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RESUMO

A producéo de hidrogénio por via bioldgica é uma alternativa sustentavel, pois demanda baixa
quantidade de energia e tem a capacidade da utilizagdo de matérias primas renovaveis como 0s
substratos. A conversdo de compostos organicos a hidrogénio no processo de fotofermentacéo,
tem atraido interesse na sua utilizacdo, por apresentar altos rendimentos tedricos de conversédo
de substrato. A combinac&o de grupos diferentes de bactérias cultivadas em um Unico biorreator
apresenta como vantagens a simples manipulacéo, a reducdo de tempo de fermentacao e taxas
altas de rendimento. No presente trabalho, o objetivo foi estudar a producao de hidrogénio por
fotofermentacéo, utilizando a bactéria Enterobacter cloacae e as bactérias fotossintetizantes
parpuras ndo sulfurosas: Rhodobacter capsulatus e Rhodopseudomonas palustris. As fontes de
carbono utilizadas foram glicose P.A. e 0 permeado de soro de queijo em pé (70% lactose), que
é um subproduto agroindustrial. Os ensaios foram realizados em reator operando em batelada
alimentada, verificando a influéncia de: meio de cultivo, fonte de aclcar, presenca de
luminosidade, gés inerte e formas de alimentagdo do substrato para a producgéo de hidrogénio.
Verificou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae apresentou resultados promissores
para a producao de hidrogénio, utilizando nitrogénio ou argénio como gases inertes, na presenca
ou ndo de luminosidade, caracterizando a sua capacidade de metabolizar os substratos em
diferentes condig@es. Avaliando a influéncia dos meios de cultivos no sistema de co-cultura, 0
meio reacional caldo nutriente alcangou uma produtividade maxima de 201,15 mmol Hz/L.dia,
com a Enterobacter cloacae e Rhodobacter capsulatus (permeado de soro de queijo em po),
visto que, a sua composicdo oferece a quantidade de carbono e nitrogénio total, provenientes
dos reagentes extrato de carne e peptona, presentes na composi¢cdo do meio, impactando
diretamente na producdo de hidrogénio. Os ensaios com alimentacdo alternada da fonte de
carbono ao meio reacional, promoveram a maior produtividade de hidrogénio. O valor maximo
de produtividade obtido foi de 319,35 mmol Hz/L.dia no tempo de 180 horas. Os metabolitos
formados durante o processo fermentativo, foram obtidos em quantidades significativas, com
destaque para os acidos butirico, latico e acetico, predominantes nas rotas metabolicas de

producéo de hidrogénio.

Palavras-chave: Co-cultura; Enterobacter cloacae; Fotofermentagdo; Hidrogénio; 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 Hz/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 H/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.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias para obtencdo de energia mais limpa e renovavel é
uma questdo de interesse global. O hidrogénio é considerado uma alternativa mais promissora
em relagdo aos combustiveis fosseis porque é limpo, eficiente e renovavel. O hidrogénio esta
sendo explorado para aplicagdes energéticas por ndo contribuir com o efeito estufa, sendo que
sua combustdo direta e completa gera somente moléculas de agua, enquanto outros
combustiveis como, gasolina, metano, propano, etc., liberam carbono no meio ambiente
(ELBESHBISHY et al., 2017).

O hidrogénio possui alta densidade energética (141,90 kJ/g) quando comparado a outros
combustiveis que possuem menor contetdo 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 producdo de hidrogénio que foram desenvolvidos e estudados, a
producdo biologica tem despertado interesse, pois podem fazer uso de matérias-primas
renovaveis, tais como aguas residuais ou materiais ricos em diferentes substratos. Uma outra
grande vantagem dos processos bioldgicos é que, na maioria das vezes, sdo operados a
temperatura e pressdo ambiente, o que demanda menos energia que 0s processos tradicionais
(MEHER KOTAY:; DAS, 2008).

Os processos para obtencao biologica de hidrogénio podem ser conduzidos a partir de
trés rotas bioldgicas: por biofotdlise (usando microalgas), fermentacdo escura (sem adicao de
luz) e fotofermentacdo. A producdo de hidrogénio por fermentacdo escura (sem adigédo de luz)
é realizada por microrganismos anaerobios estritos ou facultativos. Enquanto que na
fotofermentacdo sdo utilizadas bactérias purpuras ndo sulfurosas com incidéncia de luz para
captacdo de energia (MIRZA et al., 2019).

Os microrganismos de fermentacdo escura (sem adicdo de luz) e fotofermentacéo,
possuem a capacidade de utilizar varios compostos organicos como matéria-prima para a
producdo de hidrogénio e, portanto, sdo opgOes favoréveis de serem utilizados a fim de
promover a limpeza de residuos e &guas residuais ricas em compostos organicos (SAGIR;
YUCEL; HALLENBECK, 2018).

A producdo de hidrogénio por fermentacdo escura (sem adicdo de luz), que utiliza
carboidratos como substratos, apresenta uma rota mais viavel e promissora para a producao

biolégica de hidrogénio, como sua maior eficiéncia de producéo, estabilidade, requisitos de
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controle simples, custos operacionais mais baixos e maior viabilidade para industrializacédo
(ELBESHBISHY et al., 2017).

As bactérias purpuras ndo sulfurosas possuem elevados rendimentos tedricos de
conversdo, ndo produzem oxigénio no processo fermentativo, que é inibidor do processo, tem
capacidade de utilizar amplo espectro luminoso e consumo de varios substratos organicos
como, acido latico, butirico, dentre outros (SAKURAI et al., 2013).

Uma grande variedade de materiais ricos em matéria organica pode ser utilizada como
substrato na producdo de hidrogénio. Carboidratos, como sacarose e glicose, séo facilmente
biodegradaveis pelas bactérias fermentativas, no entanto, fontes puras de carboidratos
representam materias-primas de alto custo para producédo de hidrogénio em grande escala. Uma
alternativa € a utilizacdo de subprodutos agroindustriais, que sdo compostos organicos com alta
concentragéo carbonica e que possuem necessidade de destinacdo adequada (HITIT; ZAMPOL
LAZARO; HALLENBECK, 2017).

As técnicas para producdo de hidrogénio por rotas bioldgicas apresentam limitacoes,
que incluem os tipos de biorreatores utilizados, crescimento do microrganismo e a quantidade
de hidrogénio que € gerado por esses processos, fazendo-se necessario o desenvolvimento de
novas tecnologias para que se torne viavel e competitiva a sua producéo.

O Ndcleo de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia, vém estudando a producéo de hidrogénio ha alguns anos, e o presente
trabalho pretende dar continuidade, visando contribuir com a pesquisa, realizando o processo
fermentativo em um Unico estagio, com a presenca de co-cultura, contendo um microrganismo
de fermentacdo escura (sem adicdo de luz) e uma espécie de bactéria fotossintetizante, onde
essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e elimina etapas de pré-tratamento.

A utilizacdo de um subproduto agroindustrial como substrato, minimiza o acumulo deste
nos processos industriais e diminui o custo dos sistemas produtivos. Diante do exposto, o
presente trabalho visou aumentar a producdo de hidrogénio empregando o sistema de co-
cultura, utilizando a combinacdo de um microrganismo anaerobio facultativo, a Enterobacter
cloacae e uma bactéria fotossintetizante: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter
capsulatus, em fotofermentacao de unico estagio. O Permeado de Soro de queijo em pd, possuli
nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos microrganismos fermentativos. A principal
vantagem dessa abordagem, € que os substratos utilizados na fotofermentacdo (acidos
organicos) produzidos in situ, pelo microrganismo anaerobio facultativo, sdo usados
imediatamente pelas bactérias fotossintetizantes, a fim de ndo atingir niveis de inibicdo no meio

produtivo.



CAPITULO 2
OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a producdo de hidrogénio em um Unico

estagio por fotofermentacgdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e uma bactéria

fotossintetizante: Rhodobacter capsulatus ou Rhodopseudomonas palustris. Para alcancar esse

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

[EEN
1

Avaliar a producéo de Hidrogénio da cepa Enterobacter cloacae por fermentacdo escura

(sem adicdo de luz) e fotofermentacdo (presenca de luz continua);

Verificar o efeito do tipo da fonte de carbono (glicose e a lactose proveniente do
Permeado do Soro de queijo em pd) sobre a producdo de hidrogénio utilizando

microrganismo Enterobacter cloacae;

Avaliar a producéo de Hidrogénio no sistema de co-cultura com os microrganismos

Enterobacter cloacae e Rhodobacter capsulatus por fotofermentacéo;

Avaliar a producéo de Hidrogénio no sistema de co-cultura com os microrganismos

Enterobacter cloacae e Rhodopseudomonas palustris por fotofermentacéo;

Estudar a influéncia dos meios de cultura RCV e Caldo Nutriente para producdo de

Hidrogénio nos sistemas de co-cultura;
Estudar o modo de alimentacdo das fontes de carbono (glicose e a lactose proveniente
do Permeado do Soro de queijo em pd) por adicdo periddica de forma isolada e alternada

durante a fotofermentacéo no sistema de co-cultura;

Identificar a composicao de metabdlitos produzidos durante os processos fermentativos.



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Balanco Energético Nacional

O desenvolvimento de solugdes sustentaveis de geracdo de energia oriunda de
fontes renovaveis, € uma questdo de interesse global, a fim de reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis, que contribuem com o efeito estufa.

Segundo dados do Balango Energético Nacional (BEN)de 2019, ano base 2018,
as energias renovaveis 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 paises
membros da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE),
com apenas 9,7%. No ano de 2017, as fontes renovaveis representavam 43% na demanda
total, tendo entdo, uma diminuicéo na proporc¢éo da utilizacdo de energia a partir de fontes

nao renovaveis.

Figura 3.1. Participacdo de energia renovaveis na matriz energética

Brasil (2018)
Brasil (2017)

Mundo (2016)

OCDE (2016) EA&H

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

mRenovaveis = N&o renovaveis

Fonte: BEN, 2019.

Dentre as energias renovaveis utilizadas no Brasil, caracterizam-se,
principalmente a biomassa de cana (17,4%), hidraulica (12,6%) e lenha e carvéao vegetal
(8,4%). Ja entre as ndo renovaveis, a maior parcela corresponde ao petréleo e derivados
(34,4%), gas natural (12,5%), carvao mineral (5,8%) e uranio (1,4%) (BEN, 2019).

Observa-se na Tabela 3.1, o decréscimo na participacdo das fontes ndo renovaveis

de energia no ano de 2018, consequente ao aumento da utilizacdo de fontes renovaveis,
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devido principalmente a diminuicdo do uso dos produtos oriundos de petroleo e gas

natural.

Tabela 3.1. Oferta interna de energia 2018/2017

Fonte (Mtep*) 2017 2018 A18/17
RENOVAVEIS 126,2 1305 3,4%
Energia hidraulica 350 365 4,1%
Biomassa da cana 498 50,1 0,7%
Lenha e carvédo vegetal 240 241 0,6%
Edlica 3,6 4.2 14,4%
Solar 0,072 0,298 316,1%
Lixivia e outras renovaveis 13,8 154 11,8%
NAO RENOVAVEIS 167,0 157,9 -5,5%
Petréleo e derivados 106,3 99,3 -6,5%
Gés natural 379 359 -54%
Carvao mineral 16,8 16,6 -0,9%
Uranio 4,2 4,2 -0,5%
Outras ndo renovaveis 1,8 1,8 -0,1%

*Milhdes de tonelada equivalente de petréleo

Fonte: adaptado de BEN (2019).

Reduzir a grande dependéncia dos combustiveis fosseis e investir em uma
economia baseada em fontes de energia sustentaveis, mostra-se necessario e promovera
cada vez mais uma evolucdo econémica e ambiental do planeta. Considerando este
aspecto, a producdo de hidrogénio por via bioldgica é uma alternativa significativa a fim

de aumentar a producéo de combustiveis.

3.2 Hidrogénio como fonte de energia

Dentre as aplicacOes de tecnologias para producédo de energia limpa, se incluem a
producéo de hidrogénio como uma fonte alternativa de energia sustentavel. O hidrogénio
é um combustivel limpo, e sua queima resulta na producéo de agua, isso ocorre pois, a
molécula de hidrogénio ndo é quimicamente ligada a &tomos de carbono, e por isso, ndo
contribui para as emissdes de dioxido de carbono (CO) na atmosfera (DEMIREL et al.,
2010; LIN et al., 2012; SARMA et al., 2015).

A alta capacidade energética do hidrogénio, permite rendimento superior a

qualquer hidrocarboneto, cerca de 142 kJ/g. Ja outros combustiveis 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 hidrogénio.
Assim, o hidrogénio 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; SANTQOS, 2003).

O hidrogénio pode ser obtido a partir de: processos eletroquimicos, quando se
utiliza 4gua como matéria prima, a partir da eletrolise da agua; processos quimicos,
utilizando os combustiveis fésseis como matéria prima (os métodos incluem a reforma
do vapor do gés natural, a oxidacao parcial de hidrocarbonetos pesados e a gaseificacdo
do carvdo); processos bioldgicos, como a fotofermentacdo e a fermentacdo anaerdbia
(SA; CAMMAROTA,; FERREIRA-LEITAO, 2014).

A produgdo mundial de hidrogénio é representada por cerca de 50% oriunda de
géas natural, 30% é proveniente da reforma do petroleo, 18% da gaseificacdo do carvao,
3,9% por eletrolise de agua e 0,1% de outras fontes (DINCER; ACAR, 2015). Diante
desses percentuais, hd um interesse pelo aumento da producédo de hidrogénio a partir de
materiais renovaveis, como a producdo bioldgica, que dispensa a necessidade de
combustiveis fosseis.

A producéo bioldgica de hidrogénio pode ser uma alternativa viavel aos métodos
apresentados, devido a possibilidade de utilizacdo de fontes renovaveis, bem como o
reaproveitamento de materiais residuais, diminuindo assim a quantidade de subprodutos
gerados nos processos industriais (SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014;
SYDNEY et al., 2014).

3.3 Producéo bioldgica de hidrogénio

A producdo bioldgica de hidrogénio, pode ocorrer por meio dos processos de:
biofotolise direta e indireta da 4gua, fotofermentacdo e fermentacdo escura (sem adigdo
de luz), que utilizam organismos fotossintéticos ou fermentativos, operados a temperatura
e pressdo ambientes (ARIMI et al., 2015; DAS; VEZIROGLU, 2001; DEMIRBAS, 2009;
LEVIN; PITT; LOVE, 2004; WILLQUIST; ZEIDAN; VAN NIEL, 2010). A Tabela 3.2,
resume 0s processos bioldgicos, assim como algumas vantagens e desvantagens para a

producéo de hidrogénio.
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Tabela 3.2. Vantagens, desvantagens e principais microrganismos estudados para

producdo de hidrogénio por processo biologico.

Processo Vantagens Desvantagens Microrganismos Referéncia
= Necessita de
iluminag&o constante
. = Inibicéo das
= Produgdo de H, a . = Chlamydomonas
o . . hidrogenases pelo O, . .
Biofotolise partir da é&gua . reinhardii (KIM et al., 2010)
. . . = Biorreatores
direta N&o necessita de o = Platumonas (RAN et al., 2009)
modificados  para . .
ATP. o subcordiformis
maximizar a
utilizacdo da energia
solar
= Produgdo de H, a
partir da dgua = Necessita de
= Habilidade de iluminagao constante
fixacdo de N, e = Biorreatores = Plectonema
} - (HUESEMANN et al., 2010)
produgdo de H, modificados  para boryanum
) o (KHETKORN; LINDBLAD;
pelas nitrogenases maximizar a = Anabaena
) N ) ) ) INCHAROENSAKDI, 2010)
o = Separagdo espacial utilizagdo da energia siamensis .
Biofotélise (BERBEROGLU; JAY;
o do O, e H; nas solar = Anabaena
indireta ) . . PILON, 2008)
células = Necessidade de ATP variabilis
) ) ) ) (NAVARRO et al., 2009)
diferenciadas pelas nitrogenases = Synechocystis sp.
) ) (MIN; SHERMAN, 2010)
(heterocistos) = Sintese e = Cyanothece sp.
) ) (YOSHINO et al., 2007)
= Separacdo temporal manutengao dos = Nostoc sp.
(dia/noite) em heterocistos
células ndo- = CO, presente no gas
heterocisticas
o = Necessita de
= Utilizagdo de L = Rhodopseudomonas
. . iluminagéo .
diferentes residuos . palustris (SUWANSAARD et al,
= Biorreatores
e efluentes como o = Rhodobacter sp. 2010)
B modificados  para
Fotofermentacao substrato o = Rhodobacter (KAWAGOSHI et al., 2010)
o maximizar a )
= Utilizagdo de amplo o ) sphaeroides (ZHU et al., 2010)
utilizacdo da energia
espectro de luz | = Rhodobacter (OBEID et al., 2010)
solar
pelas bactérias ) capsulatus
= CO; presente no gas
. = Clostridium sp.
= Ampla variedade de o
= Clostridium (KAMALASKAR et al,
fontes de carbono .
butyricum 2010)
como substrato o
B . = Clostridium (TAl et al., 2010)
= Ndo necessita de . .
L beijerinckki (SKONIECZNY;
iluminacéo = Tratamento do . .
Fermentagao . ) = Citrobacter freundii  YARGEAU, 2009)
= Produgéo de efluente  apés a
escura (sem . B = Enterobacter (BECKERS et al., 2010)
- metabolitos fermentagéo
adicéo de luz) . ) cloacae (MANDAL; NATH; DAS,
intermedidrios de = CO, presente no gas
= Enterobacter 2006)
grande valor
aerogenes (JAYASINGHEARACHCHI
agregado

Ndo ha limitagoes

com relagéo ao O,

Escherichia coli
Klebsiella

pneumoniae

et al., 2009)
(NIU et al., 2010)
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3.3.1 Biofotdlise da 4gua

A biofotdlise da &gua € um processo que converte energia solar em energia quimica
armazenada, Util para a célula. Este processo ocorre sob acdo da luz resultando na
decomposi¢do da &gua produzindo hidrogénio, a qual pode ser dividida em processos

direto e indireto.

