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RESUMO

O hidrogénio ¢ uma fonte de energia limpa tida capaz de conter o aumento excessivo da
temperatura da Terra em decorréncia do uso exagerado dos combustiveis fosseis. A producao
de hidrogénio bioldgico por fotofermentacao tem recebido atengdo nos ultimos anos por se
mostrar vantajosa e por oferecer grande potencial. No presente trabalho, estudou-se a
producao biologica de hidrogénio por fotofermentacdo utilizando as bactérias purpuras nao-
sulfurosas Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum cultivadas em meio basal RCV.
Avaliou-se a lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd, um co-produto da
agroindustria, como fonte de carbono na concentracio de 10 g/L. A produgdo de
biohidrogénio foi avaliada em duas escalas distintas: ensaios em escala reduzida com reatores
de 50 mL e ensaios em escala ampliada em reatores de tanque agitado de 1,5 L. Os ensaios
em escala reduzida verificaram em um primeiro momento o desempenho de culturas puras e,
em sequéncia, de co-culturas das espécies em diferentes proporgdes (1:1; 1:3; 3:1, em massa).
Verificou-se que a combinagao das duas espécies em co-cultura, em especial, na propor¢ao
1:1 (m/m) apresentou desempenho com produtividade maxima de 7,51 mmol Hz/L.dia. A fim
de verificar a influéncia da lactose como fonte de agucar, os ensaios em escala reduzida foram
replicados empregando o proprio meio basal RCV como meio fermentescivel. Os ensaios em
escala ampliada estudaram o efeito da chamada revitalizagdo do meio reacional. Em
intervalos de tempo determinados, era realizada a retirada de uma fragdo do meio reacional e
o reator era preenchido com meio fresco de forma que a concentragdo de lactose se
mantivesse na mesma faixa. A revitalizagdo permitiu a retirada dos acidos orgéanicos
produzidos pelo sistema como resultado do metabolismo celular de forma que os mesmos nao
se acumulassem. A revitalizacdo do meio reacional garantiu um funcionamento estavel e de
longo prazo do sistema atingindo a produtividade méxima de 278,05 mmol H2/L.dia por um
periodo de 42 dias para o indculo de co-cultura 1:1. Um ensaio subsequente foi realizado
empregando as mesmas condi¢des iniciais sem a revitalizagdo do meio reacional. Observou-se
um acumulo dos 4cidos organicos e uma produtividade maxima inferior (104,47 mmol
H»/L.dia) com tendéncia de queda. Os principais acidos organicos detectados foram os acidos

latico, acético, propidnico e butirico.

Palavras-chave: Hidrogénio, fotofermentacdo Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum

rubrum., co-cultura e batelada sequencial.



ABSTRACT

Hydrogen is a clean energy source said to be able to contain the increase in the Earth's
temperature as a result of the exaggerated use of fossil fuels. The production of biological
hydrogen by photo fermentation has received much attention in recent years as it offers great
potential. In the current research, the biological production of hydrogen by photo fermentation
was evaluated using the purple non-sulfur bacteria Rhodobacter capsulatus and
Rhodospirillum rubrum cultivated in RCV medium. Lactose from whey permeate, an agro-
industrial residue, was used as a carbon source at a starting concentration of 10 g/L. Assays
were carried out in 50 mL reactors (small-scale assays) and on a 1.5 L stirred tank reactor
(large-scale assays). Initially, the assays carried out on the 50 mL reactors evaluated the use of
pure bacterial cultures and were compared with the use of co-cultures formed by different
proportions of the species. It was found that the combination of the two species in co-culture
formed by the proportion 1:1 (w/w) had shown a maximum productivity of 7.51 mmol
H»/L.day. To verify the influence of lactose as a source of carbon, the small-scale assays were
replicated using the basal RCV medium as the fermentable medium. The large-scale assays
were carried out with medium renewal. Whitin specified time intervals, a fraction of the
reaction medium was removed and the reactor was refilled with fresh medium so that the
lactose concentration remained approximately in the same range. The medium renewal
allowed the removal of organic acids produced as a result of cellular metabolism so that they
would not accumulate. The ladder ensured a stable and long-term hydrogen production,
reaching a peak productivity of 278.05 mmol Hz/L.day. A subsequent assay was carried out
employing the same initial conditions without medium renewal. It was observed an
accumulation of organic acids resulted in lower peak productivity. The main organic acids

detected were lactic, acetic, propionic and butyric acids.

Keywords: Hydrogen, photo fermentation, Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum.,

co-culture and sequential batch.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O estudo da producdo de energia pelo uso de tecnologias limpas intensificou-se nos
ultimos anos em razdo da crescente preocupac¢ao com o uso de combustiveis fosseis que, por
serem muito poluentes, representam uma ameaca para o equilibrio do planeta. Nesse contexto
destaca-se o hidrogénio: uma fonte de energia limpa e renovavel, sendo o combustivel mais
promissor para a substituicdo dos combustiveis fosseis. O hidrogénio ¢ um dos elementos
mais abundantes no universo. E um gas inodoro, incolor e atoxico (JOHNSTON et al. 2005).
Como fonte energética se destaca por possuir o mais alto teor de energia por unidade em peso
do que qualquer outro combustivel (248 kJ/mol). O chamado biohidrogénio, nome dado ao
hidrogénio produzido por processos bioldgicos, mostra-se ainda mais interessante pois ele
oferece diversas vantagens em comparagdo aos outros processos de obtencdo deste
combustivel ja que ele pode ser obtido por processos realizados em temperatura e pressao
ambiente e que possibilitam o reaproveitamento de materiais residuais, diminuindo assim a
quantidade de subprodutos gerados nas industrias (WU et al., 2009; SARMA et al., 2012).

O biohidrogénio pode ser produzido por meio dos seguintes processos: biofotolise
direta ou indireta da agua, fotofermentagdo, fermentacdo escura e sistemas hibridos. A
fotofermentacdo € um processo que emprega bactérias fotossintéticas capazes de converter
substratos orginicos em hidrogénio em condi¢des anaerobias e sob iluminagdo. Destaca-se
entre os substratos organicos empregados no processo fotofermentativos o uso de acidos
organicos como os acidos latico, acético, butirico e propidnico. As espécies fotossintéticas sao
também capazes de converter aglicares simples e complexos em hidrogénio. O permeado de
soro de leite em po6 € um coproduto da produgao do concentrado proteico do soro do leite rico
em lactose que pode ser empregado como substrato em um processo fotossintético. Embora a
produgdo de hidrogénio por fotofermentagdo seja promissora, tem-se relatado que os acidos
organicos volateis produzidos durante o metabolismo celular em paralelo ao hidrogénio
podem inibir a producdo de biohidrogénio (KESKIN et al., 2011; KAPDAN et al., 2009).
Com isso, existe a necessidade de contornar o efeito inibitdrio dos metabolitos para garantir
uma produtividade de biogas estavel e de longo prazo.

Algumas espécies de bactérias fotossintéticas tem-se destacado nos processos
fotofermentativos. Em especial o filo das purpuras ndo sulfurosas (PNS) o qual inclui as
espécies Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum capazes de realizar a
transformagao de matéria organica em hidrogénio em condi¢gdes de anaerobiose e na presenga

de luz.
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O grupo de pesquisas do Nucleo de Processos Biotecnoldgicos (NUCBIO) da

Universidade Federal de Uberlandia possui uma linha de pesquisa voltada para a produgao

bioldgica de hidrogénio. Alguns trabalhos de destaque sdo apresentados abaixo.

OLIVEIRA et al. (2014) verificaram a produ¢ao de hidrogénio por cepas de
Rhodopseudomonas palustris € Rhodobacter capsulatus. Foi avaliada pelos
autores a influéncia de diferentes fontes de carbono como 4acidos organicos e
lactose e diferentes fontes de nitrogénio como glutamato de sodio e extrato de
levedura. Os autores verificaram que o acido malico e a glutamato de sodio
favoreceram a producao de hidrogénio.

MOREIRA et al. (2017) estudaram a producdo bioldgica de hidrogénio
empregando diferentes tipos de fonte de carbono como substrato em um
sistema hibrido combinando uma etapa inicial de fermentagdo escura por
consoércio microbiano e fotofermentacao por bactérias parpuras nao sulfurosas.
Os substratos utilizados durante os processos fermentativos foram glicose,
lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd. Os autores
observaram que a fermentacdo em que a glicose e lactose foi alimentada de
forma simultanea ao meio promoveu a maior produtividade de hidrogénio.
MACHADO et al. (2018) avaliaram a producdo do biogds empregando um
sistema de co-cultura das espécies Rhodopseudomonas palustris e Rhodobacter
capsulatus. Foi estudada a influéncia dos acucares glicose e a lactose
suplementados no efluente da fermentagdo escura. Os autores observaram o
que a fotofermentagdo empregando o sistema de co-cultura das espécies € uma

rota bioldgica vidvel para a producao de hidrogénio.

Em face ao exposto, esse trabalho foi realizado com o intuito de estudar a produgao de

hidrogénio por fotofermentacdo, empregando bactérias fotossintetizantes purpuras nao

sulfurosas Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum em sistemas de cultura pura e

co-cultura. Foram utilizados biorreatores de 50 mL (escala reduzida) e reator de tanque

agitado de 1,5 L (escala ampliada) empregando como substrato a lactose proveniente do

permeado de soro de leite em po na concentragdo de 10 g/L. Em escala ampliada o modo de

operacao foi a batelada sequencial que substitui periodicamente o meio reacional permitindo

que os metabdlitos nao se acumulem.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

Avaliar a produ¢do bioldgica de hidrogénio por fotofermentacdo em escala reduzida, com
reatores de 50 mL e em escala ampliada, com reator de tanque agitado de 1,5 L em batelada
sequencial empregando a lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd como fonte
de carbono e utilizando sistemas de cultura pura de Rhodobacter capsulatus € Rhodospirillum

rubrum e co-cultura dessas espécies.

2.1 — Objetivos especificos.

e Investigar o uso da lactose proveniente do permeado de soro de leite como fonte de
carbono para bactérias fototréficas produtoras de hidrogénio;

e Estudar as cinéticas dos processos fotofermentativos quanto a producao de biomassa, a
evolucdo de acidos organicos e a sintese de hidrogénio;

e Verificar o desempenho de culturas puras de R. capsulatus e R. rubrum e avaliar o uso
de co-culturas dessas cepas na produ¢do de hidrogénio; e

e Avaliar a eficiéncia do uso do sistema batelada sequencial em reator de tanque agitado

(1,5 L) visando aumento da produgdo de hidrogénio.
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CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Balango energético mundial e uso dos combustiveis fosseis.

Nos ultimos 47 anos, a Matriz Energética mundial apresentou significativas alteragdes
estruturais (Resenha Energética Brasileira, 2021). Destaca-se um forte recuo na participagao
de derivados de petroleo e um aumento no uso de energias renovaveis. A redugdo no uso do
petréleo e derivados na matriz energética mundial reflete o esfor¢o de substituicdo desses
produtos cuja a queima resulta na producao de gases do efeito estufa, em especial o CO2, que
direta ou indiretamente ¢ um agente causador do aquecimento global. A pandemia do
COVID-19 também afetou o consumo de derivados de petréleo com uma previsdo de queda
de 9,3% no Brasil em 2020 de acordo com a Resenha Energética Brasileira de 2021 (ano base
2020). Embora a participacdo dos derivados do petrdleo frente a Matriz energética mundial
tenha decrescido, a parcela correspondente aos combustiveis fosseis no consumo global de
energia foi apenas sete pontos percentuais menor no ano de 2018 do que em 1978 sendo 85%
do consumo total oriundo do carvao, petroleo e gas natural (KOBER et al. 2020).

Ainda segundo a Resenha Energética Brasileira, a Oferta de Energia Interna (OEI)
brasileira em 2020 foi de 287,6 milhdes de TEP (Toneladas Equivalentes de Petrdleo)
mostrando recuo de 2,2% em relacdo a 2019. As fontes renovaveis de energia apresentaram
alta de 2,5%, sustentada por altas em produtos da cana e do biodiesel. A oferta hidraulica,
entretanto, foi afetada negativamente devido ao baixo regime de chuvas no periodo enquanto
os combustiveis fosseis foram afetados pela pandemia do COVID-19 com maior contribuigao
da diminui¢do do uso dos transportes aéreo e de veiculos leves. A Figura 3.1 ilustra

resumidamente os dados da OEI no Brasil:

Figura 3.1 - Oferta de Energia Inteira brasileira 2021 (ano base 2020)

N&do-Renovaveis Total Renovaveis

Gas
Industrial

FONTE: Resenha Energética Brasileira 2021
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Baird et al. (2011) citam os combustiveis fosseis como grandes responsaveis pela
degradagdo ambiental na atualidade atribuindo seu uso a complicagdes relacionadas ao efeito
estufa e o aquecimento global. O uso dos combustiveis fosseis acarreta também danos a
vegetagdo e ao ecossistema aquatico do planeta além da liberagdo de gases de combustdo
como os Oxidos de carbono, nitrogénio e enxofre prejudiciais a camada de ozbdnio e
causadores do fenomeno chuva acida (VALDEZ-VAZQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009). As
reservas limitadas destas fontes e os danos ambientais causados pela extracdo e queima dos
combustiveis fosseis motivam pesquisadores e empresas a buscarem alternativas viaveis as
fontes ndo renovaveis (VERZIRO et al. 1992; LONG et al. 2015). Segundo Adua et al. (2021)
um aumento no uso da energia renovavel em 1% resulta em uma reducao de 0,69% no CO2

liberado na atmosfera.

3.2 — Hidrogénio como fonte energética.

O hidrogénio ¢ um dos elementos mais abundantes no universo encontrado, em sua
maior parte, na forma de compostos, geralmente, ligado a moléculas de agua e
hidrocarbonetos. Existe naturalmente na forma de dois atomos de hidrogénio ligados pelo
compartilhamento de elétrons (ligagdo covalente) (VARGAS, 2006). E um géas inodoro,
incolor e atoxico (JOHNSTON et al. 2005). Trata-se do elemento quimico mais leve da tabela
periddica com massa molar de 1,0079 g/mol e uma densidade de 0,09 g/cm?. Em condi¢des
normais de temperatura e pressdo, o hidrogénio molecular apresenta-se no estado gasoso
(MIRA, 2012). Como fonte energética se destaca por possuir o mais alto teor de energia por
unidade em peso do que qualquer outro combustivel (248 kJ/mol) (HAY, 2013). Em razao
disso, o hidrogénio ¢ visto por varios pesquisadores como a energia do futuro pois além de
possuir um excelente potencial energético, a sua queima resulta na produg¢ao somente de agua,
ja que a molécula de hidrogénio nao € quimicamente ligada a nenhum atomo de carbono nao
produzindo nenhum gas téxico ou causador do efeito estufa (DAS e VEZIROGLU, 2008).
Destacam-se como fontes naturais de hidrogénio: géas natural, metanol, agua, biomassa e
metano (KORDESCH, 1996).

