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RESUMO

O biohidrogénio é considerado o combustivel versatil do futuro, com a
capacidade de substituir os combustiveis fosseis em diversos setores industriais e
comerciais. Entre as varias opg¢oes disponiveis para a geragao de biohidrogénio, a
fotofermentacdo destaca-se como uma das abordagens mais atraentes devido a
versatilidade no uso de matérias-primas, que incluem residuos industriais e agricolas,
a economia de custos e aos baixos impactos ambientais. No entanto, uma utilizagao
eficiente da luz na producgao de hidrogénio fotofermentativo continua sendo o principal
desafio para tornar esse processo biolégico promissor uma tecnologia industrial viavel.
Neste estudo, foi avaliada a produgédo de biohidrogénio por fotofermentagdo com
diodos emissores de luz (LEDs) em diferentes faixas do espectro eletromagnético
(visivel e infravermelho proximo), empregando as bactérias fotossintetizantes
Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum. As fontes de carbono utilizadas
foram glicose e glicerol de padrao analitico, ambas na concentracdo de 10 g/L. A
iluminagao no espectro visivel foi fornecida por LEDs de luz branca fria e no espectro
infravermelho proximo (NIR) por LEDs no comprimento de onda de 850 nm. Os
ensaios foram conduzidos em reatores de 50 mL (escala reduzida) e em reator de
tanque agitado de 1,5 L (escala ampliada). Em escala reduzida, o experimento com a
bactéria PNS R. rubrum inoculada em meio contendo glicose como substrato e sob
iluminagao simultdnea do Sistema LED — Luz branca fria e NIR, mostrou-se o mais
promissor. Os valores maximos de produtividade e conversao obtidos foram de 39,67
mmol H2/L.dia e 9,46 mol Hz/mol de glicose consumida, respectivamente. A
produtividade aumentou em mais de 3000% quando comparada a iluminagao
fornecida exclusivamente pelo LED NIR. Além disso, a conversao obtida foi de alto
rendimento, correspondente a aproximadamente 80% da conversao tedrica maxima.
Em comparagao a glicose como substrato, os resultados obtidos quando o glicerol foi
empregado apresentaram uma queda substancial. No entanto, a producédo de
biohidrogénio se demonstrou possivel e, em particular, destacou-se quando
conduzida com a cepa R. rubrum sob iluminacdo NIR. A produtividade maxima obtida
foi de 5,71 £ 0,3 mmol H2/L.dia e a converséo de 3,14 + 0,08 mol Hz2/mol de glicerol
consumido. Em escala ampliada, foi avaliado o efeito da concentragao celular inicial
(1 e 0,5 g/L), replicando as condigbes de iluminagéo e substrato do ensaio que
apresentou melhor desempenho em escala reduzida. Nesta configuragdo, a maior
producao de hidrogénio foi promovida pela bactéria R. rubrum na concentragao de 1
g/L, atingindo um valor maximo de produtividade de 78,36 mmol Hz/L.dia. Com a
concentracgéo inicial de 0,5 g/L, as produtividades maximas obtidas foram de 4,17 e
31,8 mmol Hz/L.dia para as bactérias R. rubrum e R. capsulatus, respectivamente.

Palavras-chave: Biohidrogénio. Fotofermentacdo. Rhodobacter capsulatus.
Rhodospirillum rubrum. LEDs. Infravermelho préximo. Glicerol.



ABSTRACT

Biohydrogen is considered the versatile fuel of the future, with the potential to
replace fossil fuels in several industrial and commercial sectors. Among the options
available for biohydrogen generation, photofermentation is one of the most attractive
approaches due to its versatility in using raw materials, including industrial and
agricultural residues, cost-effectiveness, and low environmental impact. However,
efficient use of light in photofermentative hydrogen production remains a significant
challenge to make this promising biological process a viable industrial technology. In
the current work, biohydrogen production was evaluated through photofermentation
using light-emitting diodes (LEDs) in different ranges of the electromagnetic spectrum
(visible and near-infrared), employing the photosynthetic bacteria Rhodobacter
capsulatus and Rhodospirillum rubrum. The carbon sources used were glucose and
glycerol of analytical grade, both at a concentration of 10 g/L. lllumination in the visible
spectrum was provided by cold white LEDs and in the near-infrared spectrum (NIR) by
LEDs at a wavelength of 860 nm. The experiments were conducted in 50 mL reactors
(small-scale) and a 1.5 L stirred-tank reactor (large-scale). In the small-scale
experiments, promising results were obtained with the photosynthetic bacterium R.
rubrum inoculated in a medium containing glucose as a substrate and under
simultaneous illumination of the LED system - cool white and NIR light. The maximum
values for productivity and conversion were 39.67 mmol Hx/L.d and 9.46 mol Hz/mol of
glucose consumed, respectively. Productivity increased by over 3,000% compared to
the illumination provided exclusively by NIR LED. Furthermore, the obtained
conversion was highly efficient, corresponding to approximately 80% of the theoretical
maximum conversion. When glycerol was used as a substrate, there was a substantial
drop in results. However, biohydrogen production proved feasible, particularly standing
out when conducted with the R. rubrum strain under NIR illumination. The maximum
productivity obtained was 5.71 = 0,3 mmol H2/L.d, with a conversion of 3.14 £ 0,08 mol
H>/mol of glycerol consumed. On an enlarged scale, the effect of the initial cell
concentration (1 and 0.5 g/L) was evaluated, replicating the lighting and substrate
conditions of the assay that showed the best performance on a reduced scale. In this
configuration, the highest hydrogen production was promoted by the bacterium R.
rubrum at a concentration of 1 g/L, reaching a maximum productivity value of 78.36
mmol H,/L.d. With an initial concentration of 0.5 g/L, the maximum productivities
obtained were 4.17 and 31.8 mmol H./L.d for the bacteria R. rubrum and R. capsulatus,
respectively.

Keywords: Biohydrogen. Photofermentation. Rhodobacter  capsulatus.
Rhodospirillum rubrum. LEDs. Near-Infrared. Glycerol.



Lista de Abreviaturas

Acetil-CoA Acetilcoenzima

AGV
ANP
BChls
BEN
CIN
DHA
EPE
Fd
HPLC
LED
NAD
NAD+
NADP
NADPH
NADPH:
NIR
PAR
PD

pH
PNS
PSI
PSIi
RCV
SF
TCA

Acidos graxos volateis

Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
Bacterioclorofilas

Balanco Energético Nacional

Razao Carbono Nitrogénio

Dihidroxiacetona

Empresa de Pesquisa Energética

Ferredoxina

High Performance Liquid Chromatography

Light Emitting Diode

Dinucleotideo de nicotinamida e adenina

Dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidada

Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina

Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido |
Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido Il
Near-Infrared

Photosynthetically Active Radiation

Propanodiol

Potencial hidrogenidnico

Purpuras nao sulfurosas

Fotossistema |

Fotossistema |l

Reference Change Value

Senado Federal

Ciclo do Acido Tricarboxilico

Vi



Vil
Lista de Figuras

Figura 1 — Oferta Interna de Energia brasileira 2023 (ano base 2022). ...................... 7

Figura 2 — Caminho metabdlico envolvido na produgdo de biohidrogénio e acidos
graxos volateis a partir de gliCOSE. .......cooeuuiiiiiiiiii e 13

Figura 3 — Rota de producéo de hidrogénio por fotofermentacdo em bactérias PNS.
.................................................................................................................................. 16

Figura 4 — Metabolismo do glicerol para produgéo de produtos de valor agregado. .21

Figura 5 — Espectro de absorgéo tipico das bactérias PNS. Os maximos de absorgao
indicados com * s&o devidos aos carotenoides, enquanto ** indicam os maximos de
absorgao devido as bacterioclorofilas. ... 24

Figura 6 — Esquema simplificado das etapas envolvidas na produgéo de hidrogénio
em escala reduzida € ampliada. ..........cooooiiiiiiiiii 26

Figura 7 — Micrografias das bactérias PNS utilizadas neste estudo. (a) Rhodospirillum
rubrum DSM 467; (b) Rhodobacter capsulatus DSM 1710. .......ccccooeeeiiiiiiiiiiiieeeeen. 27

Figura 8 — Unidade experimental dos ensaios de fotofermentacdo em escala reduzida.
(1) lampadas LED tubulares - 60 cm, com iluminagao branca fria (6500 k); (2) Aparato
de apoio com os biorreatores de sacrificio (frascos de penicilina); (3) Sistema de

diodos emissores de luz NIR (A=850 NM).........ooomiiiiiiiiei e 31
Figura 9 — Fotofermentagdo em Escala Ampliada..............eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeees 33
Figura 10 — Espectro de luz da LED branca fria...........cccccooeeeiiiiiiiiiiiccee e, 37
Figura 11 — Espectro de luz da LED NIR. .........uuiiiiiiiiiiiiiii e 38
Figura 12 — Espectro de luz das fontes combinadas. ............cccooooiiiiiiiiiiiiinnnn, 38

Figura 13 — Perfil de (a) concentracao celular (m) / concentragao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /conversao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A) e butirico (V) para R. capsulatus.

Figura 14 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentragao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V¥ ); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ) e butirico (V) para R. rubrum.....41

Figura 15 — Perfil de (a) concentragéo celular (m) / concentragéo de glicose (V¥); (b)
produtividade (m) /conversao (V¥ ); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propionico (A) e butirico (V) para R. capsulatus.

Figura 16 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracéo de glicose (V); (b)
produtividade (m) /converséao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propionico (A) e butirico (V) para R. rubrum.....44



viii

Figura 17 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentragao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /converséao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propiénico (A ) e butirico (V) para R. capsulatus.

Figura 18 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentragao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /converséao (¥ ); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propionico (A) e butirico (V) para R. rubrum.....47

Figura 19 — Representacdo grafica dos principais resultados de producdo de
hidrogénio fotofermentativo em diferentes arranjos luminosos e com glicose como
substrato. (a) Produtividade e (b) Conversao. As letras “a,b,c,d,e” quando repetidas
indicam médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a 5% de significancia..49

Figura 20 — Perfil de (a) concentragéo celular (m) / concentragéo de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /conversao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ), butirico (V) e succinico (#) para R.
CAPSUIGLUS. ...ttt e e e e et e e e e et e e e e e et e e e e et e aaee 52

Figura 21 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentragcao de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /converséao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ), butirico (V) e succinico (#) para R.
FUDIUIML ...ttt e et e e e et e e e e et e e e e e eaa e e e ee st e e e eeba s eeeensaaaeeeens 53

Figura 22 — Perfil de (a) concentragéo celular (m) / concentragéo de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /conversao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propiénico (A ), butirico (V) e succinico (¢) para R.
CAPSUIALTUS. ...t e e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e ta e e e e e e e e e e ennnn s 55

Figura 23 — Perfil de (a) concentragéo celular (m) / concentragéo de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /conversao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propionico (A ) e butirico (V) para R.rubrum......56

Figura 24 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentragéo de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /conversao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ), butirico (V) e succinico (¢) para R.
CAPSUIGLUS. ...ttt e et e e e e e e e e et e e e e e et e e e e et e aane 58

Figura 25 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicerol (V¥); (b)
produtividade (m) /converséao ('V); (c) pH; (d) concentragao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ), butirico (V) e succinico () para
O 7 o 47 o PSR 59

Figura 26 — Representagdo grafica dos principais resultados de producdo de
hidrogénio fotofermentativo em diferentes arranjos luminosos e com glicerol como
substrato. (a) Produtividade e (b) Conversdo. As letras “a,b,c” quando repetidas
indicam médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a 5% de significancia..62

Figura 27 — Perfil de concentragéo da glicose no Ensaio 13............ooocciiiiieeieiiinnns 69

Figura 28 — Perfil de concentragéo celular no Ensaio 13. .........cccccoiiiiiiiiiiiiennns 70



iX

Figura 29 — Perfil no Ensaio 13 de (a) Produtividade (m) /Conversdao (V); (b)
Hidrogénio acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: (o) dado experimental e (-)

MOAEIO A€ GOMPEIZ. ... ..ot e e e e e e e e e e e e e 71
Figura 30 — Perfil de pH N0 ENS@i0 13.......iiiiiiiiiiiiiiii 72
Figura 31 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 13: (a) acido
latico; (b) acido acético; (c) acido propibnico; (d) acido butirico e (e) etanol. ............ 73
Figura 32 — Perfil de concentragao da glicose no Ensaio 14.............cccccceeiiiiiieeennnnns 75
Figura 33 — Perfil de concentrac&o celular no Ensaio 14. ... 76

Figura 34 — Perfil no Ensaio 14 de (a) Produtividade (m) /Conversdao (V); (b)
Hidrogénio acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: (o) dado experimental e (-)

MOAEIO A€ GOMPEIZ. ... e e e e e 76
Figura 35 — Perfil de pH N0 ENSAi0 14........ouiiiiiiiiiiiii e 77
Figura 36 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 14: acido
latico (m); acido acético (e); acido propionico (A) e formico (V). .ccoceeeeeeeeeeiiiiinnnnnnnn. 78
Figura 37 — Perfil de concentragao da glicose no Ensaio 15............cccccceeeiiiiiiinennnn, 79
Figura 38 — Perfil de concentrac&o celular no Ensaio 15. ... 80

Figura 39 — Perfil no Ensaio 15 de (a) Produtividade (m) /Conversdo (V); (b)
Hidrogénio acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: (o) dado experimental e (-)

(gaTeTe =1 ToTo [T € o0 4] o= o 48PSR 80
Figura 40 — Perfil de pH NO ENSaio 15........coomiiiiii e, 81
Figura 41 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 15: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ), butirico (V) e férmico (#).......... 82
Figura A.1 — Curva de Calibracado da Bactéria Rhodobacter capsulatus................. 102

Figura A.2 — Curva de Calibragcédo da Bactéria Rhodospirillum rubrum. .................. 102



Lista de Tabelas

Tabela 1 — Métodos de produgao de hidrogénio a partir das principais matérias-primas.

Tabela 2 — Vantagens da producgao de biohidrogénio. .............cccceeiviviiiiiiiieici e, 9

Tabela 3 — Vantagens e desvantagens nos diferentes processos de producao de
[o][o] a1 [ e e =1 o 1o JAr PP 10

Tabela 4 — Composi¢cdo do meio RCV proposto por Weaver, Wall e Gest (1975). ...27

Tabela 5 — Composi¢ao da solugdo de micronutrientes utilizada no meio RCV proposto
por Weaver, Wall @ Gest (1975). .....uuuui e 28

Tabela 6 — Compilado dos ensaios fotofermentativos em reatores de 50 mL........... 31

Tabela 7 — Consolidado dos resultados obtidos em escala reduzida empregando a
glicose como substrato e diferentes fontes de lUz...............ooooiiiiiiiiiiiiiicee 48

Tabela 8 — Consolidado dos resultados obtidos em escala reduzida empregando o
glicerol como substrato e diferentes fontes de luz..............cccciiiii e 61

Tabela 9 — Consolidado dos principais resultados obtidos em escala reduzida........ 65

Tabela 10 — Principais resultados relacionados a produgao de H2 por bactérias PNS
utilizando diferentes fontes de luz e as fontes de carbono glicose e glicerol. ........... 67

Tabela 11 — Consolidado dos principais resultados obtidos em escala ampliada. ....83

Tabela 12 — Principais resultados relacionados a produg¢ao de H2 por bactérias PNS
em escala ampliada obtidos NO NUCBIO. ... 86



ADP
ATP

CH,COOH
ou C2H4_02

CH;CHOHCOOH
ou C3H603

C3H 0,

CH;CH,CH,COOH
ou C4H8 02

C.H,0,
C¢Hq1,06
C3HgO,
C,H1,0
C,Hs0
co,

e

H+

H,

HCl
H,0

N,

NaOH

Xi
Lista de Simbolos

Molécula adenosina difosfato
Molécula adenosina trifosfato

Molécula de acido acético

Molécula de acido latico

Molécula de acido propidnico

Molécula de acido butirico

Molécula de substrato genérico
Molécula de glicose

Molécula de glicerol

Molécula de éter etilico
Molécula de etanol

Molécula de gas carbbnico
Elétron

Cation hidrogénio

Molécula de gas hidrogénio
Molécula de acido cloridrico
Molécula de agua liquida
Molécula de gas nitrogénio
Molécula de hidroxido de sédio
Molécula de amdnia

Molécula de gas oxigénio

Fdésforo elementar genérico



Xii

SUMARIO
RESUMO .ttt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e reeeeees iv
Y A I oy Y v
Lista de ADreviaturas..........ooooiiiiiiiie et Vi
(IS = o [ T [N = 1P Vil
Lista de Tabelas ... X
LiSta de SIMDOIOS ... e Xi
SUMARIO ...ttt e et n e ete e seeeneneeens Xii
1 INTRODUGAO ...ttt nens 1
2 (@S | I LY S 5
21 =T | 5
2.2 ESPECITICOS ... 5
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot 6
3.1 Panorama €nergeétiCo ........ooooiuuiiiiiiiie e 6
3.2 Hidrogénio como fonte de energia renovavel .............ccccoooeeiiiiiiiiiiiieenee, 7
3.3 Produgéo bioldgica de hidrogénio ............cceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeeeee 8
3.3.1 BiOfOtOlISE QUIELa ...t 11
3.3.2 BiofotoliSe INAIFELa .........cccvveeeeeeeeeee et 12
3.3.3 FErmentagao ©SCUIA ............ccoeeeeeeeee et 12
3.3.4 |01 (0] (=T g a4 1= g = o= [ H 15
3.3.5 Fatores que influenciam a produg&o biologica de hidrogénio................... 18
3.3.6 EfEitO 0O SUDSIIALO ... e 20
3.3.7 Efeito da fonte de luz e distribui¢do espectral...............cccceeveeeiciviccnnnnnn. 23

4 MATERIAL E METODOS ......oouiiiieeeceeeeeeeteeeee e, 26



4.1
4.2

4.3

4.3.1
4.4

4.4.1
4.4.2
4.5

4.5.1
4.5.2
4.5.3
4.5.4
4.5.5
4.5.6

5.1
5.2
5.2.1

5.2.2

5.2.3
5.3

5.3.1
5.3.2
5.3.3
5.3.4

I Tot fo] o =1 T 1< 1 [0 1= T 26
SUDSIIALOS ... 28
FONteS A IUZ.....c 29
Caracterizacao espectral das fontes de Uz ...................ccoevevvveeeeeeeeeeennnn, 29
Producgdo de hidrogénio ...........coooviiiiiiiiiiii e 30
Producéo de Hoem escala reduzida..................ccoovueeeeieeveeiieiiiieieaaeinnnn. 30
Produgéo de H2 em escala ampliada.................ccccoevveeeeiieoieeeeeaieeeenn. 32
Métodos analitiCos..........ccouiiiiiiiiiiiiii e 33
Quantificagdo do crescimento celular ...................cccouueeeeeeereeieeeeeriaeaaennnn, 33
DeterminaGao dO PH ..........oooeeeeeeeeeee e 34
Quantificagéo de glicerol, glicose e metabolitos ...........cccceevveeeeeeeeeeneennnn, 34
Quantificag@0o de hidrogénio ..............ccccceeeeeeeiieeeeeee e 35
Converséao e produtividade de hidrogénio.....................ccoeeeevvveeieeeeaeeennnn, 35
Produgé&o acumulada de hidrogénio ...............ccccoeeuueeeeieeiriieeiiiiiieeaeeinnn, 35
RESULTADOS E DISCUSSAO......coouiiceeeeeeeeeeeeeeee e 37
Especificagdo dos diodos emissores de Uz .............c.eeeeeeieeiiiiiiiiiiieeenen. 37
Ensaios de produgao de H2 em escala reduzida...............cccoeeeiiiiiinnnnnn. 39

Fotofermentagbes sob diferentes arranjos de iluminagdo e suplementadas

COM GlICOSE ... 39

Fotofermentagbes sob diferentes arranjos de iluminagdo e suplementadas

COM GlICEIOI ... 51
Consideragbes geraiS ..........uuuuuuueiieiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 65
Ensaios de producédo de H2 em escala ampliada: reatorde 1,5L ............ 69
Ensaio 13: R. rubrum (1 Q/L) ...cooooeeeeeeeeeeeeeee e 69
Ensaio 14: R. rubrum (0,5 G/L) ........eueeeeeeeeeeeeeeeeeee e 74
Ensaio 15: R. capsulatus (0,5 Q/L) .......coeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeee e 78
Consolidado dos Ensaios de 13 @ 15..........ueiieeeiiiiiieeeeee 83



6 CONSIDERAGCOES FINAIS .....ooviiieiiieieisieee et 87

REFERENCIAS .......oooiiiieeieeee ettt seses e 89

APENDICE A



1 INTRODUCAO

A dependéncia global no uso de combustiveis fosseis como principal fonte de
energia tem contribuido significativamente para o rapido esgotamento desses
recursos. Além disso, as fontes de energias ndo renovaveis tém um impacto negativo
no meio ambiente e sdo uma das principais causas da poluicdo e do aquecimento
global. Neste sentido, nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse global em
desenvolver fontes alternativas de energia verde, visando complementar os
combustiveis fosseis ndo renovaveis (JAFARY et al., 2019; MAAROFF et al., 2019).

