6,45 g/L, ocorre uma diminuição da concentração celular e no tempo de 

216 horas, atinge a sua concentração celular máxima de 9,79 g/L. Nesse ensaio, observa-se que 

o pH, teve pequenas variações, ficando em torno de 4,90 – 5,30. 

 

Figura 5.38 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio RCV. 
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Figura 5.39 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como 

fonte de carbono em meio RCV. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.39 e 5.40. Para o ácido acético, a 

sua produção é em pequenas quantidades, chegando no final do processo fermentativo, com 

uma concentração de 1,41 g/L. O ácido propiônico tem o comportamento parecido com o ácido 

acético, atingindo uma concentração final de 2,02 g/L. 

 

Figura 5.40 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio RCV. 
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O ácido lático atinge uma concentração de 7,12 g/L, no tempo de 72 horas. Após, são 

observadas fases de consumo e produção até o final do processo fermentativo quando a 

observada concentração de 4,76 g/L. O ácido butírico foi produzido em quantidades pequenas 
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até o tempo de 108 horas, após esse tempo, a sua produção máxima é de 6,78 g/L no tempo de 

252 horas. O etanol foi sintetizado continuamente até o tempo de 84 horas, com concentração 

de 4,60 g/L. No final do processo fermentativo, a sua concentração é de 3,78 g/L. 

 

5.3.3 Ensaio 11, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó 

como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.41 a 5.44, apresentam os resultados do Ensaio 11. A Figura 5.41 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.42 pH e concentração celular e as Figuras 

5.43 e 5.44 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.41 que, no tempo de 12 horas, a produtividade foi de                       

71,80 mmol H2/L.dia com uma conversão de 1,23 mol de H2/mol de hexose consumido. Em 

seguida, no tempo de 84 horas obteve-se a produtividade máxima de 79,68 mmol H2/L.dia com 

uma conversão de 2,38 mol de H2/mol de hexose consumido.  

 

Figura 5.41 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono 

em meio RCV. 
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Na Figura 5.42, observa-se um rápido crescimento celular até o tempo de 24 horas 

atingindo uma concentração de 6,21 g/L. A concentração celular se manteve com pequenas 
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oscilações até o final do processo fermentativo, com concentração de 4,68 g/L. O pH diminuiu 

até o valor de 5,15 no tempo de 48 horas, e se manteve com pequenas variações, até o fim da 

fotofermentação. 

 

Figura 5.42 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.43 e 5.44. O ácido acético e o 

ácido propiônico foram produzidos em pequenas quantidades até o tempo de 192 horas, 

atingindo concentração no final do processo fermentativo de 1,93 e 2,76 g/L, respectivamente.  

 

Figura 5.43 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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O ácido lático atinge a concentração de 4,78 g/L no tempo de 60 horas, no tempo de     

84 horas 85 % dele é consumido, volta a ser produzido, atingindo sua concentração máxima de 

8,15 g/L no tempo de 228 horas. Ocorre a produção estável do ácido butírico, durante todo o 

processo fermentativo, chegando na concentração de 3,57 g/L. 

 

Figura 5.44 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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O etanol foi sintetizado até o tempo de 36 horas, sendo consumido até o tempo de             

60 horas. Após, volta a ser produzido até o tempo de 156 horas, com concentração de 2,04 g/L. 

Atinge sua concentração máxima de 5,39 g/L no tempo de 228 horas. 

 

5.3.4 Ensaio 12, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte 

de carbono. 

 

As Figuras 5.45 a 5.48, apresentam os resultados do Ensaio 12. A Figura 5.45 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.46 pH e concentração celular e as Figuras 

5.47 e 5.48 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando a lactose proveniente do Permeado 

de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

Na Figura 5.45, a produtividade máxima alcançada foi de 141,67 mmol H2/L.dia, com 

uma conversão de 2,82 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 60 horas. Observa-

se que produtividade vai decaindo ao longo do processo fermentativo.  
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Figura 5.45 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono 

em meio RCV. 
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Na Figura 5.46, observa-se um rápido crescimento celular até o tempo de 24 horas 

atingindo uma concentração de 3,78 g/L, e após, o crescimento celular tem uma fase com pouca 

variação e depois aumenta e no final decresce atingindo uma concentração de 8,59 g/L. No 

tempo entre 144 e 228 horas, atingiu a concentração celular máxima de 13,38 g/L. Para o pH, 

no tempo de 60 horas, ele é de 5,04 e se manteve até o final do processo fermentativo.  

 

Figura 5.46 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.47 e 5.48. O ácido acético e o 

ácido propiônico são produzidos de forma contínua, atingindo sua concentração máxima de 

2,56 e 3,84 g/L, respectivamente. O ácido lático foi produzido desde o início do processo 

fermentativo, chegando a uma concentração final de 7,93 g/L. Até o tempo de 144 horas, o 

ácido butírico foi produzido em pequenas quantidades, após esse tempo, sua produção é 

intensificada, alcançando sua concentração máxima de 9,40 /L. 

 

Figura 5.47 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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Figura 5.48 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio RCV. 
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O etanol foi sintetizado significativamente até o tempo de 132 horas, com uma 

concentração de 4,345 g/L, e observado fase de consumo e retomada na sua produção até o final 

do processo fermentativo. 

 

5.3.5 Consolidado dos Ensaios de 9 a 12 

 

Na Tabela 5.3 observa-se um consolidado dos resultados obtidos nos Ensaios de 9 a 12, 

apresentados nos itens 5.3.1 a 5.3.4. 

 

Tabela 5.3 - Consolidação dos Ensaios de 9 a 12. 