Em um sistema de Célula a Combustivel (CaC), emprega-se o hidrogénio no papel de
agente redutor que se torna capaz de fornecer uma produgdo continua de energia. A
transformagdo da energia de Gibbs da reagdo em energia elétrica ¢ dada por meio da geragdo
de uma corrente e ocorre com a oxidacao do hidrogénio e a redugdo do oxigénio (APPLEBY,

1994). A equagdo global do processo ¢ apresentada pela Equacao 3.1:
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Hy + 0, — H,0 3.1)

Embora permitam a utilizacdo de inimeros combustiveis, a utilizacdo do hidrogénio
puro empregada em sistemas de células a combustivel traz vantagens como ndo necessitar de
reformadores diminuindo o tamanho e custo do sistema, além de ndo contaminar as
membranas e eletrodos que sdo sensiveis a alguns compostos (VARGAS, 2006). Usualmente
as células a combustivel classificam-se pelo tipo de eletrélito utilizado e pela temperatura de
operagao (VIELSTICH et al., 2003).

O uso de células a combustivel a hidrogénio tem crescido a passos largos (NICOLAY
et al., 2021; LI, 2022). A tecnologia CaC mais pesquisada e implantada hoje ¢ a PEM (Proton
Exchange Membrane), que usa uma membrana de acido sulfonico e material catalisador de
metal nobre revestido nos eletrodos operando tradicionalmente a cerca de 80 °C, sendo
consideradas uma entre as mais promissoras como alternativa para a substitui¢do aos motores
a combustdo interna. Embora um progresso expressivo tenha sido feito nas ultimas décadas,
ainda existem varias questdes criticas de materiais relacionadas a custos e durabilidade que
devem ser superadas, especialmente para aplicacdes automotivas. As camadas de eletro
catalisador sdo um componente chave de custo e desempenho, onde ha uma necessidade atual
de maior desempenho e materiais mais durdveis (LIPMAN; WEBER, 2019).

O uso de hidrogénio ndo se limita a aplicagdo como combustivel. De acordo com Das
e Veziroglu (2008), as industrias de fertilizantes e do petrdleo representam as maiores
consumidoras de hidrogénio em nivel mundial com parcelas de respectivamente 50% e 37%
do consumo total sendo empregado na fabrica¢do de fertilizantes derivados de amoénia e no
tratamento do petrdleo bruto. A Tabela 3.1 apresenta as aplicagdes do hidrogénio na industria

(FONTE: Adaptado de CRUZ, 2010).

Tabela 3.1 - Aplicacdes do hidrogénio em diversos seguimentos da industria.

Seguimento Aplicacoes
Processos Quimicos Fabricacdao de amonia, metanol, cloro e soda caustica
Industria do Petréleo Remocgao de enxofre dos combustiveis e hidrocraqueamento

Indutstria Farmacéutica  Fabrica¢ao de Sorbitol usado em cosméticos e vitaminas
Industria alimenticia Hidrogenagao de 6leos e saturagdo de gorduras

Geracgao de energia Fonte de energia térmica em queimadores ou insumo de CaC
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3.3 — Producio Industrial de hidrogénio.

Grande parte do hidrogénio produzido no mundo, especialmente para a industria
petroquimica, € obtida a partir do gés natural, através da reforma catalisada a vapor de metano
(MOMIRLAN; VEZIROGLU, 2002). Segundo Neves (2009), 40% da produg¢do mundial do
hidrogénio ¢ realizada a partir da reforma do metano. Destaca-se igualmente 30% da
producdo mundial a partir da oxidagdo parcial de hidrocarbonetos pesados, 18% da
gaseificacdo do carvao e 5% a partir de eletrolise da agua. A Tabela 3.2 resume o custo de
operacao dos métodos empregados para a produgdo de hidrogénio (FONTE: KAYFECI et al.,
2019).

Tabela 3.2 - Custo de produgao de hidrogénio por diferentes métodos

Método US$.kmol!
Reforma a vapor de metano 4,54
Oxidacao parcial de hidrocarbonetos 2,96
Gaseificacao do carvao mineral 2,68
Eletrélise solar da dgua 10,20 — 20,98

Na reforma a vapor, o metano reage com o vapor de agua na presenca de um
catalizador (usualmente de niquel), produzindo gas hidrogénio e mondxido de carbono, em
temperaturas de 750 — 1000 °C. Em se tratando de uma reag@o altamente endotérmica (AH®
298k = + 206,2 kJ/mol), a reagcdo requer calor para que aconteca. A reforma do metano ¢

apresentada pela Equagao 3.2 (HOLLADAY et al., 2009).

CH, + H,0 - CO + 3H, (3.2)
A corrente de gés reformada contém mondxido de carbono em excesso podendo ser

convertido em hidrogénio e diéxido de carbono pela reacdo de deslocamento da agua

aumentando, assim, o rendimento do processo em hidrogénio (KAYFECI et al. 2019). A

reacdo de deslocamento do vapor d’agua ¢ apresentada pela Equagdo 3.3:

CO + H,0 - H, + CO, (3.3)
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A oxidagdo parcial de hidrocarbonetos (notavelmente metano) ¢ proposta como
alternativa a reforma a vapor pois permite uso de sistemas mais compactos ¢ de baixo custo
de investimento ja que a reacao de oxidacao ¢ exotérmica (AH® 298k = -36 kJ/mol) o que
permite uso de reatores menos robustos e um tempo de resposta mais curto para variagdes na
carga (CORTEZ, 2008). A reacdo direta da oxidagdo parcial catalitica ¢ apresentada pela
Equagao 3.4:

CHy+ 20, > CO + H, (3.4)

Para maximizar a produ¢do de hidrogénio submete-se o géas de sintese formado pela
oxidacdo parcial do metano a reagdo de deslocamento da 4gua, assim como na reforma a
vapor (CHAUBEY et al., 2013).

A gaseificacdo do carvao ¢ uma das tecnologias mais maduras de producdo de
hidrogénio (RIBEIRO; PARIZZI, 2013). Tais reacdes consistem na decomposicao térmica de
um material carbondceo formando o gés de sintese (CO2, CO, H2, CHs, H20) e alguns
particulados como alcatrdo, cinzas e carvao. A gaseificagdo ocorre em altas temperaturas,
variando de 500 °C a 1400 °C, e em pressdes atmosféricas ou superiores, podendo chegar a 33
bar (HERNANDEZ et al., 2013).

O processo que quebra a molécula da d4gua em hidrogénio e oxigénio ¢ denominado
eletrolise da dgua. Trata-se de um sistema onde ha o fornecimento de corrente continua entre
os eletrodos, sendo os mesmos separados por um eletrélito com boa condutividade ionica
(NETO; MOREIRA, 2007). A formacao do hidrogénio pelo processo de eletrolise da agua ¢
indicada pela Equagao 3.5:

2H,0 > 2H, + 0, (3.5)

O método por eletrolise apresenta alto custo quando comparado a reforma a vapor uma
vez que a reagdo ¢ muito endotérmica e requer, portanto, fornecimento de energia (KAYFECI
et al., 2019). Entretanto, obtém-se uma alta pureza de hidrogénio necessaria em algumas
aplicacdes fator, o qual justifica a participagdo da eletrolise no mercado (SORESEN et al.,
2004).

Nota-se que as rotas convencionais para a producdo de hidrogénio podem ser

potencialmente onerosas em funcdo das condi¢des operacionais e custos de operacdo. Os
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processos tornam-se comercialmente desinteressantes levando em consideragcdo também rotas
termoquimicas que fazem uso de combustiveis fosseis que, conforme ja estabelecido, sdo os
grandes responsaveis pela degradacdo ambiental apresentando complicagdes relacionadas ao
efeito estufa e o aquecimento global. Uma alternativa surge na producdo bioldgica do
hidrogénio, também chamado de biohidrogénio. Os processos biologicos de producdo de
hidrogénio sdo realizados em temperatura e pressao ambiente (DAS e VERZIROGLU, 2008).
Além disso, destaca-se também a possibilidade da utilizagao de biomassa de residuos como

substrato o que torna o processo ainda mais atrativo de um ponto de vista ecolédgico.

3.4 — Producio biolégica de hidrogénio.

A producdo biologica de hidrogénio ¢ o resultado da atividade metabdlica de
microrganismos (microalgas, cianobactérias, bactérias fotofermentativas ou fermentativas)
que se resume, de forma geral, na degradag¢do de substratos ricos em matéria organica para a
formagdo de biogas. Tais substratos podem ser residuos agroindustriais ou mesmo quaisquer
outros subprodutos organicos de um processo industrial (LOURENCO, 2012).

A producdo do biohidrogénio ¢ majoritariamente baseada em quatro processos
principais. A biofotolise direta da dgua, na qual microalgas verdes tém a capacidade de
capturar energia solar e gerar hidrogénio a partir da 4gua e COz. Ja a biofotdlise indireta
envolve tipicamente cianobactérias que utilizam a energia armazenada nos carboidratos
oriundos da fotossintese para gerar hidrogénio a partir da agua (SA et al., 2014). Na
fermentagdo escura, as bactérias anaerdbias geram o biogas empregando a matéria organica
proveniente de residuos agricolas e aguas residuais. E, a producdo de hidrogénio por
fotofermentagdo ¢ realizada pela a¢do de bactérias purpuras ndo-sulforosas (PNS) a partir de
varias fontes de carbono usando energia luminosa. Destaca-se também a existéncia dos
chamados sistemas hibridos que podem empregar dois processos biologicos realizados em
sequéncia de forma a aumentar o rendimento global de hidrogénio. A Tabela 3.3 apresenta as

principais vantagens e desvantagens dos processos bioldgicos mencionados.
3.4.1 — Biofotdlise direta.
No processo de biofotolise direta da agua, organismos fotoautotroficos convertem

moléculas de agua em hidrogénio com atividade catalitica da enzima hidrogenase usando

energia luminosa em condi¢des anaerobias (TAMAGNINI et al. 2002).



21

Tabela 3.3 - Tecnologias para a producao de biohidrogénio

Processos
Vantagens Desvantagens Micro-organismos
biologicos
. Chlamydomonas
_ Necessita de
' _ Produgdo de H> a partirda reinhardii;
Biofotolise iluminag¢ao constante;
. agua; o Platymonas
direta ‘ Inibigao das
Naio necessita de ATP. _ subcordiformis.
hidrogenases pelo Ox.
_ _ Plectonema
Produgao de Hz a partir da Necessita de
o boryanum,
) ) agua; iluminac¢do constante;
Biofotdlise . ] Anabaena
o Habilidade de fixacdo de N2oe  Necessidade de ATP
indireta ) siamensis,
producdo de Hz pelas pelas nitrogenases;
. Anabaena
nitrogenases; COz2 presente no gas.
variabilis.
Ampla variedade de fontes de
carbono como substrato; Tratamento do Clostridium sp.;
Fermentacdo  Nao necessita de iluminagao; efluente apos Enterobacter
escura Producao de metabolitos fermentagao; CO2 cloacae;
intermediarios de grande presente no gas. Escherichia coli.
valor agregado.
Necessita de
Utilizagao de diferentes iluminagao; Rhodopseudomonas
residuos e efluentes como Biorreatores palustris;
Foto- substrato; modificados para Rhodobacter
fermentagdo  Utilizacdo de amplo espectro maximizar a capsulatus,
de luz pelas bactérias utilizagdo da energia Rhodospirillum
fotossintéticas. solar; COz presente rubrum.
no gas.

Fonte: Adaptado de SA et al. 2014
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As Equacgdes 3.5 e 3.6 descrevem as reagdes envolvidas no processo de biofotdlise

direta:
H,0 Tuminozi dade; 0, + 2H* + 2e” (3.5)
2H* + 2e~ hidrogenase H, (3.6)

As cianobactérias e as algas verdes sdo dois grupos de microrganismos que realizam o
processo de biofotdlise direta. Em condigdes anaerdbias, as algas verdes podem produzir
hidrogénio mediante iluminacao ou absorver hidrogénio através do processo de fixacao de
CO2 no escuro (KIM et al., 2011). Conforme indicado pela Figura 3.2, durante a biofotdlise
direta os fotons de luz sdo capazes de separar as moléculas de adgua em protons (H') e
oxigénio através do chamado fotossistema II (FS II). Em consequéncia disso, elétrons sao
formados e ATP ¢ gerado através dos elétrons que atravessam a membrana fotossintética que
conecta o fotossistema II ao fotossistema I (FS I). Os elétrons gerados pelo sistema sdo

transferidos a proteina ferredoxina (Fd) pelo FS 1.

Figura 3.2 - Esquema representativo biofotdlise direta

H,

ES | 2e- Héise

FS| Fd N,ase
2H,0 0, 2H+

Fonte: Adaptado de HALLENBECK (2002)

A partir dai, a ferredoxina pode doar os elétrons a enzina [Fe-Fe]-hidrogenase que

catalisa a producao de hidrogénio pela acdo dos microrganismos em condi¢gdes de anaerobiose
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ou reduzir NADP em NADPH que entdo ¢ usado na fixagdo de CO2 por meio do ciclo de
Calvin (MCKINLAY et al. 2010). A presenca de oxigénio inibe a a¢do da hidrogenase
desfavorecendo a produgdo de hidrogénio ja que essas enzimas sdo extremamente sensiveis ao
0O2. De maneira oposta as algas verdes, as cianobactérias tém a enzima [NiFe]-hidrogenases
que ndo sao tdo sensiveis ao oxigénio como as [FeFe]-hidrogenases (hidrogenase de algas
verdes). A via de transporte de elétrons de algas verdes e cianobactérias € a mesma, exceto
que, paras as cianobactérias, a ferredoxina doa elétrons para a [NiFe]-hidrogenase
(GHIRARDI et al. 1997). A Figura 3.2 apresenta um esquema da biofotolise realizada por

algas verdes e cianobactérias.

3.4.2 — Biofotolise Indireta.

No processo de biofotolise indireta, as cianobactérias utilizam a energia armazenada
nos carboidratos oriundos da fotossintese para gerar hidrogénio a partir da agua (SA et al.
2014). Nesse processo, carboidratos como o glicogénio sao acumulados no sistema durante a
fixagdo do CO2 na etapa fotossintética enquanto Oz € produzido.

Para a produgdo de hidrogénio, a matéria organica produzida na primeira etapa do
processo ¢ utilizada como substrato na segunda etapa em condi¢des anaerdbicas
(HUESEMANN et al. 2010). A sequéncia de reagdes fotoquimicas no processo de biofotolise

indireta ¢ apresentada pelas Equagdes 3.7 e 3.8:

6C0, + 6H,0 lum nostdadeC4H,,04 + 60, (3.7)

CcHy,06 + 6H,0 luminostdadé2H, + 6CO, (3.9)

Na fase clara, a luz atua como fonte de energia para que o CO:2 sofra reagdo quimica
com a molécula de agua gerando carboidratos (CéHi1206) € O2. Em uma segunda fase
anaerobia e na auséncia de luz, os elétrons e protons gerados serdo utilizados para a producao
de H2 (SOUZA, 2017). Diferentemente do processo de biofotolise direta, ndo ha inibi¢ao das
hidrogenases pela presenca de O2 uma vez que a etapa de sintese de Oz ¢ realizada de forma

separada da etapa de sintese de H2 (EROGLU et al., 2011).
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3.4.3 — Fermentagao escura.