Entre esses vetores alternativos de energia sustentavel, o hidrogénio (H2) esta
atraindo consideravel atengao dos cientistas e da sociedade devido ao seu potencial.
Essa atencao se deve ao fato de o hidrogénio ser considerado uma alternativa de
combustivel limpo e renovavel, uma vez que a unica substancia produzida durante
sua combustdo é a agua, sem emissao de gases de efeito estufa (TIANG et al., 2020).
Além disso, o hidrogénio possui uma alta densidade de energia, variando de 122 a
142 kJ/g, aproximadamente 2,75 vezes maior do que a dos combustiveis de
hidrocarbonetos convencionais (KAPDAN; KARGI, 2006). Aliada a essa
caracteristica, este gas funciona bem com células de combustivel, sendo compativel
com os motores de combustao interna existentes. Ademais, o hidrogénio pode ser
transformado em outras formas de energia, como calor e eletricidade, tornando-o uma
das fontes de energia mais versateis (SINGH et al., 2015). Atualmente, o hidrogénio
€ produzido comercialmente principalmente pelos processos de reforma a vapor do
metano (62%), gaseificagéo do carvao (21%) e como subproduto da reforma da nafta
em refinarias (16%) (IEA, 2023). No entanto, estes processos sao dispendiosos em
funcdo das condigdes operacionais, bem como pela utilizagdo de energia nao

renovavel.

Os processos bioldgicos, ao contrario dos seus homodlogos quimicos ou
eletroquimicos, sdo catalisados por microrganismos em um ambiente aquoso a
temperatura ambiente e a pressdo atmosférica. Além disso, estas técnicas séo
adequadas para a producéo descentralizada de energia em instalagdes de pequena
escala, em locais onde estdo disponiveis biomassa ou residuos, evitando assim
custos de energia e transporte (ADESSI; DE PHILIPPIS, 2014). Logo, esses
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processos s&o considerados viaveis para o futuro mercado energético, uma vez que

sdo processos sustentaveis, renovaveis e energeticamente eficientes.

O biohidrogénio pode ser produzido a partir de quatro rotas bioldgicas: (i)
fermentacdo escura, que é realizada por uma ampla gama de bactérias anaerobias,
incluindo Clostridium sp.; (i) biofotdlise direta, por microalgas; (iii) biofotdlise indireta,
por cianobactérias; e (iv) fotofermentacédo, por bactérias purpuras nao sulfurosas
(PNS).

As rotas fermentativas para a producdo de hidrogénio destacam-se como
alternativas promissoras aos demais processos biolégicos, pela capacidade de utilizar
diversas fontes de carbono. Esses substratos variam desde a glicose, um agucar
simples, até acidos graxos de cadeia curta, alcoois, residuos lignocelulésicos, aguas
residuais e efluentes industriais e agricolas (HITAM; JALIL, 2023; KESKIN; ABO-
HASHESH; HALLENBECK, 2011). Embora carboidratos como sacarose e glicose
sejam amplamente usados como substratos modelo em estudos de producédo de
hidrogénio fermentativo, devido a sua facil biodegradabilidade, os subprodutos
agroindustriais despontam como uma alternativa em potencial (GHOSH et al., 2017;
GUO et al.,, 2010). Além de promoverem a produgdo de biohidrogénio, esses
subprodutos oferecem uma solugdao eficiente para o tratamento de residuos,

combinando sustentabilidade com a geracao de energia limpa.

Neste contexto, o glicerol como subproduto do processo produtivo de biodiesel
pode ser empregado como substrato nos processos fermentativos. O aumento
significativo na producgéo de biodiesel desde 2003 resultou em um excesso de glicerol
e desestabilizou o mercado desse componente, levando a uma queda nos precos
tanto do glicerol bruto quanto do refinado. Consequentemente, muitos produtores de
biodiesel descartam o glicerol como residuo (JOHNSON; TACONI, 2007). Neste
sentido, muitas rotas para explorar o glicerol bruto como matéria-prima barata foram
exploradas (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012; POSADA,;
RINCON; CARDONA, 2012; YANG; HANNA; SUN, 2012), entre as quais a producéo
de hidrogénio fotofermentativo empregando a bactéria PNS Rhodopseudomonas
palustris se destacou (GHOSH; SOBRO; HALLENBECK, 2012; GHOSH; TOURIGNY;
HALLENBECK, 2012; POTT; HOWE; DENNIS, 2013; SABOURIN-PROVOST;
HALLENBECK, 2009). No entanto, estudos envolvendo a fotofermentagéo do glicerol
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com outras cepas sao escassos. O unico achado literario com as bactérias
Rhodobacter capsulatus e Rhodospirillum rubrum foi conduzido sob iluminagao
fluorescente por Pio et al. (2023) no Nucleo de Bioprocessos da Faculdade de

Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

A fotofermentacdo € um processo que emprega bactérias PNS capazes de
converter substratos organicos em hidrogénio em condi¢gdes anaerdbias e sob
iluminagdo. Tal como acontece com todos os processos fotobioldgicos, encontrar
condi¢cdes ideais de iluminagcdo ainda é um desafio devido a complexidade dos
sistemas bioldgicos (coleta de fétons por pigmentos e vias reguladoras metabdlicas)
e do projeto do processo (geometria do reator, escolha de materiais, mistura, etc.)
(ADESSI; DE PHILIPPIS, 2014; BASAK et al., 2014).

A utilizacao de luz artificial na producao de Hz por bactérias fotossintetizantes
visa evitar a interrupcao da produgéo desse gas durante a noite, o que tem se revelado
prejudicial a eficiéncia em biorreatores ao ar livre (GADHAMSHETTY; SUKUMARAN;
NIRMALAKHANDAN, 2010). Neste sentido, a iluminagao artificial fornecida por
ldmpadas incandescentes e haldgenas tem sido relatada com éxito na produgao de
hidrogénio (GADHAMSHETTY; SUKUMARAN; NIRMALAKHANDAN, 2010). Esses
dois tipos de lampadas tém espectros de luz semelhantes e sua principal diferenca
em relacao a outras lampadas € a emissao do infravermelho préximo (NIR) (780-1100
nm). A este respeito, aproximam-se mais da luz solar natural, que tem um forte
componente infravermelho. Como os principais picos de absor¢do do pigmento
bacterioclorofila, responsavel pela coloragao purpura, estdo entre 800 e 900 nm, a
emissdo NIR de lampadas incandescentes e haldégenas tem sido sugerida como o
principal fator de promogédo da produgdo de hidrogénio (GADHAMSHETTY;
SUKUMARAN; NIRMALAKHANDAN, 2010; KRUJATZ et al.,, 2015) . No entanto,
ambas as fontes de luz dissipam muita energia de entrada como calor, o que, além de
aumentar o custo energético do processo, pode levar ao superaquecimento da
superficie do biorreator, tornando necessaria a presenca de sistemas de resfriamento
(GLEMSER et al., 2016). Por outro lado, os diodos emissores de luz (LEDs) tém sido
amplamente divulgados como solu¢des econdmicas, devido a menor dissipacao de
energia de entrada, a auséncia de problemas de superaquecimento e a vida util

prolongada. Além disso, o uso de LED como fonte de luz oferece a oportunidade de
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modelar com precisdo os comprimentos de onda com potencial de maximizar a

produgao de hidrogénio.

Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi avaliar o potencial de produgéao
de Dbiohidrogénio das culturas fotossintéticas Rhodobacter capsulatus e
Rhodospirillum rubrum quando expostas a diodos emissores de luz em diferentes
faixas do espectro eletromagnético. Além disso, o efeito dos substratos glicerol e
glicose, que diferem significativamente em termos de estrutura e metabolismo celular,

foi verificado na producdo de hidrogénio sob diferentes configuragdes de iluminagéo.



2

21

OBJETIVOS

Geral

Avaliar a produgéo biolégica de hidrogénio por fotofermentagdo com diodos

emissores de luz em diferentes faixas do espectro eletromagnético, utilizando

diferentes fontes de carbono e as bactérias fotossintetizantes Rhodobacter capsulatus

e Rhodospirillum rubrum.

2.2 Especificos

Investigar a influéncia da iluminagao nos espectros visivel (LED branco frio) e
infravermelho proximo (NIR, A=850 nm), separadamente e concomitantemente,
na producao de biohidrogénio;

Avaliar o potencial produtivo de hidrogénio das culturas puras Rhodobacter
capsulatus e Rhodospirillum rubrum;

Verificar o efeito do tipo de fonte de carbono (glicose e glicerol) sobre a
producao de hidrogénio fotoinduzida;

Avaliar a eficiéncia do uso do sistema batelada alimentada em reator de tanque
agitado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panorama energético

A seguranga e a transigao energética sao as diretrizes que orientam o mercado
global de energia na atual conjuntura. A revalorizagdo politica da seguranga
energética, motivada pelo inicio do conflito entre Ucrania e Russia com seus efeitos
sobre os pregos de petroleo e gas, destaca a importancia de se garantir o adequado
abastecimento em meio a tensdes geopoliticas como a necessidade da Europa em
reduzir a dependéncia dos hidrocarbonetos russos via diversificacdo de fornecedores.
Paralelamente, as mudancgas climaticas causadas pelas emissdes antropogénicas de
gases de efeito estufa reforcam a urgéncia da transicdo para um paradigma menos
dependente de recursos fésseis. Nesse contexto, € fundamental construir uma
economia de baixo carbono, incorporando fontes renovaveis, como o0s
biocombustiveis, como parte integral desse movimento em direcéo a sustentabilidade

energética.

Segundo o Balango Energético de 2023 (BEN, 2023), 47,4% da energia
ofertada no Brasil provém de fontes renovaveis, enquanto 52,6% ainda sao
provenientes de fontes ndo renovaveis. Com base nesses dados, é possivel afirmar
que a matriz energética brasileira é significativamente mais sustentavel do que a
média global. Em 2021, a proporgédo mundial era de 15% de fontes renovaveis para
85% de fontes ndo renovaveis, segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE,
2023).

Conforme a Figura 1, entre as energias renovaveis da matriz energética
brasileira destaca-se a biomassa da cana (15,4%), hidraulica (12,5%), lenha e carvao
vegetal (9%), lixivia e outras (7%), edlica (2,3%) e solar (1,2%) (BEN, 2023).

Para incentivar a transi¢ao energética brasileira, o Brasil conta com a Politica
Nacional dos Biocombustiveis, conhecida como RenovaBio. Desde 2019, as metas
nacionais anuais de descarbonizacado para o setor de combustiveis estdo em vigor,
buscando estimular o crescimento da producdo e a ampliacdo da presenca de

biocombustiveis na matriz energética de transportes do pais.
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Figura 1 — Oferta Interna de Energia brasileira 2023 (ano base 2022).
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Fonte: BEN (2023).

Neste contexto, a producdo de hidrogénio se desponta como alternativa de
descarbonizagdo. O Projeto de Lei 725/2022 propde a adicdo de um percentual
minimo de 5% de hidrogénio na rede de gasodutos até 2032, elevando-se para 10%
até 2050. Dentro desses percentuais, 60% deve ser hidrogénio sustentavel — de
fontes energéticas como solar, edlica, biomassa, biogas e hidraulica — no primeiro
periodo. A partir de 2050, a participagdo do hidrogénio limpo deve atingir 80%. Esse
projeto também incorpora o hidrogénio na Lei do Petrdleo de 1997 (Lei 9.478) e propde
que este novo combustivel seja regulamentado pela Agéncia Nacional do Petrdleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) (SF, 2022).

3.2 Hidrogénio como fonte de energia renovavel

Entre os varios combustiveis alternativos limpos, o hidrogénio (H2) € um
combustivel verde promissor devido ao seu alto conteudo energético (122 kJ/g),
carater renovavel e emissdo de agua como subproduto final de sua combustao
(PUGAZHENDHI et al., 2019; ZHANG et al., 2020). O gas hidrogénio também é
incolor, insipido, inodoro, leve e atoxico. Atualmente, mais de 90% do hidrogénio

produzido comercialmente vem da reforma a vapor do metano, gaseificacdo do carvao



CAPITULO 3 — Revisao Bibliografica | 8

e eletrolise da agua (BALACHANDAR et al., 2020). No entanto, esses processos sdo
insustentaveis, altamente intensivos em energia e dependem do uso de reservas de
combustiveis fdésseis, resultando na emissdo de gases de efeito estufa
(PUGAZHENDAHI et al., 2019; RITTMANN; HERWIG, 2012).

Neste cenario, a producéo biolégica de hidrogénio surge como uma alternativa
atraente no quadro de tecnologias renovaveis e sustentaveis. Em comparagdo com
os atuais métodos convencionais de produg¢ao comercial, 0 procedimento de produgao
de biohidrogénio é uma abordagem promissora para a produgado de combustivel a
partir de recursos de baixo custo, renovaveis e ecoldgicos sob temperatura e pressao
ambiente (SILVA, J.S. et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2019). A Tabela 1 apresenta
as principais matérias-primas e métodos que sao utilizados para producédo de

hidrogénio.

Tabela 1 — Métodos de producéo de hidrogénio a partir das principais matérias-primas.
Matérias primas Métodos

Reforma a vapor do gas natural
Combustiveis fosseis Oxidacao de hidrocarbonetos pesados

Gaseificagao do carvao

Eletrélise da agua
Agua Processos foto-eletroquimicos

Processos termoquimicos

Processos biologicos (biofotdlise da agua,
fotofermentacao e fermentagao anaerdbia)
Biomassa Gaseificagao da biomassa
Reforma a vapor do etanol
Reforma em fase liquida
Fonte: Souza (2009).

3.3 Producgao biolégica de hidrogénio

A produgdo de hidrogénio via processo bioldgico utiliza a capacidade dos
microrganismos (microalgas, cianobactérias, bactérias fotofermentativas ou

fermentativas) em transformar matérias-primas em hidrogénio através de processos
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fotossintéticos, fermentativos ou uma combinacdo de ambos. Embora a quantidade
de hidrogénio produzida seja menor em comparagao as tecnologias convencionais, a
condi¢cao operacional € mais branda. Além disso, a tecnologia de obtencéo do gas
vem evoluindo gradativamente de forma que, no futuro, a producao podera ser viavel
sob o ponto de vista econdmico. As vantagens da produc¢do de biohidrogénio sao

listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Vantagens da producao de biohidrogénio.

Vantagens

Naturalidade Produzido por microrganismos sob
condi¢cbes ambientais de temperatura
e pressao.

Neutralidade Produgao nao acarreta a emisséo de
gases causadores do efeito estufa,
desde que o dioxido de carbono seja
retido.

Versatilidade Pode ser produzido a partir de uma
grande variedade de substratos,
incluindo residuos agroindustriais.

Garantia de substratos Certeza da producado continua de
residuos em grandes quantidades.

Sustentabilidade Produgdo e consumo atual nao
interferem negativamente em
processos futuros.

Seguranga energética Reducdo da dependéncia energética
de paises politicamente instaveis.

Acessibilidade Mais rentavel quando comparado aos
combustiveis fosseis.

Eficiéncia A combustdo do H2 é 50% mais

eficiente do que da gasolina.

Fonte: Adaptado de Das et al. (2014).



CAPITULO 3 - Reviséo Bibliografica | 10

Os processos biologicos envolvidos na produgcdo de H2 podem ser
categorizados em dois grupos principais: aqueles dependentes de luz, incluindo a
fotofermentacao e a biofotdlise direta ou indireta, e aqueles que ocorrem na auséncia
de luz, conhecidos como fermentacao escura. Entre esses, a fotofermentagdo e a
fermentacdo escura tém sido objeto de maior atengcdo devido aos resultados
promissores obtidos (HALLENBECK; GHOSH, 2009; KHETKORN et al., 2017; YANG,;
WANG, 2017). Existem também os sistemas hibridos, que consistem na combinagao
de mais de uma rota biolégica. Muitos estudos direcionam-se para o sistema hibrido
que integra processos fotossintéticos e fermentativos, buscando aumentar os
rendimentos totais na produgdo de hidrogénio. A Tabela 3 resume os processos
biolégicos, assim como algumas vantagens e desvantagens para a produgao de

hidrogénio.

Tabela 3 — Vantagens e desvantagens nos diferentes processos de produgao de
biohidrogénio.

Processo Vantagens Desvantagens
biolégico
Pode produzir H2 diretamente Requer alta intensidade de luz;
Biofotdlise da agua e da luz solar; Inibicdo das hidrogenases pelo
direta N&o necessita de ATP; O2;
Requer grandes fotobiorreatores.
As cianobactérias podem Necessita de iluminacéao
Biofotdlise produzir H2 a partir da agua;  constante;
indireta Capacidade de fixar N2 da Necessidade de ATP pelas
atmosfera. nitrogenases.
Utilizagdo de  diferentes Necessita de iluminacgao;
residuos e efluentes como O2 tem efeito inibitério sobre a
Fotofermentacdo substrato; nitrogenase;
Utilizacao de amplo espectro Baixa eficiéncia de conversao de
de luz pelas bactérias. luz.
Fermentacsio A luz ndo é necessaria, A medida que os rendimentos
economiza energia; aumentam, a fermentacdo de
escura

hidrogénio torna-se
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Uma variedade de fontes de termodinamicamente

carbono pode ser usada desfavoravel;

como substratos; Baixo rendimento de hidrogénio;
Produz metabdlitos valiosos, Separagdo necessaria dos gases
como acidos butirico, latico e H2 e COo..

aceético.

Fonte: Adaptado de Das et al. (2014).

3.3.1 Biofotélise direta

No processo de biofotdlise direta, os organismos fotoautotréficos convertem
moléculas de agua em hidrogénio com atividade catalitica da enzima hidrogenase,
utilizando energia luminosa sob condi¢des anaerdbicas (TAMAGNINI et al., 2002). As

reacdes gerais sao descritas na Equacgao (1) e na Equagéao (2).

luz 1 _ (1)
H,0 >0, + 2H* +2¢

2H+ 126 hidrogenase HZ (2)

As cianobactérias e as algas verdes pertencem a dois grupos de
microrganismos que executam o processo de biofotdlise direta. Em ambientes
anaerdbios, as algas verdes tém a capacidade de gerar hidrogénio sob iluminagéo ou
absorver hidrogénio por meio do processo de fixacdo de CO2 no escuro (KIM; KIM,
2011). Nas ultimas décadas, a alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii
recebeu grande atencido na producao de moléculas de hidrogénio por este processo
(SAKURAI et al., 2013).

Nesta técnica, os fotons capturados da energia luminosa dividem as moléculas
de agua em prétons (H*) e oxigénio por meio do fotossistema Il (PS IlI). Como
resultado, elétrons sao gerados, e a sintese de ATP ocorre enquanto esses elétrons
atravessam a membrana fotossintética que conecta o PS Il ao fotossistema | (PS I).
Em seguida, os elétrons sao transferidos para ferredoxina (Fd) pelo PS I. A Fd



CAPITULO 3 — Revis&o Bibliografica | 12

reduzida pode doar elétrons para a [FeFe]-hidrogenase, responsavel pela catalisagao
da producéo de hidrogénio em algas verdes, ou reduzir o NADP para NADPH. Este
ultimo é entdo utilizado na fixacdo de CO2 através do ciclo de Calvin (MCKINLAY;
HARWOOD, 2010).

3.3.2 Biofotdlise Indireta

Na producgao indireta de hidrogénio por biofotdlise, carboidratos como amido e
glicogénio se acumulam na etapa de fixagdo de COz2, enquanto o Oz é gerado. Para a
producdo de hidrogénio, os substratos produzidos na primeira etapa sao utilizados
como fonte de carbono na etapa seguinte, sob condigdes anaerébias (HUESEMANN
et al., 2010). A sequéncia de reacgdes fotoquimicas no processo de biofotélise indireta

€ apresentada pela Equacéo (3) e pela Equagao (4).

luz (3)

6C0, 4+ 6H,0 — C¢H1,04 + 60,
luz (4)

C¢H,,06 + 6H,0 — 12H, + 6C0,

Os organismos mais estudados na biofotdlise indireta sdo as cianobactérias do
tipo Nostoc, Anabaema, Calothrix e Oscillatoria, devido aos requisitos nutricionais
simples e ao maior rendimento de hidrogénio em comparagdo com as microalgas
(JIMENEZ-LLANOS et al., 2020).