 Ensaio 9a Ensaio 10 b Ensaio 11 c Ensaio 12 d 

Produtividade máxima (mmol H2/L.dia) 90,47 133,04 79,68 141,67 

Tempo da produtividade máxima (h) 12 12 84 60 

Conversão (mol de H2/mol de hexose) 1,54 1,19 2,38 2,82 

Ácido lático (g/L) 5,09 4,76 6,52 7,93 

Ácido acético (g/L) 1,38 1,41 1,93 2,56 

Ácido propiônico (g/L) 1,89 2,02 2,76 3,84 

Ácido butírico (g/L) 2,56 2,61 3,58 9,40 

Etanol (g/L) 3,87 3,78 5,18 6,58 

a – E. cloacae / R. palustris, glicose, meio RCV. 
b – E. cloacae / R. capsulatus, glicose, meio RCV. 
c – E. cloacae / R. palustris, permeado, meio RCV. 
d – E. cloacae / R. capsulatus, permeado, meio RCV. 

 

Na terceira etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo RCV. Observa-se comportamento semelhante para ambos os ensaios em que 

foi modificado a fonte de carbono. Os melhores resultados de produtividade de hidrogênio, 

foram para os Ensaios 10 e 12, sendo que no Ensaio 10 foi utilizada glicose e no Ensaio 12 foi 

utilizada a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

O menor tempo em que se obteve a produtividade máxima foi no Ensaio 10, onde foi utilizado 

microrganismo Enterobacter cloacae e as bactérias púrpuras não sulfurosas Rhodobacter 

capsulatus. Foi observado que as fermentações utilizando lactose proveniente do Permeado de 

Soro de queijo em pó como fonte de carbono, atingiram concentrações celulares maiores, 

quando comparadas às fermentações em que utilizou-se a glicose como fonte de carbono. 
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Verifica-se que o meio RCV contém 90,57 mg/L de carbono total e 47,28 mg/L de nitrogênio 

total, tais parâmetros pode influenciar diretamente na produção de hidrogênio. 

Verifica-se o que os principais ácidos produzidos são o lático e o butírico. Estudos 

relatam que as proporções de ácido butírico presente no meio reacional é importante para prever 

a via metabólica adequada para maior produção de hidrogênio. Evidencia-se nos ensaios 

realizados neste trabalho, que a rota metabólica seguida para produção de hidrogênio é a do 

ácido butírico.  

Rabelo et al. (2018) estudaram o efeito interativo da concentração e do pH do substrato, 

para diferentes tipos de bactérias (Clostridium, Bacillus e Enterobacter), através da aplicação 

do planejamento composto central, otimizando as respostas de hidrogênio e ácidos orgânicos. 

Os principais ácidos produzidos foram butírico, succínico, isovalérico, propiônico e acético. Os 

autores afirmam que as variações nas concentrações de ácidos orgânicos indicaram uma 

mudança de trajetória quando a concentração do substrato e o pH foram alterados, e a produção 

de ácido butírico foi afetada pela modificação dessas duas variáveis, com um nível de 

significância de 5% por ANOVA. O melhor valor de pH para a produção de ácido butírico foi 

6 e com uma concentração de 9,2 g/L de bagaço de cana como substrato. Em contraste com o 

presente trabalho, durante todo o processo o pH foi ajustado para manter esse parâmetro acima 

de 5,5 ponto a ponto e a concentração de substrato utilizada foi de 10,0 g/L. 

 Morsy (2015) estudou a produção de hidrogênio por fotofermentação, utilizando a 

bactéria de fermentação escura (sem adição de luz) Clostridium acetobutylicum e as bactérias 

fotossintetizantes R. capsulatus e R. sphaeroides. Ele obteve melhores resultados para produção 

de hidrogênio em co-cultura do que ao usar cada uma das bactérias isoladas na fermentação 

escura (sem adição de luz) e fotofermentação, utilizando o gás inerte nitrogênio com a presença 

de iluminação. Esse resultado foi devido às eficiências variadas de cada uma das bactérias 

estudadas na conversão de vários ácidos orgânicos produzidos pela fermentação escura (sem 

adição de luz). 

Ding et al. (2009) investigaram diferentes parâmetros (tampão fosfato, pH,  proporção 

de bactérias e intensidade luminosa) para produção de hidrogênio, utilizando a co-cultura de 

Clostridium Butyricum e Rhodopseudomonas faecalis imobilizadas RLD-53. A proporção de 

bactérias de fermentação escura (sem adição de luz) e fotossintetizantes foi de 1:10. A 

produtividade máxima de hidrogênio foi de 33,85 mL H2/L.h. Em comparação com o presente 

estudo, no qual foram utilizadas as bactérias E. cloacae e PNS, a proporção de bactérias 

utilizada foi de 1:1, fazendo a conversão da produtividade do Ensaio 12, em que foi o maior 
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valor encontrado, a produtividade máxima equivale a 148,86 mL H2/L.h, levando-as a ter um 

desempenho maior de produção de hidrogênio.  

 

5.4 Fermentações avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentação com o meio de 

cultura Caldo Nutriente. 

 

Na quarta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo Caldo Nutriente, sobre as influências da fonte de carbono, com o gás inerte 

Argônio e sob iluminação constante. 

 

5.4.1 Ensaio 13, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando glicose como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.49 a 5.52, apresentam os resultados do Ensaio 13. A Figura 5.49 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.50 pH e concentração celular e as Figuras 

5.51 e 5.52 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando glicose como fonte de 

carbono. 

 

Figura 5.49 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando glicose como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Nota-se na Figura 5.49 que, a produtividade máxima foi de 110,55 mmol H2/L.dia e 

conversão de 1,34 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 36 horas. 

Observa-se na Figura 5.50 que o pH manteve-se na faixa de 5,5 – 6,0 por todo o processo 

fermentativo. Para a concentração celular, nas primeiras 36 horas de fermentação, tem um 

crescimento rápido, atingindo uma concentração de 6,07 g/L. A concentração celular se 

manteve com pequenas variações até o tempo de 216 horas. Após esse tempo, ocorre um 

decaimento da concentração de células.  

 

Figura 5.50 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Nas Figuras 5.51 e 5.52, observa-se a formação dos metabólitos. Há formação do ácido 

acético até o tempo de 60 horas, atingindo uma concentração de 1,07 g/L. Após esse tempo, ele 

é consumido até o tempo de 180 horas, com concentração de 0,39 g/L, e volta a ser produzido 

até o final do processo fermentativo, chegando a uma concentração de 1,93 g/L. 