A fermentacdo escura ¢ um dos processos mais empregados para a producao bioldgica
de hidrogénio (TURON et al. 2016; BUNDHOO, 2017).

O biogds ¢ o produto da acdo de bactérias fermentativas capazes de empregar
iniimeros substratos organicos como residuos alimenticios, subprodutos agropecudrios ou
aguas residuarias e os transforma em produtos mais simples tais como acidos organicos
volateis (4cido latico, acético, propidnico, butirico) e hidrogénio. Em comparacdo aos
processos baseados em fotossintese, pode ser considerada mais vantajosa ja que dispensa a
disponibilidade de luz facilitando a implementacdo em larga escala.

Na fermentacao escura, a producdo de hidrogénio ¢ associada principalmente a acao da
enzima hidrogenase. Segundo Oh et al. (2011), existem trés possiveis sistemas reacionais
envolvidos na fermentacdo escura. O primeiro sistema envolve a a¢do de duas enzimas: a
Piruvato Formiato Liase (PFL) e a Hidrogénio Formiato Liase (HFL). O piruvato formado ¢
separado em acetil-CoA e formiato por meio da acdo catalitica da PFL sob condigdes de
anaerobiose. Em seguida, uma vez que a concentragdo do formiato ¢ grande o suficiente para
ativa-la, a HFL entra em acdo e o formiato ¢ novamente quebrado para a formacao de
hidrogénio e didxido de carbono. Entretanto, sob certas condi¢des a degradagcdo do formiato €
baixa, resultando em baixas conversdes. As Equagdes 3.9 e 3.10 apresentam o sistema

reacional formado pela a¢do das enzimas PFL e HFL.

Piruvato+ CoA PFL Acetil— CoA + Formi ato (3.9
Formi ato HFL H, + CO, (3.10)

O segundo tipo de sistema reacional descrito na literatura para a producdo de
biohidrogénio por fermentacdo escura envolve a oxidacdo do piruvato em acetil-CoA pela
redu¢do da ferrodoxina através da enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR). A
ferrodoxina reduzida Fd (red) é, em seguida, oxidada em Fd (ox) e libera hidrogénio
molecular. Nesse sistema, uma grande variedade de produtos reduzidos podem ser formados
como butanol, etanol, e acetona a depender das condi¢cdes de operagdo. As Equagoes 3.11 e

3.12 apresentam o sistema reacional formado pela a¢ao da enzima PFOR.



25

Piruvato+ CoA + 2Fd (ox) PFOR Acetil— CoA + 2Fd (red) + CO, (3.11)
2H* + 2Fd (red) » H, + 2Fd (ox) (3.12)

O terceiro tipo de reacdo, tipico em muitas bactérias termofilias e varias espécies de
Clostridium, ¢ catalisado pela enzima NADH: ferredoxina oxidoredutase (NFOR). Nessa
reacdo, a Fd (ox) ¢ reduzida pelo NADH, que ¢ formado durante o metabolismo do carbono.
Em seguida, os elétrons da Fd (red) sdo transferidos para prétons para formar hidrogénio
molecular. As eequagdes 3.13, 3.14 e 3.15 apresentam o sistema reacional formado pela agao

da enzima NFOR.

Glicose+ 2NAD * — 2 Piruvato+ 2NADH (3.13)
2NADH + 4Fd (ox) NFOR 2NAD * + 4 Fd (red) (3.14)
4Fd (red) + 4H* — 4 Fd (ox) + 2H, (3.15)

Além da producdo de Hz ocorre a formacdo de acidos organicos volateis (acético,
propionico, lactico, butirico), etanol e butanol. Segundo Levin, Pitt e Love (2004), quando o
acido acético € o produto final, 0 maximo rendimento tedrico obtido ¢ 4 mol H2/mol glicose

(Equagdo 3.16) e 2 mol Hz2/mol glicose quando o produto final ¢ o butirato (Equagao 3.17).
C¢H,0¢ +2H,0 — 2CH3;COOH + 2C0, + 4H, (3.16)
C¢H1,06 + 2H,0 - CH3;CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (3.17)

Para uma produgao final de etanol e acido acético, o rendimento ¢ de 2 mol Hz/mol de
glicose (Equacdo 3.18). Obtendo como produto final o 4cido propionico, ndo ha rendimento
de hidrogénio, o consumo da glicose juntamente o com o do hidrogénio produz o acido
propionico (Equagdo 3.19) (CHONG et al., 2009):

CoHy,0s + H,0 — C,HsOH + CH;COOH + 2C0, + 4H, (3.18)

CoHi,0¢ + Hy, > 2CH;CH,COOH + 2H,0 (3.19)
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Empregando a lactose como substrato, o rendimento da producdo de hidrogénio
depende da rota fermentativa e dos produtos finais. Nas Equagdes 3.20 e 3.21, pode-se notar
que o rendimento tedrico de hidrogénio em termos de lactose consumida pode atingir valores
de 8 mol Hz2/mol lactose se a rota for de formacgao do acido acético e de 4 mol Hz/mol lactose

se a rota for de formagdo do 4cido butirico. (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011).

C,,H,,04, + 5H,0 — 4CH,COOH + 4C0, + 8H, (3.20)

C,2H,,04, + H,0 — 2CH;2CH,COOH + 4CO, + 4H, (3.21)

3.4.4 — Fotofermentacao.

A fotofermentagdo ¢ um processo que emprega bactérias fotossintéticas capazes de
converter substratos organicos em hidrogénio e didxido de carbono em condi¢des anaerdbias
e sob iluminagdo. A nitrogenase € a principal enzima envolvida no processo fotofermentativo
e sua sintese ¢ fortemente estimulada pela luz. Por outro lado, o nitrogénio ¢ reconhecido na
literatura como um inibidor da nitrogenase (GOLDING; DONG, 2010; AKKOSE, 2009).
Koku et al. (2002) observaram que uma concentragdo de 20 mM de amoénia provou ser
suficiente para inibir a atividade da nitrogenase enquanto, segundo Eroglu et al. (2011), a
producao de biohidrogénio foi aumentada na auséncia de sais de amonio.

Inumeros fatores influenciam o processo fotofermentativo dentre os quais cita-se a
intensidade luminosa, idade do indculo, tipo de substrato e temperatura (BASAK; DAS,
2007). A temperatura na qual a fermentag@o acontece ¢ capaz de mudar a rota metabdlica das
bactérias. Segundo Basak e Das (2007) a faixa de temperatura 6tima que favoreceu a
producdo de biohidrogénio por fotofermentacdo com o microrganismo Rhodobacter sp. foi
determinada entre 31 e 36°C. Segundo Eroglu et al. (2011) espécies fotossintéticas diferentes
possuem pigmentos-antena diferentes. Os pigmentos-antena sdo responsaveis pela captagdo
da energia luminosa. Essa constatacdo justifica a importancia da intensidade luminosa em um
processo de fotofermentagdo. Além disso, a idade do indculo foi relatada como um fator que
influencia o desempenho na produgdo de hidrogénio. Basak e Das (2007) observaram que
espécies inoculadas em meio de fermentagdo que estavam na fase exponencial de crescimento
apresentaram melhores desempenhos quando comparadas as espécies inoculadas na fase

estacionaria. Liu et al. (2015), concluiram, analogamente, que a idade do in6culo afetou a
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produgdo de hidrogénio e maior produtividade na producao de hidrogénio com um inoculo na
fase exponencial.

As bactérias fotossintetizantes responsaveis pela producdo de biohidrogénio sdo
capazes de empregarem intimeros substratos organicos para crescimento e produ¢do de biogas
(MATHEWS; WANG, 2009). Embora a literatura destaque o uso de acidos organicos volateis
(acido latico, acido malico, acido acético, acido butirico) como substratos, as espécies
fotossintéticas sao também capazes de converter agticares simples e complexos em hidrogénio
(KESKIN et al., 2011). De acordo com LOSS et al. (2009) a Equagdo 3.22 apresenta o
rendimento tedrico quando todo o substrato consumido ¢ utilizado unicamente para a

producao de hidrogénio.
CyH, 0, + (2x — z)H,0 - (y/z + 2x — Z)H2 + xCO, (3.22)
A partir da Equacdo 3.22 os rendimentos teoricos para o consumo dos &acidos

organicos volateis malico, latico, acido acético, acido propionico e acido butirico sdao

apresentado respectivamente nas Equacdes 3.23 a 3.27:

C,HyOs + 3H,0 —» 6H, + 4C0, (3.23)
C3HyOs + 3H,0 > 6H, + 3CO, (3.24)
C,H,0, + 2H,0 — 4H, + 2C0, (3.25)
CsHy,0, + 4H,0 — 7H, + 3CO, (3.26)
C,HgO0, + 6H,0 — 10H, + 4CO, (3.27)

O metabolismo do biohidrogénio ¢ associado principalmente a a¢do das enzimas
nitrogenase ¢ hidrogenase. A nitrogenase desempenha seu papel catalisando a produgdo de
biogas sob condi¢des limitantes em nitrogénio (Equacao 3.28) enquanto a enzima hidrogenase
oxida o hidrogénio de forma a reciclar elétrons, protons e ATP para o metabolismo energético
(Equagdo 3.29). A a¢do da hidrogenase depende das condi¢des do sistema podendo consumir

hidrogénio (na presenga de receptor de elétron) ou produzir hidrogénio (em condigdes de
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anaerobiose) (Equacdo 3.29). Dessa forma o hidrogénio total produzido ¢ o gas formado pela

acdo da nitrogenase menos aquele consumido pela agdo da hidrogenase (HAY, 2013).

2H* + 2e™ + 4ATP nitrogenase H, + 4ADP + 4P, (3.28)

H, hidrogenase 2H* + 2e~ (3.29)

A reagdo de producao de hidrogénio pela acdo da nitrogenase ¢ irreversivel e requer 4
ATP para cada mol de biogas produzido. A taxa de producao de biohidrogénio dependente de
ATP diretamente proporcional a intensidade da luz até um certo nivel que ndo iniba o
crescimento celular (KOKU et al. 2002). Sob condi¢des anaerobias, o substrato ¢ oxidado
durante o ciclo de Krebs produzindo H" CO: e elétrons. A transferéncia dos elétrons
produzidos pelo ciclo de Krebs para a nitrogenase ¢ possivel pela coenzima NAD e da
ferrodoxina. A nitrogenase entdo combina os elétrons com os protons H' e permite a produgio
de hidrogénio. A Figura 3.3 apresenta uma simplificacdo do processo de producdo de

hidrogénio por fotofermentacao.

Figura 3.3 — Esquema representativo da produgdo de biohidrogénio por fotofermentagao

Ciclode NAD Nitrogenase

Substrato Krebs NADH Ferrodoxina H,

Fonte: Adaptado de GOLOMYSOVA et al., 2010

Algumas alternativas para aumentar a produtividade dos processos fotofermentativos
realizados por bactérias do filo PNS tem sido desenvolvidas. Estratégias relacionadas a uma
melhor distribui¢cdo de luz tem sido propostas em ensaios realizados em larga escala (ZHANG
et al., 2018). Entretanto, tem-se relatado que os 4cidos organicos volateis produzidos durante
o metabolismo celular inibem a produgao de biohidrogénio (KESKIN et al., 2011; KAPDAN
et al., 2009; BUNDHOO et al. 2016). A concentracdo acentuada de metabolitos no meio
reacional tem efeito inibitério pois podem potencialmente dificultam a acao da nitrogenase. O
desenvolvimento de novas tecnologias que visam aumentar a producdo de biohidrogénio
buscar desenvolver novas cepas de bactérias fotossintéticas que tém maior tolerancia a altas

concentragdes de acidos organicos (HAY, 2013). Outra estratégia amplamente estudada ¢ a
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combinagdo das etapas de fermentagdo escura e fotofermentagdo implementadas como etapas

sequenciais em sistemas denominados sistemas hibridos.

3.4.5 — Sistemas hibridos.

O processo de producdo de biohidrogénio hibrido combina as operagdes de
fermentagado escura e fotofermentagao de forma a aumentar o rendimento ¢ a conversao de um
substrato. Os 4cidos organicos volateis formados como subprodutos da fermentacido escura
podem ser reutilizados como substrato por bactérias fotossintetizantes durante uma etapa de
fotofermentacdo. Segundo Basak e Das (2007), o rendimento tedrico do sistema hibrido que
combina duas etapas sequenciais ¢ de 12 mol de hidrogénio/mol de glicose consumido
conforme indicado pelas Equagdes 3.16 (Fermentagdo escura), 3.25 (Fotofermentacgdo) e 3.30

(Sistema hibrido) (DAS e VEZIROGLU, 2008).

CeH,04 +2H,0 — 2CH3;COOH + 2C0, + 4H, (Fermentagdo Escura) (3.16)
2CH;COOH + 4H,0 - 8H, + 4C0, (Fotofermentagdo) (3.25)
C¢H,,04 + 6H,0 — 6C0, + 12H, (Sistema hibrido) (3.30)

O estudo de Yang et al. (2010) avaliou a producao de biohidrogénio a partir do sabugo
do milho implementando sistema hibrido. A produ¢do de biohidrogénio na primeira etapa foi
atribuida pelos autores principalmente a conversdo dos agucares redutores e oligossacarideos
do sabugo de milho em biogas. Na segunda etapa, a producao de hidrogénio ocorreu devido a
degradagdo de 4cido acético, acido butirico, alcool butilico e etanol presentes no efluente de
fermentagao escura.

Kim et al. (2006) estudaram a produ¢do de hidrogénio por sistema hibrido
empregando as espécies Chlamydomonas reinhardtii e Rhodobacter sphaeroides
respectivamente nas etapas de fermentagdo escura e fotofermentagdo. Os acidos organicos no
efluente fermentado da biomassa de algas realizado na etapa escura foram consecutivamente
transformados em hidrogénio em condi¢do de anaerobiose. Os autores constataram que
somente 80% dos acidos organicos produzidos (majoritariamente acido butirico) foi
consumido. Os autores obtiveram uma conversdao total de 8,30 mol Hz/mol de glicose,

atingindo aproximadamente 70% da conversao tedrica.
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O uso de sistema hibrido empregado por Tao et al. (2007) garantiu um aumento
expressivo no rendimento em hidrogénio. Em um primeiro momento os autores realizaram
uma fermentacdo escura de estagio Unico empregando sacarose como substrato e um
consorcio microbiano. Foi obtido pelos autores uma conversdao de 3,67 mol de Hz/mol de
sacarose consumido. Os 4acidos organicos produzidos pela etapa escura foram
majoritariamente acido butirico e 4cido acético. Em seguida, com o efluente da primeira etapa
os autores realizaram um procedimento fotofermentativo empregando a espécie Rhodobacter
sphaeroides. O rendimento final do processo teve um aumento e atingiu 6,63 mol Hz/mol de
sacarose.