Além da fixagdo de COz, algumas cianobactérias tém a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico em condi¢gbes andxicas, através de células especializadas
denominadas de heterocistos (MASUKAWA et al., 2014).

3.3.3 Fermentagao escura

Como o proprio termo indica, a fermentagdo escura € um processo
independente de luz. Este processo ocorre em condi¢gdes anaerdbias e utiliza a
decomposicdo fermentativa bacteriana de inumeros substratos organicos, como
residuos alimenticios, subprodutos agropecuarios ou aguas residuarias e o0s

transforma em hidrogénio e outros intermediarios, tais como acidos orgéanicos volateis
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(acido latico, aceético, propidnico, butirico) e alcoois, como o etanol (AKROUM-
AMROUCHE et al., 2013). Embora uma ampla variedade de microrganismos tenha
sido relatada como capaz de produzir biohidrogénio por fermentacdo escura, as
principais categorias incluem as bactérias anaerdbias pertencentes ao género
Clostridium e as bactérias facultativas, como Enterobacter sp (PATEL; KUMAR,;
KALIA, 2012).

Na fermentacédo escura, o hidrogénio € principalmente produzido como uma
forma de os microrganismos reutilizarem elétrons gerados durante a oxidag&o de
compostos organicos durante o metabolismo. A producao de hidrogénio pode ocorrer
por diferentes vias, sendo influenciada pelas espécies de bactérias envolvidas, pelos
substratos utilizados e pelas condigbes operacionais (LI; FANG, 2007). Usando
glicose como substrato modelo (Figura 2), a fermentacdo escura inicia-se com a

glicélise, na qual a glicose € convertida em piruvato.

Figura 2 — Caminho metabdlico envolvido na produg¢ao de biohidrogénio e acidos
graxos volateis a partir de glicose.

Glucose

2ADP~ | ~2NAD' o 2H,

2 ATP + / \\

2 pyruvate

= 2NADH +2H' -~

2 H,
"o 2 formate -

2 CO,
2¢0, | "M :

4 NAD' 4 NADH + 4 H" ADP ATP

N 7 / N 7

2 acetyl-CoA > 2 Acetate

ADP ~ / 2ZNADH+2H

2 Propionate <

AP N 2 NAD

Butyrate

Fonte: Ventura et al. (2023).

O piruvato é posteriormente oxidado para formar acetil-CoA e CO2 por meio da

piruvato ferredoxina oxidoredutase para gerar ferredoxina reduzida. O hidrogénio é
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gerado a partir da ferredoxina reduzida por meio da atividade da enzima hidrogenase
(LI; FANG, 2007; LtUKAJTIS et al.,, 2018). Além disso, pela atividade da piruvato
formiato liase, o piruvato pode sofrer oxidagdo formando acetil-CoA e formiato. Este
ultimo pode ser convertido em hidrogénio e CO2 na presenga de hidrogenase.
Simultaneamente, o acetil-CoA gerado é transformado em acidos graxos volateis ou
alcoois, como acetato e butirato, dependendo do tipo de microrganismo e das
condigdes ambientais (GOPALAKRISHNAN; KHANNA; DAS, 2019).

Segundo Levin et al. (2004) os carboidratos s&o os substratos preferenciais
para producdo de hidrogénio, sendo a estimativa do rendimento tedrico da
fermentacao a partir do metabolismo da glicose aceitavel como referéncia. O maximo
rendimento tedrico é obtido quando ha a formacgao de acido acético como produto,
resultando em quatro mols de hidrogénio por mol de glicose, Equacéo (5). No entanto,
o rendimento real da produg&o de hidrogénio € inferior ao rendimento tedrico devido
ao consumo de uma parte da glicose pelo microrganismo para crescimento e
manutencgao, além da producdo de acidos graxos volateis (AGV) (ARGUN; KARGI,
2011; ZHAO; CHEN, 2011). Quando o produto final & o acido butirico, o rendimento
sera dois mols de hidrogénio por mol de glicose, Equacéo (6) (SAADY, 2013).

CoHy,0 + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, (5)

CsHy,04 » CHsCH,CH,COOH + 2H, + 2C0, (6)

A producao de acido propidnico ou latico ao final do processo desfavorecem o

rendimento de hidrogénio, conforme mostram as Equacdes (7) e (8) (SAADY, 2013):

CoHy,04 + 2H, > 2CH;CH,COOH + 2H,0 (7)

CeH,,05 > 2CH,CHOHCOOH + H* (8)

O hidrogénio pode ser consumido em duas formas: como equivalente redutor
(NADH2) e como hidrogénio molecular. As bioreagbes que produzem acidos graxos
volateis, como lactato e propionato consomem NADH2 como doador de elétrons
(RODRIGUEZ et al., 2009). O consumo de NADH: impede a formag&o de ferredoxina
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reduzida e formiato, que levam a formacdo de H2 (LEE; SALERNO; RITTMANN,
2008).

Devido a nao dependéncia da luz paraa produgdo de hidrogénio, a
fermentacdo escura apresenta diversas vantagens, incluindo a possibilidade de
producao continua de hidrogénio, menor consumo de energia , além de oferecer maior
facilidade de aumento de escala e controle. No entanto, essa técnica apresenta menor
rendimento de hidrogénio e uma eficiéncia do processo reduzida. A diminuicdo da
eficiéncia do processo pode ser atribuida ao fato de que a fermentacao esta associada
a producdo de diversos subprodutos ricos em energia, como alcoois e acidos
organicos (LEE; SALERNO; RITTMANN, 2008).

3.3.4 Fotofermentacao

O processo de fotofermentagao ocorre em condi¢gdes anaerdbicas e envolve a
conversao fermentativa de substratos organicos em moléculas menores (H2 e COz2)
por bactérias fotossintéticas (HUANG et al., 2020). Esses organismos usam luz como
fonte de energia e matéria orgénica como fonte de carbono e elétrons. Na
fotofermentacao, o biohidrogénio é produzido durante a decomposigdo de compostos
organicos na presenca de energia luminosa por microbios fotossintéticos
(PUTATUNDA et al., 2023).

Essa técnica estd ganhando cada vez mais destaque devido a sua alta
eficiéncia, ao fato de ser ecologicamente correta e ao potencial para produgéo de
hidrogénio em larga escala a temperatura e pressdao ambiente (HITAM; JALIL, 2023).
Esta abordagem também permite o uso de uma ampla gama de materiais organicos,
incluindo aguas residuais, efluentes industriais e residuos lignocelulésicos como
substrato para o crescimento microbiano. Isso ndo apenas leva a producdo de
biohidrogénio, mas também oferece uma solugcdo para o tratamento de residuos
(BATISTA et al., 2015; LAKATOS et al., 2014).

A fotofermentagao é realizada utilizando a agao catalitica de duas enzimas, a
nitrogenase e a hidrogenase, através do ciclo do acido tricarboxilico (ciclo TCA). O

desempenho do ciclo TCA na producgédo de hidrogénio & altamente dependente da
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atividade da nitrogenase, uma vez que rotas alternativas podem ser seguidas em caso

de repressao desta enzima (GHOSH et al., 2017).

A Figura 3 ilustra a via de produgdo de hidrogénio em bactérias PNS.
Inicialmente, o substrato de carbono € oxidado em CO2, H* e elétrons por meio do
ciclo TCA. Em seguida, os elétrons gerados sao transferidos para a nitrogenase,
utilizando o dinucleotideo nicotinamida adenina (NAD) e a ferredoxina (Fd) como
transportadores de elétrons. Ao mesmo tempo, o ATP necessario para a atividade
catalitica da nitrogenase é fornecido pelo fotossistema | (PS I) utilizando a energia
luminosa, e € fornecido pela agdo da ATP-sintase. Finalmente, a nitrogenase reduz
os protons a hidrogénio. Por outro lado, a hidrogenase funciona principalmente na
diregado do consumo de Hz, consumindo gas hidrogénio e gerando proétons e elétrons
para a ATP-sintase (AKHLAGHI; NAJAFPOUR-DARZI, 2020). Assim, a produc¢ao total
de H2 é determinada pelo equilibrio entre 0 H2 produzido pela nitrogenase e o H2

consumido pela hidrogenase.

Figura 3 — Rota de producao de hidrogénio por fotofermentacdo em
bactérias PNS.
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#
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Fonte: Akhlaghi e Najafpour-darzi (2020).
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3.3.4.1 Organismos fotossintéticos

Uma categoria importante de microrganismos fotofermentativos comumente
utilizados para a producgao fotofermentativa de biohidrogénio inclui as bactérias
purpuras nao sulforosas (PNS). As bactérias PNS mostram um alto nivel de
flexibilidade metabdlica, sendo capazes de crescer de forma fotoheterotréfica,
fotoautotréfica ou quimioheterotréfica (BASAK; DAS, 2007). O modo fotoheterotréfico
€ preferencial para o crescimento dessas bactérias e evolugdo de hidrogénio. Em
condigbes fotoheterotroficas, compostos organicos e luz sao utilizados como fontes
de carbono e energia para o crescimento destes microrganismos e producao de
hidrogénio, respectivamente (AKHLAGHI; NAJAFPOUR-DARZI, 2020).

As principais bactérias PNS relatadas como capazes de produzir H2 por
fotofermentacéao incluem Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas
palustris, Rhodopseudomonas capsulatus, Rhodopseudomonas
faecalis, Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter sulfidophilus e Rhodobacter
capsulatus (MAHATA; RAY; DAS, 2020). Embora a literatura destaque o uso de
acidos graxos volateis (acido latico, acido acético, acido butirico, etc.) como
substratos, as espécies fotossintéticas sdo também capazes de converter agucares
simples e complexos (glicose, sacarose etc.), residuos lignoceluldsicos (como palha
de arroz) e aguas residuais (HUANG et al., 2020; KUMAR et al., 2019). De acordo
com Loss et al. (2012) a Equacgéao (9) apresenta o rendimento teérico quando todo o

substrato consumido é utilizado unicamente para a produgao de hidrogénio.
CeHy0, + (2x — 2)H,0 - (/5 + 2x — 2)H, + xCO, 9)

A partir da Equacao (9), os rendimentos tedéricos para o consumo dos acidos
organicos latico, acético, propidnico e butirico sdo apresentados respectivamente nas
Equacgdes (10) a (13):

C3Hg05 + 3H,0 — 6H, + 3CO0, (10)
C,H,0, + 2H,0 — 4H, + 2C0, (11)

C3Hg0, + 4H,0 — 7H, + 3CO0, (12)
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C,Hg0, + 6H,0 - 10H, + 4CO, (13)

E importante ressaltar que, por serem reacdes teéricas ndo consideram a
utilizagcao do substrato para o crescimento nem os fatores limitantes que ocorrem em
uma cultura. Logo, é esperado um rendimento real de produgao de hidrogénio inferior

ao rendimento teorico.

Como visto anteriormente, as bactérias PNS produzem hidrogénio devido a
presenga da enzima nitrogenase. Este processo ocorre em condigdes deficientes de
oxigénio, utilizando a energia da luz e algum substrato. De acordo com a Eq. (14) na
presenca de Nz, a nitrogenase catalisa a reagéo de fixagao de nitrogénio, resultando
na geragao de hidrogénio como subproduto. Além disso, é liberada amdnia que tem

efeitos inibitérios no desempenho da nitrogenase (GHOSH et al., 2017).

N, + 8é + 8H* + 16ATP — 2NH; + H, + 16ADP + 16P; (14)

Na auséncia de N2, a nitrogenase altera seu metabolismo catalitico de fixagéo
de nitrogénio para a Eq. (15) . Através desta reacao, quatro moléculas de hidrogénio
sao geradas (GHOSH et al., 2017).

8¢ + 8H* + 16ATP — 4H, + 16ADP + 16P; (15)

Embora uma grande quantidade de energia intracelular (ATP) seja necessaria
para ambas as reag¢des acima, sob condigdes de deficiéncia de nitrogénio, todos os

prétons podem ser convertidos no produto preferencial (WU et al., 2012).

3.3.5 Fatores que influenciam a producao biolégica de hidrogénio

Diversos parametros podem influenciar a produgao bioldgica de hidrogénio.
Dentre esses parametros, destaca-se: a fonte de nitrogénio e proporgao C/N, idade
do in6culo, pH, temperatura, configuragao do biorreator, intensidade da luz, fonte de

luz e substrato.
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Determinar as fontes de nitrogénio mais adequadas, juntamente com as
concentracdes ideais, € crucial para a melhoria do processo de fotofermentacéo, ja
que a produgcdo de hidrogénio é majoritariamente contribuida pela nitrogenase
(BASAK et al., 2014; HAY et al., 2013). Em diversos estudos com diferentes cepas
PNS, o glutamato tem sido identificado como a melhor fonte de nitrogénio (BASAK et
al., 2014; LAOCHAROEN; REUNGSANG, 2014; TAO et al., 2008). A concentracao
das fontes de nitrogénio também é essencial, pois um excesso dessas fontes pode
levar ao acumulo de amoénia, o que inibira a produgao de hidrogénio (HILLMER; GEST,
1977; KOKU et al., 2002). A relacao C/N ideal também varia com as diferentes fontes
de nitrogénio. Uma relagéo C/N tao alta quanto 30:1 (mol/mol) é ideal quando se usa
sulfato de aménio, enquanto, ao empregar glutamato essa relagao reduz para 13:1
(mol/mol) (PANDEY; SRIVASTAVA; SINHA, 2012).

O indculo das bactérias PNS na fase exponencial da curva de crescimento
parece ser o mais adequado para um maior rendimento na produgao de H2. Em
contraste, o inoculo envelhecido, com um longo tempo de retencdo no meio de
crescimento durante a fase de pré-cultura, resulta em baixo desempenho na produgao
de hidrogénio fotofermentativo (KOKU et al., 2002). O grande tempo de retengéo no
meio de crescimento pode direcionar as vias metabdlicas para outras vias além da

producgéo de Hz, como a produgao de poli-b-hidroxibutirato (OOSHIMA et al., 1998).

O pH desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo das
bactérias PNS, uma vez que afeta muito as atividades enzimaticas. A nitrogenase, por
exemplo, é 6tima em 7,1-7,3 para A. vinelandii (KOKU et al., 2002). Para um processo
descontinuo sem controle de pH, o pH inicial pode ser otimizado para a maior
produtividade de hidrogénio (ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG, 2015;
LAOCHAROEN; REUNGSANG, 2014; TAO et al., 2008). Em trabalhos anteriores, o
pH ideal esta entre 6,5 e 7,5 (LAZARO; VARESCHE; SILVA, 2015; NATH; DAS, 2009;
TAO et al., 2008).

A temperatura afeta as vias metabdlicas da taxa de crescimento do
microrganismo, a taxa de hidrdlise do substrato e a taxa de produgao de hidrogénio.
Além disso, a temperatura, juntamente com o pH, esta entre os fatores que mais
regulam o desempenho das enzimas, particularmente a nitrogenase, que ¢é ideal a
30°C (KOKU et al., 2002). Portanto, a maioria das cepas isoladas de PNS relatadas
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na producdo de hidrogénio sdao mesofilicas, com melhor desempenho na faixa de
temperatura de 25 a 35 °C (ASSAWAMONGKHOLSIRI; REUNGSANG, 2015; CHEN,
Xin et al., 2017).

A intensidade da luz é um fator importante que afeta a fotofermentacéo. O
aumento da intensidade da luz, até certo ponto, geralmente resulta no aumento da
producao de hidrogénio, mas apds esse ponto ocorre a fotoinibicao. Vale ressaltar que
aguas residuais tém diferentes graus de transparéncia e, portanto, podem exigir
diferentes intensidades de iluminacdo para uma producdo ideal de
hidrogénio. Compostos absorventes de luz ou turbidez reduzirdo a penetragéo da luz
e, portanto, reduzirdo a eficiéncia de conversao da luz (KESKIN; ABO-HASHESH;
HALLENBECK, 2011).

Os fotobiorreatores para produgdo de biohidrogénio devem ser sistemas
fechados, devido a necessidade de manter condicdes anaerdbias e evitar a dispersao
do gas H2. Devem ter uma elevada relagao superficie iluminada/volume e um sistema
de mistura eficiente para permitir que as células sejam iluminadas tado uniformemente
quanto possivel; eles também precisam de um sistema de troca gasosa satisfatorio
para remover o H2 produzido e, possivelmente, de um controle de temperatura
(ADESSI; DE PHILIPPIS, 2014).

3.3.6 Efeito do substrato

Um dos fatores cruciais na obtengao sustentavel de biocombustiveis reside no
uso de uma fonte confiavel de carbono. Os beneficios de um processo sustentavel,
caracterizado por alta eficiéncia, baixo custo e reduzida poluicdo ambiental, estao
intrinsecamente ligados a escolha de uma matéria-prima adequada (NAJAFPOUR,
2015). Na fotofermentagéo, a taxa de crescimento das bactérias PNS, a eficiéncia de
conversao do substrato e a taxa de produgao de hidrogénio variam significativamente

com o tipo de substrato de carbono escolhido (GHOSH et al., 2017).

3.3.6.1 Glicerol como substrato

O desenvolvimento de uma conversao biolégica econdmica do glicerol, uma

mateéria-prima de baixo custo, em produtos de maior valor € esperado para tornar a
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producgao de biodiesel mais econémica e, assim, contribuir para o estabelecimento de
mais biorrefinarias (DHARMADI; MURARKA; GONZALEZ, 2006).

Existe uma ampla variedade de microrganismos capazes de metabolizar
glicerol e gerar produtos valiosos. Apds sua internalizagdo, o glicerol pode ser
direcionado a trés vias principais: redutiva, oxidativa ou produ¢cdo de massa celular,

conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Metabolismo do glicerol para produgéo de produtos de valor
agregado.
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Fonte: Dobson et al. (2012).

Através da rota redutiva, o glicerol é inicialmente desidratado para formar 3-
hidroxipropionaldeido, e esse composto é entado reduzido para formar 1,3-propanodiol
(PD) e regenerar o NAD*.
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No caminho oxidativo, o (glicerol € inicialmente transformado em
dihidroxiacetona (DHA) pela agado da enzima glicerol desidrogenase, resultando na
geracao de equivalentes redutores (NADH2). Posteriormente, a DHA é fosforilada a
dihidroxiacetona fosfato (DHA fosfato) pela enzima glicolitica dihidroxiacetona quinase
e, em seguida, convertida no produto intermediario piruvato através da glicolise. Nesta
rota a maioria dos produtos de valor agregado € gerada, tais como, etanol, acido latico,

acido aceético, acido butirico e outros.

A maioria das pesquisas tem se concentrado na bioconversdo do glicerol em
H2 e 1,3-propanodiol (PD) (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009). Durante a
fermentacdo escura oxidativa do glicerol, o H2 pode ser gerado como subproduto
juntamente com acidos organicos e alcoois. Na fotofermentagao do glicerol, produtos
intermediarios (acidos orgéanicos e etanol) podem ser metabolizados para formar
hidrogénio (XIAO, 2017). As equagdes estequiométricas que mostram o rendimento

de hidrogénio durante a bioconverséao do glicerol sdo apresentadas abaixo.

i. Fermentacao escura:

C3Hg0O; + H,0 - CH;COOH + CO, + 3H, (16)
2C3Hg05 — C,Hg0, + 2C0, + 4H, (17)
2C3Hg03 = C4H,,0 + 2C0, + H,0 + 2H, (18)
C3HgO3 = C,Hg0 + CO, + H, (19)

i. Fotofermentacao:
C;Hg0O; + 3H,0 - 3C0, + 7H, (20)

Como evidenciado nas Equacgdes (16) a (20), o rendimento de H2 proveniente
do glicerol por meio da fotofermentacéo é consideravelmente superior ao obtido pela
fermentacao escura. Isso se deve a oxidagao incompleta na fermentacao escura, que
resulta na producdo de acidos organicos como subprodutos indesejados. Dessa
forma, a fotofermentagao do glicerol se mostra mais vantajosa para a produgao de Hz

em comparacao a fermentacio escura.
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3.3.6.2 Glicose como substrato

A glicose (CsH1206) € um carboidrato simples faciimente biodegradavel, sendo
por esse motivo utilizada como substrato modelo na producéo biolégica de hidrogénio.
No entanto, fontes puras de carboidratos representam matérias-primas caras para
producdo de H2 em grande escala, tornando-se viaveis apenas quando baseadas em
fontes renovaveis e de baixo custo (KAPDAN; KARGI, 2006).

Muitos fluxos de residuos agroindustriais; residuos de cervejarias, residuos da
industria de laticinios e efluentes de muitas fabricas de processamento de alimentos
contém quantidades apreciaveis de acgucares simples, mono e dissacarideos. Os
monossacarideos sao diretamente utilizaveis para a produgcdo de hidrogénio por
muitos organismos que também sao, obviamente, geralmente capazes de converter
os dissacarideos em seus componentes hexoses e pentoses (KESKIN; ABO-
HASHESH; HALLENBECK, 2011).