O ácido propiônico foi detectado em pequenas quantidades até o tempo de 72 horas. A 

partir desse tempo, ocorre a formação do ácido propiônico até o final do processo fermentativo, 

atingindo uma concentração de 5,73 g/L. O ácido lático foi produzido em grandes quantidades 

até o tempo de 120 horas, alcançando uma concentração de 17,27 g/L. Após esse tempo, cerca 

de 65 % do ácido lático é consumido até o tempo de 276 horas e volta a ser produzido até o fim 

da fermentação, atingindo uma concentração de 15,14 g/L. O ácido butírico foi produzido de 

forma crescente, porém em pequenas quantidades até o tempo de 168 horas. Passado esse 

tempo, dobra de valor e continua a ser produzido, atingindo uma concentração final de           
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19,80 g/L. Observa-se que síntese do etanol iniciou apenas a partir do tempo de 108 horas e 

tem produção contínua até o final do processo fermentativo, com concentração de 5,12 g/L. 

 

Figura 5.51 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte 

de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Figura 5.52 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando glicose como fonte de carbono 

em meio Caldo Nutriente. 
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5.4.2 Ensaio 14, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando glicose como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.53 a 5.56, apresentam os resultados do Ensaio 14. A Figura 5.53 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.54 pH e concentração celular e as Figuras 

5.55 e 5.56 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando glicose como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.53 que, a produtividade máxima obtida foi de 122,58 mmol H2/L.dia 

com uma conversão de 2,64 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. No 

tempo de 60 horas, os valores da produtividade caíram em 50 %, e foi diminuindo de forma 

lenta e constante. Após o tempo de 250 horas, a produtividade e conversão se manteve 

aproximadamente constante. 

 

Figura 5.53 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando glicose como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Na Figura 5.54, observa-se que o crescimento celular até o tempo de 24 horas atinge 

uma concentração de 3,33 g/L, e se manteve até o tempo de 204 horas. Após esse tempo, 

verifica-se que ocorre um aumento da concentração de células. O pH sofre algumas variações 

ao longo do processo fermentativo. Observa-se que até o tempo de 60 horas, o seu valor é de 

4,4 e é feito a correção com NaOH, para ficar na faixa entre 5,0 – 5,5. 

Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.55 e 5.56. O ácido butírico foi 

produzido em quantidades pequenas até o tempo de 180 horas, com concentração de 3,43 g/L. 

Após esse tempo, a sua quantidade é expressiva, alcançando 23,32 g/L.  
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Figura 5.54 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Figura 5.55 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como 

fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Para o ácido acético verifica-se a sua produção e consumo até o tempo de 192 horas, 

atingindo concentrações mínimas e máximas de 0,18 e 1,13 g/L, respectivamente. Após esse 

tempo, a sua produção atinge concentração final de 2,14 g/L no tempo de 420 horas. Até o 

tempo de 180 horas, o ácido propiônico tem o mesmo comportamento que o ácido acético, é 

produzido e posteriormente consumido. A partir do tempo de 192 horas até o final do processo 

fermentativo a sua produção é mais expressiva, alcançando uma concentração final de 6,25 g/L. 
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Figura 5.56 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de 

carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Observa-se que, para o ácido lático atinge concentração de 13,09 g/L no tempo de           

84 horas e é consumido até o tempo de 180 horas. A sua produção é retomada, seguido de 

consumo até o final do processo fermentativo com concentração de 7,17 g/L. O etanol foi 

sintetizado a partir do tempo de 108 horas e é contínuo até o final do processo fermentativo, 

obtendo uma concentração final de 4,97 g/L. 

 

5.4.3 Ensaio 15, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó 

como fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.57 a 5.60, apresentam os resultados do Ensaio 15. A Figura 5.57 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.58 pH e concentração celular e as Figuras 

5.59 e 5.60 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.57 que, no tempo de 48 horas, a produtividade de hidrogênio foi de 

100,64 mmol H2/L.dia. Após esse tempo, observa-se que a produtividade máxima alcançada foi 

de 172,08 mmol H2/L.dia, com uma conversão de 2,90 mol de H2/mol de hexose consumido no 

tempo de 180 horas.  
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Figura 5.57 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono 

em meio Caldo Nutriente. 
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Na Figura 5.58, observa-se um rápido crescimento celular até o tempo de 36 horas 

atingindo uma concentração de 8,35 g/L, e no tempo de 180 horas, atinge a concentração celular 

máxima de 14,76 g/L, coincidindo com o ponto da produtividade máxima. O pH se manteve na 

faixa ideal produção de hidrogênio que é entre 5,0 – 5,5.  

 

Figura 5.58 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.59 e 5.60. O ácido acético tem um 

ponto de maior produção no tempo de 36 horas, com concentração de 5,25 g/L. Após, até o 

tempo de 192 horas, ocorre seu consumo e produção. Ao final do processo fermentativo, a 
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concentração do ácido acético é de 1,64g/L. O ácido propiônico atinge a concentração de        

1,93 g/L no tempo de 36 horas e é consumido até o tempo de 84 horas, com concentração de 

0,55 g/L. Após, a concentração eleva-se e atinge 5,63 no final do processo. 

 

Figura 5.59 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo 

Nutriente. 
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Figura 5.60 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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O ácido lático atinge sua concentração máxima de 11,36 g/L no tempo de 144 horas e é 

consumido em pequenas quantidades até o final do processo fermentativo. Ocorre a produção 

contínua e significativa do ácido butírico, durante todo o processo fermentativo, chegando na 
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concentração de 15,68 g/L. O etanol foi sintetizado a partir do tempo de 12 horas, apresentando 

uma produção contínua, com uma concentração final de 4,04 g/L. 

 

5.4.4 Ensaio 16, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte 

de carbono. 