O estudo de Policastro et al. (2022) também fez uso do sistema hibrido para a
producao de biohidrogénio. O processo realizado pelos autores incluiu uma primeira etapa de
fermentacdo escura realizada por um consorcio microbiano proveniente de um efluente de
vinicola. Tal consércio produziu um efluente rico em etanol a partir de dguas residudrias de
uma adega. O efluente rico em etanol foi convertido em hidrogénio pela agdo de
microrganismos fototréficos dentre os quais os autores um consoércio de bactérias PNS. Os
autores concluiram que apesar da presenga de compostos inibidores, a ado¢do de uma cultura

fototréfica mista permitiu obter bons resultados em termos de producao de hidrogénio.

3.4.6 — Producdo de hidrogénio a partir de co-produtos da agroindustria.

A producao biologica de hidrogénio a partir de residuos ganha cada vez mais destaque
(KUANG et al., 2020; REZAEITAVABE et al., 2020) em especial, residuos ou co-produtos
da agroindustria. As agroindustrias geram uma grande quantidade de residuos que podem
trazer impactos negativos ao meio ambiente quando ndo dispostos de maneira adequada
(GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020). Os residuos como bagaco, cascas, cascas de sementes,
cascas e polpa fibrosa gasta dos caules das colheitas sdo ricos em carbono, nitrogénio e
nutrientes que podem ser usados na produgcdo de produtos de alto valor agregado
(SARAVANAN et al. 2021). Além disso, substratos como glicose, sacarose ¢ amido tem um
custo elevado, tornando o processo economicamente desfavoravel.

Embora os residuos agroindustriais sejam ricos em carboidratos e outros compostos
essenciais, certas modificacdes ou processos de pré-tratamento sdo necessarios para modificar
e melhorar as caracteristicas da matéria-prima para melhor biodegradacdo e conversao

(BANU, 2021).
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O Permeado de Soro de Leite em P6 é um coproduto da produgdo do concentrado
proteico do soro do leite e do isolado proteico do soro do leite. Obtido durante o processo da
producao do Whey Protein, rico em agucar derivado do leite, pode ser utilizado para substituir
outros carboidratos. Machado et al. (2018) estudaram um procedimento fotofermentativo que
empregou o permeado de soro de leite po e glicose como substratos alimentados ao sistema de
forma alternada. Segundo os autores, a produtividade maxima de Hz foi 287,39 mmol

H>/L.dia obtida com o uso alternado de glicose e permeado de soro de leite.

3.5 — Microrganismos para a producio biologica de hidrogénio.

3.5.1 — Bactérias Purpuras Nao Sulfurosas.

As bactérias fotossintetizantes responsaveis pela producdo de biogas sdo classificadas
de acordo com sua preferéncia pelo substrato. Segundo Longo, Lazzarin e Miguez (2009), as
bactérias sulfurosas degradam compostos a base de enxofre e as bactérias ndo sulfurosas
consomem compostos a base de carbono. Dentre as bactérias ndo sulforosas destaca-se o filo
das PNS (Purple Non Sulfur). Bactérias fotossintéticas purpuras nao-sulfurosas (PNS)
constituem um grupo nao taxonOmico de organismos versateis que podem crescer como
fotoheterotroficos, fotoautotroficos ou quimioheterotroficos - mudando de um modo para
outro dependendo das condi¢des disponiveis, tais como: grau de anaerobiose, disponibilidade
de fonte de carbono e disponibilidade de uma fonte de luz (BASAK; DAS, 2007). A
pigmentagao caracteristica dessas bactérias ¢ dada pelos pigmentos carotenoides e
bacterioclorofilas, que sdo os responsaveis por absorver a energia luminosa (fétons)
(AKKERMAN et al., 2002). As PNS apresentam algumas vantagens em rela¢do a outros
grupos de bactérias como o alto rendimento de conversdo de substrato em produto e a
auséncia de oxigénio desejavel para a producdo de biohidrogénio (BASAK; DAS, 2007).
Destaca-se dentro das bactérias fotossintéticas as espécies Rhodopseudomonas sp. (VRATI e
VERMA, 1983); Rhodopseudomonas sphaeroides (MITSUI et al. 1979) e as espécies

empregadas nesse trabalho Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum.

3.5.2 — Co-culturas.

O uso de co-culturas na producdo de biohidrogénio ¢ amplamente discutido na

literatura. O estudo de GENG et al. (2010) avaliou a producao biologica de hidrogénio a partir
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da celulose proveniente da palha de trigo por co-culturas de duas cepas identificadas pelos
autores. Foi observado que, devido a atividade metabolica combinada das cepas, o sistema de
co-cultura obteve uma produgdo de hidrogénio aproximadamente duas vezes maior quando
comparada a producdo de uma das cepas isoladas.

O trabalho de Moreira et al. (2021) estudou a producdo de hidrogénio em
procedimento fotofermentativo combinando a espécie fermentativa Enterobacter cloacae e a
bactéria Rhodobacter capsulatus em co-cultura. Segundo os autores a combinagdo de espécies
em um sistema iluminado e em condi¢des de anaerobiose garante um tempo de fermentagao
reduzido além de altas taxas de rendimento. Os autores obtiveram com a adi¢ao alternada de
glicose e permeado de soro de leite uma produtividade méaxima de 319,35 mmol Hz/L.dia em

180 h de processo utilizando a co-cultura (1: 1) de E. cloacae e R. capsulatus.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

O processo fotofermentativo realizado neste trabalho estudou a producdo de
hidrogénio em duas escalas. Os ensaios de escala reduzida foram realizados em biorreatores
anaerdbios de 50 mL. Os ensaios de escala ampliada foram realizados em reator anaerobio de
tanque agitado STR de 1,5 L (volume util 700 mL). A Figura 4.1 apresenta o fluxograma dos

procedimentos realizados.

Figura 4.1 - Esquema representativo dos ensaios realizados

Cultivo dosmoculos R. capsulatus e
R. rubrum em meio RCV

Preparagao meio RCV com 10 g/L de
lactose proveniente do PSL

Ensaios em escala reduzida Ensaios em escala ampliada (reator
(reatores de 50 mL) del,5L)
Inoculo: R. capsulatus Inoculo: R. capsulatus/R. rubrum (1:1)*
| |
Inoculo: R. rubrum Inoculo: R. capsulatus/R. rubrum (1:1)**
| |
Inoculo: R. capsulatus/R. rubrum (1:1) Inoculo: R. rubrum

[
Inoculo: R. capsulatus/R. rubrum (1:3)
|

Inoculo: R. capsulatus/R. rubrum (3:1)

*Ensaio realizado com revitalizacdo do meio

**Ensaio realizado sem revitalizagao do meio
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4.1 — Bactérias fotofermentativas: Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum.

As cepas bacterianas utilizadas nesse trabalho foram as bactérias fotossintetizantes
purpuras ndo sulfurosas Rhodobacter capsulatus DSM 1710 e Rhodospirillum rubrum DSM
467, adquiridas da cole¢do alema de microrganismos e cultura de células, a DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Culture). O cultivo dos microrganismos foi realizado
em meio basal RCV conforme descrito por Weaver et al. (1975) preparado pela dissolugdo
dos itens apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2. Apods a dissolugdo dos reagentes em agua
deionizada, o pH do meio basal foi ajustado para 6,8 + 0,2 com NaOH (1 M) e, em seguida,

esterilizado a 121 + 1 °C, a 1 kgf/cm? por 20 min.

Tabela 4.1 - Componentes do meio RCV

Reagente Concentracio (g/L)
Acido Malico - C4HeOs 4,02
Fosfato de potassio monobasico - KH2PO4 0,60
Fostfato de potéssio dibasico - K:HPO4 0,90
Sulfato de magnésio - MgS04.7H20 0,12
Cloreto de calcio - CaCl..2H20O 0,075
Glutamato monossodico — CsHsNO4Na 1,31
EDTA sal dissodico - Cio0H14aN2Na20s.2H20 0,02
Tiamina 0,001
Micronutrientes 1 mL

Tabela 4.2 - Componentes da solucao de micronutrientes utilizada no meio RCV

Reagente Concentracao (g/L)
Acido bérico - H3BO3 2,80
Sulfato de manganés - MnSO4.H20 1,59
Molibdato de sddio - NaMo00O4.2H20 0,75
Sulfato de zinco - ZnSO4.7H20 0,24

Cloreto de cobre (II) - CuCl2.2H20 0,05
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As bactérias foram cultivadas em frascos schott (Duran) de 500 mL mantidos em
camara de germinacdo sob temperatura de 30 + 2 °C e iluminagdo de 2500 lux. No periodo de
14 dias, uma fracdo do volume do indculo foi descartada e era feita a reposicdo com meio
basal RCV fresco. O conteudo do frasco foi, em seguida, preenchido com gas argonio por 3

min para conservar as células em condi¢des de anaerobiose.
4.2 — Substrato: Lactose proveniente do permeado de soro de leite em po.

Nesse estudo, o substrato empregado foi a lactose proveniente do permeado de soro de
leite em p6. O permeado de soro de leite em po6 foi adquirido da empresa Sooro Concentrado

Industria de Produtos Lacteos Ltda cuja caracterizagao ¢ apresentada na Tabela 4.3:

Tabela 4.3 - Caracterizacdo Permeado de soro de leite em pd segundo fabricante

Parametro Resultado
Teor lactose % 71,3
Acidez (%acido latico) Max. 2,0
Densidade Aparente (g/cm?) Min. 0,6 2 0,8
pH (sol. 10%) 5,8-6,7
Particulas Queimadas Disco A
Cor Amarelado
Sabor/Odor Caracteristico lacteos
Aspecto Uniforme, sem grumos

O meio utilizado nos experimentos de fotofermentagao, denominado RCV modificado,
foi preparado pela dissolucdo dos reagentes do meio basal RCV acrescentando a lactose
proveniente do permeado de soro de leite em p6 como fonte de carbono. O acido malico ndo
foi adicionado pois o intuito foi estudar somente a lactose como fonte de carbono. Apds a
dissolucdo dos reagentes em agua deionizada, o pH do meio fermentescivel era ajustado para

6,8 + 0,2 com NaOH (1 M) e, em seguida, esterilizado a 121 £ 1 °C, a 1 kgf/cm? por 20 min.
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4.3 — Condig¢oes dos ensaios realizados em escala reduzida: reatores de 50 mL.

Os ensaios realizados em escala reduzida foram conduzidos em reatores de 50 mL
(frascos de penicilina) em duplicata. Nesses ensaios, o volume util dos reatores foi de 37 mL,
sendo 32 mL de meio fermentescivel e 5 mL de inoculo. Apds a inoculagdo, o conteudo do
meio foi preenchido com argbénio mantendo o sistema em condigdo de anaerobiose. Os
reatores foram, entdo, selados com um septo de borracha butilica e uma capsula de aluminio.
As fermentagdes foram conduzidas em camara de germinagdo sob temperatura de 30 £2 °Ce
iluminacdo de 2500 lux. “Frascos de sacrificios” (que permitem o descarte apds analise)
foram utilizados em intervalos de tempo definidos para andlise do pH, concentracdo de
solidos volateis (SV) e composicao do meio fermentativo a partir de amostras liquidas de 10
mL. Os ensaios realizados em escala reduzida avaliaram a producdo de hidrogénio
empregando como substrato a lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd na
concentragao inicial de 10 g/L.

O biogas produzido foi coletado com o auxilio de seringas graduadas (10 mL) e
posteriormente armazenados em ampolas gasométricas (Construmaq LTDA. Brasil) para
analise. Cada amostra liquida foi centrifugada durante 12 min a 7730 g. A partir do
sobrenadante coletado, realizou-se a quantificacdo da lactose e dos &cidos organicos
produzidos como resultado do metabolismo celular por cromatografia liquida de alta
performance. As células separadas apds centrifugacdo foram utilizadas para andlise de
concentragdo de solidos volateis pelo método gravimétrico.

Os Ensaios (1-8) foram realizados com concentracdo celular inicial de 0,2 gsv/L. A
proposta do Ensaio 1, foi avaliar a producdo de H: empregando o microrganismo R.
capsulatus. Analogamente o Ensaio 2 verificou, nas mesmas condi¢des, a produgdo de Hz
empregando o microrganismo R. rubrum. A fim de investigar o sistema de co-cultura formado
entre as cepas R. capsulatus e R. rubrum, os Ensaios 3, 4 e 5 foram realizados empregando
sistemas de co-cultura nas proporgdes 1:1 (m/m), 1:3 (m/m) e 3:1 (m/m), respectivamente. Os
Ensaios 1-5 realizados em escala reduzida verificaram a produ¢do de hidrogénio empregando
como fonte de carbono a lactose proveniente do permeado de soro de leite em p6. A fim de
verificar a influéncia da lactose como fonte de agucar, os Ensaios 1, 2 ¢ 3 foram replicados
empregando o meio RCV conforme descrito na Tabelas 4.1 e 4.2. Nesses ensaios, o substrato
estudado foi o 4cido malico presente no proprio meio RCV. Através dos desses ensaios, €

possivel determinar a produtividade basal dos microrganismos de R. capsulatus (Ensaio 6), R.
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rubrum (Ensaio 7) e um sistema de co-cultura 1:1 (m/m) (Ensaio 8). A Tabela 4.4 apresenta o

esquema de ensaios realizados em escala reduzida.

Tabela 4.4 - Esquema de ensaios realizados em escala reduzida

Ensaio Bactéria PNS Meio
1 R. capsulatus RCV modificado*
2 R. rubrum RCV modificado*
3 R. capsulatus/ R. rubrum (1:1) RCV modificado*
4 R. capsulatus/ R. rubrum (1:3) RCV modificado*
5 R. capsulatus/ R. rubrum (3:1) RCV modificado*
6 R. capsulatus RCV
7 R. rubrum RCV
8 R. capsulatus/ R. rubrum (1:1) RCV

*RCV modificado: RCV sem acido malico e contendo 10g/L de lactose proveniente do PSL

4.4 — Condicoes dos ensaios realizados em escala ampliada: reator de 1,5 L.

Os ensaios realizados em escala ampliada foram conduzidos em reator anaerdbio de
tanque agitado (STR) de capacidade 1,5 L moddulo Fermentador Tec-Bio-Flex da marca
Tecnal, sendo utilizado o volume util de 700 mL. O reator foi higienizado com alcool 70% e
permaneceu 20 minutos sob incidéncia de luz ultravioleta no fluxo laminar para garantir
condicdes assépticas. Apos a adicdo do meio fermentescivel e o indculo, gas argonio foi
borbulhado por 15 min para garantir a condi¢do de anaerobiose. Imediatamente, o reator foi
lacrado e permaneceu sob intensidade luminosa de 5000 lux mantida com lampada
fluorescente (25 W), temperatura de 32 £ 1 °C e agitagdo mecanica de 120 rpm. Em intervalos
de tempo de 12 horas, amostras de 10 mL do meio reacional foram coletadas com utiliza¢ao
de seringa. Cada amostra foi centrifugada durante 12 min a 7730 g ¢ a partir do sobrenadante
coletado, realizou-se quantificagdo da lactose e dos acidos organicos. As células separadas
apos centrifugacdo foram utilizadas para andlise de concentracdo de so6lidos volateis pelo

método gravimétrico.
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O volume de biogas produzido foi medido por uma coluna de deslocamento de agua.
J& as amostras gasosas foram coletadas a partir de seringas graduadas de 10 mL e
armazenadas em ampolas gasométricas (Construmaq LTDA.), para posterior andlise da
producdo de hidrogénio.