3.3.3.1 Biofotdlise direta

A biofotolise direta utiliza microalgas fotossintetizantes para converter energia
solar em energia quimica. As microalgas Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella fusca e
Scenedesmus obliquus tém sido estudadas como produtoras de hidrogénio por esta rota,
que apresenta como uma das principais vantagens a ndo utilizacdo de carbono organico
como substrato (NAGARAJAN et al., 2017).

A producdo de hidrogénio é possivel devido a presenca da enzima hidrogenase
Equacdo (3.1), que recebe elétrons da absorgéo de luz, combinando-os com os protons H*
e forma o hidrogénio.

2H20 + Luz —— ZHz(g) + Oz(g) (31)

hidrogenase

O processo ocorre na presenca do fotossistema Il (PSII), que é responsavel pela
quebra da molécula da agua, liberando o O e prétons H* para o0 meio (Figura 3.2). Esses
elétrons sdo captados pelo fotossistema | (PSI), com o auxilio da enzima Ferrodoxina.
Esta reacdo € catalisada pela enzima hidrogenase e ndo possui a necessidade ATP como
forma de energia extra. Essa enzima combinara os prétons de H" gerados na quebra da
molécula de agua com os elétrons doados pela ferredoxina (DASGUPTA et al., 2010;
HALLENBECK; BENEMANN, 2002).

Na biofotdlise direta, a producao de hidrogénio dar-se-a em condigdes anaerobias
e com acdo de luz, onde o sistema de respiracdo das algas verdes consome o oxigénio, é
permitido a ativagdo da hidrogenase. Quando a fotossintese é restabelecida, com a
presenca da luz, a producdo volta a ficar comprometida (DAS; VEZIROGLU, 2001;
MCKINLAY; HARWOOD, 2010).



20
Capitulo 3 — Reviséo Bibliogréafica

Figura 3.2. Esquema da biofotdlise direta

| H,

S Hidrogenase

2H*

Energia
Solar

2H,0 0,

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

3.3.3.2 Biofotolise indireta

Os organismos estudados na biofotdlise indireta sdo as cianobactérias do tipo
Nostoc, Anabaema, Calothrix e Oscillatoria (MONA; KAUSHIK; KAUSHIK, 2011). A
biofotdlise indireta ocorre em dois estagios separados que sdo acoplados pela fixacdo de
CO.. Além da fixacdo de CO., algumas cianobactérias tém a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico em condi¢des andxicas, através de células especializadas
denominadas de heterocistos (MASUKAWA et al., 2014; SILVA, 2015).

As cianobactérias realizam a fotossintese e geram carboidratos com energia
armazenada, a qual é utilizada para gerar hidrogénio a partir da &gua com acéo da enzima
da nitrogenase, conforme as Equacbes (3.2) e (3.3) (DAS; VEZIROGLU, 2008;
HOSSEINI et al., 2015; KIRTAY, 2011).

12H,0 + 6C0, + Luz — CeHy,06 + 6044, (3.2)
C6H1206 + 12H20 + Luz - 12H2(g) + 6C02(.9) (33)

Nas cianobactérias ha tanto hidrogenase quanto nitrogenase e tais enzimas
requerem o uso de ATP como recurso energético, diferentemente da biofotdlise direta que
ndo necessita de tal recurso (DASGUPTA et al., 2010).

3.3.2 Fermentacao escura (sem adicéo de luz)

A fermentacdo escura (sem adicdo de luz) para producdo de hidrogénio € um

processo bioldgico que ndo necessita de luz, podendo utilizar diversas fontes de carbono
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como substrato, incluindo &guas residuérias ricas em carboidratos, para producdo de
hidrogénio. O hidrogénio pode ser obtido a partir de culturas puras ou culturas mistas
oriundas de lodos anaerdbios de sistema de tratamento de efluentes, despejos de animais
e residuos alimenticios (DING et al., 2017; NASR et al., 2017; ZINATIZADEH et al.,
2017).

Dentre as bacteérias utilizadas nesse tipo de processo, destacam-se as do género
Enterobacter, Escherichia, e Clostridium, que sao citadas na literatura como produtoras
de hidrogénio (BRAZ ROMAO et al., 2018; CABROL et al., 2017).

O processo de fermentacdo anaerdbia é dividido em quatro etapas principais:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, sendo que na fase de acidogénese é
onde ocorre a producéo de hidrogénio (AMORIM et al., 2014).

Na fase de hidrdlise, a matéria organica que é composta de carboidratos, proteinas
e lipideos, € quebrada, formando compostos mais simples com auxilio da exo-enzima,
como acucares, aminoacidos e peptideos, respectivamente. Uma grande variedade de
materiais ricos em carboidratos, lipideos e proteinas podem ser utilizados como substratos
para producéo de hidrogénio. No entanto, os carboidratos compdem a fonte preferida de
carbono organico no processo fermentativo (GUO et al., 2010; SA; CAMMAROTA;
FERREIRA-LEITAOQ, 2014).

Esses compostos sdo consumidos pelas bactérias fermentativas e na fase de
acidogénese sao produzidos acidos organicos, tais como, propidnico, butirico, acético e
latico, que sdo compostos mais simples de serem metabolizados. A degradacdo facil dos
carboidratos, favorece ao acimulo dos &cidos organicos na fase acidogénica, diminuindo
0 pH, podendo causar a faléncia do processo (BRAUNA, 2012).

Na fase de acetogénese, as bactérias sintroficas acetogénicas sao responsaveis pela
oxidacdo dos &cidos organicos em substratos como acetato hidrogénio e diéxido de
carbono.

A producgdo de hidrogénio a partir de substratos ricos em carbono segue vias
metabolicas, que além de geracdo de energia na forma do hidrogénio, podem ainda
produzir uma variedade de metabolitos com alto valor agregado, conforme mostra a
Figura 3.3.

Os rendimentos de conversao de substratos na fermentacgdo escura (sem adigéo de

luz) sé@o baixos, pelo fato de ocorrer reagcdes concorrentes entre si, CoOmo 0 consumo de
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hidrogénio ou desvio para formacdo de outros produtos e pelos limites tedricos das vias

metabdlicas.

Figura 3.3. Possiveis rotas metabdlicas da fermentacao escura (sem adicéo de luz) de
carboidratos

Carboidrato Complexo C¢H,,0; Glicose
l 2€0; CoH120s 5
2CH,CH,OH| ! 2NAD" 5 EI
Etanol : \ 2NADH + H* :
| 4 ANADH + H 2ADP i
I ANAD* i
; 2ATP INAD" !
i 2NADH + H* i
AZ%Haco'?'H 2CH,COSCon 2CH,COCOH | .| 2CH,CHOHCOOH
cido acetico ! S Piruvato : Acido latico
i 2NADH+ H* | ADP 2FdH, ANADH + H* ;
: 4NAD' '
; 2NAD* ATP '
i 2ADP ;
i 2ATP :
2CH,(CH,)COOH E 2CH,CH,COOH
Acido butirico Acido propi6nico

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

A fermentacdo se inicia com a quebra de um carboidrato, conforme a Figura 3.3,
convertendo a glicose em piruvato. O piruvato € oxidado a acetil-CoA (CoA — coenzima),
o qual em seguida é convertido em acetil fosfato resultando na producdo de ATP e na
producdo de ions acetato. A oxidacdo do piruvato a acetil-CoA requer a reducao da
ferrodoxina (Fd). Esta ultima, na sua forma reduzida, é oxidada pela enzima hidrogenase,
produzindo Fd (oxidado) e libertando elétrons que vdo formar hidrogénio molecular. A
reacdo global é representada pelas Equacdes (3.4) e (3.5) (DAS; VEZIROGLU, 2008).

CH5COCOOH + CoA — acetil — CoA + HCOOH (3.4)
CH3COCOOH + CoA + 2Fd gy, — acetil — CoA + CO, + HCOOH + 2Fdreqy  (3.5)

A formacdo do hidrogénio esta ligada aos metabdlitos que sdo produzidos durante

0s processos fermentativos, na forma de acidos organicos e alcoois. O maior rendimento
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tedrico de hidrogénio alcangado é quando ha formacédo de acidos acético como principal

metabolito, gerando 4 mol de Hz/mol de glicose consumida conforme a Equacdo (3.6).

CsHy,04 + Hy,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, (3.6)

Entretanto, quando ocorre a formacdo de acido butirico, o rendimento tedrico
obtido é de 2 mol de Hz/mol de glicose consumida Equacdo (3.7). Para uma producéo
final de etanol + &cido acético, o rendimento é de 2 mol de Hz/mol de glicose consumida
Equacdo (3.8). Obtendo como produto final o &cido propibnico, ndo ha rendimento de
hidrogénio e o consumo da glicose juntamente 0 com o do hidrogénio produz o acido
propiénico Equacdo (3.9) (CHONG et al., 2009):

CsHy,0, + H,0 — CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (3.7)
CoHy,04 + Hy0 — C,HsOH + CH;COOH + 2C0, + 2H, (3.8)
CoHy,04 + Hy, — 2CH;CH,COOH + 2H,0 (3.9)

O écido latico vem sendo relatado também como via metabdlica para producéo de
hidrogénio. Estudos de Kim et al., (2012) e Baghchehsaraee et al., (2009), indicaram que
a producdo de &cido latico no processo fermentativo, influencia positivamente o
metabolismo das bactérias fermentativas para a producdo de hidrogénio. Em
contrapartida, nos estudos de Gomes et al., (2016) e Noike et al., (2002), a producdo de
hidrogénio foi desfavorecida em virtude da competicdo pelo tipo de substrato pelas
bactérias fermentativas.

Segundo Masset et al., (2012) e Saady, (2013), a formacéo de hidrogénio a partir
do 4acido latico pode ocorrer a partir da conversdo de &cido latico em &cido propidnico e
acido acético, conforme as Equaces (3.10) e (3.11), ou a partir da decomposi¢éo de acido

latico em &cido acético Equacéo (3.12).

3CH;CH(OH)COOH — 2CH;CH,COOH + CH;COOH + HCO3 + H* (3.10)
2CH,CH(OH)COOH + 2H,0 — CH;CH,CH,COOH + 2HCO5 + H* + 2H, (3.11)
CH;CH(OH)COOH + 2H,0 — CH,COOH + HCO3 + 2H, (3.12)
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O gés hidrogénio ndo € o Unico ponto positivo do processo fermentativo, os acidos
organicos que sdo produzidos, podem ser utilizados como substratos no processo de
fotofermentacdo pelas bactérias fotossintetizantes, a fim de aumentar o rendimento na
producdo de hidrogénio. Os &cidos organicos também podem ser concentrados para
comercializa¢do para industrias de sintese quimica e de alimentacdo (CHENG et al.,
2011).

Han et al., (2015), encontraram como principais subprodutos o etanol
(0,9 - 49,4%) e o &cido acetico (35,6 - 42,2 %) na fermentacdo escura (sem adicdo de luz)
para producdo de hidrogénio a partir do hidrolisado dos residuos de alimentos. Esses
metabolitos, indicam que o meio de cultura foi favoravel para a producéo de hidrogénio.
Além disso, o acido propidnico foi detectado em pequenas concentragdes, o que pode ser

benéfico para a producédo de hidrogénio.
3.3.3 Fotofermentacéao

Na producao de hidrogénio por fotofermentacéo, o hidrogénio € liberado pela acdo
de hidrogenases na presenga de luz, como meio de eliminar o excesso de elétrons gerados
durante a degradacdo de carboidratos. Utiliza-se bactérias fotossintetizantes parpuras ndo
sulfurosas (PNS), que tém capacidade de converter completamente glicose em hidrogénio
e gas carbdnico pela acdo da enzima nitrogenase, conforme a Equacdo (3.13) (DAS;
VEZIROGLU, 2008).

C6H1206 + 6H20 + LuZ e — 12H2(g) + 602(9) (3.13)

nitrogenase

As bactérias fotossintetizantes possuem um potencial promissor para producao de
hidrogénio devido a capacidade elevada de taxa de conversdo de substratos e a
flexibilidade de substratos organicos derivados de residuos que podem ser utilizados
(EROGLU; MELIS, 2011). O méximo rendimento teorico que poderia ser obtido no
processo de fotofermentacédo se todo o substrato fosse convertido a Hz e CO2 é mostrado
pela Equacdo (3.14) (LOSS, 2011):

CxHy Oy + (2X = Z)H,0 - (Y/, + 2X + 2)H, + XCO, (3.14)
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H& uma grande variedade de substratos que podem ser utilizados para o
crescimento dos microrganismos, desde carboidratos a acidos organicos, conforme
mostrado em trabalhos que empregaram os aclcares em meios sintéticos ou residuos
agricolas, como melaco de beterraba e em efluentes provenientes da fermentacdo escura
(sem adicdo de luz) (AFSAR et al., 2011; KESKIN; HALLENBECK, 2012; SILVA et
al., 2016; TIAN et al., 2010).

Em condicBes anaerobicas, os acidos organicos obtidos na fermentacdo escura
(sem adicdo de luz) podem ser utilizados como doares de elétrons para a producgdo de
hidrogénio na fotofermentacdo. Nas equacdes séo descritas a formacgédo de hidrogénio a
partir do acido acético, latico, butirico e propiénico Equacbes (3.15), (3.16), (3.17) e

(3.18), respectivamente.

CH;COOH + 2H,0 — 4H, + 2CO, (3.15)
CH,CH(OH)COOH + 3H,0 — 6H, + 3CO, (3.16)
CH,CH,CH,COOH + 6H,0 — 10H, + 4CO, (3.17)
CH;CH,COOH + 4H,0 — 7H, + 3C0, (3.18)

A producdo de hidrogénio por fotofermentacdo depende de pardmetros como a
atividade das enzimas nitrogenase e hidrogenase, proporcao de carbono e nitrogénio nos
meios de producdo, idade do ind6culo das bactérias PNS, fonte e intensidade de luz
aplicada, pH, temperatura dentre outros fatores que afetam a eficiéncia e rendimento na
producdo (BASAK; JANA; DAS, 2014)

A fonte de luz utilizada no processo pode ser luz artificial, como lampadas
fluorescentes, lampadas hal6genas, fibras dpticas, tubos de neon, diodos emissores de luz,
etc (BASAK; JANA; DAS, 2014). Ha possibilidade da utilizacdo da luz solar em
combinacdo 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 formagdo de um biofilme na superficie, provocando entdo uma
diminuicdo da intensidade de luz no meio (KIM; CHANG; CHANG, 1997). A distancia
da fonte de luz e a concentragdo do microrganismo no processo fermentativo, séo
caracteristicas que influenciam na transferéncia de energia da luz, de acordo com a Lei

de Lambert Beer. Ressalta-se também que a fonte de luz ndo deve estar muito proxima
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da cultura bacteriana, pois pode gerar uma quantidade consideravel de calor (BASAK;
JANA; DAS, 2014).

A temperatura € um fator que influencia as atividades dos microrganismos
produtores de hidrogénio. Diversos trabalhos demonstram que o aumento da temperatura
pode conduzir a um aumento da producao de hidrogénio, j& as temperaturas mais elevadas
podem conduzir a uma diminuicdo do rendimento das bactérias produtoras de hidrogénio
(GINKEL; SUNG; LAY, 2001; LOGAN et al., 2002). Para as bactérias Rhodobacter, a
faixa ideal de temperatura é de 31 a 36°C. A manutencdo da temperatura constante no
interior do reator também é fundamental e pode ser feito através de um banho termostatico
em que a agua circula em volta do biorreator mantendo a temperatura desejada durante a
execucdo 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 parametros operacionais mais importantes e sensiveis
no processo fermentativo, ja que ele pode influenciar a acdo da enzima presente, bem
como na rota metabolica e hidrdlise do substrato (DE GIOANNIS et al., 2013). Além
disso, variagdes no pH podem provocar mudanca de populacdo microbiana, morfologia e
estrutura celular (LIN et al., 2012). A producdo de hidrogénio pode ser diminuida em
pH < 4, onde é observado a formacdo de metabolitos na forma de alcoois, que podem
penetrar na membrana celular e interferir nas atividades metabdlicas. JA4 o pH > 7, tem a
formacdo de acido propibnico, e diminuicdo na producdo de hidrogénio. Estudos de
Espinoza-Escalante et al., (2009) verificaram que em um reator semi-continuo o valor
otimo de pH foi de 5,5 para a producdo de hidrogénio, estando dentro da faixa,
favorecendo a atividade das hidrogenases durante o processo de digestdo anaerdbica
(FANG; LIU, 2002; LI; FANG, 2007).

3.4 Microrganismos produtores de hidrogénio

Os rendimentos de hidrogénio sao influenciados pelo tipo de inoculo, que incluem
as culturas puras e as culturas mistas de bactérias. As culturas puras sdo compostas por
um unico tipo de microrganismo, e 0 seu uso permite a determinacdo das condic¢Ges que
resultem no maior rendimento e producédo de hidrogénio e as mudancgas metabolicas que
ocorrem durante o processo fermentativo (ELSHARNOUBY et al., 2013).
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As bactérias fermentativas produzem hidrogénio a partir de compostos organicos,
em um processo que ndo depende de luz. Ja as bactérias purpuras ndo sulfurosas,
produzem hidrogénio sob iluminacdo, usando acidos organicos, como fonte de carbono.
A grande maioria dos estudos que envolvem a producdo de hidrogénio, utilizam culturas
puras, porém empregando o sistema de co-cultura na producédo de hidrogénio, que ainda
é um pouco deficiente (KOKU et al., 2002).

3.4.1 Bactérias Fermentativas

Os microrganismos mais citados como produtores de H, pertencem a espécie
Clostridium e sdo anaerdbios estritos, enquanto que entre os microrganismos facultativos
destacam-se os Bacillus e as Enterobacter (MADIGAN et al., 2016).