 

As Figuras 5.61 a 5.64 apresentam os resultados do Ensaio 16. A Figura 5.61 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.62 pH e concentração celular e as Figuras 

5.63 e 5.64 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando a lactose proveniente do Permeado 

de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

Observa-se, pelos resultados apresentados na Figura 5.61, comportamento crescente até 

sua máxima produtividade de hidrogênio de 201,15 mmol H2/L.dia com uma conversão de    

2,73 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 204 horas. 

 

Figura 5.61 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono 

em meio Caldo Nutriente. 
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Na Figura 5.62, observa-se o que pH foi mantido entre 5,0 e 5,5. Nota-se que a 

concentração celular atinge 7,09 g/L no tempo de 36 horas e se manteve até o tempo de             

132 horas. Após, ela atinge sua concentração celular máxima de 16,64 g/L no tempo de 192 

horas e decai até o final do processo fermentativo. 



89 

Capítulo 5 – Resultados e Discussão 

Nas Figuras 5.63 e 5.64, observa-se a formação dos metabólitos. Observa-se que, o ácido 

acético atinge 3,18 g/L no tempo de 36 horas e é parcialmente consumido até o tempo de          

108 horas. A sua produção e consumo é estável durante o processo fermentativo. 

 

Figura 5.62 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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Figura 5.63 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo 

Nutriente. 
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Verifica-se para o ácido propiônico, que a sua produção se dá em maiores quantidades 

a partir do tempo de 108 horas até o final do processo, alcançando uma concentração de          

8,70 g/L. O ácido lático foi produzido e atinge sua concentração máxima de 13,08 g/L no tempo 
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de 132 horas, após, ele é consumido em pequenas quantidades. Para o ácido butírico, ele foi 

produzido durante todo processo fermentativo, atingindo uma concentração final de 24,19 g/L. 

 

Figura 5.64 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do 

Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente. 
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O etanol foi sintetizado continuamente por todo o processo fermentativo, atingindo sua 

concentração máxima de 6,23 g/L no final.  

 

5.4.5 Consolidado dos Ensaios de 13 a 16 

 

Na Tabela 5.4 observa-se um consolidado dos resultados obtidos nos Ensaios de 13 a 

16, apresentados nos itens 5.4.1 a 5.4.4. 

Na quarta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo Caldo Nutriente. Observa-se que os melhores resultados de produtividade de 

hidrogênio, foram para os Ensaios 15 e 16, ambos utilizando a lactose proveniente do Permeado 

de Soro de queijo em pó como fonte de carbono, indicando que as bactérias convertem melhor 

o carbono presente da lactose em hidrogênio. 

Observa-se que para os Ensaios 13 e 14, em que a fonte de carbono utilizada foi a 

glicose, as produtividades máximas ocorreram no tempo de 36 e 12 horas, respectivamente. 

Enquanto que, para os Ensaios 15 e 16, onde foi utilizada a lactose proveniente do Permeado 
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de Soro de queijo em pó como fonte de carbono, a produtividade máxima demorou a ser 

alcançada, sendo obtida no tempo de 180 e 204 horas, respectivamente.  

 

Tabela 5.4 - Consolidação dos Ensaios de 13 a 16. 

 Ensaio 13a Ensaio 14 b Ensaio 15 c Ensaio 16 d 

Produtividade máxima (mmol H2/L.dia) 110,55 122,59 172,08 201,15 

Tempo da produtividade máxima (h) 36 12 180 204 

Conversão (mol de H2/mol de hexose) 1,35 2,64 2,90 2,73 

Ácido lático (g/L) 15,14 7,17 5,36 8,28 

Ácido acético (g/L) 1,93 2,14 1,64 2,53 

Ácido propiônico (g/L) 5,73 6,24 5,63 8,70 

Ácido butírico (g/L) 19,80 23,32 15,68 24,19 

Etanol (g/L) 5,12 4,97 4,04 6,23 

a – E. cloacae / R. palustris, glicose, meio CN. 
b – E. cloacae / R. capsulatus, glicose, meio CN. 
c – E. cloacae / R. palustris, permeado, meio CN. 
d – E. cloacae / R. capsulatus, permeado, meio CN. 

 

Em comparação aos Ensaios de 9 a 12, onde foram utilizados o meio RCV como meio 

reacional, e nos Ensaios de 13 a 16, utilizando como meio reacional o Caldo Nutriente, trata-se 

de dois meios com composições diferentes, e essa composição pode ter influenciado na 

produção de hidrogênio.  Verifica-se que o meio Caldo Nutriente contém 3055 mg/L de carbono 

total e 1393 mg/L de nitrogênio total. Nota-se que a quantidade de carbono e nitrogênio total 

presente no meio Caldo Nutriente é consideravelmente superior ao meio RCV, impactando 

diretamente na produção de hidrogênio, que são provenientes dos reagentes extrato de carne e 

peptona, presentes na composição do meio. Vale ressaltar, que o uso da co-cultura com a            

R. capsulatus, promove melhores resultados de produtividade de hidrogênio em ambas etapas 

3 e 4, conforme visto nos Ensaios 10, 11, 14 e 16, respectivamente. 

Estudo como o de Khanna et al. (2011), mostraram a viabilidade promissora do uso do 

Permeado de Soro de queijo em pó para produção de hidrogênio com suplementação de extrato 

de levedura. O uso do soro de queijo sem suplementação, resultou em baixa produção de 

hidrogênio. Fazendo a suplementação com extrato de levedura (0.3% w/v), alcançaram valores 

de 1,6 vezes maiores em comparação sem a suplementação. 

Verifica-se que a utilização da lactose, proveniente do Permeado de Soro de queijo em 

pó como fonte de carbono, manteve alta a produtividade de hidrogênio por mais tempo, 

comparando com os resultados obtidos com a glicose.  Foi observado que na utilização da 
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cultura pura de E. cloacae, a resposta de produtividade apresentou resultados maiores, 

utilizando a glicose como substrato, enquanto que, na utilização da co-cultura, os melhores 

resultados foram utilizando a lactose proveniente do permeado de soro de queijo em pó. Pode 

ser observado nos perfis de produtividade utilizando a glicose, ocorre um pico de hidrogênio 

no início da a fermentação e logo decai, já com o Permeado de Soro de queijo em pó, o pico de 

hidrogênio ocorre após um certo tempo do início do processo de fermentação e permanece 

constante por um período de quase 100 horas, até que ocorra uma deterioração. 