Nos ensaios realizados em escala ampliada, avaliou-se a produ¢do de hidrogénio
empregando como substrato a lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd na
concentracgao inicial de 10 g/L.

Os Ensaios 9 a 11 realizados em escala ampliada foram operados em modo de batelada
sequencial, sistema que permite prolongar o tempo de funcionamento do reator com a
revitalizagdo do meio reacional. Essa revitalizagdo foi denominada “corte”. O primeiro corte
foi conduzido da seguinte maneira: apds a concentragcdo inicial de lactose atingir 20% da
concentragdo inicial, retirou-se 50% do volume reacional. O volume removido foi
centrifugado por 12 min a 7730 g e, apos a centrifugacdo, as células coletadas foram
suspensas em meio fresco. A concentracdo de lactose no meio fresco foi calculada de tal
forma que a concentragdao no reator apos o corte no reator se mantivesse em torno de 10 g/L.
O volume de meio fresco contendo as células coletadas na centrifugagdo foi entdo bombeado
de volta ao reator e gas argonio foi borbulhado por 15 min para retirada do oxigénio
dissolvido. Ao longo do ensaio permitiu-se a queda do pH até o valor minimo de 5,0 e este
valor foi controlado até o final do processo por adi¢cao de solucdo de NaOH (0,1 M). Os cortes
subsequentes foram realizados conforme os mesmos critérios definidos para o primeiro. A
proposta do Ensaio 9 foi avaliar a produ¢ao de H2 empregando o um sistema de co-cultura
formado pelos microrganismos R. capsulatus e R. rubrum na propor¢ao 1:1 (m/m) com
concentragao celular inicial de 0,2 gsv/L e concentragdo inicial de lactose de 10 g/L.

A proposta do Ensaio 10 foi avaliar a producdo de H2 empregando o um sistema de co-
cultura das mesmas espécies que no Ensaio 9 em um sistema de batelada sequencial sem a
revitaliza¢ao do meio reacional. Neste ensaio, buscou-se verificar a influéncia da presenca dos
acidos organicos produzidos pelo metabolismo celular na producdo do biogas. Para tal, a
metodologia adotada foi a seguinte: apds a concentracdo inicial de lactose atingir 20% da
concentragdo inicial, o reator era alimentado com lactose proveniente do permeado de soro de
leite em p6 de forma que a concentragdo se mantivesse em torno de 10 g/L. Permitiu-se a
queda do pH até o valor minimo de 5,0 valor este controlado por adi¢do de solugdo de NaOH

(0,1 M).
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O Ensaio 11 verificou, nas mesmas condi¢des empregadas para o Ensaio 9, a producao
de H: empregando um indculo de cultura pura do microrganismo R. rubrum. Para tal, a
revitalizacao do meio reacional foi realizada conforme os mesmos critérios definidos para o
Ensaio 9. A Figura 4.2 apresenta um esquema representativo da unidade operacional. A

Tabela 4.5 apresenta o esquema de ensaios realizados em escala ampliada.

Tabela 4.5 — Esquema de ensaios realizados em escala ampliada.

Ensaio Bactéria PNS Modo de Operacao
9 R. capsulatus/ R. rubrum (1:1) BS com revitalizagdo do meio
10 R. capsulatus/ R. rubrum (1:1) BS sem revitalizacdo do meio
11 R. rubrum BS com revitalizagao do meio

BS = Batelada Sequencial

Figura 4.4 - Esquema operacional unidade de escala ampliada

=

Amostragem de gas Amostragem de liguido

Q) S

. () tolo control
Medidor volume Banho Reator Madule _c:oniroludor
de gds termotizado 5TR 1,50 agitagdo

Fonte: Autor (2022)

4.5 — Metodologia analitica e respostas de interesse.

4.5.1 — Determinacao da concentragao de sélidos volateis.

O processo de determinagdo da concentracdo de celular foi realizado por analise de
absorbancia da amostra do inéculo e correlacionada com a concentragdo em massa de solidos
volateis de células (gsv/L), baseado no método gravimétrico de analise, conforme apresentado

por Apha (2005). Para construir a curva de calibragdo, amostras de 30 mL (em triplicata)
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foram retiradas da solu¢do mae (cepas repicadas em meio liquido nos frascos schott) e
centrifugadas a 7730 g por 12 min. O sobrenadante foi descartado ¢ o procedimento foi
repetido fazendo duas lavagens com agua destilada. O sedimento obtido foi transferido para
um cadinho previamente seco em mufla (2 horas em 550 °C) e pesado. Os cadinhos secos
foram levados a estufa a 105 °C durante 24h e, em seguida, realizou-se a pesagem do cadinho
com a massa seca. Para a determinacdo da massa de so6lidos volateis, os cadinhos foram
levados a mufla a 550°C durante 30 min. Ap6s 30 min, os cadinhos foram colocados em um
dessecador e resfriados até a temperatura ambiente. Em seguida, os cadinhos pesados e a
partir da massa de sélidos e do volume da amostra, foi obtida a concentracdo de células em
gsv/L. Em paralelo, aliquotas foram coletadas da mesma solugdo mae e foram preparadas
diferentes dilui¢des (1:5; 1:7,5; 1:10; 1:12,5; 1:15 e 1:20), na qual para cada uma das solugdes
diluidas fez-se a leitura da absorbancia em Espectrofotometro de UV-Visivel da marca
Shimadzu modelo UVmini-1240 a um comprimento de onda de 660 nm, para R. capsulatus ¢
R. rubrum. O mesmo procedimento foi realizado com solugdo mae das culturas R.
capsulatus/R. rubrum (1:1), R. capsulatus/R. rubrum (1:3) € R. capsulatus/R. rubrum (3:1).
Para o branco foi usado agua destilada. As curvas de calibracdo obtidas sdo apresentadas nas

Equacdes 4.1 a 4.5 em que y representa a concentracao em gsv/L e x a leitura da absorbancia.

y = 0,2837 xx + 0,0040 R? = 0,9993 (R. capsulatus) (4.1)
y = 0,3261+*x — 0,0016 R? = 0,9991 (R. rubrum) (4.2)
y = 0,3671xx — 0,0100 R? = 0,9999 (R. capsulatus/Rubrum 1:1) (4.3)
y = 0,2464 *x + 0,0030 R? = 0,9991 (R. capsulatus/Rubrum 1:3) (4.4)
y = 0,3530 *x + 0,0124 R? = 0,9937 (R. capsulatus/Rubrum 3:1) (4.5)

4.5.2. — Quantificacdo de aglicar e metabolitos.

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

(previamente feitas) para determinagdo da concentragao.
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4.5.3 — Quantificagdo do hidrogénio

A concentracao do hidrogénio produzido foi determinada pela injecao do biogas no
Cromatégrafo Shimadzu modelo GC-2014, constituido por um detector de condutividade
térmica, um forno e uma coluna capilar Carboxen 1010 com comprimento de 30 m e didmetro
interno de 0,53 mm. As temperaturas do injetor, da coluna e do detector durante as analises
foram 230°C, 30°C e 230°C, respectivamente. O argonio foi utilizado como gas de arraste a
15 mL/min. O tempo de andlise foi de 28 + 2 minutos, sendo que o pico do hidrogénio foi
formado entre 1 e 2 minutos. A area fornecida neste tempo foi utilizada na curva de calibragio

do equipamento para quantificagdo de Ho.

4.5.4. — Determinagdo do pH

As medidas de pH foram realizadas com a utilizagdo do pHmetro digital PG 2.000 da
marca Gehaka. O equipamento ¢ composto por um eletrodo de vidro para medi¢ao de pH, o
qual era previamente calibrado com solucao tampao pH 4 e pH 7.

4.5.5 — Conversao e produtividade

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

segundo a Equacdo 4.6. O célculo da produtividade, em relagdo ao hidrogénio produzido foi

feita utilizando-se a Equagao 4.7.

~ _ molde H, produzi do
Conversao = / mol de substrato consumi do (4.6)
Produti vi dade= mol de H, produzi do/ 4.7)

vol umereaci onal * tempo
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Resultados dos ensaios realizados em escala reduzida: reatores de 50 mL.

Os ensaios realizados em escala reduzida foram realizados para avaliar a producao de
hidrogénio por fotofermentacao. Testou-se o uso dos microrganismos R. capsulatus e R.
rubrum empregados como cultura pura e, em sequéncia, como sistema de co-cultura.
Discutiu-se igualmente a influéncia do meio fermentescivel na producdo do biogas
empregando em um primeiro momento o meio RCV modificado contendo lactose como fonte
de carbono na concentragdo de 10 g/LL e em seguida o meio RCV contendo acido malico
proveniente do proprio meio basal. A seguir sdo apresentados os resultados dos processos

fotofermentativos (Itens 5.1.1 e 5.1.2), conduzidos em escala reduzida.

5.1.1 — Ensaios 1 e 2: sistemas de cultura pura.

Nos Ensaios 1 e 2 avaliou-se a produgdo de hidrogénio empregando sistemas de
cultura pura dos microrganismos R. capsulatus ¢ R. rubrum respectivamente. Os Ensaios
tiveram duracdo de 180 h. Deve-se ressaltar que, para esses ensaios realizados, o meio
fermentescivel empregado foi o RCV modificado contendo a lactose como fonte de carbono
na concentracdo de 10 g/L. A Figura 5.1 (a-f) apresenta os resultados correspondentes ao
Ensaio 1 e a Figura 5.2 (a-f) apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 2.

A concentragdo de solidos volateis apresentada nas Figuras 5.1-a e 5.2-a corresponde a
concentragdo da biomassa celular. Observa-se para o Ensaio 1 um aumento na biomassa
atingindo 0,550 = 0,002 gsv/L ao fim de 180 h. Analogamente para o Ensaio 2, a
concentragdo de solidos volateis atingiu 0,550 + 0,010 gsv/L. O crescimento observado em
ambos os Ensaios 1 e 2 representou um aumento na concentragdo celular de 2,75 vezes em
relacdo ao valor inicial. O crescimento celular dos Ensaios 1 e 2 atingiu a fase estacionaria no
tempo de 84 h. De acordo com De Souza (2019), o crescimento celular pode ser relacionado
com o consumo de substrato, entretanto, observa-se nas Figuras 5.1-c € 5.2-c que mesmo apos

ao término dos experimentos, nem todo o substrato havia sido consumido.
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Figura 5.1 - Perfil de (a) concentragdo so6lidos volateis; (b) Produtividade (e) /Conversdo (m);

(c) Concentragio lactose; (d) pH; (e) Concentragio ac. organicos: Acido latico (e); Acido

acético (%); Acido propidnico (#) para R. capsulatus
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Concentragio lactose (g/1.)

Figura 5.2 - Perfil de (a) concentragdo so6lidos volateis; (b) Produtividade (e) /Conversao (m); (c)
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Concentragio lactose; (d) pH; (e) Concentragio ac. organicos: Acido latico (e); Acido acético (%);

Acido propibnico () para R. rubrum
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A producdo bioldgica de hidrogénio é geralmente associada com o crescimento celular
(HAY, 2013). Akroum-Amrouche et al. (2011) estudaram a relagdo entre crescimento celular
e producao biologica de hidrogénio empregando uma cultura de Rhodobacter sphaeroides em
batelada. Os autores verificou que, embora hidrogénio seja produzido em ambas as fases de
crescimento (exponencial e estaciondria), existe uma queda na producdo de hidrogénio com o
inicio da fase estacionaria. O valor da concentragdo celular final reportada pelos autores foi
7,33 vezes maior em relagdo a concentracdo inicial no ensaio que apresentou as condi¢des
mais favordveis ao crescimento celular. Melnicki et al. (2008) empregaram o microrganismo
R. rubrum em fotofermentagdo utilizando o acido succinico como substrato para avaliar a
diferenca entre a producdo de hidrogénio entre fases de crescimento exponencial e
estaciondria e, similarmente, os autores concluiram que, ha uma queda na producao de
hidrogénio associada ao fim do crescimento celular.

Conforme apresentado pela Figura 5.1-b, a produtividade de hidrogénio para o Ensaio
1 aumentou até o tempo de 72 horas obtendo o valor maximo de 3,617 + 0,260 mmol H>/L.dia
e conversao maxima de 1,950 £+ 0,143 mol Hz>/mol de substrato consumido. Para o Ensaio 2,
apresentado pela Figura 5.2-b, a produtividade aumentou até o tempo de 84 horas obtendo um
valor maximo de 6,901 £+ 0,722 mmol H»/L.dia e conversdo maxima de 2,424 + 0,029 mol
H2/mol de substrato consumido. Pelos dados apresentados, conclui-se que a cepa R. rubrum
apresentou valores maiores do que a cepa R. capsulatus para produtividade (1,90 vezes maior)
e conversao (1,24 vezes maior).

Moreira (2016) estudou o uso da R. capsulatus em fotofermentagdo empregando uma
combinagdo de acido malico e lactose como substrato em reatores de 50 mL. O autor
observou uma produtividade maxima de 2,60 mmol H2/L para o microrganismo.

Silva (2015) avaliou em biorreatores de 50 mL, a producdo de hidrogénio empregando
a cepa R. capsulatus em sistema hibrido, em que o substrato utilizado foi o efluente resultante
da fermentagdo escura do permeado de soro de leite em po por consoércio microbiano. O autor
observou uma produtividade maxima de 14,33 mmol Hz/L.dia. O uso do efluente da
fermentacdo escura rico em 4cidos organicos volateis resultantes do metabolismo celular
garantiu uma maior produtividade.

Zurrer E Bachofen (1979) estudaram o uso do acido latico como substrato em
fotofermentagdo empregando uma cepa de Rhodospirillum rubrum. A produtividade maxima

encontrada pelos autores foi 2,61 mmol Hz/L.dia.
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Os estudos que empregam o uso da R. rubrum para a producdo biologica de
hidrogénio se concentram, em sua maioria, no uso deste microrganismo como catalisador na
reacdao de mudanca do vapor de agua (Water—gas shift reaction) (NAJAFPOUR et al., 2004).