Em comparacdo com a fermentacéo escura, a producao fotofermentativa de
hidrogénio destaca-se pela obtengao de niveis significativamente elevados desse gas
(CHEN et al., 2011). Enquanto a estequiometria das reagdes no processo de
fermentacdo escura é tal que se produz muito menos hidrogénio, Equacdes (16) a
(19), a producao tedrica deste gas por fotofermentacao a partir de 1 mol de glicose é
de 12 mol, conforme a reagao mostrada na Equacao (21) (REUNGSANG et al., 2018).

luz (21)
C¢H,,06 + 6H,0 — 12H, + 6C0,

3.3.7 Efeito da fonte de luz e distribuigcao espectral

A questao mais importante no processo de fotofermentacdo se correlaciona
com a luz; especificamente, intensidade da luz, fontes de luz e distribuicdo de luz. O
emprego eficiente da luz é essencial, pois a sintese de ATP em organismos
fotossintéticos € um processo dependente da luz. Uma quantidade substancial de ATP
€ necessaria para impulsionar o transporte de elétrons no processo de fixagdo de

nitrogénio e, por conseguinte, na produgao de hidrogénio (AKKERMAN, 2002).
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A composicéo de pigmentos em bactérias PNS influencia a escolha do espectro
e da intensidade da fonte de luz utilizada em fotobiorreatores. Os dois principais
grupos de pigmentos em bactérias PNS sao as bacterioclorofilas e os carotenoides
(GADHAMSHETTY et al.,, 2011). O espectro de absor¢cdo das bactérias purpuras
(Figura 5) abrange as duas extremidades do espectro visivel. Os carotenoides
absorvem a radiagao entre 450 e 550 nm, dando ao espectro a tipica forma de “trés
dedos”. As bacterioclorofilas (BChls) absorvem em 590, na regido do visivel, e em
800, 850 e 880 nm, na regido do infravermelho préximo. Os picos em 850 e 880 nm
geralmente se fundem em um pico maior, com o0 maximo em um comprimento de onda
intermediario entre eles, embora ombros possam ser observados ocasionalmente
(LOACH; PARKES-LOACH, 2009).

Figura 5 — Espectro de absorgéo tipico das bactérias PNS. Os maximos de absorgao
indicados com * s&o devidos aos carotenoides, enquanto *x indicam os maximos de
absorgao devido as bacterioclorofilas.
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Fonte: Adessi e De Phillippis (2014).

O conhecimento preliminar da composigao dos pigmentos é, portanto, um ponto
de partida na escolha da fonte de luz. Quando se utiliza luz artificial, as fontes de luz
mais utilizadas s&o as lampadas de tungsténio, pois seu espectro de emissao cobre
todo o espectro de absor¢ado das bactérias PNS (ADESSI; DE PHILIPPIS, 2014).
Particularmente importante é a alta emisséo no infravermelho proximo, onde esta
localizado o maximo de absor¢do das bacterioclorofilas. Lampadas halégenas

também sdo empregadas com frequéncia nesse contexto.
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Outras fontes de luz artificiais usadas na fotofermentacéo incluem lampadas
fluorescentes, lampadas de iodetos metalicos, fibras 6pticas, diodos emissores de luz
e radiagdes fotossinteticamente ativas (PARs) (BASAK et al., 2014). A eficiéncia na
conversédo de eletricidade em luz varia entre as diversas fontes de luz, sendo LEDs,
ldampadas fluorescentes e incandescentes/halégenas as fontes, respectivamente, em
ordem  decrescente de  eficiéncia (GADHAMSHETTY; SUKUMARAN;
NIRMALAKHANDAN, 2010). Como as lampadas com filamento de tungsténio,
especialmente as incandescentes, sao fontes de luz de alto consumo energético, uma
alternativa interessante é oferecida pelos diodos emissores de luz (LEDs). Kawagoshi
et al. (2010) afirmam que os LEDs tém uma vida util que varia entre 20.000 e 30.000
h, enquanto uma lampada de tungsténio dura de 1.000 a 2.000 h, e preveem uma
reducao de 98% nos custos de energia usando LEDs em substituicdo as de lampadas

de tungsténio.

A utilizacdo da luz solar, embora proporcione uma produgado sustentavel e
econdmica de hidrogénio, enfrenta a limitagdo imposta pela variacdo diurna da
iluminagao solar quando essa é a unica fonte de energia. A localizagao geografica e
os padrdes sazonais também determinam a duragdo média em que a intensidade
luminosa € suficientemente alta para sustentar a producdo de hidrogénio
fotofermentativo. Na auséncia de energia luminosa, as bactérias PNS metabolizam os
componentes celulares para obter energia de manutengao, reduzindo a densidade
celular (GADHAMSHETTY; SUKUMARAN; NIRMALAKHANDAN, 2010). Portanto, o
desenvolvimento de um sistema de iluminagao integrando fontes solares e artificiais €
necessario, o que tem implicagdes na necessidade de pesquisas adicionais baseadas

em luz artificial para a produgéo de hidrogénio fotofermentativo.


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/light-emitting-diode
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados nos procedimentos

experimentais e a metodologia analitica.

Este trabalho foi conduzido no Nucleo de Processos Biotecnologicos (NUCBIO)
da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
(FEQ/UFU). Com o intuito de compilar a investigacdo, a Figura 6 apresenta um
fluxograma simplificado das etapas para produg¢ao de hidrogénio em escala reduzida

e ampliada.

Figura 6 — Esquema simplificado das etapas envolvidas na producao de hidrogénio em
escala reduzida e ampliada.

Cultivo dos indculos
( R. capsulatus e R rubrum
em meio RCV)

Escala reduzida ( 50 mL)
Substratos GllcerolfGllcose

LED -
branco frio branco frio e NIR

Escala Ampliada (1,5 1)
(Substrato — Glicose)

Fonte: O Autor (2024).

4.1 Microrganismos

As cepas utilizadas nos ensaios de fotofermentagdo foram as bactérias

purpuras nao sulfurosas (PNS) Rhodobacter capsulatus DSM 1710 e Rhodospirillum
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rubrum DSM 467 (Figura 7), adquiridas da cole¢ao alema de microrganismos e cultura

de células - DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Culture).

Figura 7 — Micrografias das bactérias PNS utilizadas neste estudo. (a) Rhodospirillum
rubrum DSM 467; (b) Rhodobacter capsulatus DSM 1710.

Fonte: O Autor (2024).

O meio de cultura utilizado para a manutencao das bactérias fotossintetizantes
foi o meio basal RCV, conforme descrito por Weaver et al. (1975). Esse meio foi
preparado pela dissolugdo dos compostos relacionados na Tabela 4 e na Tabela 5 em

agua deionizada.

Tabela 4 — Composicio do meio RCV proposto por Weaver, Wall e Gest (1975).

Reagente Concentragao (g/L)
Acido Malico - C4HeOs 4,02

Fosfato de potassio monobasico - KH2PO4 0,60

Fosfato de potassio dibasico - K2HPO4 0,90

Sulfato de magnésio - MgS04.7H20 0,12

Cloreto de calcio - CaCl2.2H20 0,075

Glutamato monossédico — CsHsNOsNa 1,31

EDTA sal dissodico - C1oH14N2Na20sg.2H20 0,02

Tiamina 0,001

Micronutrientes 1,0 mL
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Tabela 5 — Composicéo da solugao de micronutrientes utilizada no meio RCV proposto por
Weaver, Wall e Gest (1975).

Reagente Concentragao (g/L)
Acido bérico - H3BO3 2,80
Sulfato de manganés - MnS0O4.H20 1,59
Molibdato de sédio - NaMoO4.2H20 0,75
Sulfato de zinco - ZnS04.7H20 0,24
Cloreto de cobre (Il) - CuCl2.2H20 0,05

Apos a dissolugdo dos reagentes, o meio teve o pH ajustado para 6,8 + 0,2
utilizando HCI P.A. 37% e NaOH P.A. (micropérolas) e, em seguida, foi esterilizado
em autoclave a 121°C e 1 kgf/cm? por 20 min. Apds o resfriamento até a temperatura
ambiente, a tiamina foi adicionada, e as bactérias foram cultivadas separadamente,
em frascos schott de 500 e 1000 mL de capacidade, sendo purgadas com gas argdnio
por 3 minutos para manter a condi¢cao de anaerobiose. No periodo de 10 a 15 dias o
repique das culturas foi realizado, descartando-se aproximadamente metade do
volume de inéculo e substituindo-o por meio basal RCV fresco. Os frascos de cultura
foram mantidos em uma incubadora sob temperatura de 30 + 2 °C e iluminagao de
2500 lux.

4.2 Substratos

Os substratos empregados nos ensaios fotofermentativos foram glicose e
glicerol de padrao analitico. A concentragéo inicial dos substratos foi de 10 g/L,
escolhida de acordo com a literatura (PIO; SILVA; CARDOSO; BATISTA, 2023;
MACHADO; MOREIRA; BATISTA; FERREIRA; CARDOSO, 2018; LO; CHEN;
HUANGC; YUAN; CHANG, 2013). O meio fermentescivel utilizado nos experimentos
de fotofermentacdo, designado RCV modificado, foi preparado pela dissolugéo dos
reagentes do meio basal RCV e acrescentando o substrato de interesse. No entanto,
o acido malico foi suprimido da formulagao original do meio RCV, uma vez que o

objetivo foi estudar exclusivamente a glicose e o glicerol como fontes de carbono.
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4.3 Fontes de luz

Neste estudo, foram empregadas as distintas fontes de iluminag&o: (a) Um
arranjo composto por quatro lampadas LED tubulares - 60 cm, com iluminag&o branca
fria (6500 k) e intensidade luminosa de 3500 lux (25 W/m?); (b) Um painel de LED NIR
(60 cm x 48 cm, 40 x 1 W) com pico de emissdo no comprimento de onda de 850 nm,
lentes com angulo de abertura de 30° e intensidade luminosa de 100 W/m?; (c) O
Sistema LED — Luz branca fria + NIR, composto pelo fornecimento simultdneo das
fontes de iluminacéo (a) e (b); e (d) Arranjo misto em estrutura circular, composto por
4 segmentos de 1 m de fita LED (5050, branca fria) com intensidade luminosa total de
7000 lux (50 W/m?), intercalados com diodos emissores de luz NIR (40 x 1 W, A= 850
nm). Os componentes emissores de radiacdo NIR foram equipados com lentes de
angulo de abertura de 30°, conectados em série e forneceram uma intensidade

luminosa de 100 W/m?Z.

Os sistemas de diodos emissores de luz NIR foram alimentados pela fonte de
alimentacao digital ajustavel - EMG 18134. A intensidade luminosa e a radiagao global
foram verificadas usando um radiémetro (Solar Light, modelo PMA 2100) com sensor
visivel (400 — 700 nm) e um piranémetro (Hukseflux, modelo SR05 — D2A2, faixa de
285 — 3000 nm).

A escolha dos fotoparametros como, fontes de iluminagao, intensidade
luminosa e comprimento de onda, justificam-se através das diversas pesquisas
realizadas com produgéo de biohidrogénio fotofermentativo (ZHANG et al., 2023; MA
et al.,, 2021; ZHANG et al., 2021; ZHANG et al., 2020; JIA et al., 2021; TURON;
ANXIONAZ-MINVIELLE; WILLISON, 2018; GADHAMSHETTY; SUKUMARAN;
NIRMALAKHANDAN, 2010).

4.3.1 Caracterizagao espectral das fontes de luz

Os diodos emissores de luz foram caracterizados com o auxilio de uma esfera
integradora de 2 polegadas de didmetro, fabricada pela empresa Thorlabs, combinada
com uma fonte de luz SLS201L/M com espectro de 360-2600 nm e um espelho para
direcionar o feixe luminoso. Utilizou-se um espectrometro Ocean Optics HR400 (200-

1100 nm) e o software SpectraSuite para aquisicao dos dados da esfera integradora.
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4.4 Producgao de hidrogénio

O processo fermentativo foi realizado em escala reduzida com reatores
anaerobios de 50 mL (frascos de penicilina) e, em escala ampliada, utilizando um
reator anaerébio de tanque agitado de 1,5 L. Conforme descrito detalhadamente

abaixo.

4.41 Producgao de H2em escala reduzida

A producgéo de H2 foi conduzida em biorreatores de 50 mL (frascos de vidro
cilindricos) com volume de trabalho de 37 mL e em duplicata (FERREIRA et al., 2022).
Os frascos foram inoculados com 5 mL das culturas puras na fase logaritmica tardia
em 32 mL de meio fermentescivel (RCV modificado). Apds a inoculagao, gas argbnio
foi purgado por 3 minutos em cada biorreator, preenchendo assim o headspace (13
mL) e mantendo o sistema em condicdo de anaerobiose. Por fim, os frascos foram
selados com um septo de borracha butilica e uma espessa capsula de aluminio. As
fermentagdes foram conduzidas em incubadora sob temperatura de 30 + 2 °C,
densidade celular inicial de 1 g/L, pH inicial de 6,8 e sob diferentes condi¢cdes de
iluminagao (PIO et al., 2023; AKMAN et al., 2015).

Na Figura 8 esta ilustrada a unidade experimental utilizada para realizar as
fermentagdes em escala reduzida. O monitoramento dos ensaios fotofermentativos foi
realizado pela coleta periddica do biogas produzido e do meio reacional em
biorreatores descartaveis (uso unico para cada intervalo de tempo). O gas produzido
foi coletado através de seringas graduadas previamente acopladas ao sistema e
armazenado em ampolas gasométricas (Construmaq LTDA., Brasil) para posterior
analise de composicdo. Amostras de 10 mL do meio reacional foram retiradas e
centrifugadas durante 12 min a 7730 g para subsequente monitoramento do pH e
avaliagao dos metabdlitos produzidos por meio do sobrenadante, bem como para a
determinacdo da densidade da biomassa pelo método gravimétrico, utilizando o
sedimentado.
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Figura 8 — Unidade experimental dos ensaios de fotofermentagdo em escala reduzida. (1)
ldmpadas LED tubulares - 60 cm, com iluminagao branca fria (6500 k); (2) Aparato de apoio
com os biorreatores de sacrificio (frascos de penicilina); (3) Painel de diodos emissores de

luz NIR (A=850 nm).

Fonte: O Autor (2024).

A Tabela 6 compila as condi¢cdes exploradas durante a pesquisa experimental.
A proposta dos Ensaios (1-6) foi avaliar a produgéo de biohidrogénio empregando os
microrganismos R. capsulatus e R. rubrum, em cultura pura, com glicose (10 g/L)
como substrato e sob as diferentes fontes de luz (LED Branco Frio, LED NIR, Sistema
LED - Luz branca fria e NIR). Analogamente, os Ensaios (7-12) verificaram, nas
mesmas condigdes, a producgdo de hidrogénio bioldgico, entretanto com o glicerol (10
g/L) como substrato.

Tabela 6 — Compilado dos ensaios fotofermentativos em reatores de 50 mL.

Condicao Fonte de luz Substrato Cepa
1 LED branco frio R. capsulatus
2 . R. rubrum

Glicose
3 LED NIR R. capsulatus
4 R. rubrum
5 Sistema LED — R. capsulatus
6 Luz branca fria + NIR R. rubrum
’ LED branco frio R. capsulatus
8 . R. rubrum
Glicerol
9 LED NIR R. capsulatus
10 R. rubrum
1" Sistema LED — R. capsulatus
12 Luz branca fria + NIR R. rubrum
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4.4.2 Producgao de H2 em escala ampliada

Os ensaios realizados em escala ampliada foram conduzidos em reator
anaerobio de tanque agitado (STR) com capacidade de 1,5 L - médulo Fermentador
Tec-Bio-Flex da marca Tecnal (Figura 9). O volume util foi de 700 mL, composto por
635 mL de meio fermentescivel e 65 mL de indculo. O reator foi higienizado com alcool
70% e permaneceu 20 minutos sob incidéncia de luz ultravioleta no fluxo laminar para
garantir condicbes assépticas. Apos a adicdo do meio fermentescivel e inéculo, gas
argonio foi borbulhado por 15 min para garantir a condigdo de anaerobiose e entdo o
reator foi selado. A iluminagao foi fornecida pelo arranjo misto em estrutura circular,
composto por diodos emissores de luz branca fria e NIR, com intensidade luminosa
de 150 W/m?2. A temperatura foi mantida em 32 + 1 °C e a agitagdo mecanica em 130
rom. As condicdes de operagao no reator STR foram baseadas em estudos anteriores
conduzidos pelo grupo de pesquisa do NUCBIO (FERREIRA et al., 2022; MOREIRA
et al.,2022; SILVA et al., 2019; MACHADO et al.,2018).

O monitoramento do processo fotofermentativo ocorreu por meio da coleta
periodica de amostras. O biogas produzido foi quantificado através de uma coluna de
deslocamento de agua. Paralelamente, amostras do biogas foram recolhidas a partir
de seringas graduadas de 10 mL e preservadas em ampolas gasométricas
(Construmaq LTDA, Brasil) para posterior analise de producao de hidrogénio. Para o
acompanhamento do crescimento celular, pH e producao de metabdlitos, amostras de
10 mL do meio reacional foram coletadas com o auxilio de seringas. Cada amostra foi
centrifugada durante 12 min a 7730 g. A partir do sobrenadante coletado, realizou-se
a quantificagao do substrato, acidos organicos e etanol mediante cromatografia liquida
de alta eficiéncia. As células separadas apos a centrifugagao foram utilizadas para
analise de concentracao celular por absorbancia. O pH inicial do meio fermentescivel
foi de aproximadamente 6,8, e ao longo dos ensaios permitiu-se sua reducgao até o
valor de 5, sendo essa diminuigao controlada pela adigdo de solugédo de NaOH (2 M).

A producgédo de hidrogénio em escala ampliada foi realizada com glicose PA
como substrato na concentracdo inicial de 10 g/L. De modo a manter o volume
reacional e ajustar a concentragao para 10 g/L apds ser detectado o consumo deste
substrato, a adicao peridédica de uma solucédo concentrada de glicose foi realizada.
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Figura 9 — Fotofermentagdo em Escala Ampliada.
(a) Unidade experimental dos ensaios de fotofermentagdo em escala ampliada, sendo:

1 — Banho termostatizado da marca Tecnal modelo TE-2005; 2 — Medidor do volume de
biogas (coluna de deslocamento de agua); 3 — Reator STR de 1,5 L com estrutura de
iluminagéo; e 4 — Mddulo controlador de agitagdo mecanica. (b) Arranjo de iluminagéo em
estrutura circular — Diodos emissores de luz branca fria e NIR.

Fonte: O Autor (2024).

4.5 Métodos analiticos
4.5.1 Quantificacao do crescimento celular

A quantificagdo do crescimento celular foi feita pela analise de absorbancia do
meio fermentativo, utilizando o espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo UVmini-
1240 no comprimento de onda de 660 nm (AKMAN et al., 2015; RODOLFO;
GRAMMEL, 2012). As analises foram realizadas em duplicata, sendo convertidas em
concentragdo de células (g/L) por meio de curvas de calibracdo previamente
estabelecidas. Essas curvas correlacionam a leitura de absorbéncia com a massa
seca de ceélulas, sendo esta ultima baseada no método gravimétrico de analise,

conforme descrito pela American Public Health Association (APHA, 2005).

Para construir as curvas de calibragao, amostras de 30 mL (em triplicata) foram
retiradas da solugdo mae da cepa de interesse e centrifugadas a 7730 g por 12 min.
O sobrenadante foi descartado e o procedimento repetido com agua destilada. Os
sedimentos obtidos foram transferidos para cadinhos previamente tratados

termicamente em mufla (3 horas em 550 °C) e pesados. Posteriormente, os cadinhos
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foram levados a estufa a 105 °C até atingir peso constante e, em seguida, realizou-se
a pesagem dos cadinhos com a massa seca. Para a determinagdo da massa de
sélidos volateis, os cadinhos com massa seca foram levados a mufla a 550°C durante
30 min. Apds resfriamento em dessecador, foram pesados e a partir da massa de
solidos e do volume da amostra, foi obtida a concentracao de células em gSV/L. Em
paralelo, aliquotas foram coletadas da mesma solugdo mae e preparadas em
diferentes diluicbes, na qual para cada uma das solu¢des diluidas fez-se a leitura da
absorbancia. Para o branco foi usado agua destilada. As curvas de calibragao
(concentragdo de sélidos volateis de células versus absorbancia) das cepas R.

capsulatus e R. rubrum estao apresentadas no Apéndice A.