Em trabalhos encontrados na literatura, destacam o uso do Permeado de Soro de queijo 

em pó a fim de manter a cultura ativa por mais tempo, prolongando o tempo do processo 

fermentativo e alcançando produtividades elevadas por mais tempo. Machado et al. (2018) e 

Moreira et al. (2017), também avaliaram o processo em lotes para produção de H2 empregando 

o Permeado de Soro de queijo em pó como substrato, com bactérias PNS e cultura mista, 

respectivamente. Os autores conseguiram estender o processo fermentativo por mais de           

450 horas. 

Burrows et al. (2009) relataram que a utilização da fonte de nitrogênio no meio de 

crescimento leva a um aumento de 1,7 vezes na produção de hidrogênio. Em seus estudos, 

utilizaram o microrganismo Synechocystis sp. PCC 6803, sob iluminação, com gás inerte 

nitrogênio.   

 

5.5 Fermentações avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentação, com os 

substratos glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó, com 

adição alternada. 

 

Na quinta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo RCV ou Caldo Nutriente, sobre as influências da alimentação alternada da fonte 

de carbono, glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó, com o gás 

inerte Argônio e sob iluminação constante. 
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5.5.1 Ensaio 17, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando o meio RCV, alternando a fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.65 a 5.68, apresentam os resultados do Ensaio 17. A Figura 5.65 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.66 pH e concentração celular e as Figuras 

5.67 e 5.68 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando o meio de cultivo RCV, com 

alimentação alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó 

como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.65, que a produtividade de hidrogênio foi crescente até o tempo de 

96 horas, obtendo a máxima produtividade de 74,30 mmol H2/L.dia com uma conversão de     

1,53 mol de H2/mol de hexose consumido.  

 

Figura 5.65 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando lactose e glicose, com adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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A Figura 5.66 apresenta o crescimento celular e pH. Há um crescimento celular até o 

tempo de 36 horas, atingindo 4,53 g/L. A concentração celular sofre variações até o tempo de 

192 horas, onde atinge a sua concentração celular máxima de 7,68 g/L.  Após, observa-se um 

decaimento até o final do processo fermentativo. O pH demorou a cair, indicando a produção 

de ácidos orgânicos no tempo de 36 horas. Após, o pH era corrigido para ficar próximo de 5,5. 
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Figura 5.66 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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Nas Figuras 5.67 e 5.68, observa-se a formação dos metabólitos. Há formação do ácido 

acético em todo o processo fermentativo, atingindo sua concentração máxima de 10,06 g/L no 

final do processo.  

 

Figura 5.67 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, 

com adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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O ácido propiônico teve pouca participação nesse ensaio, a sua concentração se manteve 

bem baixa durante todo o processo fermentativo, chegando ao final do processo com 

concentração de 0,03 g/L. Conforme a Figura 5.68, até o tempo de 60 horas, a quantidade de 
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ácido lático produzido foi de 1,04 g/L, após sua produção foi significativa, atingindo uma 

concentração máxima de 13,60 g/L no tempo de 204 horas. A produção do ácido butírico foi 

iniciada apenas no tempo de 72 horas. Após esse tempo, a sua produção atingiu uma 

concentração de 9,29 g/L no final do processo fermentativo. 

 

Figura 5.68 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com adição 

alternada, como substrato em meio RCV. 
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5.5.2 Ensaio 18, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando o meio RCV, alternando a fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.69 a 5.72, apresentam os resultados do Ensaio 18. A Figura 5.69 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.70 pH e concentração celular e as Figuras 

5.71 e 5.72 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando o meio de cultivo RCV, com 

alimentação alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó 

como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.69, a produtividade máxima foi de 112,36 mmol H2/L.dia com uma 

conversão de 2,10 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 72 horas. Após esse tempo, 

observa-se um decaimento na produtividade e conversão.  

Na Figura 5.70, observa-se o crescimento celular até o tempo de 108 horas atingindo 

uma concentração de 4,05 g/L, após esse tempo, a concentração celular dobrou de valor, 
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alcançando 11,02 g/L. Verifica-se que até o final do processo fermentativo, ocorre diminuição 

da concentração celular. O pH se manteve entre 5,0 e 6,0, sendo este um pH ótimo para 

produção de hidrogênio.  

 

Figura 5.69 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando lactose e glicose, com adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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Figura 5.70 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.71 e 5.72. O ácido propiônico 

manteve o mesmo comportamento que o Ensaio 17, chegando no final do processo fermentativo 
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com concentração de 0,4 g/L. O ácido acético é produzido continuamente durante todo o 

processo fermentativo, alcançando uma concentração final e 14,33 g/L. 

 

Figura 5.71 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, 

com adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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Figura 5.72 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio RCV. 
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O ácido lático e o ácido butírico teve produção continua durante todo o processo, 

obtendo no final a concentração de 24,15 e 13,23 g/L, respectivamente. 
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5.5.3 Ensaio 19, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas 

palustris, utilizando o meio Caldo Nutriente, alternando a fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.73 a 5.76, apresentam os resultados do Ensaio 19. A Figura 5.73 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.74 pH e concentração celular e as Figuras 

5.75 e 5.76 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando o meio de cultivo Caldo 

Nutriente, com alimentação alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro 

de queijo em pó como fonte de carbono. 

Observa-se pelos resultados apresentados na Figura 5.73 que a máxima produtividade 

obtida foi de 262,77 mmol H2/L.dia com uma conversão de 2,32 mol de H2/mol de hexose 

consumido no tempo de 132 horas. O tempo da produtividade máxima, foi longo, porém foram 

alcançados altos valores de produtividade durante todo o processo fermentativo. 