Enterobacter sp. € um género que atrai muita atencdo da comunidade cientifica
devido a elevada taxa de crescimento, facilidade de cultivo e ampla utilizacdo de
substratos (HARUN et al., 2012; SUN et al., 2015; TORRES DE SOUZA et al., 2019).
Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae sdo alguns dos representantes desse
grupo formado por microrganismos anaerdbicos facultativos, gram-negativos em forma
de bastonete (KUMAR; DAS, 2000). Além de apresentarem outras vantagens, como
crescimento na presenca de oxigénio, o que torna sua manipulacdo mais facil em
comparagao aos anaerobios estritos. O seu crescimento ndo é inibido em uma atmosfera
composta de 100% de hidrogénio, apresentam uma alta taxa de crescimento e elevada
taxa de producdo de hidrogénio, o que revela um forte potencial para a producdo de
hidrogénio em larga escala (ZHANG; LV; XING, 2011).

Kapdan e Kargi (2006) obtiveram 1,97 mmol de H./g glicose utilizando uma
cultura pura de Enterobacter aerogenes e 2,2 mol de Hz/mol glicose utilizando a estirpe
Enterobacter cloacae ITT-BY 08. Nakashimada et al., (2002) obteve 1,97 mmol de Ha/g

substrato, utilizando a bactéria Enterobacter aerogenes.
3.4.2 Bactérias fotossintetizantes
A foto-fermentacdo ocorre em modelo parecido com a fermentagdo escura (sem

adicdo de luz), porém com o controle do pH mais proximo da neutralidade, além da

presenca de luz. As bactérias purpuras ndo sulfurosas séo encontradas na natureza, onde
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existe uma répida producdo e decomposicdo de matéria organica. 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).

Seving et al., (2012) estudaram a producdo de H: utilizando R. capsulatus em
fotofermentacdo empregando substrato duplo composto por acido acético e acido latico a
diferentes temperaturas (20, 30 e 38 °C). Os resultados revelaram que a maxima taxa de
producdo de Hz (Rmax) foi de 0,5 mmol Ha/L.h obtida a 30 °C e 5000 lux.

Silva et al., (2016) estudaram a substitui¢do do acucar pelo efluente proveniente
da fermentacdo escura (sem adicdo de luz) como substrato para a fotofermentacdo. Foi
avaliada a adicdo de fontes de carbono como lactose e glicose e o efeito da adigéo
alternada desses acUcares no decorrer do processo, para manter a cultura ativa. A
produtividade maxima alcancada foi de 208,40 mmol Hz/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 unido de diferentes capacidades hidroliticas, além de outros
fatores importantes como a capacidade de deplecéo de oxigénio, formacéo de granulos e
quebra de substratos complexos (CAl et al., 2018; ZAGRODNIK; LANIECKI, 2017a).

3.4.3 Co-cultura

Quando os microrganismos sdo utilizados de forma isolada, o principal problema
é a inibicdo por subprodutos, como por exemplo, oxigénio e acidos organicos. Cada cepa
tem suas limitacbes quando é utilizada para a producdo de hidrogénio. A principal
limitacdo das bactérias fermentativas é a degradacdo incompleta de substratos organicos
e baixo rendimento de hidrogénio, e para as bactérias fotossintetizantes a principal
limitacdo € a reduzida capacidade de degradar substratos organicos complexos
(ZAGRODNIK; LANIECKI, 2017b).

As bactérias fermentativas utilizadas na fermentacdo escura (sem adicéo de luz)
produzem hidrogénio a altas taxas a partir de varios residuos organicos, mas ndo podem
degrada-los completamente, devido a limitacbes termodindmicas. No entanto os 4cidos

organicos produzidos pelas bactérias fermentativas, podem ser facilmente utilizados pelas
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bactérias fotossintetizantes como substrato para producdo de hidrogénio (CAI et al.,
2018).

De acordo com suas caracteristicas biologicas e mecanismos de producdo de
hidrogénio, uma mistura de uma bactéria fermentativa escuras com uma espécie de
bactéria fotossintetizante, denominada co-cultura, pode aumentar acentuadamente o
rendimento de hidrogénio e fazer pleno uso de residuos organicos, em uma fermentacao
realizada em um unico biorreator (CAl et al., 2018; KARGI; OZMIHCI, 2010).

Diversos trabalhos apresentam a combinacdo da fermentacéo escura (sem adicéo
de luz) com a fotofermentacdo, denominada como sistema hibrido, sendo realizada por
dois estagios, que acontecem em reatores separados. O efluente gerado na fermentagéo
escura (sem adicdo de luz), que é um composto de acidos organicos, € utilizado como
substrato na etapa de fotofermentacdo, pois as bactérias fotossintetizantes tém a
capacidade de utiliza-los como substrato (GUWY et al., 2011; ZAGRODNIK;
LANIECKI, 2017b)

No sistema de co-cultura, os acidos organicos produzidos pelas bactérias
fermentativas sdo convertidos em in situ em hidrogénio por fotofermentacéo. Essa é uma
forma de aliviar o produto final e a inibi¢do de pH baixo. O sistema de co-culturaem um
unico estagio apresenta vantagens sobre o processo em dois estagios, por eliminar etapas
complexas de pré-tratamento no efluente apo6s a fermentacéo escura (sem adicéao de luz),
reduzir o tempo de fermentacéo e aumentar a produtividade de hidrogénio. Entretanto, ha
um ndmero limitado de estudos sobre esses processos em um Unico estagio (CAl et al.,
2018; SINGH; SINGH; DAS, 2019).

3.5 Substratos utilizados para producgéo de hidrogénio

Os varios microrganismos produtores de hidrogénio apresentam diferentes
necessidades nutricionais, preferéncias por tipo de substrato, temperatura e pH. Sao essas
preferéncias que determinardo a via metabdlica que irdo utilizar, influenciando na
producéo de hidrogénio (WANG; WAN, 2009). Na producéo biologica de hidrogénio,
destacam-se como matérias primas para producdo de hidrogénio: biomassa, subprodutos
de residuos agricolas, produtos lignocelulésicos, residuos de processamento de alimentos,
lodo de esgoto e efluentes agricolas (JIANG et al., 2020; SHOW et al., 2012; SINGH,;
SINGH; DAS, 2019).
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Fontes puras de aglcares como glicose, sacarose e lactose, sao substratos mais
utilizados para producéo de hidrogénio, que séo facilmente biodegradaveis pelas bactérias
fermentativas. Entretanto fontes puras de carboidratos encarecem o processo em larga
escala, sendo assim, se mostra viével a utilizacdo de residuos com o mesmo potencial,
para producéo de hidrogénio (KAPDAN; KARGI, 2006).

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais, ricos em carboidratos torna-se
economicamente viavel, desde que eles sejam altamente nutritivos, produzidos a partir de
recursos renovaveis, estejam em concentracdo suficiente para que a fermentagdo seja
energeticamente favoravel e que, caso algum tratamento prévio for necessario, este seja
de baixo custo (CHONG et al., 2013; DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011; WANG et al.,
2012).

A industria de laticinios 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 relacdo a sua disposic¢éo final, busca-se entdo
novas alternativas para o tratamento desse residuo (GIRARD et al., 2014).

O permeado de soro de queijo, é uma matéria prima de grande valor nutritivo, com
alta concentracdo de lactose, fato que o torna atrativo como fonte de carbono para
producdo de hidrogénio. E obtido a partir da ultrafiltracdo do soro de leite, subproduto
gerado da producdo de queijo, é caracterizado por sua alta demanda quimica e bioldgica
de oxigénio (DQO e DBO), composto de lactose (45-50 g/L), proteinas soltveis (6-8 g/L),
lipidios (4-5 g/L), sais minerais (8-10% de extrato seco), incluindo NaCl, KCI e sais de
calcio, e ainda &acidos lactico, Urico e citrico, ureia e vitaminas do grupo B. Devido a alta
concentracdo 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 utilizacdo do soro de queijo para a
producdo de hidrogénio, desde o soro de queijo, soro de queijo em pé e permeado de soro
de queijo em po. Estudos de Venetsaneas et al., (2009) estudaram a producdo de
hidrogénio em fermentacgéo escura (sem adicdo de luz), utilizando o soro de queijo como
substrato em um reator CSTR. A producéo obtida pelos autores foi de 1,9 L de Ho/L.dia.
Davila-Vazquez et al., (2008) estudou o processo fermentativo para produgéo de
hidrogénio utilizando soro em po0. Os autores obtiveram um rendimento de

3,1 mol Hz/mol a lactose, para um pH de 6,0 e uma concentracéo de 15 g soro/L.
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A utilizacdo de subprodutos ou residuos como substrato na producdo de
hidrogénio resulta em beneficios econdmicos e ambientais. Porém, a producdo de
hidrogénio depende de varios fatores e a viabilidade da sua utilizacdo deve ser avaliada
através do desenvolvimento de condi¢es operacionais que resultem em ganho energético

e ambiental.

3.6 Produtos de valor agregado proveniente do soro de leite.

Nos processos fermentativos ocorre a producdo de acidos organicos, que tem
amplo uso em industrias farmacéuticas, alimenticias e quimicas. Os acidos organicos sdo
compostos que possuem de dois a seis atomos de carbono em sua estrutura, sendo mono-
caboxilados de cadeia curta linear, Uteis para utilizagdo na indUstria quimica como
percursores de produtos quimicos e derivados reduzidos.

Os principais métodos de producdo dos acidos organicos sdo por oxidacdo ou
carboxilacdo de percursores quimicos derivados do processamento do petroleo. Diante
disso, a biorrefinaria para producdo de acidos por meio dos processos fermentativos,
utilizando culturas puras, tem ganhado forca, devido a possibilidade de utilizacdo de
matéria-prima oriunda de fonte de energia renovavel, para a geracdo dos mesmos
produtos alcancados nas refinarias convencionais, a partir da realizacdo de processos
microbioldgicos. Na Tabela 3.3, encontram-se os valores comerciais de alguns destes

compostos.

Tabela 3.3. Preco de mercado para diferentes compostos

Composto Preco (USD/tonelada)
Acido acético 400-800

Acido butirico 2000

Acido propiénico 1500-1700

Acido latico 1000-2100

Etanol 800-2000

Acido formico 950-1200

Fonte: (BASTIDAS-OYANEDEL et al., 2015).
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O é&cido lactico é um &cido organico amplamente utilizado na inddstria alimentar
e ndo alimentar, incluindo as industrias cosmética e farmacéutica, e para producdo de
produtos quimicos oxigenados e reguladores de crescimento vegetal. Nos ultimos anos,
tem sido empregado, como matéria prima na producédo do biopolimero, &cido poli-lactico,
que é uma alternativa biodegradavel dos plasticos derivados de petroquimicos. O
biopolimero é usado em suturas cirdrgicas, implantes ortopédicos, sistemas de liberacao
de medicamentos e produtos de consumo descartaveis (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO;
SONOMOTO, 2011; LIANG; MCDONALD; COATS, 2015).

O écido butirico € produzido principalmente pela sintese quimica baseada no
petréleo. Tendo aplicacdo industrial em aditivos para aumentar a fragrancia de frutas e
como composto aromatico para a producdo de perfumes, bebidas, alimentos e cosméticos,
além de ser conhecido por possuir inimeras aplicacfes na medicina, no campo da
gastroenterologia, no tratamento de patologias hematoldgicas, metabdlicas e neuroldgicas
(JIANG et al., 2018; LIU; ZHU; YANG, 2006).

O é&cido propibnico € um intermediario quimico importante na sintese de
herbicidas, é empregado na producédo de plésticos a base de celulose, sabores de frutas,
solventes, bases de perfume e borracha de butila para melhorar a resisténcia a abraséo. E
usado na indudstria alimentar para inibir o crescimento de fungos, leveduras e algumas
bactérias (AHMADI; KHOSRAVI-DARANI; MORTAZAVIAN, 2017).

O acido acético é o principal ingrediente do vinagre. Na industria de alimentos é
utilizado como condimento e conservante. E utilizado como precursor de varios
compostos, que sdo usados como moléculas para producdo de farmacos (aspirina,
vitamina E e antibioticos betalactamicos), agrotoxicos (inseticidas e fungicidas) e
corantes (MOSCOVIZ et al., 2018).

A partir dos estudos realizados na literatura, verificou-se que a utilizacdo da
fermentacdo em um Unico estagio, com a presenca de co-cultura, contendo um
microrganismo de fermentacdo escura (sem adigdo de luz) e uma espécie de bactéria
fotossintetizante, possam favorecer um aumento na producdo de hidrogénio, visto que,
essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e a capacidade de degradar os

metabolitos produzido in situ.
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3.7 Consideracdes Finais da Revisao Bibliografica

A revisdo de literatura teve como objetivo buscar conhecimento que fornecessem
base teorica para melhorar o entendimento no processo de producéo de hidrogénio a partir
do sistema de co-cultura.

A fermentacao escura (sem adicdo de luz), tem o maior potencial para producéo
de hidrogénio, onde sdo produzidos &cidos organicos e alcoois. Na fotofermentagédo
utiliza bactérias fotossintetizantes purpuras ndo sufurosas, na presenga de luz, e elas sdo
capazes de converter completamente glicose a Hz e CO2, sendo um método que tem altos
rendimentos de conversao tedrica e capacidade usar compostos organicos derivados de
residuos como substratos.

A junco desses dois processos é chamada de sistema hibrido. E realizado a
fermentacdo escura (sem adicdo de luz), com microrganismos anaerdbios estritos ou
facultativos. Essa fermentacdo ira gerar um efluente que é rico em &cidos organicos,
produzidos no processo fermentativo. Esse efluente é entdo utilizado na fotofermentacao,
com as seguintes etapas de pré-tratamento: Centrifugacdo, a fim de se retirar as células e
possibilitar o uso do sobrenadante com adi¢do de sais e correcdo de pH; e esterilizacdo
do meio, o qual seré utilizado na fotofermentacédo (etapa em que acontecera a conversdo
dos acidos organicos).

A partir dos estudos realizados na literatura, verificou-se que a utilizacdo da
fermentacdo em um U(nico estagio, com a presenca de co-cultura, contendo um
microrganismo de fermentacdo escura (sem adicdo de luz) e uma espécie de bactéria
fotossintetizante, possam favorecer um aumento na producdo de hidrogénio, visto que,
essa abordagem, diminui o custo do processo produtivo e a capacidade de degradar os
metabdlitos produzido in situ.

A utilizacdo de um subproduto agroindustrial para a producdo de hidrogénio €
interessante pelo baixo custo e pela grande disponibilidade, além de reduzir as suas
quantidades nos processos industriais. Esses subprodutos possuem caracteristicas
individuais, que devem ser escolhidos estrategicamente para ndo dificultar as condicfes

operacionais ideais.



CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas trés culturas puras de bactérias. O microrganismo
anaerobio facultativo utilizado foi Enterobacter cloacae subsp. cloacae (CT) ATCC
13047, proveniente da colecdo de microrganismos da Fundacdo Oswaldo Cruz. Duas
cepas de bactérias purpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris DSM 123 e
Rhodobacter capsulatus DSM 1710. Tais bactérias foram adquiridas de uma colecéo
alemd de microrganismos e cultura de celulas, a DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Culture).

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

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

Tabela 4.1. Composicdo do meio Caldo Nutriente

Reagentes Concentracdo (g/L)
Extrato de carne 3,0
Peptona 10,0
Fosfato de potéssio dibasico 1,0
Cloreto de Sadio 5,0
Agar 30,0
pH 6,8+0,2

Fonte: (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

ApOs o repique em meio solido, as cepas de E. cloacae permaneceram cerca de
24 horas em estufas a 32 + 1°C e, em seguida, foram transferidas para o meio liquido,
sem adicdo de agar, onde permaneceram por 48 horas e, posteriormente, foram utilizadas
no processo fermentativo.

Os meios de cultivo foram preparados dissolvendo-se 0s reagentes em agua

deionizada, sendo o pH ajustado com hidroxido de sodio (0,1 M). Em seguida, 0s meios
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juntamente com as vidrarias utilizadas foram esterilizados a 121 + 1°C, a 1 kgf/cm? 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 in6culo (10 mL). Argbnio era borbulhado ao meio por 3 minutos para
garantir a anaerobiose. No periodo de 10 a 12 dias, as cepas foram centrifugadas e o
sedimento era suspenso em um novo meio de cultura. Apds a renovacdo do meio, 0s
frascos foram mantidos em uma camara de germinacdo a 30 £ 1 °C, com iluminacdo de
2200 lux.

O meio de cultura utilizado para a manuten¢éo das bactérias fotossintetizantes foi
o meio basal RCV (WEAVER; WALL; GEST, 1975), preparado pela dissolucédo dos itens

relacionados nas Tabelas 4.2 e 4.3.

Tabela 4.2 - Componentes do meio RCV.

Reagente Concentracdo (g/L)
Acido Malico 4,02
KH2PO4 0,60
K2HPO4 0,90
MgS0O4.7H20 0,12
CaCl2.2H20 0,075
Na,EDTA.2H20 0,02
Micronutrientes 1mL
Tiamina 0,001
(NH24)2S04 1,00

Tabela 4.3 - Composi¢oes da solucdo de micronutrientes utilizada no meio RCV.

Reagente Concentracéo (g/L)
H3BO3 2,80
MnSO4 H20 1,59
NaMoOs 2H,0 0,75
ZnS04 7TH20 0,24
CaCl2.2H.0 0,075

CuCl; 2H20 0,05




36
Capitulo 4 — Material Métodos

4.2 Substrato

Os substratos empregados nas fermentacdes foram glicose P.A. e a lactose
presente no Permeado de Soro de queijo em p6. O Permeado de Soro de queijo em pé foi
adquirido da empresa Sooro Concentrado Industria de Produtos L&cteos Ltda. Estes,
tinham a concentracéo final de agucar ajustada para 10,00 g/L.