O perfil de pH conforme apontado pelas Figuras 5.1-d e 5.2-d diminuiu apo6s 180 h até
atingir 4,78 + 0,18 para o Ensaio 1 e 5,23 £+ 0,13 para o Ensaio 2. A queda de pH esta
relacionada com o aumento da concentragdo de acidos organicos (Figuras 5.1-e e 5.2-¢),
formados durante o processo fermentativo (MOREIRA et al. 2017). Em relagdo a composigao
dos acidos organicos, observa-se a formacao de 4cido latico, acético e propidnico em ambos
ensaios atingindo respectivamente 1,348 £+ 0,050, 0,465 + 0,03 e 0,341 £+ 0,03 g/L para o
Ensaio 1 ¢ 1,213 £ 0,003, 0,190 + 0,02 e 0,290 + 0,03 g/L para o Ensaio 2. Isso pode justificar
a menor produgdo de Hz observada no Ensaio 1 ja que observou-se uma maior concentra¢ao
de 4cidos organicos e, consequentemente, o perfil de pH apresentado se distancia mais do pH
Otimo para a nitrogenase.

A producao de hidrogénio pode ser estimada pela da producdo dos &cidos organicos.
(MOREIRA, 2021). De acordo com Levin, Pitt e Love (2004), altos rendimentos de H2 sao
associados a uma mistura de &cido acético e acido butirico como produtos de fermentacao
enquanto o acido latico e &cido propionico sdo associados a baixos rendimentos de Ha. As
equagdes 3.20 e 3.21 indicam, respectivamente, a formagdo dos acidos acético e butirico a

partir da degradacdo da lactose. (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011).

CiyHyy0,, + S5H,0 — 4CH,COOH 4CO, + 8H, (3.20)

C1,H501, + H,0 — 2CH32CH,COOH + 4CO, + 4H, (3.21)

A auséncia do 4acido butirico como produto de fermentagdo quando a lactose foi
empregada como substrato foi observada também por Machado (2016). A autora avaliou a
producdo bioldgica de hidrogénio em batelada com biorreatores de 50 mL empregando o
microrganismo R. palustris com diferentes fontes de carbono. Segundo o estudo, o teste que
fez uso da glicose como substrato resultou em uma produtividade mais elevada (8,64 mmol
H»/L.dia) que o teste que fez uso da lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd
(0,41 mmol H:/L.dia). Ao comparar os produtos de fermentagdo dos ensaios, a autora
observou que, com a glicose, houve a formacdo do 4cido butirico, ausente no teste que
empregou a lactose concluindo, portanto, que esses fatores podem estar relacionados com a

baixa produtividade observada para o teste com a lactose.



47

Uma das maiores dificuldades encontradas nos processos fotofermentativos é o
acimulo dos 4acidos organicos produzidos pelo metabolismo celular que, em altas
concentragdes, podem ter carater inibitorio na produg¢do de hidrogénio (KADPAN et al.,
2009). Entretanto, os efeitos de inibi¢do provocados por esses metabodlitos ainda ndo foram
amplamente estudados. Alguns estudos sugerem que ¢ possivel aclimatar as células em
ambientes potencialmente toxicos por uma adaptacdo gradual da biomassa celular em
concentragdes progressivamente mais elevadas dos acidos organicos metabolizados (LEE,

2007).

5.1.2 — Ensaios 3, 4 e 5: sistemas de co-cultura.

Os Ensaios 3, 4 e 5 foram realizados para avaliar a producdo de hidrogénio
empregando sistemas de co-cultura dos microrganismos R. capsulatus e R. rubrum. As
Figuras 5.3, 5.4 e 5.5 apresentam respectivamente os resultados correspondentes aos Ensaios
3 (co-cultura 1:1 R. capsulatus/ R. rubrum), 4 (co-cultura 1:3) e 5 (co-cultura 3:1).

O sistema de co-cultura representado pelo Ensaio 3 apresentou maior aumento na
biomassa celular atingindo 0,727 + 0,025 gsv/L ao fim de 180 h representando um aumento
na biomassa de 3,65 vezes em relagdo ao valor inicial enquanto que, para os Ensaios 4 € 5 os
valores obtidos foram 0,370 + 0,009 (aumento de 1,70 vezes em relagdo ao valor inicial) e
0,564 = 0,008 gsv/L (aumento de 2,80 vezes em relacdo ao valor inicial) respectivamente. Em
relacdo a produtividade o Ensaio 3 observou maior desempenho. O valor maximo atingido
pelo sistema de co-cultura 1:1 foi 7,513 £ 0,200 mmol Hz/L.dia no tempo de 156 h superior
aos valores encontrados nos sistemas de cultura pura indicando que pode existir uma sinergia
positiva entre as espécies que favorece a producao de hidrogénio. Os ensaios 4 e 5 obtiveram
produtividade maxima de respectivamente 6,766 = 0,302 e 4,073 £+ 0,436 mmol H»/L.dia. O
resultado de produtividade maxima apresentado pelo Ensaio 3 (co-cultura 1:1) foi maior em
1,11 vezes que o Ensaio 4 (co-cultura 1:3) e 1,84 vezes maior que o Ensaio 5 (co-cultura 3:1).
A conversdo atingida para o Ensaio 3 foi de 3,278 + 0,087 mol de H2/mol de substrato
consumido ao passo que o valor atingido para o Ensaio 4 foi 3,073 + 0,341 e para o Ensaio 5
foi de 2,345 + 0,251 mol de Hz/mol de substrato consumido. O resultado de conversao
maxima apresentado pelo Ensaio 3 (co-cultura 1:1) foi maior em 1,06 vezes que o Ensaio 4

(co-cultura 1:3) e 1,39 vezes maior que o Ensaio 5 (co-cultura 3:1).
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Figura 5.3 - Perfil de (a) concentragdo sélidos volateis; (b) Produtividade (e) /Conversdo (m); (c)

Concentragio lactose; (d) pH; (e) Concentragio ac. organicos: Acido latico (e); Acido acético (%);

Acido propiénico (#) para Co-cultura 1:1
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Concetragdo SV (gSV/L)

Figura 5.4 - Perfil de (a) concentragdo sélidos volateis; (b) Produtividade (®) /Conversao (m); (c)
Concentragio lactose; (d) pH; (e) Concentragio ac. organicos: Acido latico (e); Acido acético (%);

Acido propidnico () para Co-cultura 1:3

Conversdo (mol de H2/mol de substrato consumido)

8 T T T T T T T T v 415
a b
0.5 7 4 4,0
Z 6 L35
= .
= ] Y 3,0
o154
0,4 o -
i + g 4 AN h [2°
% Z e 8" . "
S/ ® o 1 . ; = 2,0
- - 2 L~
¢ S 31
0,3 - ” / 2| 1 L1,5
3
2
§ 3 L 1,0
'3 &
p 14 L 05
0,2 L
® 0 (= L 0,0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tempo (h) Tempo (h)
12 75
c d
n4 ® ®.
7,0 4 ®
.
10 e
'3 - .
\ ,5 -
9 *5

.
Y

8 6,0

Y 5,5

~

1
I ./I
pH
l/

Concentragdo lactose (g/1.)

4,5

W

T T T T T T T T 470 T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200

Tempo (h) Tempo (h)

0,75 ® ;

PN o
0,50 / ¢ ok
] A kKoK F—— K%

0,25 375"* .
= o9 EPSIPE = S
J ‘*** i /0""’ * R4 B o ¢
=
1

T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentragiio dcidos organicos (g/1.)

Tempo (h)



~n

Figura 5.5 - Perfil de (a) concentragdo sélidos volateis; (b) Produtividade (®) /Conversao (m); (c)

Concentragdo lactose; (d) pH; (e) Concentragio ac. organicos: Acido latico (e); Acido acético (¥);

Concetragdo SV (gSV/L)

Concentragio lactose (g/L.)
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Os resultados apresentados nos itens 5.1.1 e 5.1.2 foram obtidos com o meio RCV
modificado contendo lactose como fonte de carbono na concentragdo de 10 g/L. Para fins de
comparagdo, a produtividade e conversdo das cepas R. capsulatus € R. rubrum e do sistema de
co-cultura (1:1) foram avaliadas pelos Ensaios 6, 7 e 8 empregando meio RCV contendo
acido malico proveniente do proprio meio basal como fonte de carbono. A Tabela 5.1
apresenta o comparativo entre os Ensaios 1, 2, 3, 4 ¢ 5 (RCV modificado) e Ensaios 6, 7 ¢ 8
(RCV) para os microrganismos R. capsulatus ¢ R. rubrum e os sistemas de co-cultura. Os
resultados indicam que o uso da lactose na concentragdo de 10 g/ garante maior
produtividade (4,84 vezes maior para R. capsulatus e 39,43 vezes maior para R. rubrum) e

maior conversao (32,5 vezes maior para R. capsulatus e 105,39 vezes maior para R. rubrum).

Tabela 5.1 — Consolidado das respostas produtividade (mmol Hz2/L.dia) e conversao (mol
H>/mol de substrato consumido) em escala reduzida.

Produtividade Conversao Conversao
Produtividade
max. (RCV maxima (RCV maxima
. max. (RCV) '
modificado) modificado) (RCV)

R. capsulatus 3,617+ 0,260 0,747 £ 0,159 1,950 £0,143 0,060+ 0,013
R. rubrum 6,901 +£0,722 0,175+ 0,009 2,424 £0,029 0,023 + 0,003
Co-cultura

w0 7,513 £0,200 0,796 + 0,049 3,278 +£ 0,087 0,059 £+ 0,008
Co-cultura
6,766 + 0,302 - 3,073 +£ 0,341 -
(1:3)
Co-cultura
4,073 £0,436 - 2,345 £ 0,251 -
3:1)

Para o sistema de co-cultura (1:1), os resultados indicam que o uso da lactose na
concentragdo de 10 g/L garante maior produtividade (9,43 vezes maior) e maior conversao
(55,56 vezes maior) quando comparado com as respostas basais (RCV).

O uso de sistemas de co-cultura na produ¢do de hidrogénio biologico ¢ amplamente
discutido na literatura. De acordo com Pachapur et al. (2015), co-culturas de bactérias podem

apresentar maior resisténcia as flutuagdes ambientais e estabilidade na taxa de producdo de
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hidrogénio. Varios autores fizeram uso dessa sinergia empregando bactérias fermentativas e
fotofermentativas no mesmo sistema.

Kondo et. al (2002) estudaram a combinacdao de duas bactérias fotossintetizantes do
filo PNS que possuiam caracteristicas diferentes no mesmo sistema de fotofermentagdo. Os
autores empregaram a cepa Rhodobacter sphaeroides combinada com uma mutagdo dessa
mesma espécie com o pigmento reduzido. Os autores destacaram que, pelo fato de as espécies
possuirem diferentes comportamentos na presenca de luz, a sinergia entre elas aumentou em
33% a produtividade de hidrogénio quando comparada ao uso da monocultura.

Os Ensaios 3, 4 e 5 apresentaram o acido latico como principal metabolito produzido
pela fermentacdo conforme apresentado pelas Figuras 5.3-e, 5.4-e € 5.5-e. Os valores obtidos
para o referido acido foram respectivamente 1,487 &+ 0,047; 1,750 &+ 0,045 ¢ 1,534 + 0,102 g/L
para os Ensaios 3, 4 e 5 respectivamente. Observa-se também a presenca dos acidos acético e
propidnico. A presenca dos acidos organicos justifica a queda no pH observada.

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que a co-cultura 1:1 apresentou o
melhor resultado para a produtividade de biohidrogénio em escala reduzida (2,07 vezes maior
comparado ao indculo puro de R. capsulatus e 1,08 vezes maior comparado ao indculo puro
de R. rubrum) em meio RCV modificado. Em vista disso, no Ensaio 9, realizado em escala
ampliada, buscou-se verificar o comportamento do referido indéculo em reator de tanque

agitado com funcionamento em modo batelada sequencial.

5.2 — Resultado dos ensaios realizados em escala ampliada: reator de 1,5 L.

5.2.1 — Ensaio 9: Inoculo co-cultura 1:1 com revitalizacdo do meio reacional.

A partir dos testes realizados em escala reduzida foi comprovado que o uso do sistema
de co-cultura formado pelas espécies R. capsulatus e R. rubrum na proporcao 1:1 possui
maior produtividade para a forma¢do de hidrogénio em relacdo aos cultivos com as culturas
puras e em co-cultura com concentragdes de indculos diferentes para cada bactéria estudada.
Desse modo, buscou-se verificar, em um primeiro momento, o desempenho da co-cultura 1:1
em escala ampliada. O Ensaio 9 foi realizado em reator de tanque agitado operado em modo
de batelada sequencial com revitalizagdo do meio reacional. A literatura indica que o modo de
operacao batelada sequencial pode ajudar a manter a produ¢do de hidrogénio por mais tempo
(ROMAO et al. 2014). Esse aumento no tempo da fermentagio esta provavelmente associado

a retirada de metabolitos produzidos ao longo da fermentacdo no meio que tornam o meio
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toxico ao microrganismo e afetam negativamente a produgdo de hidrogénio. O critério
adotado para realizagdo dos “cortes” foi baseado na concentracdo de substrato de forma que a
mesma nunca fosse inferior a 2,0 g/L. A Figura 5.6 apresenta a concentragao de lactose ao

longo do tempo de funcionamento do reator total de 1008 h (42 dias):

Figura 5.6 - Perfil de concentrag@o de substrato Ensaio 9
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De acordo com os resultados apresentados pela Figura 5.6, que indica o perfil da
concentragdo de substrato em relacdo ao tempo, nota-se que o agucar foi consumido mais
lentamente no inicio do processo, sendo que a primeira revitalizagao/corte foi realizada no
tempo de 62 horas. A partir do tempo de 96 horas o meio foi revitalizado a cada 24 horas até o
fim da fermentac¢do no tempo de 1008 horas.

A literatura indica que em se tratando de fotofermentacdes realizadas com cepas de
bactérias PNS, ¢ possivel aumentar o desempenho da fotofermentacdo trabalhando em faixas
especificas de concentragdo de substrato. Kadpan et al. (2009) observaram que em um sistema
em que a cepa pura de Rhodobacter sphaeroides foi usada em uma fermentagao com glicose,
concentragdes de substrato maiores que 8,5 g/L resultaram em uma inibi¢do da produtividade
em razao da concentracdo elevada de acidos organicos resultados do metabolismo celular. Os
autores ndo especificam quais foram os acidos organicos encontrados ou a concentracdo dos
acidos que inibiu a produtividade de hidrogénio. Concentragdes menores que 3,0 g/L também
ndo eram favordveis por serem limitadas em substrato. No estudo de Keskin et al. (2012)

chegou-se a uma conclusdo similar e observou-se que, concentragdes elevadas de substrato
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(glicose proveniente do melaco da beterraba) tém efeito negativo na produtividade de
biohidrogénio. Os autores creem que concentragdes elevadas de substrato se traduzem em
acidificacao excessiva do meio.

Na Figura 5.7 observa-se a concentragdo de solidos volateis indicando o crescimento
celular até o tempo de 1008 horas atingindo uma concentragdo de 2,58 gsv/L. O crescimento
celular observado representou um aumento de aproximadamente 10 vezes na biomassa celular
em comparagdo com a concentragao inicial. Observa-se pouca variagdo na concentragao apos

o tempo de 600 horas, indicando o inicio da fase estaciondria do crescimento celular.