 

Figura 5.73 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, 

utilizando lactose e glicose, com adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Na Figura 5.74, observa-se o que pH foi mantido entre 5,4 e 5,8 durante todo o processo 

fermentativo. O comportamento do pH está diretamente ligado na produção dos ácidos 

orgânicos no meio fermentativo. Nota-se que a concentração celular atinge 7,59 g/L no tempo 

de 24 horas, e vai sofrendo pequenas oscilações até o tempo 72 horas. Após, ela atinge sua 

concentração celular máxima de 14,80 g/L no tempo de 192 horas. 
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Figura 5.74 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Nas Figuras 5.75 e 5.76, observa-se a formação dos metabólitos. Observa-se que o ácido 

acético atinge uma concentração de 3,50 g/L no tempo de 36 horas, é consumido e se manteve 

em 1,44 g/L até o tempo de 168 horas. O ácido acético tem a sua produção retomada, alcançando 

sua concentração máxima de 7,52 g/L no tempo de 324 horas. 

 

Figura 5.75 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, 

com adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Para o ácido propiônico, ele foi produzido em quantidades significativas a partir do 

início do processo fermentativo. Verifica-se que ele é consumido e produzido. A sua 
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concentração máxima alcançada foi de 6,330 g/L no tempo de 204 horas. O ácido lático foi 

produzido em pequenas quantidades até o tempo de 60 horas, em seguida ele começa a ser 

produzido em quantidades significativas, atingindo concentração final de 11,18 g/L. 

 

Figura 5.76 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com adição 

alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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O ácido butírico começa a ser produzido significativamente a partir do tempo de               

60 horas. A concentração máxima alcançada foi de 20,34 g/L no tempo de 216 horas. O etanol 

foi sintetizado a partir do tempo de 24 horas, e sua concentração se manteve com pequenas 

oscilações até o final do processo fermentativo, com concentração de 2,54 g/L. 

 

5.5.4 Ensaio 20, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, 

utilizando o meio Caldo Nutriente, alternando a fonte de carbono. 

 

As Figuras 5.77 a 5.80, apresentam os resultados do Ensaio 20. A Figura 5.77 

correlaciona produtividade e conversão, a Figura 5.78 pH e concentração celular e as Figuras 

5.79 e 5.80 a formação dos metabólitos, durante a fotofermentação, com o sistema co-cultura 

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando o meio de cultivo Caldo Nutriente, 

com alimentação alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo 

em pó como fonte de carbono. 

Nota-se na Figura 5.77, que o valores de produtividade de hidrogênio foram altos. No 

tempo de 84 horas a produtividade foi de 310,83 mmol H2/L.dia, e passados mais 96 horas, 
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obteve-se a produtividade máxima de 319,35 mmol H2/L.dia com uma conversão de                  

2,26 mol de H2/mol de hexose consumido no tempo de 180 horas. Após esse tempo, a 

produtividade diminui.  

 

Figura 5.77 – Produtividade e conversão, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, 

utilizando lactose e glicose, com adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Figura 5.78 – Comportamento do pH e da concentração celular, em função do tempo de 

fermentação, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Na Figura 5.78, observa-se um crescimento celular constante até o tempo de 180 horas 

atingindo sua concentração máxima de 22,79 g/L, coincidindo com o ponto onde foi observado 
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a produtividade máxima. Após esse tempo, observa-se um decaimento da concentração celular. 

O pH se manteve bem controlado nesse ensaio. 

Observa-se a formação dos metabólitos nas Figuras 5.79 e 5.80. Para o ácido propiônico, 

inicialmente ocorre a produção até o tempo de 12 horas, e se manteve até o tempo de 108 horas, 

e volta a ser produzido, chegando a uma concentração de 8,25 g/L no final do processo. 

 

Figura 5.79 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido acético, ácido 

propiônico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, 

com adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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Figura 5.80 – Variação da concentração dos metabólitos formados: ácido láctico e ácido 

butírico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com 

adição alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente. 
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O ácido acético é produzido até o tempo de 36 horas, observa-se o consumo dele até o 

tempo de 84 horas. Após esse tempo, ele volta a ser produzido em quantidades significativas, 

alcançando uma concentração de 3,05 g/L no tempo de 108 horas e continua a ser produzido 

até o final do processo fermentativo. O ácido lático foi produzido durante todo o ensaio, 

atingindo a concentração de 17,26 g/L. O ácido butírico foi produzido durante todo o processo 

fermentativo, chegando na concentração de 26,63 g/L. O etanol foi sintetizado continuamente 

durante o processo fermentativo, obtendo ao final, uma concentração de 3,92 g/L. 

 

 

5.5.5 Consolidado dos Ensaios de 17 a 20 

 

Na Tabela 5.5 observa-se um consolidado dos resultados obtidos nos Ensaios de 17 a 

20, apresentados nos itens 5.5.1 a 5.55. 

 

Tabela 5.5 - Consolidação dos Ensaios de 17 a 20. 

 Ensaio 17a Ensaio 18 b Ensaio 19 c Ensaio 20 d 

Produtividade máxima (mmol H2/L.dia) 74,31 112,36 262,77 319,35 

Tempo da produtividade máxima (h) 96 72 132 180 

Conversão (mol de H2/mol de hexose) 1,53 2,10 2,33 2,26 

Ácido lático (g/L) 16,96 24,16 11,18 17,26 

Ácido acético (g/L) 10,06 14,33 7,52 11,60 

Ácido propiônico (g/L) 0,03 0,04 5,34 8,25 

Ácido butírico (g/L) 9,29 13,23 17,26 26,63 

Etanol (g/L) 3,34 4,75 2,54 3,92 

a – E. cloacae / R. palustris, glicose / permeado, meio RCV. 
b – E. cloacae / R. capsulatus, glicose / permeado, meio RCV. 
c – E. cloacae / R. palustris, glicose / permeado, meio CN. 
d – E. cloacae / R. capsulatus, glicose / permeado, meio CN. 