A caracterizacdo do permeado de soro de queijo em po foi realizado pela propria

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

Tabela 4.4: Caracteristicas do permeado de soro de queijo da Empresa Sooro
Concentrado Industria de Produtos Lacteos Ltda

Parametros Especificacao Valores Andlise
Umidade (%) Maximo 4,0 1,05
Acidez (%) Maximo 2,0 1,93
Gordura (%) Méaximo 1,5 0

pH 6,0-6,7 6,25
Proteina (%) Minimo 3,0 1,42
Cinzas (sais minerais) (%) Méaximo 6,0 4,56
Lactose (%) Minimo 80 92,97

4.3 Reator

Os experimentos foram realizados em biorreatores de 1,5 L - mddulo Fermentador
TE-2003/1,5-E1 (Figura 4.2), com volume reacional de 700 mL, composto por 65 mL
(9,3%) de indculo e 635mL (90,7%) do meio fermentescivel. No sistema de co-cultura, a
relacdo entre as bactérias foram de 1:1. A temperatura da fermentagéo foi de 32 °C + 2°C
e agitacéo de 130 rpm. Para os ensaios de fermentacdo escura ndo houve a presenca de
luz. Nos ensaios de fotofermentacdo, a intensidade luminosa foi de 5000 lux, mantida
com lampada fluorescente (25 W). Apoés a preparacao do reator, foi borbulhado gas ao

meio, durante 15 minutos, para garantir um ambiente anaerdébio.
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Figura 4.2 — Modulo Fermentador TE-2003/1,5-E1.

Il
|

1l mww’
10 ',

| | “ |
l“‘\“

| il

4.4 Condicdes dos Ensaios

O acompanhamento dos processos fermentativos foi realizado através da coleta
de amostras periodicamente. Durante os ensaios, amostras do biogéas foram coletadas e
armazenadas em ampolas gasométricas (Construmagq LTDA, Brasil) para posterior
analise. Simultaneamente, o biogas produzido foi quantificado através de um medidor de
vazdo volumétrica - MilliGas-Counter da Ritter Tipo MGC-1.

Para 0 acompanhamento do crescimento celular e da produgdo de metabdlitos,
amostras de 10 mL do meio reacional foram coletadas com utilizacdo de seringa. Para
cada amostra, mediu-se a concentracdo celular por absorbancia e, em seguida, esta
amostra foi centrifugada durante 15 min a 7730 g. A partir do sobrenadante coletado,
realizou-se quantificacdo de acidos organicos, etanol e aglcar através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia. As células separadas apds centrifugacdo foram utilizadas para
andlise de concentracdo de solidos volateis (SV) pelo método gravimétrico. Ao longo do
ensaio permitiu-se a queda do pH até o valor minimo de 5,5 e este valor foi controlado

até o final do processo por adi¢ao de solugao de NaOH (0,1 M).

4.5 Ensaios de fermentacéo escura (sem adicao de luz) e fotofermentacgédo

Os ensaios para a producdo de hidrogénio foram realizados em reator com

alimentacdo repetida, verificando a influéncia do meio de cultivo, fonte de acgucar,
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auséncia de luz ou presenca de luz constante, utilizacdo de géas inerte, microrganismos e
forma de alimentacéo.

Nos ensaios realizados na primeira etapa do trabalho foi avaliado a producéo de
hidrogénio, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae, com substrato glicose, sob
influéncia de luminosidade e gases inertes, no meio de cultivo Caldo Nutriente. A Tabela

4.5, apresenta a sequéncia dos ensaios realizados.

Tabela 4.5: Ensaios avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, utilizando a
glicose como substrato.

Ensaio Cultura Gés Luminosidade
1 E. cloacae Nitrogénio Escuro
2 E. cloacae Argonio Escuro
3 E. cloacae Nitrogénio Claro
4 E. cloacae Argonio Claro

Na segunda etapa, foi avaliada a producdo de hidrogénio, utilizando o
microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato Permeado de Soro de queijo em
po, sob influéncia de luminosidade e gases inertes no meio de cultivo Caldo Nutriente. O
Permeado de Soro de queijo em p6 é um subproduto agroindustrial com alta concentracéo
carbbnica, sendo uma alternativa para diminuir o uso de fontes puras de carboidratos

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

Tabela 4.6: Ensaios avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, utilizando o
Permeado de Soro de queijo como substrato.

Ensaio Cultura Gas Luminosidade
5 E. cloacae Nitrogénio Escuro
6 E. cloacae Argbnio Escuro
7 E. cloacae Nitrogénio Claro
8 E. cloacae Argobnio Claro

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

hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
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bactérias purpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter
capsulatus, no meio de cultivo RCV, sob influéncia da fonte de carbono, com o gés inerte
Argbnio e iluminacdo constante. O processo fermentativo foi realizado em um dnico
estagio, pois 0 microrganismo Enterobacter cloacae é produtor de acidos orgéanicos, e
esses &cidos sdo utilizados como substratos para a producéo de hidrogénio pelas bactérias

fotossintetizantes. A Tabela 4.7, apresenta a sequéncia 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 pd
12 E. cloacae / R. capsulatus Permeado de Soro de queijo em pd

Na quarta etapa, foi avaliado o sistema de co-cultura para a produgdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter
capsulatus, no meio de cultivo Caldo Nutriente, sob influéncia da fonte de carbono, com
0 gas inerte Argbnio e iluminacdo constante. O processo fermentativo foi realizado em
estagio Unico, de forma analoga a terceira etapa, modificado o meio de cultivo de RCV

para Caldo Nutriente. A Tabela 4.8, apresenta a sequéncia 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 pd
16 E. cloacae / R. capsulatus Permeado de Soro de queijo em pd

Na quinta etapa do trabalho, foi avaliada a producdo de hidrogénio por

fotofermentacgéo, utilizando o sistema de co-cultura do microrganismo Enterobacter
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cloacae e as bactérias parpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e
Rhodobacter capsulatus, empregando o substrato Permeado de Soro de queijo em po e
glicose de forma alternada, sob a influéncia dos meios de cultivo. A Tabela 4.9, apresenta

a sequéncia dos ensaios realizados.

Tabela 4.9: Ensaios avaliando o sistema de co-cultura, empregando o substrato
Permeado de Soro de queijo em po 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 reposi¢do da fonte de carbono foi feita somente ap6s o consumo total
do acucar. Para os ensaios com a alternéncia de substrato seguiu a mesma metodologia, a
concentracdo dos acucares foi monitorada de maneira que, ao ser totalmente consumido, o

segundo tipo de acucar ja foi adicionado para que ndo houvesse a falta de substrato.

4.6 Métodos analiticos

4.6.1 Quantificacdo do crescimento celular

A quantificagdo do crescimento celular foi feita pela anélise de absorbancia do meio
fermentativo no espectrofotdmetro modelo Shimadzu UVmini-1240 (comprimento de onda
Apéndice A), em triplicata, sendo convertido em concentracdo de células (g/L) por meio de
uma curva de calibragéo previamente estabelecida correlacionando a leitura de absorbancia com
a massa seca de células (Apéndice A).

Para analise, a bactéria foi separada do meio fermentado e, em seguida, lavada com agua
destilada, sendo que ambos os procedimentos foram realizados por centrifugacdo durante
10 minutos a 8170 g. Ao sedimento formado, 4gua destilada foi adicionada no mesmo volume

da solucéo inicial, formando assim uma suspenséo de bactérias, que era quantificada.
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4.6.2 Quantificacdo de aclcares e metabolitos formados durante as fermentacdes

As anélises das concentragdes dos agucares e dos metabdlitos formados foram realizadas
em triplicata por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Figura 4.3), marca Shimadzu
modelo LC-20A Prominence, coluna SUPELCOGEL C-610H. Empregou-se como fase movel
acido fosforico (0,1 %), com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32 °C e volume de

injecdo de 20 uL. As concentracBes de acUcares e &cidos foram calculadas com auxilio de

curvas padrao realizadas previamente (Apéndice A).

Figura 4.3 - Cromatografo utilizado na anélise dos metabdlitos formados e na quantificagdo
de acucares.

4.6.3 Quantificacdo de hidrogénio

O gas produzido foi coletado em seringas graduadas e sua composicao determinada em

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

marca Shimadzu (Figura 4.4).

Figura 4.4 - Cromatografo utilizado para andlise do biogas formado.
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O Cromatografo € equipado com um detector de condutividade térmica e uma coluna
capilar Carboxen 1010 (comprimento 30 m, didmetro interno de 0,53 mm). O Argbnio foi
utilizado como gés de arraste. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector durante as
analises foram 230°C, 30°C e 230°C, respectivamente. Os valores obtidos de hidrogénio foram
quantificados com o auxilio da curva de calibracdo. O tempo de anélise foi de 17 minutos, sendo

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

4.7 Conversao

O rendimento em mol de hidrogénio por mol de substrato consumido foi calculado
segundo a Equacéo (4.1).

mol H, 4.1)
mol de substrato consumido

Conversao =

4.8 Produtividade

O calculo da produtividade, em relacdo ao hidrogénio produzido foi feito utilizando-se
a Equacdo (4.2).
mmol H, 4.2)
volume reacional - tempo de fermentacao

Produtividade =



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados como substratos os agUcares glicose P.A. e a lactose, oriunda do
Permeado do Soro de queijo em p0, agucares presentes na maioria dos efluentes de laticinios, a
fim de comparar os resultados obtidos. A glicose é um substrato de preferéncia dos
microrganismos fermentativos por carboidratos, o que permite um maior entendimento sobre o
processo envolvido na producdo de hidrogénio. A utilizacdo do Permeado do Soro de queijo
em pd permitiu usar um substrato com a mesma composi¢do em todos 0s ensaios e possibilitou,
do ponto de vista da minimizacao de subprodutos agroindustriais nos processos industriais, a
producdo de um combustivel baseado em fontes renovaveis. Estes acucares também sdo
consumidos de forma preferencial pela a maioria dos microrganismos estudados.

A seguir sdo apresentados os resultados dos processos fermentativos (Itens 5.1 a 5.5),
conduzido em regime de batelada repetida, avaliando a fonte de carbono, gas inerte, condicdes

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

5.1 Fermentagdes avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato

glicose.

Na primeira etapa do trabalho, foi estudado o comportamento da Enterobacter cloacae,
para a producdo de hidrogénio, utilizando glicose como fonte de carbono, com o0 meio de cultivo
Caldo Nutriente, com modificacdes de luminosidade e gas inerte, para garantir a anaerobiose
do meio. A finalidade dessa etapa foi analisar o comportamento do microrganismo, para utiliza-

lo na fotofermentacdo com as bactérias fotossintetizantes.

5.1.1 Ensaio 1, com o gas inerte nitrogénio sem presenca de luz.

As Figuras 5.1 a 5.4, apresentam os resultados do Ensaio 1. A Figura 5.1 correlaciona
produtividade e conversdo, a Figura 5.2 pH e concentracdo celular e as Figuras 5.3 e 5.4 a
formacdo dos metabdlitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogénio como gas
inerte e sem a presenca de luz.

Nota-se, na Figura 5.1, que a produtividade de hidrogénio aumentou até o tempo de
60 horas, obtendo a méxima produtividade de 207,45 mmol Hz/L.dia com uma converséo de

1,95 mol de Ha/mol de hexose consumido.
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Figura 5.1 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o gés inerte nitrogénio
sem presenca de luz e glicose.
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Figura 5.2 — Comportamento do pH e da concentracédo celular, em funcdo do tempo de

fermentacao, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio sem presenca de luz e glicose.
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A Figura 5.2 apresentou o crescimento celular e pH. A concentracdo 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 € de 6,8 e ao longo do processo o

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

seguinte ao ajuste de pH, ele ja teria sofrido alteracGes, sendo 0s responsaveis pela sua variagéo,

o0s acidos organicos que sdo 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 producdo de hidrogénio, uma

vez que o 6timo para atividade da hidrogenase € de 5,5 (LI; FANG, 2007).

Figura 5.3 — Varia¢do da concentracdo dos metabolitos formados: acido acético, acido
propionico e etanol, utilizando E. cloacae, com 0 gé&s inerte nitrogénio sem presenca de luz e

glicose.
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Figura 5.4 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: acido lactico e &cido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio sem presenca de luz e glicose.
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Nas Figuras 5.3 e 5.4, observa-se a formacdo dos metabdlitos. H& formacdo do acido

acetico até o tempo de 36 horas, atingindo uma concentracdo de 3,10 g/L. Ap0s esse tempo, ela

se manteve até o final do processo fermentativo. O &cido propidnico foi produzido a partir do

inicio da fermentagdo, mantendo sua concentracdo em 1,12 g/L. O &cido latico foi produzido
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em pequenas quantidades até o tempo de 60 horas, alcancando uma concentracdo de 2,40 g/L.
Apds esse tempo, o0 &cido latico tem uma rapida producéo até 85 h de processo, atingindo uma
concentracdo de 14,45 g/L. O &cido butirico foi produzido de forma crescente durante a
fermentagdo, até o tempo de 60 h e, em seguida se manteve constante, chegando a uma
concentracdo de 6,26 g/L. Observa-se a sintese do etanol até o tempo de 30 horas, e manteve
constante sua producéo até o final do processo fermentativo, obtendo uma concentracao final
de 5,30 g/L.

A partir do tempo de 60 horas, verificou-se que com a correcdo do pH para 5,5, os pontos
subsequentes, houve ainda um decaimento do pH, mesmo com a producao constante dos acidos,
h& uma possibilidade de producdo de outros acidos organicos, em que ndo foi possivel a sua
deteccdo na coluna utilizada na cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A producdo de hidrogénio pode ser estimada através da producdo dos metabdlitos
(&cidos aceético, butirico, propidnico) conforme apresentados nas Equaces (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 apos esse tempo de 60 h a concentracdo celular aumenta e a producdo de

hidrogénio diminui, mostrando que a sintese ndo é associada.

5.1.2 Ensaio 2, com o gas inerte argbnio sem presenca de luz.

As Figuras 5.5 a 5.8, apresentam os resultados do Ensaio 2. A Figura 5.5 correlaciona
produtividade e conversdo, a Figura 5.6 pH e concentracdo celular e as Figuras 5.7 € 5.8 a
formacdo dos metabolitos, durante o processo fermentativo, utilizando argénio como gas inerte
e sem a presenca de luz.

Nota-se na Figura 5.5 que, a produtividade maxima obtida foi de 184,67 mmol Ha/L.dia
com uma conversdo de 1,66 mol de Ho/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 Ha/L.dia. No tempo de 84 horas obteve-se o segundo ponto de produtividade
méaxima de 178,17 mmol Hz/L.dia. O uso do gas argdnio, permitiu alcancar a produtividade
méaxima no inicio do processo fermentativo. Em comparagdo ao Ensaio 1 utilizando o gas
nitrogénio, obteve uma produtividade 12,3 % maior que o Ensaio 2, porém essa produtividade
foi alcancada em um tempo superior (60 h).

Na Figura 5.6, observa-se o crescimento celular até o tempo de 24 horas atingindo uma
concentracédo de 4,49 g/L, mantendo essa concentracao até o tempo de 84 horas. No final do

processo fermentativo a concentracédo 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. Apos esse periodo,

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

conforme observa-se o0 aumento das concentracfes de acidos da Figura 5.7 e 5.8.

Figura 5.5 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o gas inerte argdnio sem

Produtividade (mmol H,/L.dia)

Figura 5.6 — Comportamento do pH e da concentracéo celular, em fungédo do tempo de
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Observa-se a formagao dos metabolitos na Figura 5.7. O &cido acético foi produzido até

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

acido acético foi consumido, chegando a uma concentragédo de 0,03 g/L. Apds esse tempo, ele

volta a ser produzido, alcangando uma concentracao final de 6,73 g/L. Caso semelhante ao
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acido acético acontece com o acido propidnico. No tempo de 24 horas atinge uma concentracdo
de 2,08 g/L, ha o consumo do acido propibnico até o tempo de 72 horas, e volta a ser produzido.
Em comparacdo ao Ensaio 1, observa-se que apos o tempo de 72 horas, ha um aumento na
concentracdo dos &cidos e a producdo de H € diminuida, que esté relacionada ao avango da
toxicidade do meio por conta da producdo dos metabdlitos e ao pH baixo, que esta fora da

atividade enzimatica otima.

Figura 5.7 — Variagdo da concentracdo dos metabolitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o géas inerte argénio sem presenca de luz e

glicose.
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Figura 5.8 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: acido lactico e &cido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gés inerte argbnio sem presenca de luz e glicose.
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Na Figura 5.8, verifica-se que o acido latico atinge a concentracao de 7,67 g/L no tempo
de 12 horas e, apés atingir essa concentracdo, 85% dele é consumido. Apds esse periodo, ele
volta a ser produzido, alcan¢ando uma concentracéo de 12,95 g/L. Ocorreu a producao estavel
do &cido butirico, até o tempo de 72 horas. O etanol foi sintetizado continuamente durante o

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

5.1.3 Ensaio 3, com o gas inerte nitrogénio com a presenca de luz.

As Figuras 5.9 a 5.12, apresentam os resultados do Ensaio 3. A Figura 5.9 correlaciona
produtividade e conversdo, a Figura 5.10 pH e concentracdo celular e as Figuras 5.11 e 5.12 a
formacdo dos metabdlitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogénio como gas
inerte e com a presenca de luz.

Nota-se na Figura 5.9, que no tempo de 24 horas, obteve-se uma produtividade de
136,02 mmol H»/L.dia, e passadas mais 60 horas, obteve-se a produtividade maxima de
156,09 mmol Hz/L.dia com uma converséo de 1,46 mol de Hz/mol de hexose consumido no
tempo de 84 horas. Apds esse tempo, a produtividade diminuiu. Verifica-se que o uso do gas
nitrogénio para garantir a anaerobiose do meio, eleva o tempo da produtividade maxima, o

mesmo ocorrido no Ensaio 1.