4.5.2 Determinacao do pH

A afericdo do pH foi realizada com o auxilio de um pHmetro digital BEL
ENGINEERING, modelo W3B. O equipamento possui um eletrodo de vidro para

medigcao de pH, previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4 e pH 7.

4.5.3 Quantificagao de glicerol, glicose e metabdlitos

A quantificacdo de glicerol, glicose, acidos orgéanicos e etanol foi obtida por
meio da cromatografia liquida de alto desempenho, conforme descrito por Moreira et
al. (2022). Utilizou-se o equipamento HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) marca Shimadzu, modelo LC-20A Pronience, equipado com coluna
SUPELCOGEL C-610H. O acido fosférico (0,1 % v/v) foi utilizado como fase movel,
com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32°C e volume de injecao de 20 pL.
As amostras foram diluidas, filtradas (membrana 0,22 um) e injetadas no
equipamento. As leituras de agucar e alcoois foram determinadas por um detector de
indice de refragédo, enquanto os acidos organicos foram identificados por um detector
ultravioleta no comprimento de onda de 210 nm. As areas obtidas nos cromatogramas
para cada composto foram convertidas para concentragdes em g/L por meio de curvas

de calibracao previamente estabelecidas.
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4.5.4 Quantificagao de hidrogénio

A concentragao do hidrogénio produzido foi determinada pela inje¢ao do biogas
no Cromatografo Shimadzu modelo GC-2014, constituido por um detector de
condutividade térmica, um forno e uma coluna capilar Carboxen 1010 (comprimento
de 30 m e didmetro interno de 0,53 mm), conforme descrito por Pio et al. (2023). As
temperaturas de operagédo do injetor, da coluna e do detector durante as analises
foram 230°C, 30°C e 230°C, respectivamente. O argbnio foi utilizado como gas de
arraste a 15 mL/min. O tempo de analise foi de 28 + 2 minutos, sendo que o pico do
hidrogénio foi formado em aproximadamente 1,6 min. A area fornecida neste tempo

foi utilizada na curva de calibragdo do equipamento para quantificacao de Ha.

4.5.5 Conversao e produtividade de hidrogénio

O rendimento (conversdao) em mol de hidrogénio por mol de substrato

consumido foi calculado segundo a Equacéo (22).

mol de H, produzido (22)
mol de substrato consumido

Conversao =
O célculo da taxa de producao de hidrogénio foi feito utilizando-se a Equagao

(23).

Quantidade de H, produzido (mmol) (23)
Volume reacional (L).tempo de fermentacio(dia)

Produtividade =

4.5.6 Producao acumulada de hidrogénio

A equacao de Gompertz modificada (Equagéo 24) foi utilizada para ajustar os
dados experimentais de produgcdo cumulativa de hidrogénio (ensaios em escala
ampliada) e determinar os parametros cinéticos Hmax, Rmax € A, utilizando o software
Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). A escolha deste modelo se deu devido

a sua ampla aceitagao e uso para descrever o progresso cumulativo da produgao de
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hidrogénio em batelada (PO et al., 2023; XIE et al., 2012; ARGUN; KARGI: KAPDAN,
2008).

H(t) = P.exp {—exp [% A—1t) + 1]} (24)

Onde: H é a produgédo acumulada de hidrogénio (mmol), P é o potencial maximo de
producéo de hidrogénio (mmol), Rm é a taxa maxima de produgdo de hidrogénio
(mmol.h"), t é o tempo de fermentacgéo, A é o tempo da fase /ag (h) e e € o nimero de

Euler (valor aproximado de 2,718218).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico serdo detalhados os resultados obtidos nos ensaios de
fermentacdo fotoinduzida quando expostos a diferentes regides do espectro
eletromagnético, bactérias fotossintetizantes e fontes de carbono. Além disso, a

caracterizacao dos diodos emissores de luz foi descrita.

5.1 Especificagdo dos diodos emissores de luz

A caracterizacdo espectral da iluminagdo fornecida pelas lampadas LED
tubulares branca fria (temperatura de cor de 6500 K) pode ser visualizada na Figura
10. Nota-se a ocorréncia de luminosidade somente no espectro visivel (400 — 700 nm),
com picos de intensidade luminosa nos comprimentos de onda 450 e 550 nm. A banda
espectral com pico em 450 nm compreende a regido do azul, enquanto a do pico em

550 nm compreende as regides da luz amarela, laranja e principalmente do verde.

Figura 10 — Espectro de luz da LED branca fria.
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O espectro de emissao dos diodos emissores de luz infravermelha préoxima
(LED NIR) é apresentado na Figura 11. Observa-se a presenga de radiagao

eletromagnética somente na regido do infravermelho proximo, com o espectro



CAPITULO 5 — Resultados e Discuss3o | 38

caracterizado por uma unica banda estreita em torno de um pico de emissdo em 850

nm.

Figura 11 — Espectro de luz da LED NIR.
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O espectro de iluminacdo do arranjo composto pelo sistema LED — luz branca
e NIR pode ser visualizado na Figura 12. Observa-se que os picos de emisséao de luz
no visivel (450 e 550 nm) e infravermelho (850 nm) corroboram com a absorgao dos
pigmentos carotenoides e bacterioclorofila, respectivamente, do espectro de absor¢ao

in vivo tipico das bactérias PNS (Figura 5).

Figura 12 — Espectro de luz das fontes combinadas.
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5.2 Ensaios de producao de H2 em escala reduzida

Estes ensaios foram realizados em reatores de 50 mL e avaliaram a produgao
de biohidrogénio fotofermentativo sob diferentes condicdes com as cepas R.
capsulatus e R. rubrum em culturas puras. Testou-se a influéncia das iluminagdes
LEDs branca fria e infravermelha proxima, individualmente e concomitantemente, bem
como do meio fermentescivel contendo glicose ou glicerol em grau analitico, como

fontes de carbono na concentracéo de 10 g/L.

5.2.1 Fotofermentacées sob diferentes arranjos de iluminagéao e

suplementadas com glicose

Na primeira etapa do trabalho, a influéncia de diferentes diodos emissores de
luz na produgdo de hidrogénio foi estudada perante as cepas R. rubrum e R.
capsulatus, quando inoculadas em meio contendo glicose como fonte de carbono. Os

ensaios tiveram duragao de 264 h.

5.2.1.1 Ensaios 1 e 2: lluminacgao LED branca fria

Nos Ensaios 1 e 2 avaliou-se a influéncia da iluminagdo LED branca fria na
producao de hidrogénio empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum,
respectivamente. A Figura 13(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao

Ensaio 1 e a Figura 14(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 2.

Na Figura 13a pode ser visualizada a concentragdo celular da cepa R.
capsulatus correlacionada com o consumo do substrato ao longo do processo
fotofermentativo. A concentragdo da biomassa celular aumentou de 1 g/L para 1,33
g/L em 24h de ensaio e manteve-se na faixa de 1,33 a 1,42 g/L até o final do processo.
A glicose foi consumida em cerca de 45%. Na Figura 14a visualiza-se o crescimento
celular da cepa R. rubrum de 1 g/L para 1,37 + 0,005 g/L em 24h de fermentagao e a
permanéncia da concentragao celular posteriormente em uma faixa de concentragéao
de 1,48 a 1,38 g/L. Comparativamente a cepa R. capsulatus, o consumo de glicose
pela cepa R. rubrum foi maior, sendo ele de aproximadamente 54%. De acordo com

Koku et al. (2002), quando um substrato de carbono orgéanico é fornecido a bactéria,
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ele é parcialmente consumido para a biossintese, o0 que corrobora com os perfis de

crescimento celular versus consumo de substrato aqui demonstrados.

Figura 13 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracdo de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A) e butirico (V) para R. capsulatus.
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Conforme Figura 13b a produtividade de hidrogénio para R. capsulatus se
despontou apds 96h de processo atingindo um pico de 17,57 + 0,6 mmol Hz2/L.dia e
um rendimento maximo de 6,12 mol Hz/mol de glicose consumida, apés 168 h de
fermentacdo. De acordo com a Figura 14b, a produtividade de hidrogénio para R.
rubrum evoluiu de forma mais acentuada apos 120h e atingiu um pico de 17,10 £ 0,5
mmol Hz/L.dia e um rendimento maximo de 6,2 + 0,08 mol Hz/mol de glicose
consumida, mais tardiamente que a cultura R. capsulatus, em 192h de
fotofermentacéo. Esses dados nos permitem concluir que ambas as cepas produziram

hidrogénio n&do associado ao crescimento bacteriano e apresentaram perfis de

40



CAPITULO 5 — Resultados e Discussado

produtividade e conversdo semelhantes. No entanto, a R. capsulatus produziu
hidrogénio com maior celeridade, enquanto a R. rubrum apresentou uma queda de
produtividade menos acentuada. Esses comportamentos possivelmente estéo
associados aos perfis da rota metabdlica butirica (Figuras 13d e 14d), produtora de
hidrogénio.

Figura 14 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (¥); (b)

produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propibnico (A ) e butirico (V) para R. rubrum.
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Os perfis de pH conforme apontado pela Figura 13c e Figura 14c diminuiram
ao longo dos ensaios, sendo ao final de 3,93 para o Ensaio 1 e 4,06 para o Ensaio 2.
A reducao de pH esta relacionada com o aumento da concentragcdo de acidos
organicos (Figura 13d e Figura 14d), formados durante o processo fermentativo. Em
relacdo a composicao destes metabdlitos, observa-se a formacédo de acido latico,
aceético, propidnico e butirico em ambos os testes e com concentracdes apds 264h de
fotofermentacéao respectivamente de, 1,1 £ 0,07, 0,37 £ 0,02, 0,05+ 0,01 € 0,66 £ 0,03
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g/L para o Ensaio 1 e 0,66 £ 0,06, 0,25 £ 0,07, 0,1 £ 0,02 e 1,31 £ 0,08 g/L para o
Ensaio 2. Logo, em ambos 0s ensaios ndo houve a oxidagao completa da glicose em
H2 e CO2, uma vez que houve a produgéo de acidos organicos com o consumo do
carboidrato. Além disso, observa-se que, em ambos 0s ensaios, a produtividade e
conversao aumentaram de forma mais acentuada no periodo de formagéao do acido
butirico. Assim, conforme a Equacgao 6, sugere-se que a produgao de biohidrogénio

nesses experimentos se correlacionou principalmente com a formagao desse acido.
5.2.1.2 Ensaios 3 e 4: lluminagao LED NIR

Os Ensaios 3 e 4 foram realizados para avaliar a influéncia da iluminacao do
espectro infravermelho proximo (LED NIR, A=850 nm) na produgéo de hidrogénio
empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente. A Figura
15(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 3 e a Figura 16(a-d)

apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 4.

De acordo com a Figura 15a a biomassa celular da cultura R. capsulatus
cresceu 61% do seu valor inicial apés 48h e manteve-se em fase estacionaria até
192h, em seguida houve um declinio em sua concentragdo que permaneceu
constante até o final do processo em cerca de 1,47 = 0,008 g/L. O carboidrato foi
consumido até o final da fase estacionaria e permaneceu com sua concentragdo em
6,58 £ 0,03 g/L ao final da fermentacgao fotoinduzida. Na Figura 16a visualiza-se um
crescimento menos pronunciado para a R. rubrum, atingindo um maximo de 53% do
seu valor inicial em 48h. A partir de 96h o crescimento celular foi estabilizado em 1,45
1+ 0,02 g/L. O consumo de glicose foi mais acentuado nas primeiras 120h, apds isto

ocorreu vagarosamente até atingir a concentracgao final de 7,08 g/L.

Ao compararmos os resultados de crescimento celular e consumo de substrato
obtidos nas diferentes iluminacdes percebe-se que, embora tenha ocorrido um maior
consumo de substrato pelas bactérias sob iluminacdo LED branca fria, a biomassa

cresceu mais sob iluminagdo LED NIR.
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Figura 15 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (V);
(b) produtividade (m) /conversao (V¥); (c) pH; (d) concentracdo de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ) e butirico (V) para R. capsulatus.
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Estudos anteriores concluiram que, em comparagao com a luz visivel, a luz
infravermelha aumentou a concentragcdo de biomassa das bactérias purpuras nao
sulforosas (YU et al., 2022; ZHU; PENG; MA, 2019). Isso possivelmente se deve ao
fato da banda espectral NIR estar na faixa de comprimento de onda de absorgao do
pigmento bacterioclorofila (800—900 nm), que é utilizado pelas bactérias purpuras nao
sulforosas para captura de energia luminosa (GADHAMSHETTY; SUKUMARAN;
NIRMALAKHANDAN, 2010). Desta forma, uma maior quantidade de energia luminosa

pode ter sido convertida em energia quimica para a biossintese das bactérias.

Em relagdo a produtividade de hidrogénio e converséo de substrato, o Ensaio
3 obteve desempenho superior. Observa-se na Figura 15b produtividade e conversao
maximas de 3,61 £ 0,27 mmol Hz/L.dia e 0,96 + 0,02 mol H2/mol de glicose consumida,
respectivamente, no tempo de 72h. Em contrapartida, na Figura 16b nota-se
produtividade e conversdo maximas para o Ensaio 4 de 1,09 £ 0,09 mmol Hz/L.dia e
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0,37 £ 0,02 mol Hz/mol de glicose consumida, respectivamente, em 120h de
fotofermentagdo. A cultura R. capsulatus nesta condi¢gdo de iluminacdo além de
crescer mais, se demonstrou 3,3 vezes mais produtiva e em menos tempo que a da
R.rubrum. Isto nos demonstra que, a fotofermentacdo somente sob o efeito do

infravermelho proximo e com glicose como fonte de carbono € mais efetiva quando

empregada a R. capsulatus.
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Figura 16 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A) e butirico (V) para R. rubrum.
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Na Figura 15c e Figura 16¢ nota-se o decaimento do pH devido a produg&o dos
metabdlitos acidos, atingindo um valor final no Ensaio 3 de 3,94 e no Ensaio 4 de 4,14.
Em nenhum dos ensaios houve a producido do metabdlito acido butirico e em ambos
o acido predominante foi o latico (Figura 15d e Figura 16d). Os valores obtidos para o

referido acido foram de 2,3 £ 0,04 e 1,93 g/L para os Ensaios 3 e 4, respectivamente.
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Conforme estequiometria das Equacgdes 5-8, o Unico acido presente associado a
producéo de Hz nestes experimentos foi o acético, que atingiu concentragdes de 0,62
g/L no Ensaio 3 e 0,35 g/L no Ensaio 4. A maior quantidade deste acido no Ensaio 3

reafirma o melhor rendimento obtido por este experimento.

5.2.1.3 Ensaios 5 e 6: Sistema de iluminagao LED - Luz branca fria + NIR

Nos Ensaios 5 e 6 a influéncia da iluminagdo simultdnea do espectro visivel
(LED branco frio) e infravermelho (LED NIR, A=850 nm) na produgdao de Ho,
empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente, foi
avaliada. Os resultados do Ensaio 5 estdo representados nas Figura 17(a-d),

enquanto os resultados do Ensaio 6 estdo apresentados nas Figura 18(a-d).

Conforme as Figura 17a e Figura 18a os perfis de crescimento das bactérias
R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente, foram semelhantes e a fase exponencial
ocorreu nas primeiras 72h de fotofermentacdo. Ao final de 264h, o Ensaio 5
apresentou uma concentragao celular de 1,47 + 0,03 g/L, enquanto o Ensaio 6
registrou uma concentragao celular de 1,53 + 0,04 g/L. O consumo de glicose foi maior
no Ensaio 6, atingindo uma concentragao final de 2,52 + 0,07 g/L, correspondente a
um consumo de aproximadamente 75% do substrato. No ensaio 5, além do menor
consumo de substrato, que foi de 68%, este se tornou pouco significativo apés 168h,

evidenciando-se uma concentracao final de glicose de 3,18 £ 0,09 g/L.

Os resultados da producdo de hidrogénio e conversdao do substrato séo
apresentados na Figura 17b e Figura 18b. No Ensaio 5, a produtividade de hidrogénio
ocorre de forma significativa apds 96h, atingindo um maximo de 44,81 + 0,15 mmol
H2/L.dia em 168h. Apds esse ponto, a produtividade apresentou uma tendéncia de
queda até o fim do experimento, atingindo o valor de 21,73 + 0,7 mmol H2/L.dia. A
conversao seguiu o perfil da produtividade, sendo o seu maximo de 9,01 + 0,16 mol
H2/mol de glicose consumida, o que corresponde a 75% da conversao maxima teorica.
O Ensaio 6 também despontou a produtividade apds 96h, havendo um primeiro pico
de produtividade de 38,78 + 0,6 mmol Hz/L.dia em 120h e um segundo pico de 39,67
mmol Hz/L.dia em 168h. A tendéncia de queda ocorreu apds 192h, encerrando o
experimento em 26,84 + 0,66 mmol Hz/L.dia. A conversao maxima obtida foi de 9,46

mol H2/mol de glicose consumida no tempo de 192 h, e corresponde a
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aproximadamente 79% da conversao maxima teorica. Embora o Ensaio 5 tenha obtido
um maximo de produtividade superior, 0 Ensaio 6 se demonstrou mais factivel, pois
teve uma produtividade de gas sustentada e uma queda inferior de producao até o
final do experimento. Isso resultou em uma maior produtividade média de hidrogénio
durante o processo fotofermentativo, corroborando com a maior conversao de glicose

em hidrogénio também obtida neste ensaio.
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Figura 17 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (V); (b)

produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido

latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A) e butirico (V) para R. capsulatus.
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Assim como nos ensaios anteriores, o pH seguiu uma tendéncia de redugao

associada a produgao de acidos organicos. Na Figura 17c observa-se um pH final de

4,04 e na Figura 18c um pH final de 4,09.
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Figura 18 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicose (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propibnico (A) e butirico (V) para R. rubrum.
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A Figura 17d e a Figura 18d demonstram o comportamento dos metabdlitos
formados ao longo dos experimentos. Em ambos os ensaios, a presenga do acido
butirico aumenta de forma mais pronunciada apds 96h, alinhando-se a notavel
evolugdo na produtividade e conversdo. Ao término dos processos, torna-se o acido
majoritario, com concentrag¢des de 1,90 + 0,03 g/L no Ensaio 5 e 2,67 £ 0,15 g/L no
Ensaio 6. Portanto, a rota metabdlica de produgao de hidrogénio dos ensaios esta

primariamente associada a formacao deste acido, conforme Equacao 6.

5.2.1.4 Consolidado dos Ensaios de 1 a 6

A Tabela 7 apresenta o comparativo dos principais resultados dos Ensaios 1-
6, detalhados nos topicos 5.1.1.1,5.1.1.2 e 5.1.1.3.
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Tabela 7 — Consolidado dos resultados obtidos em escala reduzida empregando a glicose

como substrato e diferentes fontes de luz.

Produtividade Conversao
Fonte de luz Ensaio maxima maxima
(mmol H2/L.dia) (mol Hz/mol glicose)
17,57 £ 0,6
12 6,12
LED — (168h)
Luz branca fria 17,10 £ 0,5
2b 6,2 + 0,08
(192h)
3,61 +0,27
32 0,96 + 0,02
(72h)
LED NIR
1,09 + 0,09
4b 0,37+ 0,02
(120h)
44 81 + 0,15
_ 52 9,01 £0,16
LED - Luz branca fria e (168h)
NIR 39,67
6° 9,46
(168h)

a — Rhodobacter capsulatus.

b — Rhodospirillum rubrum.

Ao analisar os dados da Tabela 7, fica evidente a influéncia significativa do
espectro de luz na fotofermentacao. Esta influéncia pode ser mais bem explicitada por
meio da ANOVA (Anadlise de variancia) aplicada ao Teste de Tukey (Teste de
comparagdes multiplas), em relacdo aos resultados obtidos pelas duplicatas de

produtividade e conversao maxima. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do

software OriginPro® 2018, utilizando um intervalo de confianga de 95%.

Em termos praticos, o resultado do teste de Tukey proporciona uma margem
de igualdade; se a diferenga entre dois tratamentos for maior do que essa margem,
as médias sdo consideradas diferentes. Assim, na Figura 19(a-b), quando as

produtividades e/ou conversdes foram iguais, elas foram rotuladas com a mesma letra

para facilitar a identificagao.
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Figura 19 — Representacao grafica dos principais resultados de producao de hidrogénio
fotofermentativo em diferentes arranjos luminosos e com glicose como substrato. (a)
Produtividade e (b) Conversao. As letras “a,b,c,d,e” quando repetidas indicam médias

estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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BF — Branca fria; NIR — Infravermelho proximo; © — R. capsulatus; R_R. rubrum.