 

Na quinta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo RCV e Caldo Nutriente, sobre as influências da alimentação alternada da fonte 

de carbono glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó. Observa-se que 

os melhores resultados de produtividade de hidrogênio, foram para os Ensaios 19 e 20, onde foi 

utilizado como meio reacional, o Caldo Nutriente. A concentração dos açúcares foi monitorada 
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de maneira que, ao ser totalmente consumido, o segundo tipo de açúcar já foi adicionado para 

que não houvesse a falta de substrato. Novamente observa-se o destaque para a co-cultura com 

R. capsulatus, alcançando os melhores resultados de produtividade neste trabalho. 

Verifica-se que o comportamento da produtividade se manteve alto por maior tempo, 

dos que o observado nos demais ensaios, diante disto a co-cultura se manteve ativa por mais 

tempo, favorecendo o crescimento celular, a produção de ácidos orgânicos controlada e a 

produção de hidrogênio. A alternância do substrato foi importante para a manutenção da 

produção de hidrogênio por um maior período de tempo de processo. Os resultados obtidos 

indicam que, este procedimento, alterou o metabolismo da bactéria. 

Moreira et al. (2017) estudaram a fermentação escura (sem adição de luz) em escala 

ampliada com o propósito de aumentar a produção de H2, utilizando uma cultura mista com 

predominância de Clostridium sp., Lactobacillus sp. e Enterobacter sp.. Avaliaram o modo de 

operação em batelada repetida com adição isolada, alternada e simultânea da fonte de carbono, 

glicose e lactose oriunda do Permeado de Soro de queijo em pó. Observaram que a fermentação 

com alimentação alternada da fonte de carbono, possibilitou manter a cultura ativa com 

potencial para produção de hidrogênio por um período superior a 900 horas. O valor da 

produtividade de hidrogênio alcançada foi de 132,06 mmol H2/L.dia. 

Machado et al. (2018) também avaliaram a produção de hidrogênio em batelada repetida 

utilizando o efluente da fermentação escura (sem adição de luz) como substrato para co-cultura 

de Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, utilizando como fonte de carbono, 

glicose e permeado de soro de leite. Os resultados mostraram que o sistema empregando a co-

cultura com alternância da fonte de carbono apresentou maiores resultados de produtividade de 

266,60 ± 5,33 mmol de H2/L.dia. 

Os resultados obtidos neste trabalho foram consideravelmente superiores aos 

encontrados na literatura. A produtividade máxima encontrada foi no Ensaio 20 de 319,35 

mmol H2/L.dia, valor 20 % superior ao estudo de Machado et al. (2018) e 241% superior ao 

trabalho de Moreira et al. (2017), o que indica que as bactérias utilizadas e a forma de 

alimentação apresentam uma sinergia que favorece a alta produção de hidrogênio. 

Zagrodnik e Łaniecki (2017b) avaliaram o efeito do pH na produção de hidrogênio em 

um único estágio, utilizando co-cultura de bactéria na proporção 1:2: escura (Clostridium 

acetobutylicum) e fotofermentativa (Rhodobacter sphaeroides), utilizando o amido como fonte 

de carbono e o gás inerte argônio. O uso da co-cultura resultou em um consumo completo do 

amido sem acúmulo de ácidos orgânicos. A produção máxima de hidrogênio obtida foi de 

195,88 mmol H2/L.dia no pH de 7,0. 
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Morsy (2015) avaliou a produção de hidrogênio por bactérias mistas escuras e 

fotofermentativas de hidrogênio, Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Rhodobacter 

capsulatus e Rhodobacter sphaeroides, utilizando como substrato o amido bruto de grãos de 

sorgo. A maior eficiência foi alcançada usando R. capsulatus e R. sphaeroides em co-cultura 

do que usando cada cepa no escuro e fotofermentação isoladas. A produtividade máxima 

encontrada foi de 432 mmol H2/L.dia, com duração de apenas 80 horas de processo 

fermentativo. 

Cai et al. (2018) estudaram diferentes proporções na associação de um consórcio de 

bactérias fermentativas escuras, obtidas a partir de um lodo anaeróbico de um tanque de 

camarão marinho, com uma bactéria fotofermentativa marinha tolerante à ácido, Rhodovulum 

sulfidophilum. A proporção de 1:10 do consórcio/foto, produziu o maior rendimento de 

hidrogênio (1924 mL/L). O uso da co-cultura estabilizou o valor do pH, diminuindo o potencial 

de redução da oxidação do sistema de co-cultura e prolongou o período de produção de 

hidrogênio.  

Finalmente, o uso de fontes alternadas de carbono em fermentações de estágio único 

com co-cultura favoreceu a obtenção de altos valores de produtividade de hidrogênio, valores 

superiores aos encontrados em alguns trabalhos da literatura, conforme apresentado. 

 

 

5.8 Considerações Finais 

 

No presente estudo foi demostrado a produção de hidrogênio em um único estágio por 

fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e uma bactéria 

fotossintetizante: Rhodobacter capsulatus ou Rhodopseudomonas palustris, a partir do uso da 

glicose P.A. e da lactose proveniente do Permeado do Soro de queijo em pó. 

Durante a primeira e segunda etapas, verificou-se que o microrganismo Enterobacter 

cloacae tem capacidade de produção de hidrogênio em condições distintas, com ou sem a 

presença de luz, ou diferentes gases inertes. O uso do permeado de Soro de Queijo em Pó, 

favoreceu a uma maior produção de hidrogênio, quando comparado ao uso da glicose como 

fonte de carbono, verificando que esse subproduto agroindustrial permite alcançar valores 

significativos na produção de hidrogênio. 

As terceira e quarta etapas foram realizadas a fim de avaliar o sistema e co-cultura em 

um único estágio com a modificação dos meios fermentescíveis. Verificou-se que o nitrogênio 
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total e carbono total, que são provenientes da composição dos meios, favorecem a produção de 

hidrogênio. 

Por fim, a quinta etapa teve como objetivo testar a alternância da fonte de carbono em 

fermentações de um único estágio com co-cultura. Nesta etapa foram obtidos valores elevados 

de produtividade de hidrogênio, sendo valores superiores aos encontrados na literatura.  