Figura 5.9 — Produtividade e conversao, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio
com a presenca de luz e glicose.
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Na Figura 5.10, observou-se um rapido crescimento celular até o tempo de 24 horas
atingindo uma concentracdo de 4,22 g/L e, somente apds 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, 0 pH se manteve na faixa de 5,5 — 6,0, chegando a 4,5 no fim da

fermentacdo, o que é confirmado pela producéo dos acidos organicos nas Figuras 5.11 e 5.12,

Figura 5.10 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de
fermentacao, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio com a presenca de luz e
glicose.
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Figura 5.11 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propidnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio com a presenca de luz
e glicose.
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Observa-se a formacdo dos metabdlitos nas Figuras 5.11 e 5.12. O &cido aceético foi
produzido até o tempo de 48 horas, observa-se o consumo dele até o tempo de 60 horas. Apds
esse tempo, ele volta a ser produzido em quantidades significativas, alcancando uma

concentracdo final de 10,29 g/L. O mesmo foi observado para o &cido propionico, inicialmente
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ocorreu a producdo, ele foi consumido e voltou a ser produzido, chegando a uma concentracédo
de 2,67 g/L. O acido latico atingiu a concentracdo de 6,22 g/L no tempo de 24 horas, manteve
essa concentragdo por mais 24 horas, 65% dele foi consumido, e voltou a ser produzido,
alcancando uma concentracéo de 16,48 g/L.

Figura 5.12 — Variagdo da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio com a presenca de luz e glicose.
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A producdo do acido butirico ocorreu de forma constante no tempo de 20 a 70 horas,
com ligeira oscilacdo entre producdo e consumo de 70 a 130 horas, chegando na concentragédo
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 concentracdo de 9,72 g/L.

5.1.4 Ensaio 4, com o gas inerte argénio com a presenca de luz.

As Figuras 5.13 a 5.16, apresentam os resultados do Ensaio 4. A Figura 5.13
correlaciona produtividade e conversao, a Figura 5.14 pH e concentragdo celular e as Figuras
5.15 e 5.16 a formacdo dos metabolitos, durante o processo fermentativo, utilizando argonio
como gas inerte e com a presenca de luz.

O comportamento da produtividade de hidrogénio do Ensaio 4 foi similar ao do Ensaio
3 utilizando o gas nitrogénio. Na Figura 5.13, observa-se que nas primeiras 24 horas, foi
alcangado uma produtividade de 150,43 mmol Hi/L.dia, chegando a uma produtividade

maxima de 174,57 mmol H»/L.dia com uma conversdao de 1,64 mol de Hz/mol de hexose
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consumido no tempo de 60 horas. Os valores de produtividades encontrados nos Ensaios de

1 a4, sdo proximo, o que indica, que a E. cloacae é capaz de metabolizar em condi¢es distintas.

Figura 5.13 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o géas inerte argénio com

a presenca de luz e glicose.
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Na Figura 5.14 observa-se o rapido crescimento celular até o tempo de 24 horas,

chegando em uma concentracdo de 9,75 g/L e se manteve com pequenas variacOes de

concentracdo 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 formacao dos metabolitos. A formacao do &cido
acetico e propidnico foi pequena, mas se manteve durante toda a fermentagédo, chegando a uma
concentracdo final de 0,35 e 1,56 g/L, respectivamente. O &cido latico foi produzido em
pequenas quantidades até o tempo de 36 horas, alcangcando uma concentracdo de 1,17 g/L. Ap6s
esse tempo, o acido latico volta a ser produzido em quantidades significativas até o fim da

fermentacdo, atingindo uma concentracdo de 12,32 g/L.

Figura 5.15 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o géas inerte argbnio com a presenca de luz e
glicose.
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O é&cido butirico foi produzido de forma constante durante a fermentacéo até o tempo de
72 horas, sendo observado o seu consumo, até o final do processo fermentativo, chegando a
uma concentragédo de 0,8 g/L. O etanol foi sintetizado durante toda a fermentagdo, sem
evidenciar o seu consumo. Este fato pode estar relacionado ao decaimento da producéo de

hidrogénio apds 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 influéncia da presenca ou ndo de luz e o tipo de gas inerte na producao de
hidrogénio utilizando a glicose como fonte de substrato, 0 comportamento da produtividade foi
semelhante em todos os ensaios. A produtividade maxima do Ensaio 1 foi 12,3 % superior ao
do Ensaio 2 em que ambos nao tinham a presenca de luz, tendo mudanca apenas no tipo do gas
inerte utilizado. A produtividade méxima para o Ensaio 4, foi superior em 11,8 %, ambos
ensaios com a presenca de luz, sendo que no Ensaio 3 foi utilizado o nitrogénio como gas inerte.

Tabela 5.1 - Consolidagdo dos Ensaios de 1 a 4.

Ensaio 1° Ensaio 2° Ensaio 3¢ Ensaio 41
Produtividade maxima (mmol Ha/L.dia) 207,45 184,67 156,09 174,57

Tempo da produtividade maxima (h) 60 12 84 60

Conversdo (mol de Hz/mol de hexose) 1,95 1,66 1,46 1,64
Acido latico (g/L) 14,45 12,95 16,48 12,32
Acido acético (g/L) 2,56 6,73 10,29 0,35
Acido propi6nico (g/L) 1,12 1,77 2,67 1,56
Acido butirico (g/L) 6,26 3,26 2,33 0,80
Etanol (g/L) 5,30 8,53 9,72 12,20

& _ E. cloacae, glicose, nitrogénio, escuro.

® _ E. cloacae, glicose, argonio, escuro.

¢ — E. cloacae, glicose, nitrogénio, claro.

d_E. cloacae, glicose, argonio, claro.

A diferenca dos resultados de produtividade utilizando diferentes gases e presenca ou
ndo de luz, caracteriza que o microrganismo Enterobacter cloacae consegue metabolizar em
ambas condigdes, que era esperada, pois 0 microrganismo é quimiotrofico. 1sso sugere que a

luz ndo é um fator limitante de crescimento para producdo de hidrogénio. Nos Ensaios de
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1 a 4, foi observado que a formacdo de acido lactico comprometeu a producao de hidrogénio.
Para o 4cido acético, as suas concentracdes foram baixas em todos o0s ensaios, exceto no Ensaio
3.

A producéo bioldgica de hidrogénio é um processo muito complexo, sendo no presente
trabalho, influenciado pela forma de alimentagéo dos substratos e pelo tipo de inoculo utilizado.
A disponibilidade do substrato no meio reacional, pode aumentar a capacidade da bactéria
produzir hidrogénio durante todo o processo fermentativo, concentracfes de substratos em
niveis altos, afeta na produgéo do H. A forma de alimentacéo repetida do substrato favorece o
ndo 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 producéo de
hidrogénio utilizando a E. cloacae e verificaram a producao de acidos: butirico, latico e acético,
nas primeiras horas de fermentag&o, o mesmo observado neste trabalho.

Nath, Kumar e Das (2005) estudaram a producdo de hidrogénio utilizando a
Enterobacter cloacae, empregando glicose como fonte de substrato, argénio como gas inerte e
sem a presenca de luz. A conversédo obtida pelos autores foi de 1,86 mol de Hz/mol de glicose
consumida. Mohanraj et al. (2014) apresentaram em suas pesquisas a producéo de hidrogénio
na condicdo de temperatura ambiente, utilizando Enterobacter cloacae, com 10,0 g/L de
glicose, e 0 gas inerte nitrogénio. O rendimento obtido na condicdo de fermentacédo escura (sem
adicdo de luz) foi de 1,44 mol de H2/mol de glicose. Os valores de conversdo encontrados no
presente trabalho, foram na ordem de 1,46 a 1,95 mol de H2/mol de hexose.

A producdo de hidrogénio pode ser estimada através da producdo de &cido acético e
acido butirico formados durante o processo fermentativo. A formacdo destes metabolitos
contribuiu para maior producdo de hidrogénio ao meio fermentativo. Essa atribuicdo esta
baseada em estudos da literatura que mostra que o0 aumento da producdo de hidrogénio é
acompanhado pela producéo dos &cidos acético e butirico, conforme as Equacdes (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 concentracdes dos
principais metabdlitos do processo fermentativo para producao de hidrogénio estavam na ordem
acetico > butirico > etanol > propionico, enquanto que neste estudo, sob as mesmas condicoes
foi latico > butirico > etanol > acético > propi6nico.

O efluente gerado pela fermentacdo escura (sem adicdo de luz) do microrganismo
Enterobacter cloacae, é rico em acidos organicos (latico, acético, butirico e propionico), sendo
utilizado como substrato para fotofermentagdo utilizando o proprio microrganismo

Enterobacter cloacae. Verificou-se que ndo houve producdo de hidrogénio, para este ensaio,



56
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

indicando que o microrganismo Enterobacter cloacae nao tem a capacidade de consumir 0s

metabolitos produzidos por ele na fotofermentacdo para producéo de hidrogénio.

5.2 Fermentagdes avaliando o microrganismo Enterobacter cloacae, com o substrato

lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.

Na segunda etapa do trabalho, foi estudado o comportamento da Enterobacter cloacae,
para a producéo de hidrogénio, utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo
em po6 como fonte de carbono, com o0 meio de cultivo Caldo Nutriente, com modificacdes de

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

5.2.1 Ensaio 5, com o gas inerte nitrogénio sem a presenca de luz.

As Figuras 5.17 a 5.20, apresentam os resultados do Ensaio 5. A Figura 5.17
correlaciona produtividade e conversdo, a Figura 5.18 pH e concentracgdo celular e as Figuras
5.19 e 5.20 a formacéo dos metabdlitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogénio

como gas inerte e sem a presenca de luz.

Figura 5.17 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio
sem a presenga de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Nota-se na Figura 5.17, que a produtividade de hidrogénio teve dois picos maximos. O
primeiro pico de maxima produtividade foi no tempo de 12 horas, com produtividade de

37,61 mmol Hy/L.dia e conversdo 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 Ho/L.dia e conversdo de 2,03 mol de H2/mol de hexose consumido. Em comparagao
ao Ensaio 1, com mudanca apenas no tipo de substrato, verifica-se um comportamento diferente
de produtividade e conversao 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 0 processo
fermentativo. Para a concentracdo celular, nas primeiras 36 horas de fermentacdo, tem um
crescimento rapido, e 0 seu crescimento é continuo até o tempo de 300 horas, chegando a uma

concentragéo final de 16,01 g/L.

Figura 5.18 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio sem a presenca de luz e
lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Nas Figuras 5.19 e 5.20 observa-se a formacdo dos metabolitos. Ha formacao de acido
acetico até o tempo de 180 horas, atingindo uma concentracdo de 4,91 g/L. Ap6s esse tempo,
ele é consumido até o final do processo fermentativo, chegando a uma concentracdo de
1,74 g/L. O é&cido propidnico foi produzido em pequenas quantidades durante todo o processo
fermentativo, atingindo uma concentracao final de 0,69 g/L. O &cido latico foi produzido em
pequenas quantidades até o tempo de 156 horas, alcancando uma concentragdo de 0,12 g/L.
Ap0s esse tempo, o acido latico é produzido em quantidade maiores até o fim da fermentagéo,
atingindo uma concentracao de 3,30 g/L.

O é&cido butirico foi produzido de forma crescente durante a fermentacgéo apds o tempo
de 132 horas, chegando a uma concentragéo final de 12,84 g/L. Observa-se a sintese do etanol

a partir do tempo de 36 horas, sendo continua sua produgéo até o tempo de 228 horas, com uma
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concentracdo de 5,5 g/L. No final do processo fermentativo, atinge-se uma concentracao de
etanol final de 3,86 g/L.

Figura 5.19 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propibnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio sem a presenca de luz e
lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Figura 5.20 — Variacéo da concentra¢do dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gés inerte nitrogénio sem a presenca de luz e lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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5.2.2 Ensaio 6, com o gas inerte argbnio sem a presenca de luz.

As Figuras 5.21 a 5.24, apresentam os resultados do Ensaio 6. A Figura 5.21

correlaciona produtividade e conversao, a Figura 5.22 pH e concentracao celular e as Figuras
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5.23 e 5.24 a formacdo dos metabolitos, durante o processo fermentativo, utilizando argénio
como gas inerte e sem a presenca de luz.

Nota-se na Figura 5.21 que, a produtividade méxima obtida foi de 176,05 mmol Hz/L.dia
com uma conversao de 2,28 mol de Hz/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. Ao

longo do processo fermentativo, a produtividade de hidrogénio, foi diminuindo de forma lenta.

Figura 5.21 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o géas inerte argénio sem
a presenca de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Figura 5.22 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em funcdo do tempo de
fermentacdo, utilizando E. cloacae, com o gés inerte argénio sem a presenca de luz e lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Na Figura 5.22 observa-se que, o crescimento celular até o tempo de 12 horas atinge
uma concentracdo de 5,90 g/L e, o seu crescimento é continuo até o final do processo
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fermentativo, obtendo uma concentracao de 11,81 g/L. O pH nas 36 horas de fermentacéo ¢ de
4,3, indicando producdo de &cidos organicos e é controlado na faixa de 5 — 5,5.

Observa-se a formagao dos metabolitos nas Figuras 5.23 e 5.24. No tempo de 228 horas,
0 &cido acético atinge uma concentracdo de 4,69 g/L e é consumido nas proximas 48 horas.
Apds esse tempo, ele volta a ser produzido, alcan¢ando uma concentracgéo final de 5,10 g/L. O
acido propibnico tem uma producao significativa até o tempo de 324 horas, com concentracao
de 15,18 g/L, e ap0s esse tempo ele comeca a ser consumido até o final da fermentagéo,
atingindo uma concentracao final de 9,14 g/L.

Figura 5.23 — Variacdo da concentra¢do dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propidnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gas inerte argénio sem a presenca de luz e
lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Figura 5.24 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gés inerte argbnio sem a presenca de luz e lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.

40

1 —m— Acido Latico /KA
35 —A— Acido Butirico /‘\rkA
] aak
~ 30 - aA
3 5] <
[%2]
: /
8 ] A
£ At
2 A/A
O 154 /
[72] /A
3 /‘
'S 10 4
< A/A
5 s a-m-E-m
] )Z'/.\l/'/ Mmoo . ol
" m-E-n- -y
0 —T T T~ T T~ T T T T T T .

T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tempo (h)



61
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Observa-se para o acido latico a sua producdo e consumo durante a fermentacdo. Sua
concentracdo maxima foi de 6,05 g/L e no final do processo fermentativo foi de 2,69 g/L. O
acido butirico foi produzido em quantidades significativas durante toda a fermentagéo,
atingindo uma concentracéo final de 36,28 g/L. O etanol foi sintetizado continuamente durante

0 processo fermentativo, obtendo no final, uma concentracdo de 3,99 g/L.

5.2.3 Ensaio 7, com o gas inerte nitrogénio com a presenca de luz.

As Figuras 5.25 a 5.28 apresentam os resultados do Ensaio 7. A Figura 5.25 correlaciona
produtividade e conversao, a Figura 5.26 pH e concentracdo celular e as Figuras 5.27 e 5.28 a
formacdo dos metabolitos, durante o processo fermentativo, utilizando nitrogénio como gas
inerte e com a presenca de luz.

Nota-se na Figura 5.24, que a produtividade maéaxima alcancada foi de
65,01 mmol Hz/L.dia, com uma conversdo de 2,51 mol de Hz/mol de hexose consumido no
tempo de 12 horas. Observa-se que produtividade apds decréscimo até cerca de 156 horas,

voltou a crescer ao longo do processo fermentativo.

Figura 5.25 — Produtividade e conversdo, utilizando E. cloacae, com o gés inerte nitrogénio e
com a presenca de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Na Figura 5.26, observa-se um rapido crescimento celular até o tempo de 12 horas
atingindo uma concentracdo de 7,10 g/L e apds esse tempo, 0 seu crescimento é constante até

o final do processo fermentativo, atingindo uma concentragdo de 17,58 g/L. Nas 12 primeiras
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horas o pH teve uma queda ate atingir 4,78. Passado esse tempo, 0 seu valor durante 0 processo

fermentativo foi mantido entre 5 e 6,5.

Figura 5.26 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em funcéo do tempo de
fermentacao, utilizando E. cloacae, com o gas inerte nitrogénio e com a presenca de luz e
lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Ressalta-se a formacgdo dos metabolitos nas Figuras 5.27 e 5.28. O &cido acético foi

produzido até o tempo de 156 horas, com uma concentracdo 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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acido propionico foi produzido em pequenas quantidades, chegando ao maximo de 1,94 g/L no
tempo de 276 horas. O acido latico foi produzido em pequenas quantidades até o tempo de

228 horas, apds esse tempo, ele atinge a concentracdo de 3,68 g/L no final do processo
fermentativo.

Figura 5.28 — Varia¢do da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, utilizando E. cloacae, com o géas inerte nitrogénio e com a presenca de luz e lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.

30

—m— Acido Lético

25 —A— Acido Butirico /A\A/A
o A
\9 20
[%2]
8 A
‘= 154 /
«©
2 A
(@)
8 10 /
S A
3] /
< s A4

/ _——m—n
| . /A -
— e
0t ot & g o 5 ® g
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)

Ocorre a producdo continua e significativa do acido butirico, durante todo o processo
fermentativo, chegando na concentracdo de 25,49 ¢g/L. O etanol foi sintetizado
significativamente até tempo de 180 horas, com uma concentracao 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 gas inerte argébnio com a presenca de luz.

As Figuras 5.29 a 5.32, apresentam os resultados do Ensaio 8. A Figura 5.29
correlaciona produtividade e conversdo, a Figura 5.30 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.31 e 5.32 a formagdo dos metabdlitos, durante o processo fermentativo, utilizando argénio
como gas inerte e com a presenga de luz.