Ao analisar a Figura 19a, nota-se que houve diferenca significativa entre todos
os arranjos de iluminagao, exceto para a iluminagdo branca fria, que apresentou
produtividade maxima estatisticamente igual tanto com a R. capsulatus quanto com a
R. rubrum. A Figura 19b demonstra que em termos de conversao, 0s ensaios com
iluminagdo branca fria foram estatisticamente iguais entre si, bem como os sob
influéncia do sistema LED — branco frio e NIR. A iluminacdo NIR demonstrou diferenca
significativa na converséao de glicose em hidrogénio empregando as diferentes cepas.
Além disso, ao comparar as diferentes fontes de iluminagado, todos apresentaram

diferenca significativa na conversao.

Diante do exposto, nota-se que a produgédo de hidrogénio fotoinduzida pela
iluminagdo simultdnea de diodos emissores de luz branca fria e infravermelho
proximo, com suplementacdo de glicose, se destaca em relacdo as iluminagdes
individualizadas. Embora a maxima produtividade de hidrogénio tenha sido obtida pelo
Ensaio 5, a alternativa mais promissora ocorreu na presenca da cepa R. rubrum
(Ensaio 6). Conforme visto anteriormente (Figura 17b e Figura 18b), enquanto o perfil

de produtividade de hidrogénio do Ensaio 5 apresenta um pico seguido por uma queda
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pronunciada, o perfil do Ensaio 6 sustenta por mais tempo uma elevada produtividade
do gas de interesse. O arranjo de iluminagado deste experimento gerou um efeito
sinérgico, resultando em um aumento de 36,4 vezes na produtividade e 25,6 vezes na
conversao, em comparagao com a condi¢cado de iluminacdo LED NIR para a mesma
bactéria. Estudos anteriores sugerem que algumas partes do espectro de luz visivel
Sa0 essenciais para a cepa alcangar uma alta produgéao de H2 (TIANG et al., 2020).
Somado a isso, de acordo com a pesquisa de Turon et al. (2018), a presenca de luz
visivel aumenta a capacidade das células bacterianas de aproveitar os fotons da parte

NIR do espectro.

A cinética de produtividade foi positivamente influenciada pela iluminacao
infravermelha. Na configuragcdo com maior potencial (LED — Luz branca fria e NIR), o
pico de produtividade do Ensaio 6 ocorreu 72 h antes da condi¢do que também utilizou
a cepa R. rubrum, no entanto, unicamente sob iluminagao branca fria. Além disso,
apesar dos picos de produtividade nos Ensaios 5 e 1 terem sido ambos alcangados
em 168 h, a celeridade associada a radiagao NIR é evidente. Conforme visto na Figura
17b, em 120 h o Ensaio 5 ja demonstrava uma produtividade superior ao Ensaio 1
(Figura 13b).

Uyar e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do comprimento de onda da luz
no crescimento e producdo de hidrogénio com a bactéria PNS Rhodobacter
sphaeroides OU 001. Assim como no presente estudo, os resultados mostraram que
a auséncia da luz infravermelha (750 — 950 nm) gerou um atraso maior na produgéo
de hidrogénio, sendo, neste caso, de 40h em comparagdo com 17 horas para o

fotobiorreator de controle (370 — 1035 nm).

Embora tenham sido observadas as maiores cinéticas de crescimento celular,
o fornecimento unicamente de radiacao infravermelha préxima nao se demonstrou
eficaz para a producédo de biohidrogénio nas condi¢gdes abordadas. Isso porque,
quando comparada com a iluminagao LED branca fria, a produtividade reduziu em
79,5% e 93,6% com a cepas R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente. Sugere-se
que a auséncia do componente visivel foi um fator limitante na conversao de substrato
e produtividade de hidrogénio. Além disso, a queda de producgao de hidrogénio pode
estar associada a predilegao pela rota latica (Equacgao 8), notavelmente estimulada

por esta radiacio.
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Uma diferenga de maior magnitude na produtividade e conversao entre as
cepas estudadas quando expostas somente ao espectro infravermelho proximo foi
observada. Sugere-se que esses resultados estejam associados a uma maior
eficiéncia fotoquimica da cepa R. capsulatus, uma vez que esta bactéria exibe um pico
de absorcao no infravermelho préximo mais compativel com a banda de emissao do
LED NIR utilizado. Segundo Wang et al. (2014), o espectro de absorgao in vivo da
cepa R. capsulatus DSM 1710 apresenta picos de absor¢dao em 803 e 860 nm no
infravermelho proximo. Enquanto isto, a cepa R. rubrum DSM 467 apresenta um unico

pico de absorgao na regiao do infravermelho, em 890 nm (GOBEL, 1978).

Turon e colaboradores (2018) conduziram um estudo de producdao de
hidrogénio fotofermentativo, utilizando diferentes fontes de luz, com a cepa
Rhodobacter capsulatus IR3 e lactato como fonte de carbono. Os resultados
mostraram que a luz NIR usada como unica fonte de luz n&o sustentou eficientemente
a produgédo de H2. Adicionalmente, a presenga de luz visivel aumentou o uso do
comprimento de onda NIR pelas bactérias. Por fim, o fornecimento concomitante do

comprimento de onda visivel e NIR maximizou a producao de hidrogénio.

5.2.2 Fotofermentagcées sob diferentes arranjos de iluminagdo e

suplementadas com glicerol

Como segunda etapa deste trabalho, a influéncia de diferentes diodos
emissores de luz na produgéo de hidrogénio foi estudada perante as cepas R. rubrum
e R. capsulatus, quando inoculadas em meio contendo glicerol, uma fonte de carbono
de estrutura quimica bastante diferente ao do monossacarideo. Os ensaios tiveram
duracao de 456 h.

5.2.2.1 Ensaios 7 e 8: lluminagcao LED branca fria

Nos Ensaios 7 e 8 avaliou-se a influéncia da iluminagao LED branca fria na
producao de hidrogénio empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum,
respectivamente. A Figura 20(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao

Ensaio 7 e a Figura 21(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 8.
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144 horas de ensaio, atingindo uma concentragao de 1,55 £ 0,03 g/L. Posteriormente,
a biomassa manteve-se em fase estacionaria até o final do experimento. O glicerol foi
consumido parcialmente, em cerca de 38%, e somente nas primeiras 288 h de
fermentacdo. Na Figura 21a é possivel observar um crescimento da cultura R. rubrum
mais acentuado e por um periodo mais prolongado que a R. capsulatus, atingindo a

concentragcdo de 1,90 g/L apdés 192h. A partir de 336h o crescimento celular foi

Na Figura 20a pode ser visualizado o crescimento da cultura R. capsulatus até

CAPITULO 5 — Resultados e Discussado

estabilizado em 1,63 g/L. O glicerol foi consumido em cerca de 43,4%.

Figura 20 — Perfil de (a) concentragcao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V) e succinico (¢) para R.
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Figura 21 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V) e succinico (¢) para R.
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Os resultados de produtividade de hidrogénio e conversao do glicerol estao
representados na Figura 20b e na Figura 21b. No Ensaio 7, a produtividade maxima
alcancada foi de 1,96 + 0,12 mmol H2/L.dia em 240 h. Apds esse ponto, observou-se
uma tendéncia de queda na produtividade, chegando a 0,94 * 0,13 mmol H2/L.dia no
final do experimento. A conversdo maxima obtida foi de 0,74 + 0,06 mol H2/mol de
glicerol consumido, apds 192 h de processo. Enquanto isso, o Ensaio 8 obteve uma
produtividade maxima de 2,72 + 0,19 mmol Hz/L.dia com uma conversao de 1,09 +
0,02 mol H2/mol de glicerol consumido, no tempo de 408 h. Embora o pico de
produtividade do Ensaio 8 tenha sido obtido tardiamente em relagdo ao Ensaio 7, a
produtividade deste ensaio, em 240 h, aproximou-se da do Ensaio 7 e, posteriormente,

manteve-se acima até o final do experimento.
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Assim como nos ensaios com glicose, os ensaios com glicerol como fonte de
carbono e iluminagdo LED branca fria resultaram na produgéo de acidos orgénicos,
desencadeando o decréscimo do pH com o tempo. Conforme apontado pela Figura
20c e Figura 21c, o pH diminui de forma significativa somente ap6s 96 h, devido a
baixa quantidade de acidos formados. Ao final, o Ensaio 7 apresentou um pH de 5,11

e 0 Ensaio 8 um pH de 4,94.

Os perfis dos acidos organicos formados podem ser visualizados na Figura 20d
e na Figura 21d. Na Figura 20d observa-se como rota metabdlica preferencial da cepa
R. capsulatus a de produc¢do do acido acético, atingindo uma concentracao final de
0,57 + 0,02 g/L. Os acidos butirico e propidnico também foram gerados, sendo suas
concentracbes finais de 0,40 e 0,12 g/L, respectivamente. Além disso, houve a
producdo de acido succinico a partir de 240 h, metabdlito ndo observado quando
utilizada a glicose como substrato. A producdo desse acido ocorreu apos 240 h e
atingiu a concentragdo maxima de 0,25 + 0,01 g/L no final do processo. A Figura 21d
apresenta uma rota metabdlica preferencial para a bactéria R. rubrum diferente da
demonstrada pela R. capsulatus, sendo a de produg¢ao de acido butirico, atingindo
uma concentragao final de 0,61 + 0,02 g/L. Os acidos latico, acético, propibnico e
succinico também foram produzidos, sendo suas concentragdes finais de 0,18 + 0,02,
0,20 £ 0,02, 0,11 e 0,28 £ 0,03 g/L, respectivamente. Conforme demonstrado pelas
Equacgbes (16-19), a rota metabdlica que produz o acido butirico a partir do glicerol
estd associada a uma maior producdo de hidrogénio, o que corrobora com os

resultados e o consequente melhor desempenho obtido pelo Ensaio 8.

5.2.2.2 Ensaios 9 e 10: lluminagao LED NIR

Os Ensaios 9 e 10 foram realizados para avaliar a influéncia da radiagao do
espectro infravermelho proximo (LED NIR, A=850 nm) na produgéo de hidrogénio
empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente. A Figura
22(a-d) apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 9 e a Figura 23(a-d)
apresenta os resultados correspondentes ao Ensaio 10.
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Figura 22 — Perfil de (a) concentracao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido

latico (m); &cido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V) e succinico (¢) para R.
capsulatus.
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De acordo com a Figura 22a, houve um aumento na concentragido celular da
cultura R. capsulatus de 2 vezes em relagdo ao valor inicial, apés 96 h.
Subsequentemente, ocorreu um pequeno declinio na concentracdo celular e a
bactéria se manteve em fase estacionaria. Ao final do ensaio a concentracdo da
biomassa celular foi de 1,82 g/L. O glicerol foi consumido de modo mais expressivo
nas primeiras 288 h de fermentagdo. O consumo deste alcool foi de 31,5%, o que
corresponde a uma concentracdo final de 6,85 g/L. Na Figura 23a visualiza-se um
crescimento mais pronunciado para a R. rubrum, atingindo 2,2 vezes a concentracao
inicial até o tempo de 144 h. A partir de 240 horas, ocorre um decréscimo na
concentracado de biomassa, que se estabiliza em 336 h e permanece em 1,68 + 0,005

g/L até o final do ensaio. O glicerol foi consumido na mesma proporgao que a cultura
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R. capsulatus, sendo este consumo pela R. rubrum de 31,3%, equivalente a uma

concentracao final de 6,87 g/L.

Figura 23 — Perfil de (a) concentragao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracéo de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V) e succinico (¢) para

R.rubrum.
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Em relagdo a produtividade de hidrogénio e converséo de substrato, o Ensaio
10 obteve desempenho superior. Observa-se na Figura 22b produtividade e
conversdo maximas de 5,71 + 0,3 mmol Hz/L.dia e 3,14 £ 0,08 mol H2/mol de glicerol
consumido, respectivamente, no tempo de 288 h. Em contrapartida, na Figura 23b se
observa uma produtividade maxima de 2,07 + 0,17 mmol Hz/L.dia para o Ensaio 9, em
144h de fotofermentagdo. Posteriormente, a produtividade decaiu sutilmente,
mantendo-se em 1,53 + 0,009 mmol H2/L.dia ao final do processo. Nota-se que a

producao de hidrogénio foi parcialmente associada ao crescimento celular. A
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conversdo maxima foi de 0,85 £ 0,002 mol H2/mol de glicerol consumido, obtida ao
final do ensaio. Essa tendéncia crescente de conversao apos 288 horas ocorre devido
a continuidade da producgao de hidrogénio com uma quantidade minima de substrato

consumido.

O pH para ambos os ensaios seguiu uma tendéncia de queda associada a
produgao de acidos organicos. Na Figura 22c visualiza-se o decaimento do pH até
192 h, mantendo-se, ao final do Ensaio 9, em 5,40. Na Figura 23c identifica-se um
ligeiro decaimento, de um pH inicialmente em 6,85 a um pH de 6,20 ao final do Ensaio
10. O referido fato esta associado ao consumo dos metabdlitos acidos formados

(acidos latico e acético).

A Figura 22d e a Figura 23d demonstram o comportamento dos metabdlitos
formados ao longo dos experimentos. Em ambos os ensaios, o acido predominante
ao final do processo foi o butirico. Na Figura 22d, apds 288 h nota-se o consumo
parcial do acido latico produzido acompanhado da produg¢ao de acido succinico. Ao
final, as concentragbes dos acidos latico, acético, propidnico, butirico e succinico
gerados no Ensaio 9 foram de 0,08 £ 0,01, 0,32, 0,23 £ 0,03, 0,65 + 0,04 e 0,17 g/L,
respectivamente. Na Figura 23d observa-se a produgao e consumo parcial dos acidos
acético e latico e a auséncia de producdo de acido succinico. Ao final, as
concentragcdes dos acidos latico, acético, propidnico e butirico gerados no Ensaio 10
foram de 0,21, 0,25, 0,17 e 0,35 g/L, respectivamente. A maior produgéo de hidrogénio
observado no ensaio com a cultura R. rubrum esta predominantemente vinculada ao
consumo de acido acético, capaz de produzir 4 mol Hz/ mol CH;COOH (Equagao 11).
Nota-se que a maior evolugao na produtividade de hidrogénio ocorre simultaneamente
ao consumo deste acido, indicando que a maior parte da producgao esta indiretamente

relacionada ao glicerol.
5.2.2.3 Ensaios 11 e 12: Sistema de iluminagao LED - Luz branca fria + NIR

Nos Ensaios 11 e 12 a influéncia da iluminagao simultanea do espectro visivel
(LED branco frio) e infravermelho (LED NIR, 2=850 nm) na producdo de Ho2,
empregando os microrganismos R. capsulatus e R. rubrum, respectivamente, foi
avaliada. Os resultados do Ensaio 11 estdo representados nas Figura 24(a-d),

enquanto os resultados do Ensaio 12 estdo apresentados nas Figura 25(a-d).
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Conforme Figura 24a, nesta configuragado experimental a cepa R. capsulatus
cresceu por 96 h, atingindo uma concentragdo maxima de 1,63 £ 0,006 g/L. Apds isto,
houve um declinio da concentragdo que se manteve entre 1,52 e 1,37 g/L até o final
do experimento. O glicerol foi consumido mais expressivamente na fase log de
crescimento bacteriano e a sua concentrag&o ao final do ensaio foi de 7,72 £ 0,09 g/L,

0 que representa um consumo de aproximadamente 23%.

Figura 24 — Perfil de (a) concentracao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)
produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracao de acidos organicos: acido
latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V) e succinico (¢) para R.

capsulatus.
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Na Figura 25a, € possivel observar o crescimento da cepa R. rubrum até 144
horas de experimento, atingindo uma concentragcdo de 1,73 + 0,02 g/L. A fase
estacionaria mantém-se até 240 h. Posteriormente, ocorre um declinio na

concentragcédo da biomassa que atinge 1,37 £ 0,009 g/L ao final do ensaio. O glicerol



foi consumido em cerca de 29,4%, o que equivale a uma concentracao de 7,06 + 0,001

g/L apds 456 h.
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Figura 25 — Perfil de (a) concentragcao celular (m) / concentracao de glicerol (V); (b)

produtividade (m) /conversao (V); (c) pH; (d) concentracédo de acidos organicos: acido

latico (m); acido acético (e); acido propidnico (A ); butirico (V)

e succinico (#) para R. rubrum.
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Os resultados da producdo de hidrogénio e conversdao do substrato sdo
apresentados na Figura 24b e na Figura 25b. O Ensaio 11 obteve seu pico de
produtividade de hidrogénio apds 144 h, sendo este de 1,52 £ 0,11 mmol Hz/L.dia. A
conversao maxima obtida foi de 0,76 + 0,04 mol Hz/mol de glicerol consumido, apos
384h de fermentacgao fotoinduzida. Ja o Ensaio 12 obteve uma produtividade maxima
de 1,76 £ 0,09 mmol Hz/L.dia, em 336 h de processo. A conversao seguiu o perfil da
produtividade, sendo o seu maximo de 0,84 + 0,04 mol Hz/mol de glicerol consumido.

Assim, percebe-se que ambos o0s ensaios alcangaram valores maximos semelhantes,
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porém o Ensaio 11 destacou-se em relagcéo a precocidade, uma vez que atingiu sua

produtividade maxima 192h antes da do Ensaio 12.

De acordo com a Figura 24c, o pH diminuiu mais expressivamente nas
primeiras 144 h e se manteve em 5,15 ao término do experimento. Enquanto isto, na
Figura 25c o pH decresce até 288h. Subsequentemente, um leve incremento ocorre
devido ao consumo de metabdlitos acidos presentes no meio reacional. Desta forma,

ao final, o experimento 12 apresenta um pH de 5,69.

O perfil dos metabdlitos formados pode ser verificado na Figura 24d e na Figura
25d. No Ensaio 11, o metabdlito acido acético foi majoritariamente formado ao longo
de todo o ensaio, apresentando uma concentragao de 0,38 £ 0,04 g/L apds 456 horas.
Além disso, os acidos latico, propidnico, butirico e succinico foram formados ao longo
do experimento, sendo suas concentracdes 0,09 + 0,003, 0,17 £ 0,01, 0,27 ¢ 0,18 %
0,02 g/L, respectivamente, ao final do ensaio. No Ensaio 12 o metabdlito produzido
em maior quantidade foi o acido propidnico, atingindo a concentragdo maxima de 0,41
g/L em 192 horas de fotofermentacdo. Posteriormente, foi parcialmente consumido
até 0,17 g/L ao final do processo. O perfil de produgdo e consumo também foi
observado com o acido acético, sendo sua concentragcdo maxima de 0,37 £ 0,02 g/L
em 240 h e 0,26 g/L ao final do processo. Ademais, os acidos latico, butirico e
succinico foram formados, sendo suas concentracdes ao final do ensaio de 0,07 +
0,001, 0,36 + 0,005 e 0,11 = 0,02 g/L, respectivamente. Nota-se que neste
experimento o periodo de maior evolugao na produtividade de hidrogénio ocorreu com
0 consumo do acido propidnico, que conforme Equacéo 12 pode formar 7 mol Hz/ mol
C3HgO,. Desta forma, evidencia-se uma produgao de hidrogénio dominada pela rota
do acido acético no Ensaio 11 e, no Ensaio 12, pelas rotas dos acidos acético, butirico
e principalmente por uma rota indiretamente associada ao glicerol, a de consumo do

metabdlito acido propidnico.

5.2.2.4 Consolidado dos Ensaios de 7 a 12

A Tabela 8 apresenta o compilado dos principais resultados dos Ensaios 7-12,
detalhados nos topicos 5.1.2.1,5.1.2.2 e 5.1.2.3.
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Tabela 8 — Consolidado dos resultados obtidos em escala reduzida empregando o glicerol
como substrato e diferentes fontes de luz.

o Converséo
Produtividade .
maxima
Fonte de luz Ensaio maxima
(mol Hz/mol
(mmol H2/L.dia) )
glicerol)
1,96 + 0,12
78 0,74 + 0,06
LED - (240h)
Luz branca fria 2,72+0,19
8P 1,09 £ 0,02
(408h)
2,07 +0,17
92 0,85 + 0,002
(144h)
LED NIR
571£0,3
10P 3,14 £ 0,08
(288h)
1,52 + 0,11
112 0,76 £ 0,04
LED — Luz branca (144h)
fria e NIR 1,76 £ 0,09
12 0,84 £ 0,04
(336h)

a — Rhodobacter capsulatus.

b — Rhodospirillum rubrum.