Durante os processos fermentativos, vários metabólitos foram produzidos junto com o 

hidrogênio. Os metabólitos encontrados nas 5 etapas realizadas neste trabalho foram: ácido 

lático, ácido butírico, ácido acético, ácido propiônico, e etanol.  

A produção de ácido acético e etanol são indicadores na produção de hidrogênio, 

conforme a Equação (3.8), fato observado em todas etapas do trabalho. A presença do ácido 

propiônico leva a uma diminuição na produção de hidrogênio, pois na sua rota de produção, 

são consumidos mols de H2 para a produção do ácido propiônico conforme Equação (3.9). 

Do ponto de vista ambiental, o uso de um subproduto agroindustrial, rico em carboidrato 

como o Permeado de soro de queijo em Pó, minimiza o seu acúmulo nos processos industriais, 

sem que haja prejuízo para o mercado consumidor do produto, visto o potencial do mesmo, 

apontado neste estudo. 

Do ponto de vista econômico, com este estudo foi possível compreender os processos 

envolvidos na produção de hidrogênio por um único estágio, sendo uma alternativa a fim de 

eliminar as etapas de pré-tratamento no efluente a ser utilizado na fotofermentação. 

Este trabalho permite afirmar que o sistema proposto se apresenta como uma alternativa 

viável para a produção de hidrogênio em um único estagio com co-cultura de microrganismos. 

No entanto, faz se necessário o desenvolvimento de pesquisas para otimizar os parâmetros 

elevando a eficiência na produção de hidrogênio, para que se tornem comercialmente 

competitivos.  



 

CAPÍTULO 6 

CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos, mostraram que o microrganismo Enterobacter cloacae é um 

microrganismo promissor para produção de hidrogênio via fermentação líquida na presença ou 

não de luz. 

Nos Ensaios de 1 a 4, verificou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae, 

apresentou resultados promissores para produção de hidrogênio em todos os ensaios, utilizando 

glicose como fonte carbono. A produtividade máxima encontrada foi de 207,45 mmol H2/L.dia 

para o Ensaio 1, utilizando o gás inerte nitrogênio sem a presença de luz. O Ensaio 4 apresentou 

uma produtividade de 174,57 mmol H2/L.dia, utilizando o gás inerte argônio com a presença 

de luz, o que indica que o microrganismo produz H2 em uma quantidade semelhante para ambas 

situações. 

Nos Ensaios de 5 a 8, observou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae, 

apresentou resultados satisfatórios para produção de hidrogênio apenas para os ensaios 

utilizando o gás inerte argônio e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó 

como fonte de carbono. A produtividade máxima foi de 197,63 mmol H2/L.dia para o          

Ensaio 8, com o gás inerte argônio e com a presença de luz. 

Nos Ensaios de 9 a 12, verificou-se que o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e a 

Rhodobacter capsulatus, no meio de cultivo RCV, obtiveram melhores resultados. A 

produtividade máxima encontrada foi para o Ensaio 10, de 133,04 mmol H2/L.dia, utilizando 

glicose como fonte de carbono e para o Ensaio 12, de 141,67 mmol H2/L.dia utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. 

Nos ensaios de 13 a 16, verificou-se que o sistema de co-cultura para a produção de 

hidrogênio por fotofermentação, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as 

bactérias púrpuras não sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no 

meio de cultivo Caldo Nutriente, os melhores resultados foram obtidos utilizando a lactose 

proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó como fonte de carbono. A produtividade 

máxima foi encontrada nos Ensaios 15 e 16, de 172,08 e 201,15 mmol H2/L.dia, 

respectivamente. O tempo de duração destes ensaios foram maiores do que os ensaios utilizando 

a E. cloacae isolada, alcançando tempos superiores a 400 horas. 

Nos Ensaios de 17 a 20, averiguou-se que a influência da forma de alimentação alternada 

da fonte de carbono, glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pó, 
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promoveu resultados relevantes no sistema de co-cultura, utilizando o microrganismo 

Enterobacter cloacae e as bactérias púrpuras não sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e 

Rhodobacter capsulatus. As produtividades máximas encontradas foram para os Ensaios 19 e 

20, de 262,77 e 319,35 mmol H2/L.dia, respectivamente, utilizando o meio reacional Caldo 

Nutriente. 

A quinta etapa do trabalho foi a que promoveu os maiores resultados da produtividade 

de hidrogênio, sendo que a alternância da fonte de carbono, é influenciada pela alteração da 

rota metabólica, produzindo altos valores de hidrogênio. A realização do processo fermentativo 

em um único estágio, elimina as etapas de pré-tratamento no efluente a ser utilizado na 

fotofermentação, diminuindo os custos do processo. 

 

 

6.1 Sugestões de trabalhos futuros 

 

 Testar o uso de outros subprodutos agroindustriais (melaço de soja e cana), de modo a 

viabilizar a utilização deste material residual, minimizando o seu acúmulo nos processos 

industriais. 

 Testar diferentes proporções das bactérias utilizadas. 

 Ampliação do conhecimento sobre ação dos microrganismos no processo fermentativo, 

identificando os momentos de preferência por tipo de substrato. 

 Otimização dos processos fermentativos, testando a alimentação das fontes de carbono 

de forma simultânea. 

 Testar o uso de uma nova cultura pura, Rhodospirillum rubrum. 
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CAPÍTULO 8 

APÊNDICE A 

A.1 - Curva de calibração para concentração de lactose. 
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A.2 - Curva de calibração para concentração de glicose. 
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A.3 - Curva de calibração para concentração de etanol.  
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A.4 - Curva de calibração para concentração de ácido lático. 
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A.5 - Curva de calibração para concentração de ácido acético. 
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A.6 - Curva de calibração para concentração de ácido propiônico. 
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A.7 - Curva de calibração para concentração de ácido butírico. 
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A.8 - Curva de calibração para concentração de Enterobacter cloacae. 
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A.9 - Curva de calibração para concentração de Rhodopseudomonas palustris. 
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A.10 - Curva de calibração para concentração de Rhodobacter capsulatus. 
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A.11 - Curva de calibração para concentração de co-cultura. 
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