Figura 5.7 - Perfil de concentracao so6lidos volateis Ensaio 9
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Para Machado (2016), o crescimento celular de uma cultura bacteriana observado em
um reator STR de 1,5 L que empregou a lactose como substrato e um sistema de co-cultura
das cepas R. capsulatus e R. palustris teve um aumento de 8 vezes em comparagdo com a
concentracdo inicial. Entretanto, a autora observou oscilagdes no valor da concentragao
celular ao longo do tempo de funcionamento do reator.

No estudo de Ren et al. (2008) avaliou-se o efeito da concentragdo de substrato na
producao de biohidrogénio por Rhodopseudomonas faecalis empregando duas fontes de
carbono: acido acético e acido butirico. Os autores observaram que ambos os substratos foram
capazes de atingir um valor préximo na concentragdo celular final (aumento de 15 vezes em

relacdo ao valor inicial). Entretanto, os autores destacaram que o crescimento celular se
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tornou mais lento com aumento da concentragdo de substrato sendo os valores 6timos de 15
g/L para o acido acético e 1,1 g/L para o acido butirico.

Os dados referentes a producao de hidrogénio sdo apresentados nas Figuras 5.8-a e
5.8-b que compreendem os perfis de produtividade, conversdo e quantidade de mols de
hidrogénio acumulado. Nota-se que apos o periodo de 140 h a produtividade apresentou uma
diminui¢do na taxa de crescimento e seguiu estavel até o fim do procedimento, obtendo um
valor maximo de 278,05 mmol Hz/L.dia. A conversdo atingiu o valor maximo de 19,67 mol
de H2/mol de substrato consumido no periodo de 140 h seguida de queda até atingir o valor de
12,01 mol de H2/mol de substrato consumido ao final do experimento. O perfil apresentado
pela Figura 5.8 aponta a tendéncia de crescimento da quantidade de mol de hidrogénio
acumulado quase exclusivamente linear indicando um sistema altamente produtivo. Ao fim de

1008 h, foi obtido um total de 31 L de hidrogénio

Figura 5.8 - Perfils de Produtividade () /Conversao (¢) (a) e Mol de H2 acumulado (b) — Ensaio 9
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Os resultados obtidos para o sistema de co-cultura 1:1 podem indicar a possibilidade
de um sistema de produgdo biologica de hidrogénio de alta produtividade com um
funcionamento estavel e de longo prazo. O estudo de Eroglu et al. (2008) verificou a produgao
de Hz por fotofermentacdo em um reator de 8 L empregando a espécie R. sphaeroides através
do uso de varios substratos (acido malico, acido latico, acido acético). O acido malico
forneceu maior produtividade com 9,85 mmol Hz/L.dia. Boran et al. (2010) investigaram a
producao de hidrogénio com o uso de R. capsulatus em um reator tubular de 80 L de volume

util e area iluminada de 2 m?. A cultura empregada pelos autores foi iluminada artificialmente
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durante a fase de crescimento exponencial e posteriormente com irradiacao natural. Ao fim de
32 dias, os autores obtiveram um total de 80 L de hidrogénio com uma produtividade média
de 17,76 mmol H2/L.dia ¢ maxima de 72 mmol Hz/L.dia.

O trabalho de Rao et al. (2021) estudou a producdo de biohidrogénio através de um
processo hibrido. O efluente da fermenta¢do escura do permeado de soro de queijo foi
empregado em um processo fotofermentativo com a espécie Rhodobacter sphaeroides em um
reator cilindrico de 2 L com volume util de 1,5 L. Os autores realizaram experimentos em
diferentes condi¢des de concentracdo de substrato, temperatura e intensidade luminosa. A
maxima produtividade de hidrogénio encontrada pelos autores foi de 40,49 mmol H>/L.dia
nas condi¢des de concentracdo de substrato de 12 g/L, temperatura de 31 °C e intensidade
luminosa de 10.000 lux.

Machado et al. (2018) empregaram uma co-cultura das espécies R. capsulatus e R.
palustris em um reator de tanque agitado de 1,5 L para verificar a producao de hidrogénio por
sistema hibrido. O efluente de uma fermentacdo escura realizado previamente foi
suplementado com lactose e empregado em uma fotofermentacdo. Os autores obtiveram ao
fim de 448h um volume total de 10,35 L de hidrogénio e obteve uma produtividade maxima
de 172,07 mmol H>/L.dia.

O méaximo rendimento tedrico que poderia ser obtido no processo de fotofermentacao
se toda lactose fosse convertida em H2 e COz, apresentado pela Equagdo 5.1 (Adaptada de
LOSS, 2009) aponta que 24 mols de hidrogénio sdo produzidos para cada mol de lactose
consumido. O valor méximo observado pelo Ensaio 9 foi 19,67 mol de Hz/mol de lactose
consumido o que representa 82% do valor tedrico. A conversao calculada considera somente a
lactose como substrato. Tal fato pode explicar os altos valores obtidos pelo sistema uma vez
que os acidos organicos produzidos pelo metabolismo das espécies podem estar sendo

consumidos a0 mesmo passo que sao produzidos.

C,,H,,04, + 13H,0 > 24H, + 12CO, (5.1)

Collet et al. (2004) empregaram a espécie Clostridium thermolacticum em um
biorreator continuo para avaliar a producdo de hidrogénio em procedimento fermentativo com
o uso da lactose como substrato na concentragdo inicial de 10 g/L. Os autores testaram
diferentes taxas de dilui¢do e pH para maximizar a conversao ¢ obtiveram um valor de 3 mol

H>z/mol de lactose, valor bem inferior ao teorico.
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O perfil de pH ¢é apresentado pela Figura 5.9 e a Figura 5.10 apresenta os perfis de
concentragdo dos acidos organicos formados ao decorrer da fermentagdo. Os principais
metabolitos encontrados foram os &cidos latico, acético, propidnico e butirico. Nota-se que a
fermentacdo referente ao Ensaio 9 foi do tipo butirica uma vez que se trata do metabdlito
encontrado em maior concentragdo. O referido 4cido se manteve na faixa entre 2 — 5 g/L. ao
longo do experimento. Seguido do acido butirico, o acido acético também foi detectado em
maiores concentragdes situando na faixa entre 1 — 2 g/L. A presenga em maiores quantidades
dos referidos 4cidos pode justificar a alta produtividade do sistema ja que altos rendimentos
de H: sdo associados aos acidos acéticos e acidos butirico como produtos de fermentacao
(LEVIN; PITT; LOVE, 2004). O 4cido latico e acido propidnico foram detectados em
menores faixas concentragdes durante o procedimento (0 — 0,2 g/LL para o acido latico e 0 —
0,4 g/L para o acido propionico). No estudo desenvolvido por Chen et al. (2005), também se
observou a predominancia de acido butirico no meio fermentativo. Calli et al. (2008)
estudaram a influéncia do pH na producao de hidrogénio utilizando lactose e xilose como
substrato em batelada sequencial e observaram que a rota metabolica era alterada em fungao

do pH do sistema.

Figura 5.9 - Perfil de pH - Ensaio 9
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Observa-se que a concentracdo do acido latico teve pico maximo de 1,03 g/L no
periodo de 36 h, entretanto permaneceu baixa entre a faixa de concentracio entre 0 — 0,2 g/L
at¢é o fim da fermentacdo o que sugere que houve consumo desse acido pelo sistema

justificando a alta conversao encontrada nas primeiras horas de funcionamento do reator.



Figura 5.10 - Perfils de concentra¢do de acidos organicos produzidos Ensaio 9: (a) 4cido latico; (b) acido
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Segundo o trabalho de Silva et al. (2016), hd um sinergismo positivo entre os acidos
organicos produzidos como resultado do metabolismo celular e a lactose como substrato que
influencia positivamente a producdo de hidrogénio. Os autores avaliaram a producdo de
hidrogénio por fotofermentagdo pela espécie R. capsulatus sob trés condi¢des distintas. Em
um primeiro momento, foi utilizado o meio efluente de uma fermentagdo escura rica em
acidos organicos suplementado com lactose. O meio efluente tinha como principal metabdlito
o 4cido latico e lactose na concentracdo de 10 g/L. Os autores obtiveram uma produtividade
maxima de 98,23 mmol Hz/L.dia (em 26 h de processo) e ndo observaram uma variagdo na
concentragdo do acido latico. Para verificar o efeito da presenga dos acidos organicos na
producdo de hidrogénio, os autores realizaram dois ensaios adicionais: um primeiro
empregando somente o meio efluente (dcidos organicos sem suplementacao de lactose) como
substrato e um segundo teste empregando somente lactose (sem acidos organicos) como fonte
de carbono. Os autores observaram que em ambos os testes a produtividade maxima foi

consideravelmente menor quando comparada ao ensaio que combinou o efluente rico em
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acidos organicos e lactose (0,18 mmol Hz/L.dia para o primeiro em 14 h de processo e 5,05
mmol Ha/L.dia para o segundo em 41 h de processo).

Romao et al. (2014) testaram o uso da batelada sequencial em uma fermentacao escura
utilizando um consdércio microbiano em processo batelada. Na tentativa de prolongar o tempo
da fermentacdo, os autores realizaram cortes de 66% do volume reacional sem reciclo de
células a cada 24 h nas primeiras 48 h e, ap6s esse periodo, a cada 12 h. Foi constatado pelos
autores que foi possivel manter a producdo de Hz por um periodo maior com até 84 h de
fermentacdo sendo que no processo batelada sem o uso do sistema de corte, a producdo caiu
apods 50 h de processo.

Para verificar o efeito da presenga dos acidos organicos acumulados no meio reacional
o Ensaio 10 foi realizado com as mesmas condi¢des do Ensaio 9 exceto pela revitalizacao do
meio. Para tal o critério adotado foi baseado na concentragdo de substrato de forma que ela

nunca fosse inferior a 2,0 g/L.

5.2.2 — Ensaio 10: Inoculo co-cultura 1:1 sem revitalizagao do meio reacional.

O Ensaio 10 foi conduzido em reator de tanque agitado com inéculo de co-cultura das
espécies R. capsulatus e R. rubrum na proporcao 1:1. O critério adotado para suplementar o
meio foi baseado na concentracdo de substrato de forma que, analogamente ao que foi
realizado no Ensaio 9, a mesma nunca fosse inferior a 2 g/L.. O reator foi alimentado com
lactose proveniente do permeado de soro de leite em p6 de forma que a concentracdo se
mantivesse em torno de 10 g/ A Figura 5.11 apresenta a concentracao de lactose ao longo do

tempo de funcionamento do reator total de 480 h (20 dias):

Figura 5.11 - Perfil de concentracdo de substrato Ensaio 10
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Nota-se em relacdo ao consumo de lactose observado no Ensaio 10, a primeira
suplementag¢do em lactose foi realizada no tempo de 62 horas, mesmo tempo observado no
Ensaio 9. Entretanto, as suplementagdes foram menos frequentes e mais espagadas no tempo
indicando que o consumo do agticar foi menor comparado ao Ensaio 9.

Na Figura 5.12 observa-se a concentragao de solidos volateis até o tempo de 480 horas
atingindo uma concentragdo de 1,93 gsv/L. O crescimento celular observado representou um
aumento de aproximadamente 5,5 vezes na biomassa celular em comparagdo com a
concentragdo inicial. Observa-se que o crescimento celular observado no Ensaio 10 foi menor
comparado ao que foi observado no Ensaio 9. Nao foi possivel observar se o fim da fase
exponencial de crescimento foi atingido devido ao tempo de fermentag¢ao reduzido do Ensaio

10.
Figura 5.12 - Perfil de concentracdo solidos volateis Ensaio 10
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Os dados referentes a producao de hidrogénio sdo apresentados na Figura 5.13-a e
5.13-b que compreende os perfis de produtividade, conversao e quantidade de mols de
hidrogénio acumulado. Observa-se que o pico de produtividade observado no Ensaio 10 foi
no tempo de 140 h no qual obteve-se 104,47 mmol Hz/L.dia. A partir do tempo de 140 h, a
produtividade apresentou tendéncia de queda até o fim do experimento atingindo o valor de
61,53 mmol Ha/L.dia valor este que representa uma queda de 41,1% em relagdo a
produtividade méxima. A tendéncia observada no perfil de conversdo aponta um valor
maximo de 11,71 mol H2/mol de substrato consumido representando 49,0% do valor tedrico

seguido de queda até 480 h.
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Figura 5.13 - Perfils de Produtividade (¢) /Conversao (¢) (a) e Mol de H2 acumulado (b) — Ensaio 10
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O perfil apresentado pela Figura 5.13-b aponta uma tendéncia de crescimento elevada

da quantidade de mol de hidrogénio acumulado até o tempo de 140 h. Ap6s o tempo de 140 h,

observa-se uma mudanga na taxa de crescimento. A Figura 5.14 apresenta os perfis de

concentragdo dos 4cidos orginicos formados ao decorrer da fermentacdo. Os principais

metabolitos encontrados foram os acidos latico, acético, propionico e butirico. A Figura 5.15

apresenta o perfil de pH do Ensaio 10.

Figura 5.14 - Perfils de concentracio de 4cidos orgéanicos produzidos Ensaio 10: (a) acido latico; (b)
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Analogamente ao que foi observado no Ensaio 9, a fermentagcdo do Ensaio 10 foi do
tipo butirica ja que foi o metabolito encontrado em maior concentracdo. Constata-se que a
concentragcdo do acido butirico atingiu ao fim do tempo de 480 h o valor de 11,50 g/L. A
concentra¢ado final de acido latico atingiu o valor de 6,77 g/L significativamente maior ao que
foi observado no Ensaio 9. A partir do tempo de 300 h, observa-se um aumento consideravel
na concentragdo do acido propionico atingindo 5,51 g/L. O &cido acético foi detectado em

concentragdo aproximadamente na faixa de 2 g/L

Figura 5.15 - Perfil de pH - Ensaio 10
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Conforme evidenciado por Kelsin et al. (2012) e Kapdan et al. (2009), constata-se que
ha uma relacdo negativa entre altas concentragdes de acidos organicos e produtividade de
hidrogénio comparando os Ensaios 9 e 10. O estudo de Van Ginkel et al. (2005) observou o
efeito dos 4cidos acético e butirico ndo dissociados na producao de hidrogénio biologico. Para
tal, os autores testaram duas configuragdes diferentes: em um primeiro momento, foi
adicionado via uma alimentagdo externa uma corrente de acidos acético e butirico.
Posteriormente, foi testado um sistema onde aumentava-se consideravelmente a concentracao
de substrato para aumentar a concentracdo dos acidos produzidos como subprodutos. Em
ambas as configuragdes se observou uma diminui¢do expressiva na producdo de hidrogénio
bioldgico.