O comportamento da produtividade de hidrogénio do Ensaio 8 foi similar ao do
Ensaio 6. Na Figura 5.29 observa-se que, no tempo de 12 horas é alcancado a produtividade de

197,63 mmol H»/L.dia, com uma conversdo de 2,70 mol de Ho/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 conversdo, utilizando E. cloacae, com o gés inerte argonio e

com a presenca de luz e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Na Figura 5.30 nota-se o rapido crescimento celular até o tempo de 60 horas, chegando

em uma concentracdo de 13,67 g/L e se manteve com variagdes de concentracdo celular, até o

final do processo fermentativo, com concentracdo 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 ap0s o tempo de 300 horas, até o final do
processo fermentativo.

Nas Figuras 5.31 e 5.32, observa-se a formacdo dos metabdlitos. Observa-se para o
acido acético, 3 momentos de sua producgdo (60, 156 e 540 horas) e 2 momentos de consumo
132 e 516 horas). No final do processo fermentativo, a concentracdo de acido acético foi de
3,65 g/L.

Figura 5.31 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propiodnico e etanol, utilizando E. cloacae, com o gés inerte argénio e com a presenca de luz e
lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po.
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Figura 5.32 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, utilizando E. cloacae, com o gas inerte argdnio e com a presenca de luz e lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé.
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O é&cido propibnico foi produzido em quantidades significativas, atingindo uma
concentracdo de 10,60 g/L, no tempo de 300 horas. Apos esse tempo, 0 acido propibnico é
consumido, chegando em concentracéo final de 6,53 g/L. O acido latico é produzido até o tempo
de 156 horas, com uma concentragdo de 8,66 g/L. Ele foi consumido e no final do processo
fermentativo volta a ser produzido, atingindo 2,24 g/L de concentracdo. O acido butirico foi
produzido de forma continua durante a fermentacdo, chegando a uma concentracdo de
25,93 g/L. O etanol foi sintetizado durante toda a fermentac&o, sem evidenciar o0 seu consumo

expressivo, atingindo uma concentracao final de 2,85 g/L.

5.2.5 Consolidado dos Ensaios de 5a 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 - Consolidagdo dos Ensaios de 5 a 8.

Ensaio 52 Ensaio 6° Ensaio 7° Ensaio 8¢
Produtividade maxima (mmol Hy/L.dia) 46,55 176,05 65,01 197,63

Tempo da produtividade maxima (h) 324 12 12 12

Conversdo (mol de H2/mol de hexose) 2,04 2,29 2,52 2,70
Acido latico (g/L) 3,30 2,69 3,68 2,24
Acido acético (g/L) 1,74 5,10 0,86 3,64
Acido propi6nico (g/L) 0,69 9,14 0,63 6,53
Acido butirico (g/L) 12,84 36,28 25,49 25,93
Etanol (g/L) 3,86 3,99 3,68 2,85

2 — E. cloacae, permeado, nitrogénio, escuro.

b _ E. cloacae, permeado, argonio, escuro.

¢ — E. cloacae, permeado, nitrogénio, claro.

d_ E. cloacae, permeado, argonio, claro.

Analisando a influéncia da presenca ou ndo de luz e o tipo de gas inerte na producao de
hidrogénio utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de
carbono, com o meio de cultivo Caldo Nutriente, pode ser observado que os melhores resultados
de produtividade foram para 0s Ensaios 6 e 8, utilizando o géas inerte argonio. A utilizagdo do
argbnio como gés inerte, ndo favoreceu a producdo de &cido acético, favorecendo uma crescente
producéo do acido butirico. Nos Ensaios 6 e 8, a produtividade maxima 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, 0 uso do gas inerte nitrogénio favoreceu a producdo do &cido
acetico até por volta do tempo de 160 horas. Passado esse tempo, 0 acido acético comegou a
ser consumido e o &cido butirico produzido em quantidades significativas, beneficiando a
producéo de hidrogénio. Em comparacio aos ensaios da Etapa 1, verificou-se valores maiores
de produtividade, menores tempos de fermentacdo, maiores producdes de latico e etanol,
utilizando a fonte de carbono glicose. Com 0 uso da lactose proveniente do permeado de soro
de queijo em pd, observou-se maior producdo de acido butirico, porém, a producdo de
hidrogénio ndo é sustentada.

A diferenca dos resultados de produtividade com a influéncia da presenca ou ndo de luz,
ndo é tdo grande, o que caracteriza que 0 microrganismo Enterobacter cloacae consegue
metabolizar em diferentes situagdes, apresentando diferenca ao utilizar gases inertes diferentes.

Foi observado que as fermentagdes utilizando lactose proveniente do Permeado de Soro
de queijo em p6 como fonte de carbono, atingiram concentracfes celulares maiores, quando
comparados as fermentacGes em que utilizou-se a glicose como fonte de carbono. Observa-se
uma maior producdo do cido butirico nos ensaios utilizando lactose proveniente do Permeado
de Soro de queijo em p6é como fonte de carbono, favorecendo a producdo de hidrogénio
conforme as Equacdes (3.7) e (3.18), enquanto nos ensaios utilizando a glicose como fonte de
carbono, o acido mais produzido foi o acido latico.

A fonte de carbono ajuda a fornecer energia para 0 metabolismo celular e a formagao
de produtos. A glicose pura é um substrato de alto custo, portanto, a utilizacdo de um
subproduto agroindustrial ou de matéria-prima renovavel, é uma alternativa viavel e econémica
para producdo de hidrogénio. 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 po, verifica-se que o uso desse subproduto, permite alcancar
valores significativos na producéo de hidrogénio.

Davila-Vazquez et al., (2008) comparou a utilizacdo de glicose e permeado de soro de
leite para a E. cloacae variando as concentracdes de substrato e pH. Os maiores rendimentos
obtidos pelos autores foram de 1,46 mols de H2/mol de hexose (fermentacdo escura (sem adigédo
de luz) e utilizando glicose) e de 1,80 mols de H./mol de hexose (utilizando lactose).
Comparando com o resultado alcangado no presente trabalho, a converséo foi 27 % superior ao
encontrado na literatura.

Khanna et al., (2012), utilizou o gas inerte argénio em fermentacdo escura (sem adicéo
de luz) para a E. cloacae. O rendimento obtido foi de 1,90 mol Hz/mol de hexose. Comparando
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com este trabalho em que o gas argonio foi utilizado, verifica-se que o presente trabalho foi

superior em 20 % sem a presenca de luz, e de 42 % com a presenca de luz.

5.3 Fermentac0es avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentacéo com o meio basal
RCV.

Na terceira etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a producdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris ou Rhodobacter capsulatus,
no meio de cultivo RCV, sobre as influéncias da fonte de carbono, com o géas inerte Argénio e
sob iluminacdo constante. O processo fermentativo foi realizado em um Unico estagio, pois o
microrganismo Enterobacter cloacae é produtor de &cidos organicos, e esses acidos sdo

utilizados como substratos para a producdo de hidrogénio 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 conversdo, a Figura 5.34 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.35 e 5.36 a formacdo dos metabdlitos, durante a fotofermentacdo, 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 maxima produtividade
obtida foi de 90,47 mmol Ha/L.dia com uma conversdo de 1,55 mol de Hx/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
esta diretamente ligado na producgédo dos acidos organicos no meio fermentativo. Nota-se que a
concentracdo celular atinge 7,60 g/L e vai sofrendo oscilagdes durante a fotofermentagéo,
chegando a uma concentracdo celular final de 4,24 g/L.

Nas Figuras 5.35 e 5.36, observa-se a formagdo dos metabolitos. Nota-se que o &cido
acéetico e propidnico sdo produzidos em pequenas quantidades durante todo o processo,

chegando no final com concentracdo de 1,38 e 1,89 g/L, respectivamente.
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Figura 5.33 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris,
utilizando glicose como fonte de carbono em meio RCV.
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O acido latico foi produzido até o tempo de 72 horas, com uma concentracdo de

3,95 g/L. Ele foi consumido e volta a ser produzido até o tempo de 228 horas depois entdo,

volta a ser consumido, atingindo uma concentragcdo no final do processo fermentativo de

5,09 g/L. O acido butirico atingiu uma producdo maxima 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 concentracdo de 1,70 g/L, manteve a sua concentracdo até o tempo de 192 horas, e voltou

a ser produzido até o final da fotofermentagdo com concentracéo de 3,87 g/L.



70
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Figura 5.35 — Varia¢do da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propidnico 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 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido lactico e acido
butirico, 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 conversao, a Figura 5.38 pH e concentracgdo celular e as Figuras
5.39 e 5.40 a formacdo dos metabolitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura

Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando glicose como fonte de carbono.
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Figura 5.37 — Produtividade e conversdo, 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 maxima obtida foi de 133,04 mmol Hz/L.dia
com uma conversdo de 1,19 mol de Hz2/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. Ao
longo do processo fermentativo, a produtividade de hidrogénio, 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 concentracao de 6,45 g/L, ocorre uma diminuicdo da concentracdo celular e no tempo de
216 horas, atinge a sua concentracao celular maxima de 9,79 g/L. Nesse ensaio, observa-se que
0 pH, teve pequenas variacdes, ficando em torno de 4,90 — 5,30.

Figura 5.38 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de
carbono em meio RCV.
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Figura 5.39 — Varia¢do da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido

propidnico 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 formacédo dos metabolitos nas Figuras 5.39 e 5.40. Para o acido acético, a

sua producdo é em pequenas quantidades, chegando no final do processo fermentativo, com

uma concentracgdo de 1,41 g/L. O &cido propi6nico tem o comportamento parecido com o acido

acetico, atingindo uma concentracao final de 2,02 g/L.

Figura 5.40 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: acido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando glicose como fonte de
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carbono em meio RCV.
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O acido latico atinge uma concentragdo de 7,12 g/L, no tempo de 72 horas. Ap0s, sdo

observadas fases de consumo e producdo até o final do processo fermentativo quando a

observada concentracdo de 4,76 g/L. O &acido butirico foi produzido em quantidades pequenas
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até o tempo de 108 horas, ap0s esse tempo, a sua producdo maxima é de 6,78 g/L no tempo de
252 horas. O etanol foi sintetizado continuamente até o tempo de 84 horas, com concentracao

de 4,60 g/L. No final do processo fermentativo, a sua concentragdo € 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 pé

como fonte de carbono.

As Figuras 5.41 a 5.44, apresentam os resultados do Ensaio 11. A Figura 5.41
correlaciona produtividade e conversdo, a Figura 5.42 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.43 e 5.44 a formagdo dos metabdlitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.41 que, no tempo de 12 horas, a produtividade foi de
71,80 mmol Hy/L.dia com uma converséo de 1,23 mol de Hz/mol de hexose consumido. Em
seguida, no tempo de 84 horas obteve-se a produtividade méaxima de 79,68 mmol H/L.dia com

uma conversao de 2,38 mol de Ho/mol de hexose consumido.

Figura 5.41 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris,
utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono
em meio RCV.
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Na Figura 5.42, observa-se um rapido crescimento celular até o tempo de 24 horas
atingindo uma concentracdo de 6,21 g/L. A concentracdo celular se manteve com pequenas
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oscilacdes até o final do processo fermentativo, com concentracéo de 4,68 g/L. O pH diminuiu

até o valor de 5,15 no tempo de 48 horas, e se manteve com pequenas variacdes, até o fim da

fotofermentacéo.

Figura 5.42 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em funcdo do tempo de

fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do

Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio RCV.
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Observa-se a formacdo dos metabolitos nas Figuras 5.43 e 5.44. O &cido acético e o

acido propidnico foram produzidos em pequenas quantidades até o tempo de 192 horas,

atingindo concentracgdo no final do processo fermentativo de 1,93 e 2,76 g/L, respectivamente.

Figura 5.43 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propibnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio RCV.
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O é&cido latico atinge a concentracdo 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 concentragdo maxima de
8,15 g/L no tempo de 228 horas. Ocorre a producdo estavel do &cido butirico, durante todo o
processo fermentativo, chegando na concentracdo de 3,57 g/L.

Figura 5.44 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 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. Apds, volta a ser produzido até o tempo de 156 horas, com concentracdo de 2,04 g/L.

Atinge sua concentracdo maxima 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 pé como fonte

de carbono.

As Figuras 5.45 a 5.48, apresentam os resultados do Ensaio 12. A Figura 5.45
correlaciona produtividade e conversao, a Figura 5.46 pH e concentracgdo celular e as Figuras
5.47 e 5.48 a formagdo dos metabolitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando a lactose proveniente do Permeado
de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono.

Na Figura 5.45, a produtividade maxima alcancada foi de 141,67 mmol Ho/L.dia, com
uma conversao 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 conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus,
utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono

em meio RCV.
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Na Figura 5.46, observa-se um rapido crescimento celular até o tempo de 24 horas

atingindo uma concentracdo de 3,78 g/L, e ap0s, o crescimento celular tem uma fase com pouca

variacdo e depois aumenta e no final decresce atingindo uma concentracdo de 8,59 g/L. No

tempo entre 144 e 228 horas, atingiu a concentracao celular maxima 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 concentracao celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio RCV.
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Observa-se a formacdo dos metabolitos nas Figuras 5.47 e 5.48. O acido acético e o
acido propibnico sdo produzidos de forma continua, atingindo sua concentracdo maxima de
2,56 e 3,84 g/L, respectivamente. O acido latico foi produzido desde o inicio do processo
fermentativo, chegando a uma concentragdo final de 7,93 g/L. Até o tempo de 144 horas, 0
acido butirico foi produzido em pequenas quantidades, apds esse tempo, sua producdo &

intensificada, alcancando sua concentracdo maxima de 9,40 /L.

Figura 5.47 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono em meio RCV.
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Figura 5.48 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio RCV.
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O etanol foi sintetizado significativamente até o tempo de 132 horas, com uma
concentracdo de 4,345 g/L, e observado fase de consumo e retomada na sua producdo 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 - Consolidacdo dos Ensaios de 9 a 12.
Ensaio 9° Ensaio 10° Ensaio 11¢ Ensaio 12¢

Produtividade maxima (mmol Hz/L.dia) 90,47 133,04 79,68 141,67
Tempo da produtividade maxima (h) 12 12 84 60
Conversdo (mol de Hz/mol de hexose) 1,54 1,19 2,38 2,82
Acido latico (g/L) 5,09 4,76 6,52 7,93
Acido acético (g/L) 1,38 1,41 1,93 2,56
Acido propionico (g/L) 1,89 2,02 2,76 3,84
Acido butirico (g/L) 2,56 2,61 3,58 9,40
Etanol (g/L) 3,87 3,78 5,18 6,58

& _E. cloacae / R. palustris, glicose, meio RCV.

® _E. cloacae / R. capsulatus, glicose, meio RCV.

¢ —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 producdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no
meio de cultivo RCV. Observa-se comportamento semelhante para ambos 0s ensaios em que
foi modificado a fonte de carbono. Os melhores resultados de produtividade de hidrogénio,
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 p6 como fonte de carbono.
O menor tempo em que se obteve a produtividade maxima foi no Ensaio 10, onde foi utilizado
microrganismo Enterobacter cloacae e as bactérias purpuras ndo sulfurosas Rhodobacter
capsulatus. Foi observado que as fermentacgdes utilizando lactose proveniente do Permeado de
Soro de queijo em p6 como fonte de carbono, atingiram concentragGes celulares maiores,

quando comparadas as fermentacGes 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 nitrogénio
total, tais parametros pode influenciar diretamente na producéo de hidrogénio.

Verifica-se 0 que os principais acidos produzidos sdo o latico e o butirico. Estudos
relatam que as proporcdes de acido butirico presente no meio reacional é importante para prever
a via metabolica adequada para maior producdo de hidrogénio. Evidencia-se nos ensaios
realizados neste trabalho, que a rota metabdlica seguida para producdo de hidrogénio é a do
acido butirico.

Rabelo et al. (2018) estudaram o efeito interativo da concentragao e do pH do substrato,
para diferentes tipos de bactérias (Clostridium, Bacillus e Enterobacter), através da aplicacéo
do planejamento composto central, otimizando as respostas de hidrogénio e acidos organicos.
Os principais acidos produzidos foram butirico, succinico, isovalérico, propionico e acético. Os
autores afirmam que as variagcBes nas concentragdes de acidos organicos indicaram uma
mudanca de trajetoria quando a concentracao do substrato e o pH foram alterados, e a producéo
de &cido butirico foi afetada pela modificacdo dessas duas variaveis, com um nivel de
significancia de 5% por ANOVA. O melhor valor de pH para a producéo de acido butirico foi
6 e com uma concentracdo de 9,2 g/L de bagaco de cana como substrato. Em contraste com o
presente trabalho, durante todo o processo o pH foi ajustado para manter esse parametro acima
de 5,5 ponto a ponto e a concentracdo de substrato utilizada foi de 10,0 g/L.

Morsy (2015) estudou a producdo de hidrogénio por fotofermentacédo, utilizando a
bactéria de fermentacdo escura (sem adicdo de luz) Clostridium acetobutylicum e as bactérias
fotossintetizantes R. capsulatus e R. sphaeroides. Ele obteve melhores resultados para producéo
de hidrogénio em co-cultura do que ao usar cada uma das bactérias isoladas na fermentacéo
escura (sem adicao de luz) e fotofermentacdo, utilizando o géas inerte nitrogénio com a presenca
de iluminacdo. Esse resultado foi devido as eficiéncias variadas de cada uma das bactérias
estudadas na conversao de varios acidos organicos produzidos pela fermentacdo escura (sem
adicdo de luz).