Os dados da Tabela 8 demonstram que a producdo fotofermentativa de
hidrogénio utilizando glicerol como substrato e sob iluminacdo NIR destacou-se em
comparagao as demais condi¢cdes de luminosidade. Este resultado pode ser melhor
compreendido ao se aplicar o teste de Tukey aos resultados de produtividade e
conversdo maxima. Assim como nos Ensaios de 1 a 6, nos Ensaios de 7 a 12 a
interpretacéo do teste de Tukey foi realizada ap6s determinar-se a diferenga minima
significativa pelo software OriginPro® 2018, utilizando a ferramenta ANOVA, que
gerou a comparagao par a par de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Na Figura
26(a-b), quando as produtividades e/ou conversdes foram iguais, elas foram rotuladas

com a mesma letra para facilitar a identificagao.



CAPITULO 5 — Resultados e Discussado

Figura 26 — Representacao grafica dos principais resultados de producao de hidrogénio
fotofermentativo em diferentes arranjos luminosos e com glicerol como substrato. (a)
Produtividade e (b) Conversao. As letras “a,b,c” quando repetidas indicam médias
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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BF — Branca fria; NIR — Infravermelho préximo; © — R. capsulatus; R — R. rubrum.

A Figura 26a demonstra que a iluminacdo branca fria (BF) nao afeta
significativamente a produtividade, independentemente da bactéria empregada. A
mesma auséncia de significancia na produtividade foi observada sob a iluminagao
simultanea de luz branca fria e infravermelho préximo (BF+NIR). A unica fonte de luz
que apresentou diferenga significativa na produtividade com as diferentes bactérias
foi a NIR, destacando-se o ensaio com a R. rubrum (NIRR) em comparagao a todas
as conformacgbes experimentais. O emprego da bactéria R. capsulatus nao afetou
significativamente a produtividade nas diferentes fontes luminosas, enquanto o da
bactéria R. rubrum mudou a produtividade significativamente com a fonte de luz. Em
termos de conversdo, observa-se na Figura 26b que os ensaios sob iluminagao
isolada (BF/NIR) foram significativamente afetados pela mudanga de bactéria. A
iluminagao concomitante de luz branca fria e NIR (BF+NIR) n&o teve sua conversao
de substrato afetada de forma significativa com a variagdo de microrganismo. Os
arranjos experimentais com a presenca da cultura R. capsulatus nao demonstraram
variagdes significativas na conversdo. Assim como para a produtividade, o ensaio sob

influéncia do espectro infravermelho préximo e utilizando a cultura R. rubrum (NIRR)
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se destacou, apresentando uma conversao maior e estatisticamente diferente dos

demais arranjos experimentais.

A radiagdo NIR n&o apenas aumentou a produtividade de hidrogénio e a
conversao do substrato, mas também conferiu celeridade a esses ensaios. Como visto
acima, o experimento com esta iluminagcdo e inoculado com a cultura R.rubrum
sobressaiu-se dos demais, alcangando uma produtividade maxima cerca de duas
vezes a do ensaio com esta cepa sob iluminagao LED branca fria, e 120 h antes. Além
disso, a conversao de glicerol em hidrogénio obtida neste ensaio corresponde a 45%
da conversao tedrica maxima e foi aproximadamente trés vezes maior que a obtida
com luz branca fria. Adicionalmente, os experimentos com a cepa R. capsulatus
obtiveram picos de produtividade com 96h de antecedéncia devido a presenca da

iluminagao NIR.

Xiao (2017) investigou a produgédo de hidrogénio com glicerol e a cultura R.
palustris sob trés fontes de luz diferentes: lampada incandescente, LED branco e LED
infravermelho com comprimento de onda de 850 nm. A taxa média de produgao de
hidrogénio com LEDs infravermelhos foi de 1,78 £ 0,02 mmol/L.dia, o que representou
um aumento de 22% em relacdo aos LEDs brancos (1,46 + 0,01 mmol/L.dia). A
producgéo de H2 com lampada incandescente foi a mais baixa (0,06 £ 0,01 mmol/L.dia),
representando 3 a 4% da obtida com LEDs infravermelhos e brancos. Esses
resultados corroboram com o melhor desempenho também obtido pela iluminacéo

NIR no presente estudo.

Pio e colaboradores (2023) obtiveram a produtividades maximas sob
iluminagao fluorescente e em escala reduzida com as bactérias R. capsulatus e R.
rubrum de 2,3 e 2,17 mmol H2/L.dia, respectivamente. Adicionalmente, as conversoes
alcancadas foram de 9,4% e 19,14%, respectivamente, em relacdo ao maximo teorico
de 7 mol H2 /mol glicerol. Pode-se verificar que a produtividade e conversao obtidas
para a cepa R. rubrum sob iluminagao NIR foram maiores, sugerindo uma provavel

relagéo de sinergia com a fonte de luz empregada.

A investigacdo do processo fotofermentativo empregando a bactéria R.
palustris e o glicerol como substrato € bem documentada na literatura. Em uma
pesquisa conduzida por Pott et al. (2013), a eficiéncia de conversao de glicerol em

hidrogénio com a cepa R. palustris foi encontrada na faixa de 80-85%, com algumas
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repeticoes dando valores tao altos quanto 90%. Esses resultados estao alinhados com
outros estudos, como o de Sabourin-Provost e Hallenbeck (2009), que relataram uma
conversao de 75%, e o de Ghosh et al. (2012), que alcangou uma converséo de até
96%. Por outro lado, no estudo de Bosman e colaboradores (2023), as conversdes de
glicerol em hidrogénio sob iluminacdo LED e halégena foram substancialmente

menores, registrando 19,0% (+ 2,3%) e 17,6% (+ 1,6%), respectivamente.

Os resultados menos expressivos obtidos pelos ensaios inoculados com R.
capsulatus podem estar associados a uma capacidade limitada de assimilagdo do
glicerol. Estudos anteriores demonstraram que esse organismo é normalmente
incapaz de crescer neste alcool (VAN NIEL, 1944; WEAVER; WALL; GEST, 1975).
Entretanto, € possivel adquirir a capacidade de utilizar o glicerol por meio de eventos
mutacionais. Spear e Sojka (1984) examinaram cepas de R. capsulatus de origens
geograficas diversas e constataram que podem ser convertidas para um fenoétipo
catabolico de glicerol. Isso sugere que a capacidade de utilizar este alcool apds passar
por uma mutacdo de ganho de fungcdo é uma propriedade generalizada de R.
capsulatus. Estas constatagdes corroboram com o trabalho atual, que embora tenha
alcangado baixas conversdes de glicerol em hidrogénio com esta bactéria, cresceram

neste substrato.
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5.2.3 Consideracoes gerais

Os resultados obtidos com substratos de diferentes grupos funcionais foram contrastantes nas bactérias purpuras nao
sulforosas abordadas (Tabela 9). A capacidade de absorver, processar e utilizar a glicose para fins de produgao de hidrogénio se

mostraram muito superiores em comparagao ao glicerol, que se demostrou um composto de dificil assimilagdo para estas estirpes.

Tabela 9 — Consolidado dos principais resultados obtidos em escala reduzida.

Substrato - Glicose Substrato - Glicerol
Produtividade Conversao Produtividade max.  Conversao max.
max. max.
. (mmol H2/ L.dia) (mol Hz/ mol subst.
Fonte de Luz Organismo (mmol Hz2/ L.dia) (mol Hz/ mol consum.)
subst. consum.)
R. capsulatus 17,57 5,70 1,96 0,74
LED — Luz branca fria
R. rubrum 17,10 5,69 2,72 1,09
R. capsulatus 3,61 0,96 2,07 0,85
LED - NIR
R. rubrum 1,09 0,37 5,71 3,14
LED — Luz branca fria R. capsulatus 44,81 9,01 1,52 0,76

e NIR R. rubrum 39,67 0.46 1,76 0,84
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Observa-se que, nos ensaios com glicose como fonte de carbono, o uso
combinado das fontes de luz criou um sinergismo que estimulou a rota metabdlica de
produgao do acido butirico e, consequentemente, a produgao de hidrogénio. Em
contrapartida, nos ensaios com glicerol como fonte de carbono, o fornecimento
simultdneo dos espectros visivel e infravermelho proximo estimulou a rota de
producao do acido propidnico. No estudo de Jiang et al. (2021), a formacao desse
acido a partir do glicerol foi acompanhada por uma diminuicdo na producédo de
hidrogénio. Desta forma, sugere-se que, no presente estudo, a maior geragao de acido
propidnico esteja associada a menor producdo de hidrogénio obtida nesse arranjo
luminoso. Além disso, o fornecimento isolado da radiagdo NIR estimulou
significativamente a bactéria R. rubrum a hidrolisar o glicerol por rotas metabdlicas
com maior potencial de produgdo de hidrogénio que as demais configuragbes
luminosas. Por outro lado, quando utilizada a glicose como substrato essa iluminagéo
estimulou as bactérias a produzirem acido latico e a inibirem a produgdo do acido
butirico, reduzindo dessa forma substancialmente a producdo de hidrogénio.
Evidencia-se assim que a interagcdo entre fonte luminosa e substrato interfere

expressivamente na produgéo de hidrogénio.

Baseado nos resultados apresentados anteriormente, conclui-se que a
fotofermentagao sob iluminacao do Sistema LED — Luz branca fria + NIR (A= 850 nm)
empregando a cultura R. rubrum em meio contendo glicose como fonte de carbono
apresentou o melhor desempenho para a produg¢ao de biohidrogénio. Em vista disso,
as condi¢des do Ensaio 6 foram replicadas em escala ampliada, a fim de verificar o
comportamento desta configuracdo em reator de tanque agitado com funcionamento

em modo batelada alimentada com controle de pH.

Uma breve comparagao dos principais resultados obtidos com diferentes fontes
de luz, utilizando glicerol e glicose como substratos, é apresentada na Tabela 10,
visando identificar correlagcbes com os resultados de outros pesquisadores.
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Tabela 10 — Principais resultados relacionados a producao de H» por bactérias PNS utilizando diferentes fontes de luz e as fontes de carbono
glicose e glicerol.

Conversao
Produtividade
Fonte de luz Organismo Substrato (molHz/mol Ref.
(mmolH2/L.dia) subst.
consum.)
Lampadas fluorescentes  R. capsulatus DSM 1710 Glicose 2,40 0,56 Pio (2020)
LED (A=590 nm) R. palustris GCA009 Glicose 32,6 1,15 Wang et al. (2019)
LED (A=590 nm) R. palustris Glicose 38,2 0,2 Tian et al. (2010)
Lampadas halégenas R. capsulatus Glicose - 3 Abo-H(aZs (I;ff)h etal.
Lampadas halégenas R. capsulatus JP91 Glicose - 55 Ghosh et al. (2012)
Lampadas halégenas R. capsulatus YL1 Glicose - 7,63 Liu et al. (2016)

. Lampadas Consorcio de fototroficos Glicose 25,5 9,33 Hu et al. (2016)

incandescentes

Lampadas Rhodobacter sphaeroides . .

incandescentes CNT 2A Glicose - 0,46 Subudhi et al. (2016)

Sistema LED - Luz
branca fria + NIR R. rubrum DSM 467 Glicose 39,67 9,46 Este estudo

(A=850 nm)
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Conversao
Fonte de luz Organismo Substrato Produtlwda(.ie (molH:/mol Ref.
(mmolH2/L.dia) subst.
consum.)
Sistema LED - Luz
branca fria + NIR R. capsulatus DSM 1710 Glicose 44,81 9,01 Este estudo
(A=850 nm)
Lampadas halégenas R. palustris Glicerol - 6 Sabourin-Provost et al.
(2009)
Lampadas halégenas R. palustris Glicerol - 6,69 Ghosh et al. (2012)
Lampadas halégenas R. palustris Glicerol 21,38 2,34 Bosman et al. (2023)
Lampada incandescente R. palustris Glicerol - 5,8 Pott et al. (2013)
Lampadas fluorescentes R. rubrum DSM 467 Glicerol 2,17 1,34 Pio (2020)
Lampadas fluorescentes  R. capsulatus DSM 1710 Glicerol 2,30 0,66 Pio (2020)
LED (500 — 800 nm) R. palustris Glicerol 18,96 2,70 Bosman et al. (2023)
Lampadas halégenas R. palustris Glicerol 21,38 2,34 Bosman et al. (2023)
LED NIR (A=850 nm) R. rubrum DSM 467 Glicerol 5,71 3,14

Este estudo

LED NIR (A=850 nm) R. capsulatus DSM 1710  Glicerol 2,07 0,85
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5.3 Ensaios de producao de H2 em escala ampliada: reator de 1,5L

5.3.1 Ensaio 13: R. rubrum (1 g/L)

O Ensaio 13 foi realizado em reator anaerdbio de tanque agitado com a cultura
R. rubrum (1 g/L) inoculada em meio contendo glicose (10 g/L) como fonte de carbono
e sob iluminagéo do Sistema LED — Luz branca fria e NIR (A=850 nm). O tempo de

fermentacgao foi de 458 h com amostragens em intervalos que variaram de 12 a 24 h.

Conforme descrito na segdo de metodologia (4.4.2), o reator foi suplementado
periodicamente com glicose. O critério estabelecido para a suplementacédo do meio

reacional fundamentou-se no consumo do substrato, sendo reposto sempre que a
concentracao fosse menor ou igual a 3 g/L.

A Figura 27 apresenta a concentracdo de glicose ao longo do tempo de
funcionamento do reator. Por questdes técnicas a primeira suplementacao foi
realizada com 62h de experimento. Posteriormente, as suplementagdes foram

realizadas com uma frequéncia média de 72 h (3 dias), periodo em que o consumo de
substrato sempre foi superior a 70%.

Figura 27 — Perfil de concentragéo da glicose no Ensaio 13.
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Na Figura 28 observa-se uma concentracao celular maxima de 2,1 g/L apds 62
h de fermentagdo. O crescimento celular observado representou um aumento de

aproximadamente 2 vezes na biomassa celular em comparagdo com a concentragao
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inicial. Durante o processo fermentativo, foi observada uma diminuigdo na
concentracdo de biomassa, resultante da reposi¢cao do substrato por meio da adi¢ao
de uma solugao concentrada de glicose, o que levou a diluicdo no meio. A fase de
crescimento celular foi observada até 120h. Posteriormente, a partir de 136 horas, a
biomassa se manteve estavel. No encerramento do ensaio, a concentragao celular foi

de 0,96 g/L.

Figura 28 — Perfil de concentragao celular no Ensaio 13.
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Os dados referentes a produtividade, conversdo e quantidade de hidrogénio
acumulado (mmol) ajustada ao modelo de Gompertz, sdo apresentados na Figura
29(a-b). Na Figura 29a, visualiza-se uma produtividade com tendéncia crescente até
338h, ponto a partir da qual ela ocorre de maneira sustentada até o final da
fermentacdo. O valor maximo de produtividade atingida foi de 78,36 mmol H2/L.dia,
apo6s 434 h. A converséao atingiu um primeiro pico de 2,76 mol de H2/mol de glicose
consumida no periodo de 72 h, seguida de uma queda até o valor de 0,98 mol de
H2/mol de glicose consumida em 134 h. Subsequentemente, a conversao
acompanhou o perfil da produtividade e atingiu uma conversdo maxima de 3,17 mol

de H2/mol de glicose consumida em 386 h de experimento.
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Figura 29 — Perfil no Ensaio 13 de (a) Produtividade (m) /Conversao (V); (b)
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Hidrogénio acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: (o) dado experimental e (-)

modelo de Gompertz.
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A Figura 29b exibe os dados experimentais de hidrogénio acumulado bem
ajustados ao modelo de Gompertz (R? = 0,9982). Os parametros obtidos pelo modelo
indicam uma duracdo da fase lag (A\) de 135,88 h, taxa maxima de produgéo de
hidrogénio (Rm) de 3,74 mmol Hz/h e potencial maximo de produgéo de hidrogénio (P)
de 1249,49 mmol.

Ao longo do ensaio fotofermentativo o pH foi monitorado e ajustado sempre que
necessario para se manter na faixa de 6,5 — 7,5 até cerca de 5, a fim de manté-lo
préximo da condicao ideal, ja que o pH possui influéncia na producao de hidrogénio
por alterar a atividade enzimatica e as reag¢des bioquimicas (LAZARO; VARESCHE;
SILVA, 2015; HAN et al., 2013; KIM; KIM; CHA, 2012). Conforme Figura 30 nas

primeiras 192 h os ajustes foram necessarios em tempos mais espagados, apos isto,
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Figura 30 — Perfil de pH no Ensaio 13.
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A formacdo dos metabdlitos € apresentada na Figura 31(a-e), em que é
possivel observar uma fermentagdo do tipo latica, uma vez que este acido foi
predominante formado no processo. O referido acido foi produzido de forma mais
expressiva apés 168 h, atingindo uma concentragdo maxima de 19,45 g/L ao final do
ensaio. O acido propibnico foi gerado e totalmente consumido no periodo de 242 h,
em seguida, foi produzido novamente atingindo a concentragao de 0,69 g/L apds 458
h. Destaca-se que o consumo de acido propidnico esta associado a producéo de
hidrogénio, conforme Equacdo 12. Além desses acidos, o acido acético e o butirico
foram formados e apresentaram concentragbes finais de 1,14 e 1,50 g/L,
respectivamente. No decorrer deste ensaio foi possivel observar a produgao de etanol
a partir de 110 h, atingindo sua concentracdo maxima de 1,03 g/L em 168 h, seguida
por um decréscimo até 0,19 g/L no encerramento experimental. Acredita-se que,

devido a sua volatilidade e a agitagdo do meio, este alcool foi arrastado junto com os
gases gerados durante o processo.

Comparativamente ao Ensaio 6, realizado em biorreatores de 50 mL, o Ensaio

13, que contou com controle de temperatura, pH e agitagcdo em uma escala ampliada,

revelou uma produtividade aproximadamente duas vezes maior. No entanto,

observou-se uma redugao de 66,5% na conversdo do substrato em hidrogénio.
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(b) acido acético; (c) acido propibnico; (d) acido butirico e (e) etanol.

Figura 31 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 13: (a) acido latico;
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Os fotobiorreatores para producédo de biohidrogénio com bactérias purpuras

nao sulforosas devem ter uma elevada relagao superficie iluminada/volume, além de

um sistema de mistura eficiente para permitir que as células sejam iluminadas tao
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uniformemente quanto possivel. Neste sentido, os biorreatores fotossintéticos do tipo
fermentador raramente s&o utilizados devido ao longo caminho da luz através do
reator, cujo didmetro € maior que nos reatores tubulares (ADESSI; DE PHILIPPIS,
2014). Segundo Basak e colaboradores (2014), a energia luminosa incidente diminui
logaritmicamente com a distancia da fonte de luz e a concentragdo do microrganismo

no meio de cultura, de acordo com a lei de Beer-Lambert.

Savasturk et al. (2018) investigaram a producéao fotofermentativa de hidrogénio
com uma cepa de Rhodobacter capsulatus inoculada em fotobiorreator de 20L ao ar
livre, empregando melago como fonte de carbono. As produtividades média e maxima
obtidas foram de 1,68 e 11,28 mmol Hz/L.dia, respectivamente. A baixa produtividade

média foi associada a alta concentracéo bacteriana, em torno de 1 g/L.

Desta forma, sugere-se que a queda na conversao de substrato em hidrogénio
esteja associada ao incremento do caminho 6tico, resultante do aumento de escala e
geometria do biorreator. Além disso, essa queda também pode ser atribuida a
fendbmenos de sombreamento derivados da elevada concentragdo de biomassa
celular. Segundo Lazaro et al. (2015), um excesso de microrganismos pode promover
a autofloculacado. Esse fenbmeno, por sua vez, tem o potencial de limitar a difusdo de
substratos nos flocos e dificultar a penetragao da luz, resultando no efeito de auto-
sombreamento. Somado a isso, a taxa de difusdo de massa no processo pode ter sido
ineficiente, o que potencializa os fenébmenos de sombreamento. Conforme Chen et al.

(2017) a agitagéo auxilia na distribuicado da luz, diminuindo o efeito de sombreamento.

Diante do exposto acima, visando otimizar a produgao de hidrogénio em escala
ampliada, optou-se por investigar o efeito da redugao na concentragao celular inicial

de 1 para 0,5 g/L das cepas R. rubrum e R. capsulatus.

5.3.2 Ensaio 14: R. rubrum (0,5 g/L)

O Ensaio 14 foi realizado em reator anaeroébio de tanque agitado com a bactéria
R. rubrum na concentragdo inicial de 0,5 g/L, glicose (10 g/L) como fonte de carbono
e sob iluminagéo do sistema LED — Luz Branca e NIR (A=850 nm). A fermentacao foi
mantida até haver queda de produtividade (240 h), com amostragens em intervalos

que variaram de 24 a 48 h.
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Na Figura 32 observa-se que o consumo de glicose ocorre lentamente até cerca
de 168h, posteriormente, se intensifica e atinge a concentragao final de 3,50 g/L, o
que representa um decréscimo de aproximadamente 65% em relacdo a sua
concentracgéo inicial. Destaca-se que o consumo mais intenso de glicose apés 168 h
provavelmente associa-se a rota metabdlica de produgéo de acido latico (Figura 36).
Aléem disso, devido a lenta cinética de consumo nao houve a necessidade de

suplementagao de substrato durante a fermentacgao.