Bundhoo et al. (2016) propuseram um mecanismo da inibicdo da producdo de

biohidrogénio em razdo da elevada concentracao de acidos organicos. Segundo os autores, 0s



63

acidos podem ter efeitos inibitorios tanto em sua forma dissociada como na forma nao
dissociada. Os acidos dissociados aumentam a forga idnica do meio e, em consequéncia disso,
observa-se uma diminuicao na produgdo de hidrogénio pela lise celular das bactérias. Quanto
aos acidos nao dissociados, eles sdo capazes de penetrar a parede da membrana celular onde
sofrem a dissocia¢do devido ao maior pH intracelular resultando em um aumento nos ions H'.
O fluxo de prétons no citoplasma da célula cria um desiquilibrio de pH que pode afetar a
atividade metabdlica das células ao mesmo tempo que ¢ capaz de causar a morte celular e,
consequentemente, diminuir a produ¢do do biohidrogénio. Os autores ainda destacam que
para manter um gradiente de pH constante, os protons sdo forcados para fora do citoplasma da
célula por meio de um sistema acionado por ATP. O consumo de ATP resulta em um menor
nivel de energia disponivel para o crescimento celular que pode resultar na diminuicao do
crescimento bacteriano.

As observagdes discutidas por Bundhoo et al. (2016) contradizem o estudo de Silva et
al. (2016) que propde que na realidade, ha um sinergismo positivo entre a producdo de
hidrogénio biologico e a presenca de acidos organicos, conforme discutido no item 5.2.1.
Observa-se que o carater inibitorio da presenga de acidos organicos ¢ variavel entre os
trabalhos disponiveis na literatura. Isso pode ser atribuido a diferentes fontes de indculo
utilizadas, diferentes substratos empregados em diferentes concentragdes e diferentes

condigdes operacionais, como temperatura e pH.

5.2.3 — Ensaio 11: Inéculo de R. rubrum com revitalizacdo do meio reacional.

O Ensaio 11 foi realizado com o inéculo de cultura pura de R. rubrum nas mesmas
condicdes definidas para o Ensaio 9 em reator de tanque agitado operado em modo de
batelada sequencial com revitalizagdo do meio reacional. A Figura 5.16 apresenta o perfil de
concentragdo de substrato ao longo de 720 h (30 dias).

A primeira revitaliza¢ao/corte referente ao Ensaio 11 foi realizada no tempo de 72 h. A
partir da marca de 96 h o meio foi revitalizado a cada 24 h. Analogamente ao que foi
observado nos Ensaio 9 e 10, o consumo de agucar para o indéculo puro de R. rubrum ocorreu
mais lentamente no inicio do processo conforme apresentado pela Figura 5.16. A
concentragdo de solidos volateis que indica o crescimento celular ¢ apresentada na Figura
5.17 atingindo ao fim de 720 h o valor de 2,35 gsv/L. crescimento celular observado
representou um aumento de aproximadamente 8,1 vezes na biomassa celular em comparagao

com a concentracao inicial.
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Figura 5.16 - Perfil de concentragdo de substrato Ensaio 11
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Apesar do elevado tempo de fermentagdo, ndo € possivel afirmar se o crescimento

bacteriano apresentado pelo inoculo de cultura pura de R. rubrum atingiu o fim da fase

estacionaria de crescimento.

Figura 5.17 - Perfil de concentracdo so6lidos volateis Ensaio 11
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Os dados referentes a producdo de hidrogénio sdo apresentados na Figura 5.18-a e

5.18-b que compreende os perfis de produtividade, conversdo e quantidade de mols de

hidrogénio acumulado. Nota-se pela Figura 18-a que o perfil de produtividade apresentou

aumento até o periodo de 211 horas atingindo o valor maximo de 111,73 mmol H>/L.dia.

Contrariamente ao observado no Ensaio 9 e 10, os picos de produtividade e conversdo do

Ensaio 11 ndo s3o coincidentes ja que a maior conversao obtida durante o experimento foi de

10,62 mol de H2/mol de substrato consumido sendo observada no periodo de 120 h. Apds o
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periodo de 315 h, a produtividade caiu em 15% e se manteve aproximadamente constante até
o fim do experimento. Apds o pico inicial em 120 h a conversdo foi diminuindo de forma

lenta e constante em um comportamento similar ao observado no Ensaio 9 e 10.

Figura 5.18 - Perfils de Produtividade (¢) /Conversao (¢) (a) ¢ Mol de H2 acumulado (b) — Ensaio 12
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A queda no valor da conversdo pode estar associada ao aumento na concentracao dos
acidos organicos que sao formados durante o processo fermentativo. O perfil de quantidade de
mol de hidrogénio acumulado apresentado pela Figura 5.18-b apresenta um comportamento
linear com algumas variagdes na taxa de crescimento. A Figura 5.19 apresenta o perfil de pH
do Ensaio 11 e a Figura 5.20 apresenta os perfis de concentracdo dos acidos organicos
formados ao decorrer da fermentagcdo. Analogamente ao observado nos Ensaios 9 e 10, os
principais metabolitos encontrados foram os acidos latico, acético, propionico e butirico,
sendo o acido latico detectado em maior concentracao.

Figura 5.19 - Perfil de pH - Ensaio 11
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Figura 5.20 - Perfils de concentracao de acidos organicos produzidos Ensaio 11: (a) acido latico;

(b) 4cido acético; (c) acido propionico; (d) acido butirico
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A fermentacdo referente ao Ensaio 11 foi do tipo latica. Pode-se explicar o valor de
produtividade inferior ao observado durante o Ensaio 9 que apresentou fermentacao do tipo
butirica. De acordo com Chong et al. (2009) a presenga de acido acético e etanol ¢ necessaria
para a producdo de hidrogénio enquanto que o surgimento dos acidos succinico e latico sao
desfavoraveis a produgdo do biogas. O uso da espécie R. rubrum na producdo de hidrogénio
via reagdo de deslocamento foi relatado por Rodriguez et al. (2021). Nesse estudo, os autores
verificaram a producdo de H2 em batelada através de um biorreator avaliando a influéncia da
pressdo parcial de CO:z e a velocidade de agitacdo no interior do reator. O maximo valor de
produtividade obtido pelos autores foi 652,8 mmol Hz/L.dia. Essa produtividade ¢ superior ao
valor encontrado no Ensaio 11 devido aos autores utilizarem a espécie de R. rubrum em
diferentes condicdes operacionais (reator de 1 L alimentacdo de CO2) e empregando outro
método de producao de hidrogénio (Water Gas-Shift Reaction).

A concentracdo do acido latico permaneceu entre a faixa de 1,0 ~ 3,5 g/L sendo o
maior valor detectado de 3,51 g/L. Os acidos acético e butirico também foram detectados e
tiveram concentracdes na faixa respectivamente de 0,5 ~ 1,5 g/L e 1,0 ~ 2,5 g/L. Nota-se
igualmente a presenga do 4cido propidnico. O acido propidnico ¢ um metabdlito considerado
negativo para o processo, sendo o seu rendimento comumente associado a baixos rendimentos

em hidrogénio. Segundo Chong et al. (2009) a rota de producdo do referido acido envolve o
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consumo de um mol de hidrogénio para a formagdo de dois mols do produto final conforme
apresentado pela Equacdo 5.2. Segundo Vavilin et al. (1995) as rotas metabdlicas do acido

propionico devem ser evitadas de forma a maximizar a producao de hidrogénio.

CoHy,06 + Hy, > 2CH;CH,COOH + 2H,0 (5.2)

Este mesmo resultado também foi observado por Schon e Biedermann (1972) que
estudaram um procedimento fermentativo através de culturas puras de R. rubrum. Para os
autores foi relatado que a producdo do 4cido propidnico pode inibir o crescimento celular
bacteriano. A presenca do acido propidnico e de outros acidos de cadeia longa resulta em um
meio mais acidificado.

Segundo o trabalho de Horiuchi et al. (2002), mudangas nos perfis de producao dos
acidos butirico e propionico podem ser atribuidas a mudangas na populagdo microbiana
dominante. A medida que o pH decresce, os autores observaram uma mudanca do perfil
butirico para o perfil propidnico em um procedimento fermentativo empregando lodo

anaerdbio para a producao de hidrogénio.

5.3. — Consolidado dos resultados obtidos

Os resultados observados em escala reduzida e escala ampliada sao apresentados de
forma consolidada na Tabela 5.2. Os Ensaios 1-8 referem-se aos testes de escala reduzida e os
Ensaios 9-11 referem-se aos testes de escala ampliada. Para fins de comparacao, os resultados
em escala ampliada sdo apresentados na mesma base de tempo (480 h). Nos Ensaios 1 e 2
verificou-se que os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum apresentaram resultados de
produtividade respectivamente de 3,61 e 6,90 mmol Hz/L.dia, utilizando a lactose como fonte
de carbono. Para os Ensaios 3, 4 e 5 o uso de co-cultura mostrou-se promissor. Em particular,
para o Ensaio 3 que empregou a co-cultura na propor¢ao 1:1, a produtividade méaxima
encontrada foi de 7,51 mmol Hz/L.dia. Observou-se também para o Ensaio 3 o maior
crescimento celular observado para os ensaios de escala reduzida. As produtividades
observadas nos Ensaios 6-8 que empregaram meio RCV foram inferiores as observadas nos
Ensaios 1-5 indicando que o uso da lactose na concentracao de 10 g/L favorece a produgao de

hidrogénio.
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A C.
Produtividade Conversao Tempo de H: (acum.)
Ensaio Meio Modo de operacao Inoculo celular
maxima maxima operaciao (h) (mol)
(gsv/L)
1 RCV modificado Batelada (ER) R. capsulatus 3,61 1,95 180 0,20-0,55 0,62x 103
2 RCV modificado Batelada (ER) R. rubrum 6,90 2,42 180 0,20-0,55 1,40x 107
3 RCV modificado Batelada (ER) Co-cultura (1:1) 7,51 3,28 180 0,26-0,74 1,90x 107
4 RCV modificado Batelada (ER) Co-cultura (1:3) 6,77 3,07 180 0,17-0,37 1,10x 107
5 RCV modificado Batelada (ER) Co-cultura (3:1) 4,07 2,35 180 0,26 — 0,56 1,03x 107
6 RCV Batelada (ER) R. capsulatus 0,75 0,06 180 0,18-0,57 3,33x10°
7 RCV Batelada (ER) R. rubrum 0,18 0,02 180 0,21-0,60 1,22x10?
8 RCV Batelada (ER) Co-cultura (1:1) 0,80 0,06 180 021-0,62 6,05x10?
. BS com revitalizagdo
9 RCV modificado Co-cultura (1:1) 278,05 19,67 480 0,29 - 2,35 3,86
do meio (EA)
BS sem revitalizagao do
10 RCV modificado Co-cultura (1:1) 104,47 11,71 480 0,31 -1,93 0,84
meio (EA)
BS com revitalizacao
11 RCV modificado R. rubrum 111,73 10,62 480 0,29 -2,10 1,30

do meio (EA)

BS = Batelada sequencial; ER = Escala Reduzida; EA = Escala Ampliada.
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Em relacdo ao que foi observado em escala ampliada, observa-se que os melhores
resultados foram obtidos utilizando o sistema de revitalizacdo do meio. O Ensaio 9 atingiu no
tempo de 480 h o valor de 3,86 mol de H2 acumulado ao passo que, para o Ensaio 10, que fez
uso do mesmo indculo em um sistema sem revitalizagdo do meio reacional, o valor observado
foi 0,84 mol (4,6 vezes menor em comparagdo ao que foi observado pelo Ensaio 9).
Analogamente, observou-se que a revitalizacdo do meio reacional garantiu um maior
crescimento celular: no tempo de 480 h, a co-cultura referente ao Ensaio 9 havia crescido 1,21
vezes mais.

Observou-se, em relagcdo ao crescimento celular, o valor final de 2,10 gsv/L para o
Ensaio 11 que empregou o indculo de cultura pura de espécie R. rubrum com revitalizagao do
meio reacional. Ao fim do tempo de 480 h, atingiu-se o valor de 1,30 mol de H2 acumulado
(valor 3 vezes menor comparado ao Ensaio 9) o que indica que, conforme observado em
escala reduzida, ha um sinergismo positivo entre as espécies estudadas que favorece a

producao do gés de interesse.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO E SUGESTOES

A partir dos resultados obtidos, observou-se que a producdo de hidrogénio por
fotofermentacdo tem grande potencial. Em especial, o presente trabalho avaliou o uso das
espécies do filo PNS Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum puras e combinadas
em co-cultura. Observou-se que a combinacdo das espécies garantiu resultados promissores.
Os itens a seguir apresentam conclusdes sobre os resultados observados em escala reduzida e

ampliada.

6.1 — Conclusoes acerca dos ensaios realizados em escala reduzida

A partir dos ensaios realizados em escala reduzida, observou-se que:

e (Comparando o uso de indculos de cultura pura, a cepa de Rhodospirillum rubrum foi
mais produtiva em comparacdo a cepa de Rhodobacter capsulatus.

e O uso de co-cultura das espécies favoreceu a producao de biohidrogénio, indicando
que hd um sinergismo positivo entre as espécies. Em especial, a co-cultura (1:1)
garantiu o maior resultado de produtividade (7,51 mmol H»/L.dia) e conversao (3,27
mol de Hz2/mol de substrato) em comparagao aos indculos testados.

e Os ensaios “basais” realizados empregando o meio RCV como meio fermentescivel
indicam que o uso da lactose proveniente do permeado de soro de leite em pd como
fonte de carbono na concentragdo de 10 g/L garante respostas maiores.

e Os principais metabolitos observados nos ensaios em escala reduzida foram os acidos

latico, acético e propionico sendo o acido latico detectado em maior concentragao.

6.2 — Conclusoes acerca dos ensaios realizados em escala ampliada

A partir dos ensaios realizados em escala ampliada, observou-se que:

e O uso da co-cultura (1:1) em reator de tanque agitado garante uma alta resposta de
produtividade (278,05 mmol H:/L.dia) e conversao (19,67 mol de Hz/mol de
substrato). O uso do sistema de batelada sequencial com revitalizagdo do meio

reacional garante que ndo haja acumulo de 4cidos organicos no meio reacional o que
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permite aumentar o tempo de vida do processo. Os principais metabolitos observados
foram os acidos latico, acético, propidnico e butirico sendo o ultimo encontrado em
maior concentragao.

e Verificou-se que hd uma relacdo entre a manutencdo da estabilidade do sistema
reacional e a concentracdo de 4cidos orgénicos. No ensaio onde houve o acumulo de
acidos, observou-se queda no perfil de produtividade.

e A R. rubrum foi avaliada como inoculo de cultura pura em escala ampliada com
revitalizagao do meio reacional. Observou-se igualmente a manutengao da estabilidade
no perfil de produtividade com resposta maxima de 111,73 mmol H:/L.dia e

conversdo maxima de 10,62 mol de H2/mol de substrato.

6.3 — Sugestoes para trabalhos futuros.

e Analisar a producdo de hidrogénio em escala ampliada com inéculo puro de R.
capsulatus.

e Avaliar o sistema de co-cultura das espécies empregando diferentes substratos
(glicose, melago de soja) e, possivelmente, adi¢do alternada entre substratos.

e Empregar um sistema retroalimentativo em que o efluente obtido da etapa de
fotofermentagdo seja suplementado com uma fonte de carbono e sais do meio RCV

seja utilizado em uma etapa fotofermentativa sequencial.
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