Ding et al. (2009) investigaram diferentes parametros (tampéo fosfato, pH, propor¢éo
de bactérias e intensidade luminosa) para producéo de hidrogénio, utilizando a co-cultura de
Clostridium Butyricum e Rhodopseudomonas faecalis imobilizadas RLD-53. A proporc¢édo de
bactérias de fermentacdo escura (sem adicdo de luz) e fotossintetizantes foi de 1:10. A
produtividade mé&xima de hidrogénio foi de 33,85 mL H/L.h. Em comparac¢do com o presente
estudo, no qual foram utilizadas as bactérias E. cloacae e PNS, a propor¢do de bacterias
utilizada foi de 1:1, fazendo a conversdo da produtividade do Ensaio 12, em que foi 0 maior



80
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

valor encontrado, a produtividade maxima equivale a 148,86 mL Ha/L.h, levando-as a ter um

desempenho maior de producao de hidrogénio.

5.4 Fermentagdes avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentagdo com o meio de

cultura Caldo Nutriente.

Na quarta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a producéo de
hidrogénio por fotofermentacéo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no
meio de cultivo Caldo Nutriente, sobre as influéncias da fonte de carbono, com o géas inerte

Argonio e sob iluminag&o 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 conversdo, a Figura 5.50 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.51 e 5.52 a formacdo dos metabolitos, durante a fotofermentacdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando glicose como fonte de

carbono.

Figura 5.49 — Produtividade e conversdo, 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 maxima foi de 110,55 mmol H./L.dia e
converséo de 1,34 mol de Hz/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 concentragdo celular, nas primeiras 36 horas de fermentacdo, tem um
crescimento rapido, atingindo uma concentracdo de 6,07 g/L. A concentracdo celular se
manteve com pequenas Vvariacdes até o tempo de 216 horas. Apds esse tempo, ocorre um

decaimento da concentracdo de células.

Figura 5.50 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em funcdo do tempo de
fermentacdo, 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 formacdo dos metabdlitos. Ha formacéo do acido
acetico até o tempo de 60 horas, atingindo uma concentracdo de 1,07 g/L. Apos esse tempo, ele
é consumido até o tempo de 180 horas, com concentracao de 0,39 g/L, e volta a ser produzido
até o final do processo fermentativo, chegando a uma concentragéo de 1,93 g/L.

O acido propionico foi detectado em pequenas quantidades até o tempo de 72 horas. A
partir desse tempo, ocorre a formacao do &cido propidnico até o final do processo fermentativo,
atingindo uma concentracao de 5,73 g/L. O &cido latico foi produzido em grandes quantidades
até o tempo de 120 horas, alcancando uma concentracao de 17,27 g/L. Ap0s esse tempo, cerca
de 65 % do &cido latico é consumido até o tempo de 276 horas e volta a ser produzido até o fim
da fermentacgdo, atingindo uma concentracdo de 15,14 g/L. O &cido butirico 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 concentragdo final de
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19,80 g/L. Observa-se que sintese do etanol iniciou apenas a partir do tempo de 108 horas e

tem producdo continua até o final do processo fermentativo, com concentracao de 5,12 g/L.

Figura 5.51 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico 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 — Variacéo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, 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 conversdo, a Figura 5.54 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.55 e 5.56 a formacdo dos metabdlitos, durante a fotofermentacdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando glicose como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.53 que, a produtividade méxima obtida foi de 122,58 mmol Hz/L.dia
com uma conversdo de 2,64 mol de Hz/mol de hexose consumido no tempo de 12 horas. No
tempo de 60 horas, os valores da produtividade cairam em 50 %, e foi diminuindo de forma
lenta e constante. Apds o tempo de 250 horas, a produtividade e conversdao se manteve

aproximadamente constante.

Figura 5.53 — Produtividade e conversdo, 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 concentracdo de 3,33 g/L, e se manteve até o tempo de 204 horas. Apds esse tempo,
verifica-se que ocorre um aumento da concentragdo de células. O pH sofre algumas variacGes
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 correcdo com NaOH, para ficar na faixa entre 5,0 — 5,5.

Observa-se a formagdo dos metabdlitos nas Figuras 5.55 e 5.56. O &cido butirico foi
produzido em quantidades pequenas até o tempo de 180 horas, com concentracdo de 3,43 g/L.

Apos esse tempo, a sua quantidade é expressiva, alcangando 23,32 g/L.
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Figura 5.54 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, 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 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido
propidnico 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 acido acético verifica-se a sua producédo e consumo até o tempo de 192 horas,
atingindo concentragdes minimas e maximas de 0,18 e 1,13 g/L, respectivamente. Ap0s esse
tempo, a sua producdo atinge concentracao final de 2,14 g/L no tempo de 420 horas. Até o
tempo de 180 horas, 0 acido propidnico tem 0 mesmo comportamento que o acido acético, é
produzido e posteriormente consumido. A partir do tempo de 192 horas até o final do processo

fermentativo a sua producéo é mais expressiva, alcancando uma concentracdo final de 6,25 g/L.
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Figura 5.56 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, 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 acido latico atinge concentracdo de 13,09 g/L no tempo de
84 horas e é consumido até o tempo de 180 horas. A sua producdo é retomada, seguido de
consumo até o final do processo fermentativo com concentracdo de 7,17 g/L. O etanol foi
sintetizado a partir do tempo de 108 horas e € continuo até o final do processo fermentativo,

obtendo uma concentragao 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 pé

como fonte de carbono.

As Figuras 5.57 a 5.60, apresentam os resultados do Ensaio 15. A Figura 5.57
correlaciona produtividade e conversdo, a Figura 5.58 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.59 e 5.60 a formacdo dos metabolitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.57 que, no tempo de 48 horas, a produtividade de hidrogénio foi de
100,64 mmol H/L.dia. Apos esse tempo, observa-se que a produtividade maxima alcancada foi
de 172,08 mmol H/L.dia, com uma converséao de 2,90 mol de H2/mol de hexose consumido no
tempo de 180 horas.
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Figura 5.57 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris,
utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono
em meio Caldo Nutriente.
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Na Figura 5.58, observa-se um rapido crescimento celular até o tempo de 36 horas
atingindo uma concentracao de 8,35 g/L, e no tempo de 180 horas, atinge a concentracdo celular
méaxima de 14,76 g/L, coincidindo com o ponto da produtividade maxima. O pH se manteve na

faixa ideal producéo de hidrogénio que é entre 5,0 — 5,5.

Figura 5.58 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em funcdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente.
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Observa-se a formacéo dos metabolitos nas Figuras 5.59 e 5.60. O &cido acético tem um
ponto de maior producdo no tempo de 36 horas, com concentracdo de 5,25 g/L. Apos, até o

tempo de 192 horas, ocorre seu consumo e producdo. Ao final do processo fermentativo, a
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concentracdo do acido acético é de 1,64g/L. O &cido propibnico atinge a concentracdo de

1,93 g/L no tempo de 36 horas e é consumido até o tempo de 84 horas, com concentracédo de

0,55 g/L. Apds, a concentracdo eleva-se e atinge 5,63 no final do processo.

Figura 5.59 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono em meio Caldo

Nutriente.
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Figura 5.60 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente.
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O &cido latico atinge sua concentracdo méaxima de 11,36 g/L no tempo de 144 horas e é

consumido em pequenas quantidades até o final do processo fermentativo. Ocorre a producéo

continua e significativa do acido butirico, durante todo o processo fermentativo, chegando na
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concentracdo de 15,68 g/L. O etanol foi sintetizado a partir do tempo de 12 horas, apresentando

uma producdo continua, com uma concentracao 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 p6 como fonte

de carbono.

As Figuras 5.61 a 5.64 apresentam os resultados do Ensaio 16. A Figura 5.61
correlaciona produtividade e conversdo, a Figura 5.62 pH e concentragdo celular e as Figuras
5.63 e 5.64 a formacdo dos metabolitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando a lactose proveniente do Permeado
de Soro de gqueijo em p6 como fonte de carbono.

Observa-se, pelos resultados apresentados na Figura 5.61, comportamento crescente até
sua maxima produtividade de hidrogénio de 201,15 mmol H/L.dia com uma conversao de

2,73 mol de Hz/mol de hexose consumido no tempo de 204 horas.

Figura 5.61 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus,
utilizando a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em p6 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
concentracdo celular atinge 7,09 g/L no tempo de 36 horas e se manteve até o tempo de
132 horas. Apds, ela atinge sua concentracdo celular maxima de 16,64 g/L no tempo de 192

horas e decai até o final do processo fermentativo.
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Nas Figuras 5.63 e 5.64, observa-se a formacao dos metabolitos. Observa-se que, 0 &cido
acetico atinge 3,18 g/L no tempo de 36 horas e é parcialmente consumido até o tempo de

108 horas. A sua producdo e consumo € estavel durante o processo fermentativo.

Figura 5.62 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de
fermentacao, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente.
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Figura 5.63 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono em meio Caldo
Nutriente.
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Verifica-se para o 4cido propionico, que a sua producdo se da em maiores quantidades
a partir do tempo de 108 horas até o final do processo, alcancando uma concentracdo de
8,70 g/L. O &cido latico foi produzido e atinge sua concentracdo maxima de 13,08 g/L no tempo
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de 132 horas, apds, ele é consumido em pequenas quantidades. Para o acido butirico, ele foi

produzido durante todo processo fermentativo, atingindo uma concentracgéo final de 24,19 g/L.

Figura 5.64 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando a lactose proveniente do
Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono em meio Caldo Nutriente.
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O etanol foi sintetizado continuamente por todo o processo fermentativo, atingindo sua

concentracdo maxima 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 producéo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no
meio de cultivo Caldo Nutriente. Observa-se que os melhores resultados de produtividade de
hidrogénio, foram para os Ensaios 15 e 16, ambos utilizando a lactose proveniente do Permeado
de Soro de queijo em p6 como fonte de carbono, indicando que as bactérias convertem melhor
o carbono presente da lactose em hidrogénio.

Observa-se que para os Ensaios 13 e 14, em que a fonte de carbono utilizada foi a
glicose, as produtividades méaximas 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 pé como fonte de carbono, a produtividade maxima demorou a ser

alcancada, sendo obtida no tempo de 180 e 204 horas, respectivamente.

Tabela 5.4 - Consolidacdo dos Ensaios de 13 a 16.

Ensaio 13* Ensaio 14° Ensaio 15¢ Ensaio 169

Produtividade maxima (mmol Hyo/L.dia) 110,55 122,59 172,08 201,15

Tempo da produtividade maxima (h) 36 12 180 204
Conversao (mol de H2/mol de hexose) 1,35 2,64 2,90 2,73
Acido lético (g/L) 15,14 7,17 5,36 8,28
Acido acético (g/L) 1,93 2,14 1,64 2,53
Acido propi6nico (g/L) 5,73 6,24 5,63 8,70
Acido butirico (g/L) 19,80 23,32 15,68 24,19
Etanol (g/L) 5,12 4,97 4,04 6,23

@ —E. cloacae / R. palustris, glicose, meio CN.

® _E. cloacae / R. capsulatus, glicose, meio CN.

¢ —E. cloacae / R. palustris, permeado, meio CN.

d_E. cloacae / R. capsulatus, permeado, meio CN.

Em comparacdo 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 composicOes diferentes, e essa composicdo pode ter influenciado na
producdo de hidrogénio. Verifica-se que o meio Caldo Nutriente contém 3055 mg/L de carbono
total e 1393 mg/L de nitrogénio total. Nota-se que a quantidade de carbono e nitrogénio total
presente no meio Caldo Nutriente é consideravelmente superior ao meio RCV, impactando
diretamente na producdo de hidrogénio, que séo provenientes dos reagentes extrato de carne e
peptona, presentes na composicdo do meio. Vale ressaltar, que o uso da co-cultura com a
R. capsulatus, promove melhores resultados de produtividade de hidrogénio 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 pé para produgdo de hidrogénio com suplementacéo de extrato
de levedura. O uso do soro de queijo sem suplementacdo, resultou em baixa producdo de
hidrogénio. Fazendo a suplementacdo com extrato de levedura (0.3% w/v), alcangcaram valores
de 1,6 vezes maiores em comparagdo sem a suplementacéo.

Verifica-se que a utilizacdo da lactose, proveniente do Permeado de Soro de queijo em
p6 como fonte de carbono, manteve alta a produtividade de hidrogénio por mais tempo,

comparando com os resultados obtidos com a glicose. Foi observado que na utilizacdo 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 utilizacdo da co-cultura, os melhores
resultados foram utilizando a lactose proveniente do permeado de soro de queijo em p6. Pode
ser observado nos perfis de produtividade utilizando a glicose, ocorre um pico de hidrogénio
no inicio da a fermentacéo e logo decai, ja& com o Permeado de Soro de queijo em pd, o pico de
hidrogénio ocorre ap6s um certo tempo do inicio do processo de fermentacdo e permanece
constante por um periodo de quase 100 horas, até que ocorra uma deteriorag&o.

Em trabalhos encontrados na literatura, destacam o uso do Permeado de Soro de queijo
em po a fim de manter a cultura ativa por mais tempo, prolongando o tempo do processo
fermentativo e alcancando produtividades elevadas por mais tempo. Machado et al. (2018) e
Moreira et al. (2017), também avaliaram o processo em lotes para producgéo de H2 empregando
0 Permeado de Soro de queijo em pd 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 utilizacdo da fonte de nitrogénio no meio de
crescimento leva a um aumento de 1,7 vezes na producdo de hidrogénio. Em seus estudos,
utilizaram o microrganismo Synechocystis sp. PCC 6803, sob iluminacdo, com gas inerte

nitrogénio.

5.5 Fermentagbes avaliando o sistema de co-cultura em fotofermentacdo, com os
substratos glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po, com
adicdo alternada.

Na quinta etapa do trabalho, foi estudado o sistema de co-cultura para a producdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias parpuras nao sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no
meio de cultivo RCV ou Caldo Nutriente, sobre as influéncias da alimentacéo alternada da fonte
de carbono, glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em p6, com 0 gas

inerte Argonio e sob iluminag&o constante.
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55.1 Ensaio 17, com o sistema co-cultura Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas

palustris, utilizando 0 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 conversdo, a Figura 5.66 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.67 e 5.68 a formacdo dos metabdlitos, durante a fotofermentacdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando o meio de cultivo RCV, com
alimentacdo alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pd
como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.65, que a produtividade de hidrogénio foi crescente até o tempo de
96 horas, obtendo a maxima produtividade de 74,30 mmol Ha/L.dia com uma conversao de

1,53 mol de Hz/mol de hexose consumido.

Figura 5.65 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris,
utilizando lactose e glicose, com adicao alternada, como substrato em meio RCV.
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A Figura 5.66 apresenta o crescimento celular e pH. Ha um crescimento celular até o
tempo de 36 horas, atingindo 4,53 g/L. A concentracdo celular sofre variagdes até o tempo de
192 horas, onde atinge a sua concentracdo celular maxima de 7,68 g/L. Apds, observa-se um
decaimento até o final do processo fermentativo. O pH demorou a cair, indicando a producao

de &cidos organicos no tempo de 36 horas. Apos, o pH era corrigido para ficar proximo de 5,5.
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Figura 5.66 — Comportamento do pH e da concentracéo celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com
adicéo alternada, como substrato em meio RCV.

7,0 T T T T T T T T T T T T T 10
] u —m—pH |
\ \ —@— Concentracdo celular
65 ® n

\ I * N
1 . /e !

| - [ ]

6.0 _ / "

5,0 1

pH
(53]
(53]
1
e
|
¢ n
— .
e
I/
\
[ )
I./
.7/\.
T T T
B [e2]
Concentracéo celular (g/L)

4,5+ (]

4,0 — . . .
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (h)

Nas Figuras 5.67 e 5.68, observa-se a formacao dos metabolitos. H& formacdo do acido

acético em todo o processo fermentativo, atingindo sua concentragdo maxima de 10,06 g/L no
final do processo.

Figura 5.67 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose,
com adicdo alternada, como substrato em meio RCV.
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O &cido propidnico teve pouca participacdo nesse ensaio, a sua concentracdo se manteve
bem baixa durante todo o processo fermentativo, chegando ao final do processo com

concentracdo de 0,03 g/L. Conforme a Figura 5.68, até o tempo de 60 horas, a quantidade de
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acido latico produzido foi de 1,04 g/L, apos sua producdo foi significativa, atingindo uma
concentracdo maxima de 13,60 g/L no tempo de 204 horas. A producéo do acido butirico foi
iniciada apenas no tempo de 72 horas. AplGs esse tempo, a sua producdo atingiu uma
concentragéo de 9,29 g/L no final do processo fermentativo.

Figura 5.68 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com adicao
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 conversdo, a Figura 5.70 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.71 e 5.72 a formacdo dos metabdlitos, durante a fotofermentacédo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando o meio de cultivo RCV, com
alimentacéo alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pd
como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.69, a produtividade maxima foi de 112,36 mmol Hz/L.dia com uma
conversao de 2,10 mol de Hz/mol de hexose consumido no tempo de 72 horas. Apos esse tempo,
observa-se um decaimento na produtividade e conversao.

Na Figura 5.70, observa-se o crescimento celular até o tempo de 108 horas atingindo

uma concentracdo de 4,05 g/L, apds esse tempo, a concentracdo celular dobrou de valor,
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alcancando 11,02 g/L. Verifica-se que até o final do processo fermentativo, ocorre diminuicéo
da concentracdo celular. O pH se manteve entre 5,0 e 6,0, sendo este um pH 6timo para

producdo de hidrogénio.

Figura 5.69 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus,
utilizando lactose e glicose, com adicédo alternada, como substrato em meio RCV.
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Figura 5.70 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com
adicdo alternada, como substrato em meio RCV.
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Observa-se a formacdo dos metabdlitos nas Figuras 5.71 e 5.72. O &cido propidnico

manteve 0 mesmo comportamento que o0 Ensaio 17, chegando no final do processo fermentativo



97
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

com concentracdo de 0,4 g/L. O &cido acético é produzido continuamente durante todo o

processo fermentativo, alcancando uma concentracgéo final e 14,33 g/L.