Figura 32 — Perfil de concentragao da glicose no Ensaio 14.
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O perfil de concentragao celular esta apresentado na Figura 33. A concentragao
celular maxima foi observada no periodo de 144 h e no valor de 2,95 g/L, um aumento
de 5,9 vezes em relagdo a concentragao inicial. Logo apds esse periodo, a fase
estacionaria é observada até cerca de 216 h e entdo, um pequeno declinio ocorre

encerrando a fermentagcdo com a biomassa na concentragao de 2,51 g/L.
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Figura 33 — Perfil de concentracao celular no Ensaio 14.
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A Figura 34(a-b) contém os dados de produtividade, conversdo e quantidade

de hidrogénio acumulado (mmol) ajustada ao modelo de Gompertz.

Figura 34 — Perfil no Ensaio 14 de (a) Produtividade (m) /Conversao (V¥); (b) Hidrogénio
acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: (o) dado experimental e (—) modelo de

Gompertz.
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Na Figura 34a observa-se produtividade e conversao crescentes até cerca de
144 h de fermentacgédo, atingindo os valores maximos de 4,17 mmol Hz/L.dia e 3,15
mol de Hz/mol de glicose consumida, respectivamente. Apos 168 h, a conversao de
glicose em hidrogénio diminui abruptamente devido a predilegdo acentuada pela rota

metabdlica do acido latico (Figura 36), que conforme Equacao 8 nao esta associada
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a producgao deste gas. Além disso, percebe-se que a maior parte do hidrogénio foi
produzido durante a fase de crescimento celular exponencial, como relatado
anteriormente em outros estudos (SAVASTURK; KAYAHAN; KOKU, 2018;
ZAGRODNIK; SEIFERT; STODOLNY; LANIECKI, 2015). A Figura 34b demonstra um
bom ajuste dos dados experimentais ao modelo de Gompertz (R? = 0,9839). Os
parametros obtidos pelo modelo indicam uma duragao da fase /ag (A) de 82,91 h, taxa
maxima de produgéo de hidrogénio (Rm) de 0,2627 mmol Hz/h e potencial maximo de

producao de hidrogénio (P) de 26,05 mmol.

Os perfis de pH e metabdlitos formados no decorrer do processo

fotofermentativo sdo apresentados na Figura 35 e na Figura 36, respectivamente.

Figura 35 — Perfil de pH no Ensaio 14.
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Conforme Figura 35, o pH decaiu lentamente até 168h devido a baixa produgao
de acidos organicos. Posteriormente, o ajuste de pH foi realizado com NaOH (2 M)
sempre que atingia cerca de 5 para a faixa de 6,5 — 7,5, a fim de manté-lo proximo da
condicao ideal de atividade da nitrogenase. Nota-se que o ajuste foi necessario em
intervalos de tempo de 48h e 24h, respectivamente, apés 168h de fermentacao,

devido a producéao acelerada de acido latico.
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Figura 36 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 14: acido latico (m);
acido acético (e); acido propidnico (A ) e férmico (V).
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No perfil dos metabdlitos formados apresentado na Figura 36, a predominancia
da rota de producéo do acido latico foi observada durante todo processo. O referido
acido foi produzido mais intensamente apds 168h, periodo em que a R. rubrum estava
em fase estacionaria de crescimento. A concentracdo de acido latico atingiu 3,25 g/L
ao final do experimento, enquanto as concentragdes dos acidos acético e propidnico
foram de 0,1 e 0,21 g/L, respectivamente. Durante o ensaio ndo houve a producao de
acido butirico e um metabdlito ndo observado nos ensaios anteriores foi produzido, o
acido férmico, sua presencga atingiu a concentragdo maxima de 0,23 g/L em 240 h.
Segundo a literatura, a presenca de acido formico indica penetracao de luz insuficiente
no interior do biorreator (ZAGRODNIK et al., 2015).

5.3.3 Ensaio 15: R. capsulatus (0,5 g/L)

O Ensaio 15 foi realizado em reator anaerébio de tanque agitado com a bactéria
R. capsulatus (0,5 g/L) inoculada em meio contendo glicose (10 g/L) como fonte de
carbono e sob iluminagcdo do sistema LED — Luz Branca e NIR (A=850 nm). A
fermentacao foi monitorada por 480 h com amostragens em intervalos que variaram
de24a72h.

78



CAPITULO 5 — Resultados e Discussado

Analogamente ao Ensaio 13, o fotofermentador foi alimentado periodicamente
com glicose, ajustando-se a concentragdo deste substrato para cerca de 10 g/L
quando o consumo atingia 70% ou mais. A Figura 37 apresenta a concentracédo de
glicose ao longo do tempo de fotofermentacao. Verifica-se que a cinética de consumo
ocorre mais lentamente até a primeira suplementacdo, que ocorre apos 336h.
Posteriormente, seu consumo ¢ intensificado paralelamente ao incremento
consideravel dos metabdlitos acidos (latico e butirico, Figura 41), sendo realizada
duas suplementagdes em um intervalo de 96 horas. Nota-se que no periodo de
consumo mais lento do substrato a bactéria esta em fase de crescimento (Figura 38)
e menor produgdo de metabdlitos (Figura 41), o que sugere uma assimilagcao

majoritaria para a biossintese nesta etapa.

Figura 37 — Perfil de concentragéo da glicose no Ensaio 15.
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O perfil cinético de crescimento celular esta apresentado na Figura 38. A
concentracdo maxima atingida pela bactéria R. capsulatus foi de 2,22 g/L apds 216h,
0 que representou um aumento de cerca de 4 vezes na biomassa em relacdo a
concentracdo inicial. Logo apds esse periodo, observa-se uma queda na
concentracédo celular até a estabilizagdo, que inicia em aproximadamente 336h e

perdura até o encerramento experimental.
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Figura 38 — Perfil de concentragdo celular no Ensaio 15.
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A Figura 39(a-b) contém os dados de produtividade, conversdo e quantidade

de hidrogénio acumulado (mmol) ajustada ao modelo de Gompertz.

Figura 39 — Perfil no Ensaio 15 de (a) Produtividade (m) /Conversao (V¥ ); (b) Hidrogénio
acumulado ajustado ao modelo de Gompertz: () dado experimental e (—) modelo de

Gompertz.
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Na Figura 39a, visualiza-se produtividade e conversao ascendentes ao longo
de todo o ensaio, alcangando os valores maximos de 31,8 mmol Hz/L.dia e 6,23 mol

de Hz/mol de glicose consumida, respectivamente, em 480 horas. Nos perfis
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apresentados, salienta-se o aumento consideravel na produgédo de hidrogénio apos
240 horas, possivelmente devido a ascensao da rota metabolica do acido butirico
(Figura 41).

Na Figura 39b pode ser visualizado um ajuste significativo dos dados
experimentais de hidrogénio acumulado ao modelo preditivo de Gompertz (R? =
0,988). Os parametros obtidos pelo modelo indicam uma duragao da fase /lag (A) de
264,77 h, taxa maxima de producgao de hidrogénio (Rm) de 2,08 mmol Hz2/h e potencial

maximo de produgéo de hidrogénio (P) de 581,12 mmol.

Assim como nos Ensaios 13 e 14, o ajuste de pH do Ensaio 15 foi realizado
com NaOH (2 M) sempre que atingia cerca de 5 para a faixa de pH 6timo da enzima
nitrogenase (6,5 — 7,5). Na Figura 39, observa-se que o primeiro ajuste foi realizado
apods 216 h, periodo em que o pH alcancgou o valor de 4,97. Posteriormente, o pH foi

alterado em intervalos de 48h, devido a maior formacao de acidos organicos.

Figura 40 — Perfil de pH no Ensaio 15.
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O perfil dos metabdlitos formados pode ser visualizado na Figura 41. Neste
processo fotofermentativo, os acidos latico e butirico foram predominantemente
produzidos, atingindo concentragdes maximas de 6,58 e 4,38 g/L, respectivamente,
ao final do experimento. Os demais acidos foram gerados em concentragdes bastante
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inferiores, n&o ultrapassando 1 g/L. Conforme as Equagbes 6 e 8, a producdo de

hidrogénio foi atribuida principalmente a rota metabdlica do acido butirico.

Figura 41 — Perfis de concentragdo de metabdlitos produzidos no Ensaio 15: acido latico (m);
acido acético (e); acido propiénico (A ), butirico (V) e férmico (¢).
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Diante dos resultados apresentados, nota-se que durante a fase de
crescimento celular, que durou aproximadamente 216 h, a produtividade de hidrogénio
nao ultrapassou 5 mmolH2/L.dia. Além disso, a produgcéo deste gas aumentou
significativamente apenas quando houve a estabilidade na concentragdo bacteriana,
acompanhada pelo aumento dos acidos acético e, notavelmente, butirico. De acordo
com Melnicki et al. (2008), esses resultados sugerem que um nutriente diferente do
carbono organico esta limitando o crescimento das bactérias fotossintéticas, enquanto
a abundancia de carbono organico no meio permite uma atividade continua de
nitrogenase e uma produgdo hidrogénio. No estudo de Xie et al. (2012), a
caracterizagao cinética de produgao de hidrogénio pela bactéria fotofermentativa
Rhodopseudomonas faecalis RLD-53 em diferentes fases de crescimento foi
realizada. Como resultado, as bactérias em fase estacionaria foram mais eficazes

para a producao de hidrogénio.
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5.3.4 Consolidado dos Ensaios de 13 a 15

A Tabela 11 apresenta o compilado dos principais resultados dos Ensaios 13-
15, detalhados nos tépicos 5.3.1, 5.3.2 e 5.3.3.

Tabela 11 — Consolidado dos principais resultados obtidos em escala ampliada.

R. rubrum R. capsulatus
Ensaio 132 14" 15P
Produtividade maxima
. 78,36 417 31,8
(mmol Hz/L.dia)
Conversao maxima
3,17 3,15 6,23
(mol Hz/mol glicose)
Rm (mmol Hz/h) 3,74 0,263 2,08
A (h) 135,88 82,91 264,77
P (mmol) 12495 26,05 581,12

a — Concentracao celular inicial de 1 g/L.

b — Concentracao celular inicial de 0,5 g/L.

Ao observar os dados da Tabela 11, ressalta-se que todos os ensaios foram
realizados no modo batelada alimentada em reator anaerobio de tanque agitado (1,5
L) sob iluminagao do sistema LED — Luz Branca e NIR (A=850 nm), com intensidade
luminosa de 150 W/m?, e em meio fermentescivel contendo glicose (10 g/L) como
fonte de carbono. Sabendo disso, percebe-se que a produgdo de hidrogénio
fotoinduzida com a cepa R. rubrum, concentrada em 1 g/L, foi mais promissora para
a producao de hidrogénio comparada aos ensaios com concentragao celular inicial de
0,5 g/L. Sugere-se que a queda acentuada na producao de hidrogénio, com a menor
concentragédo celular inicial em ambas as bactérias, esteja associada a um maior
estimulo desta configuragcao experimental a rota de biossintese em detrimento as de
formacao deste gas. Logo, a baixa producado de hidrogénio pode ser resultado do
acumulo de biomassa e acesso limitado a luz. Segundo Lee et al. (2008),
concentragdes baixas de indculo reduzem a velocidade e o rendimento do processo,
e produzem um excesso de células, causando um aumento nas atividades bacterianas

que acaba limitando o rendimento e a taxa de formagao de produtos de fermentagao.
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O excesso de biomassa interfere na penetracdo da luz devido ao sombreamento,
reduzindo a formacédo de ATP e a producdo de hidrogénio pelas bactérias
fotossintetizantes (KIM; SON; KIM, 2012). Além disso, uma elevada concentragéo
celular pode levar a formagdo de flocos bacterianos ou biofilme, dificultando a
distribuicdo do substrato no biorreator (REUNGSANG et al., 2018).

Ademais, concentragbes celulares menores podem resultar em um maior
tempo de adaptagao ao meio. Segundo Reungsang et al. (2018), na fermentagcdo em
batelada, a relac&o entre a concentragao inicial de células (Xo) e a concentracéo inicial
de substrato (So) afeta o nivel inicial de energia dos microrganismos necessario para
apoiar a sintese e o metabolismo celular. Em uma alta relagdo So/Xo, ou seja, baixa
concentracao de indculo, os microrganismos precisam de mais tempo para se adaptar
e utilizar a alta concentracdo de substrato, resultando em um periodo de atraso na
fermentacdo. Enquanto que, em uma baixa relacdo So/Xo, ou seja, alta concentragao

de indculo, o substrato € insuficiente para suportar o crescimento das células.

Argun et al. (2009) avaliaram o efeito da concentragao celular na producéo de
biohidrogénio a partir da solu¢do de trigo moido em fermentagdo combinada (escura
e fotoinduzida) sob iluminagéo fluorescente. O consorcio fototréfico era composto
pelas bactérias Rhodobacter sphaeroides NRRL B-1727, Rhodobacter sphaeroides
DSMZ 158 e Rhodopseudomonas palustris DSMZ 127. A concentracao inicial de
células variou entre 0,5 e 5 g/L, sendo que a maior formagao cumulativa de hidrogénio

(4,77 mmol) foi obtida com a concentragéo celular inicial de 1,1 g/L.

Abo-Hashesh et al. (2013) investigaram a producdo de hidrogénio em um
fotobiorreator operado em modo continuo, utilizando glicose como substrato e a
bactéria Rhodobacter capsulatus JP91. As taxas de producdo de Hz variaram entre
0,57 e 0,81 mmol/h e o maior rendimento de hidrogénio obtido foi de 9,0 + 1,2 mol

H2/mol de glicose.

Moreira et al. (2022) estudaram a produgéao de hidrogénio por fotofermentagao
em biorreator do tipo fermentador com capacidade de 1,5 L. A fermentacao
fotoinduzida com glicose PA como substrato e utilizando a cocultura de E.
cloacae e R. capsulatus apresentou produtividade maxima de 122,58 + 3,67
mmolHz/L.dia e rendimento de 2,64 + 0,06 mol Hz2/mol de hexose consumida.
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Machado et al. (2018) avaliaram a produgé&o de hidrogénio com reator em
batelada inoculado com a cultura R. palustris e glicose como substrato. A quantidade
total de hidrogénio produzido foi de 0,51 £ 0,01 mol e a produtividade maxima foi de

149,60 + 1,50 mmolH2/L-dia em 23 horas de fermentacgéo.

Ferreira et al. (2022) averiguaram a producdo de hidrogénio fotofermentativo
em um reator de tanque agitado de 1,5 L. A fotofermentagdo com lactose proveniente
do permeado de soro de leite, empregando uma cocultura das espécies
Rhodospirillum rubrum e Rhodobacter capsulatus e operando em modo batelada sem
renovacao de meio, resultou em uma produtividade maxima de 104,47 mmol H2/L.dia

e um rendimento maximo de hidrogénio de 11,71 mol H2/mol lactose.

A Tabela 12 apresenta um compilado comparativo deste estudo com outros
realizados em escala ampliada no Nucleo de Processos Biotecnoldgicos (NUCBIO)
da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
(FEQ/UFU).
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Tabela 12 — Principais resultados relacionados a producéo de Hz por bactérias PNS em escala ampliada obtidos no NUCBIO.

Conc. Produtividade Conversao
Cepa Inicial Substrato Fonte de luz . (molH2/mol Ref.
(mmolH2/L.dia)
(g/L) substrato)
R. capsulatus/ R. rubrum 0,2 Lactose 104,47 - Ferreira (2022)
(1:1) (permeadq do
soro de leite)
- Lactose 141,67 2,82 Moreira (2020)
E. cloacae | R. capsulatus (permeado do
soro de leite)
R. capsulatus 0,3 Lactose Lampadas 5,05 - Silva (2015)
R. capsulatus 1 Glicerol fluorescentes 18,27 4,74 Pio (2020)
R. rubrum 1 Glicerol (5000 lux) 1,60 0,32 Pio (2020)
R. capsulatus 0,3 Glicose 42,79 - Silva (2015)
E. cloacae | R. palustris - Glicose/Lactose 74,30 1,53  Moreira (2020)
E. cloacae | R. capsulatus - Glicose/Lactose 112,36 2,10 Moreira (2020)
R. palustris 0,65 Glicose 149,60 - Machado (2016)
E. cloacae | R. palustris - Glicose 90,47 1,55 Moreira (2020)
E. cloacae / R. capsulatus - Glicose 133,04 1,19  Moreira (2020)
R. rubrum 1 Glicose Sistema LED - 78,36 3,17
R. rubrum 0,5 Glicose Luz branca fria 4,17 315 Ecte estudo
R. capsulatus 0,5 Glicose (7000 lux) + NIR 31,8 6,23

(100 W/m?)
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que a fotofermentagcdo com diodos
emissores de luz € uma alternativa em potencial para a produgao de hidrogénio. Além
disso, foi constatada a influéncia significativa da interagao entre substrato e fonte de

luz na producéo deste biocombustivel.

A partir dos ensaios realizados em escala reduzida e com o auxilio do teste de
Tukey, observou-se que a produgao de hidrogénio fotoinduzida simultaneamente por
diodos emissores de luz branca fria e infravermelho proximo, com suplementacao de
glicose, se destacou em relagdo as iluminagdes individualizadas. Este arranjo de
iluminagao proporcionou um efeito sinérgico, em que a presenga da luz visivel
aumentou a capacidade das células bacterianas de aproveitar os fotons da parte NIR
do espectro. A produtividade foi 36 vezes superior a condigao com iluminacdo NIR
quando utilizada a cepa R. rubrum e 12 vezes superior quando empregada a cepa R.
capsulatus. A alternativa mais promissora foi obtida na presenca da cepa R. rubrum,
devido a estabilidade na produtividade de gas, atingindo um maximo de 39,67 mmol

H2/L.dia e 9,46 mol Hz/mol de glicose consumida, respectivamente.

Diferentemente dos resultados obtidos com a glicose como fonte de carbono, a
producao fotofermentativa de hidrogénio utilizando glicerol como substrato destacou-
se sob iluminacdo NIR. Essa condi¢cdo de iluminagdo promoveu celeridade aos
processos fotofermentativos. No entanto, a produtividade de hidrogénio e a conversao
do substrato nesse gas sé aumentaram significativamente com a radiagédo NIR na
presenca da cepa R. rubrum, que se sobressaiu aos demais ensaios ao atingir
produtividade e conversdo maximas de 5,71 mmol H,/L.dia e 3,14 mol H,/mol de
glicerol consumido, respectivamente. Em contrapartida, o fornecimento simultadneo
dos espectros visivel e NIR gerou um efeito inibitério para esta bactéria, reduzindo a
producao de hidrogénio. A bactéria R. capsulatus, por outro lado, n&o foi afetada
significativamente pela alteracdo da fonte de luz em termos de rendimento do
substrato e produtividade de hidrogénio.

Em escala ampliada, a fotofermentacao sob iluminacédo do Sistema LED — Luz
branca fria + NIR (A= 850 nm) e com glicose como fonte de carbono foi mais
promissora quando empregue a bactéria R. rubrum na maior concentragao celular

inicial (1 g/L). Nesta condi¢ao a produgao de hidrogénio se sustentou a partir de 338h



e atingiu uma produtividade maxima de 78,36 mmol H2/L.dia. Esse valor é
aproximadamente 19 vezes maior do que o obtido com a mesma cepa na
concentracdo de 0,5 g/L (4,17 mmol H2/L.dia). A bactéria R. capsulatus com
concentracgéo inicial de 0,5 g/L apresentou uma produtividade maxima de 31,8 mmol
H2/L.dia, uma queda de aproximadamente 2,5 vezes na produtividade de gas em

relacdo a R. rubrum (1 g/L).

Assim sendo, constatou-se que a produc¢do de hidrogénio foi afetada pelo
espectro de luz e que ocorreu uma interagcdo entre fonte de luz e substrato,
estimulando diferentes rotas metabdlicas. Ademais, o scale-up do processo produtivo
de hidrogénio por fotofermentacao foi afetado pela mudanga na concentracao celular
inicial, priorizando o acumulo de biomassa em detrimento da produgéo de hidrogénio

quando em menor concentragao.
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APENDICE A

Figura A.1 — Curva de Calibracao da Bactéria Rhodobacter Capsulatus.
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Fonte: O Autor (2024).

Figura A.2 — Curva de Calibracao da Bactéria Rhodospirillum rubrum.
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