Figura 5.71 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido
propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose,
com adicdo alternada, como substrato em meio RCV.
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Figura 5.72 — Variacéo da concentra¢do dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com
adicdo alternada, como substrato em meio RCV.
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O éacido latico e o acido butirico teve produgdo continua durante todo o processo,
obtendo no final a concentragdo 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 conversdo, a Figura 5.74 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.75 e 5.76 a formacdo dos metabdlitos, durante a fotofermentacdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodopseudomonas palustris, utilizando o meio de cultivo Caldo
Nutriente, com alimentacéo alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro
de queijo em p6é como fonte de carbono.

Observa-se pelos resultados apresentados na Figura 5.73 que a maxima produtividade
obtida foi de 262,77 mmol Hy/L.dia com uma conversdo de 2,32 mol de Hz/mol de hexose
consumido no tempo de 132 horas. O tempo da produtividade méxima, foi longo, porém foram

alcancados altos valores de produtividade durante todo o processo fermentativo.

Figura 5.73 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris,
utilizando lactose e glicose, com adicédo 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 esta diretamente ligado na producdo dos acidos
organicos no meio fermentativo. Nota-se que a concentragéo celular atinge 7,59 g/L no tempo
de 24 horas, e vai sofrendo pequenas oscilagdes até o tempo 72 horas. Apoés, ela atinge sua

concentracdo celular méxima de 14,80 g/L no tempo de 192 horas.
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Figura 5.74 — Comportamento do pH e da concentracdo celular, em fungdo do tempo de

fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com

adicéo alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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Nas Figuras 5.75 e 5.76, observa-se a formacéo dos metabdlitos. Observa-se que o &cido

acetico atinge uma concentracao 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 acido acético tem a sua produgdo retomada, alcangando

sua concentracdo maxima de 7,52 g/L no tempo de 324 horas.

Figura 5.75 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido acético, acido

propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose,

com adicdo alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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Para o acido propibnico, ele foi produzido em quantidades significativas a partir do

inicio do processo fermentativo. Verifica-se que ele é consumido e produzido. A sua
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concentracdo maxima alcancada foi de 6,330 g/L no tempo de 204 horas. O acido latico foi
produzido em pequenas quantidades até o tempo de 60 horas, em seguida ele comeca a ser

produzido em quantidades significativas, atingindo concentragéo final de 11,18 g/L.

Figura 5.76 — Variacdo da concentragdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido
butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. palustris, utilizando lactose e glicose, com adicao
alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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O acido butirico comeca a ser produzido significativamente a partir do tempo de
60 horas. A concentracdo maxima alcancada foi de 20,34 g/L no tempo de 216 horas. O etanol
foi sintetizado a partir do tempo de 24 horas, e sua concentracdo se manteve com pequenas

oscilacdes até o final do processo fermentativo, com concentracdo 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 conversdo, a Figura 5.78 pH e concentracdo celular e as Figuras
5.79 e 5.80 a formacdo dos metabolitos, durante a fotofermentagdo, com o sistema co-cultura
Enterobacter cloacae / Rhodobacter capsulatus, utilizando o meio de cultivo Caldo Nutriente,
com alimentacéo alternada de glicose e a lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo
em p6 como fonte de carbono.

Nota-se na Figura 5.77, que o valores de produtividade de hidrogénio foram altos. No

tempo de 84 horas a produtividade foi de 310,83 mmol H»/L.dia, e passados mais 96 horas,
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obteve-se a produtividade méxima de 319,35 mmol Hj/L.dia com uma conversdo de
2,26 mol de Hz/mol de hexose consumido no tempo de 180 horas. Apds esse tempo, a

produtividade diminui.

Figura 5.77 — Produtividade e conversdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus,
utilizando lactose e glicose, com adicéo alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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Figura 5.78 — Comportamento do pH e da concentracao celular, em funcdo do tempo de
fermentacdo, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com
adicéo 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 concentragdo maxima de 22,79 g/L, coincidindo com o ponto onde foi observado
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a produtividade maxima. Apos esse tempo, observa-se um decaimento da concentragéo celular.

O pH se manteve bem controlado nesse ensaio.

Observa-se a formagdo dos metabdlitos nas Figuras 5.79 e 5.80. Para o acido propiénico,

inicialmente ocorre a producdo até o tempo de 12 horas, e se manteve até o tempo de 108 horas,

e volta a ser produzido, chegando a uma concentracao de 8,25 g/L no final do processo.

Figura 5.79 — Variacao da concentracdo dos metabdlitos formados: acido acético, acido

propidnico e etanol, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose,

com adicdo alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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Figura 5.80 — Variacdo da concentracdo dos metabdlitos formados: &cido lactico e acido

butirico, com co-cultura de E. cloacae / R. capsulatus, utilizando lactose e glicose, com
adicéo alternada, como substrato em meio Caldo Nutriente.
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O acido acético é produzido até o tempo de 36 horas, observa-se 0 consumo dele até o
tempo de 84 horas. Apos esse tempo, ele volta a ser produzido em gquantidades significativas,
alcancando uma concentracdo de 3,05 g/L no tempo de 108 horas e continua a ser produzido
até o final do processo fermentativo. O &cido latico foi produzido durante todo o ensaio,
atingindo a concentracao de 17,26 g/L. O &cido butirico foi produzido durante todo o processo
fermentativo, chegando na concentracdo de 26,63 g/L. O etanol foi sintetizado continuamente

durante o processo fermentativo, obtendo ao final, uma concentracao 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 - Consolidacdo dos Ensaios de 17 a 20.

Ensaio 172 Ensaio 18" Ensaio 19¢ Ensaio 209

Produtividade méaxima (mmol Ha/L.dia) 74,31 112,36 262,77 319,35
Tempo da produtividade maxima (h) 96 72 132 180
Conversédo (mol de Hz/mol de hexose) 1,53 2,10 2,33 2,26
Acido latico (g/L) 16,96 24,16 11,18 17,26
Acido acético (g/L) 10,06 14,33 7,52 11,60
Acido propi6nico (g/L) 0,03 0,04 5,34 8,25
Acido butirico (g/L) 9,29 13,23 17,26 26,63
Etanol (g/L) 3,34 4,75 2,54 3,92

& _E. cloacae / R. palustris, glicose / permeado, meio RCV.

b _E. cloacae / R. capsulatus, glicose / permeado, meio RCV.

¢ —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 producdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo sulfurosas, Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter capsulatus, no
meio de cultivo RCV e Caldo Nutriente, sobre as influéncias da alimentacéo alternada da fonte
de carbono glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pd. Observa-se que
os melhores resultados de produtividade de hidrogénio, foram para os Ensaios 19 e 20, onde foi

utilizado como meio reacional, o Caldo Nutriente. A concentragdo dos agucares foi monitorada
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de maneira que, ao ser totalmente consumido, o segundo tipo de acUcar ja foi adicionado para
gue ndo houvesse a falta de substrato. Novamente observa-se o destaque para a co-cultura com
R. capsulatus, alcancando 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 producdo de acidos organicos controlada e a
producdo de hidrogénio. A alterndncia do substrato foi importante para a manutengdo da
producéo de hidrogénio por um maior periodo de tempo de processo. Os resultados obtidos
indicam que, este procedimento, alterou 0 metabolismo da bactéria.

Moreira et al. (2017) estudaram a fermentacdo escura (sem adicdo de luz) em escala
ampliada com o propdsito de aumentar a producdo de Ho, utilizando uma cultura mista com
predominancia de Clostridium sp., Lactobacillus sp. e Enterobacter sp.. Avaliaram o modo de
operacdo em batelada repetida com adicéo isolada, alternada e simultanea da fonte de carbono,
glicose e lactose oriunda do Permeado de Soro de queijo em p6. Observaram que a fermentacgéo
com alimentacdo alternada da fonte de carbono, possibilitou manter a cultura ativa com
potencial para producdo de hidrogénio por um periodo superior a 900 horas. O valor da
produtividade de hidrogénio alcancada foi de 132,06 mmol Ha/L.dia.

Machado et al. (2018) também avaliaram a producéo de hidrogénio em batelada repetida
utilizando o efluente da fermentacdo escura (sem adicao 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 alternancia da fonte de carbono apresentou maiores resultados de produtividade de
266,60 £ 5,33 mmol de Ha/L.dia.

Os resultados obtidos neste trabalho foram consideravelmente superiores aos
encontrados na literatura. A produtividade maxima encontrada foi no Ensaio 20 de 319,35
mmol Ho/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
alimentacdo apresentam uma sinergia que favorece a alta producéo de hidrogénio.

Zagrodnik e Laniecki (2017b) avaliaram o efeito do pH na producéo de hidrogénio em
um Unico estagio, utilizando co-cultura de bactéria na proporcdo 1:2: escura (Clostridium
acetobutylicum) e fotofermentativa (Rhodobacter sphaeroides), utilizando o amido como fonte
de carbono e o gas inerte argonio. O uso da co-cultura resultou em um consumo completo do
amido sem acumulo de acidos orgénicos. A producdo maxima de hidrogénio obtida foi de
195,88 mmol Hy/L.dia no pH de 7,0.
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Morsy (2015) avaliou a producdo de hidrogénio por bactérias mistas escuras e
fotofermentativas de hidrogénio, Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Rhodobacter
capsulatus e Rhodobacter sphaeroides, utilizando como substrato o amido bruto de gréos de
sorgo. A maior eficiéncia foi alcangada usando R. capsulatus e R. sphaeroides em co-cultura
do que usando cada cepa no escuro e fotofermentacdo isoladas. A produtividade maxima
encontrada foi de 432 mmol H/L.dia, com duragdo de apenas 80 horas de processo
fermentativo.

Cai et al. (2018) estudaram diferentes propor¢des na associagdo de um consorcio de
bactérias fermentativas escuras, obtidas a partir de um lodo anaerdbico de um tanque de
camardo marinho, com uma bactéria fotofermentativa marinha tolerante a acido, Rhodovulum
sulfidophilum. A propor¢do de 1:10 do consorcio/foto, produziu o maior rendimento de
hidrogénio (1924 mL/L). O uso da co-cultura estabilizou o valor do pH, diminuindo o potencial
de reducdo da oxidacdo do sistema de co-cultura e prolongou o periodo de producdo de
hidrogénio.

Finalmente, o uso de fontes alternadas de carbono em fermentacdes de estagio Unico
com co-cultura favoreceu a obtencgéo de altos valores de produtividade de hidrogénio, valores

superiores aos encontrados em alguns trabalhos da literatura, conforme apresentado.

5.8 Consideracdes Finais

No presente estudo foi demostrado a producao de hidrogénio em um Unico estagio por
fotofermentacdo, 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 po.

Durante a primeira e segunda etapas, verificou-se que o microrganismo Enterobacter
cloacae tem capacidade de producdo de hidrogénio em condi¢fes distintas, com ou sem a
presenca de luz, ou diferentes gases inertes. O uso do permeado de Soro de Queijo em PO,
favoreceu a uma maior producdo de hidrogénio, quando comparado ao uso da glicose como
fonte de carbono, verificando que esse subproduto agroindustrial permite alcancar valores
significativos na producdo de hidrogénio.

As terceira e quarta etapas foram realizadas a fim de avaliar o sistema e co-cultura em

um Unico estagio com a modificagdo dos meios fermentesciveis. Verificou-se que o nitrogénio
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total e carbono total, que sdo provenientes da composicao dos meios, favorecem a producéo de
hidrogénio.

Por fim, a quinta etapa teve como objetivo testar a alternancia da fonte de carbono em
fermentagdes de um Unico estagio com co-cultura. Nesta etapa foram obtidos valores elevados
de produtividade de hidrogénio, sendo valores superiores aos encontrados na literatura.

Durante os processos fermentativos, varios metabdlitos foram produzidos junto com o
hidrogénio. Os metabolitos encontrados nas 5 etapas realizadas neste trabalho foram: &cido
latico, acido butirico, acido acético, acido propibnico, e etanol.

A producédo de acido acético e etanol sdo indicadores na producdo de hidrogénio,
conforme a Equacdo (3.8), fato observado em todas etapas do trabalho. A presenca do acido
propidnico leva a uma diminui¢do na producdo de hidrogénio, pois na sua rota de producao,
sdo consumidos mols de H para a producédo do acido propidnico conforme Equacéo (3.9).

Do ponto de vista ambiental, o uso de um subproduto agroindustrial, rico em carboidrato
como o Permeado de soro de queijo em PO, minimiza o seu acimulo nos processos industriais,
sem que haja prejuizo para o mercado consumidor do produto, visto o potencial do mesmo,
apontado neste estudo.

Do ponto de vista econdmico, com este estudo foi possivel compreender 0s processos
envolvidos na producdo de hidrogénio por um Unico estagio, sendo uma alternativa a fim de
eliminar as etapas de pré-tratamento no efluente a ser utilizado na fotofermentacéo.

Este trabalho permite afirmar que o sistema proposto se apresenta como uma alternativa
viavel para a producdo de hidrogénio em um Unico estagio com co-cultura de microrganismos.
No entanto, faz se necessario o desenvolvimento de pesquisas para otimizar os parametros
elevando a eficiéncia na producdo de hidrogénio, para que se tornem comercialmente

competitivos.
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Os resultados obtidos, mostraram que o microrganismo Enterobacter cloacae é um
microrganismo promissor para producdo de hidrogénio via fermentagdo liquida na presenca ou
ndo de luz.

Nos Ensaios de 1 a 4, verificou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae,
apresentou resultados promissores para producao de hidrogénio em todos os ensaios, utilizando
glicose como fonte carbono. A produtividade maxima encontrada foi de 207,45 mmol Hy/L.dia
para o Ensaio 1, utilizando o géas inerte nitrogénio sem a presenca de luz. O Ensaio 4 apresentou
uma produtividade de 174,57 mmol Hy/L.dia, utilizando o gas inerte argdbnio com a presenca
de luz, o que indica que o microrganismo produz H> em uma quantidade semelhante para ambas
situacoes.

Nos Ensaios de 5 a 8, observou-se que o microrganismo Enterobacter cloacae,
apresentou resultados satisfatorios para producdo de hidrogénio apenas para 0S ensaios
utilizando o gas inerte argonio e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em po
como fonte de carbono. A produtividade maxima foi de 197,63 mmol H/L.dia para o
Ensaio 8, com o gés inerte argbnio e com a presenca de luz.

Nos Ensaios de 9 a 12, verificou-se que o sistema de co-cultura para a producdo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e a
Rhodobacter capsulatus, no meio de cultivo RCV, obtiveram melhores resultados. A
produtividade maxima encontrada foi para o Ensaio 10, de 133,04 mmol Hz/L.dia, utilizando
glicose como fonte de carbono e para o Ensaio 12, de 141,67 mmol H/L.dia utilizando a lactose
proveniente do Permeado de Soro de queijo em pé como fonte de carbono.

Nos ensaios de 13 a 16, verificou-se que o sistema de co-cultura para a producédo de
hidrogénio por fotofermentacdo, utilizando o microrganismo Enterobacter cloacae e as
bactérias purpuras ndo 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 pd como fonte de carbono. A produtividade
méaxima foi encontrada nos Ensaios 15 e 16, de 172,08 e 201,15 mmol H2/L.dia,
respectivamente. O tempo de duragéo destes ensaios foram maiores do que o0s ensaios utilizando
a E. cloacae isolada, alcancando tempos superiores a 400 horas.

Nos Ensaios de 17 a 20, averiguou-se que a influéncia da forma de alimentacgéo alternada

da fonte de carbono, glicose e lactose proveniente do Permeado de Soro de queijo em pd,



108
Capitulo 6 — Conclusdes

promoveu resultados relevantes no sistema de co-cultura, utilizando o microrganismo
Enterobacter cloacae e as bactérias purpuras ndo sulfurosas: Rhodopseudomonas palustris e
Rhodobacter capsulatus. As produtividades méaximas encontradas foram para os Ensaios 19 e
20, de 262,77 e 319,35 mmol H/L.dia, respectivamente, utilizando o meio reacional Caldo
Nutriente.

A quinta etapa do trabalho foi a que promoveu os maiores resultados da produtividade
de hidrogénio, sendo que a alternancia da fonte de carbono, ¢ influenciada pela alteracdo da
rota metabdlica, produzindo altos valores de hidrogénio. A realizacéo do processo fermentativo
em um unico estagio, elimina as etapas de pré-tratamento no efluente a ser utilizado na

fotofermentacédo, diminuindo os custos do processo.

6.1 Sugestbes de trabalhos futuros

e Testar 0 uso de outros subprodutos agroindustriais (melaco de soja e cana), de modo a
viabilizar a utilizacdo deste material residual, minimizando o seu acimulo nos processos
industriais.

e Testar diferentes proporcdes das bactérias utilizadas.

e Ampliacdo do conhecimento sobre a¢do dos microrganismos no processo fermentativo,
identificando os momentos de preferéncia por tipo de substrato.

e Otimizacdo dos processos fermentativos, testando a alimentacdo das fontes de carbono
de forma simultanea.

e Testar 0 uso de uma nova cultura pura, Rhodospirillum rubrum.
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CAPITULO 8
APENDICE A

A.1 - Curva de calibracédo para concentracdo de lactose.
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A.2 - Curva de calibragéo para concentracdo de glicose.
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A.3 - Curva de calibracdo para concentracdo de etanol.
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A.4 - Curva de calibracdo para concentracdo de &cido latico.
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A.5 - Curva de calibracdo para concentracao de &cido aceético.
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A.6 - Curva de calibracdo para concentracdo de acido propiénico.
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A.7 - Curva de calibracdo para concentracdo de acido butirico.
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A.8 - Curva de calibracdo para concentracdo de Enterobacter cloacae.
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A.9 - Curva de calibracdo para concentracdo de Rhodopseudomonas palustris.
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A.10 - Curva de calibracao para concentracdo de Rhodobacter capsulatus.
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A.11 - Curva de calibracdo para concentracdo de co-cultura.
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