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RESUMO

A bioconverséo de diferentes materiais organicos em hidrogénio ¢ uma tecnologia
sustentavel. Inoculos de climas tropicais, como o Brasil, com temperaturas médias
de 25°C podem favorecer o crescimento bacteriano. A geragdo de hidrogénio com
consorcios bacterianos tém vantagens sobre culturas puras quanto aplicado no
tratamento de aguas residuarias. O hidrogénio pode ser gerado em duas fases
durante os processos anaerdbios. Em primeiro lugar, hidrogénio e acidos organicos
podem ser produzidos por processos fermentativos. Esses acidos gerados podem
ser usados por bactérias fotoheterotréficas na segunda fase, durante a operagao dos
reatores anaerobios na presenca de luz. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial de produgado hidrogénio a partir de residuos organicos por consorcios de
bactérias fotoheterotréficas. Foram feitos 12 ensaios (I-XIlI) separadamente, em
triplicatas de reatores anaerdbios em batelada, em meio de cultivo
Rhodospirillaceae, headspace N, (100%), pH 7.0+1, a 37°C. Foram comprovados os
efeitos com duas poténcias de intensidade de luz (8,8+1 e 18,5+1 W/m,) e diferentes
concentracbes de acidos butirico, acético, além de efluentes de processos
fermentativos procedentes de glicerol bruto e aguas residuarias citricolas. As
condigbes Otimas para a produgdo de hidrogénio foram de 18.5t1 W/m, de
intensidade de luz e 1.7 g/L para o acido acético (lIl), 1.0 g/L para o acido butirico (V),
1.0 g de COD/L de glicerol efluente (IX), e 0.5 g de DQO/L para o efluente de aguas
residuarias citricolas (XIl). Nessas condi¢des, a producao de hidrogénio foi de 4.9
(1), 4.0 (V), 3.0 (IX) e 2.3 (XII) mmol Hy/L, eficiéncia de remogéao de 92.5, 83.6, 76.1,
83.1%, e crescimento celular (ABSego) de 3.0(1l), 1.6 (V), 1.6 (IX), 1.8 (XIl) as 61, 54,
64 e 65 h, respectivamente. A analise microscopica da biomassa mostrou
predominancia de bacilos Gram negativos, morfologia caracteristica de bactérias
fotoheterotréficas geradoras de Hy. O pH observado de 10.1 (1), 9.8 (V), 9.9 (IX) e
9.7 (XII), justificou os consumos de acidos organicos pelo consorcio fotoheterotréfico
no final da operacdo. Os consorcios bacterianos fotoheterotréficos apresentaram
potencial na produgdo de biohidrogénio elevado, o que pode ser aplicado no
tratamento de residuos organicos que contenham acidos volateis.

Palavras-chave: Hidrogénio. Acido acético. Acido butirico. Efluentes de
fermentacao. Glicerol bruto. Residuos citricolas. Bactérias fotoheterotréficas.



ABSTRACT

The bioconversion of different organic materials to hydrogen is a sustainable tech-
nology. Inocula from tropical climates such as Brazil which average temperatures
around 25°C may favour the bacterial growth. Hydrogen generation with bacterial
consortia have advantages over pure cultures regarding application to wastewater
treatment. The hydrogen can be generates in two stages during the anaerobic pro-
cesses. Firstly, hydrogen and organic acids can be produced by dark fermentation.
The acids generated during the first stage of the fermentation process can be used
by phototrophic bacteria in the second stage during the operation of anaerobic batch
reactors on the light presence. The aim of this study was evaluate the hydrogen pro-
ducing potential from organic wastes by phototrophic bacterial consortia. Assays (I -
XIl) were made separately in triplicates of anaerobic batch reactors, Rhodospirillace-
ae medium (Chi Mei Lee, 2005), headspace with N, (100%), pH 7.0+1, at 37°C. Ef-
fects with two potencies of light intensity (8.8+1 and 18.5+1 W/m?) and different con-
centrations of butyric acid, acetic acid and dark fermentation effluents from crude
glycerol and citrus wastewaters were optimized. The optimal conditions for hydrogen
production from phototrophic consortia were 18.5+1 W/m? of light intensity and 1.7
g/L for acetic acid (Il), 1.0 g/L for butyric acid (V), 1.0 g CODIL for Glycerol effluent
(IX), and 0.5 g CODI/L for citrus wastewater effluent (XII). Under the optimum condi-
tions, the hydrogen production of 4.9 (I1), 4.0 (V), 3.0 (IX) and 2.3 (XIl) mmol H, L™
with a removal efficiency of 92.5, 83.6, 76.1, 83.1% respectively, was obtained. High
cellular growth (ABSgso) of 3.0 (I1), 1.6 (V), 1.6 (I1X), 1.8 (XIl) at 61, 54, 64 and 65
hours, respectively was observed. Microscopic analysis of biomass showed the pre-
dominance of Gram negative rods; which morphology is characteristic of phototrophic
H,-generating bacteria. The pH observed for essays 10.1 (l), 9.8 (V), 9.9 (IX) and 9.7
(XII) respectively could justify the consumptions of organic acids by the phototrophic
consortia at the end of operation. The phototrophic bacterial consortia showed high
potential on hydrogen bio-production and they can be applied on organic wastes con-
taining volatile acids.

Keywords: Hydrogen. Butyric acid. Acetic acid. Crude glycerol. Photoheterotrophic
bacterial consortia. Hydrogen bio-production.
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1 INTRODUGAO

Na busca de alternativas para proteger o planeta de emissdes causadas por
combustiveis fosseis, 0 gas hidrogénio aparece como vetor de energia e de possivel
combustivel, que uma vez produzido por multiplas fontes de energia primaria e com
diferentes métodos, traz beneficios econdmicos e ambientais (DAS et al., 2008). Isto
se deve a que possui o maior conteudo de energia por unidade de massa entre os
combustiveis gasosos conhecidos (Hz: 120 MJ/Kg; gasolina: 43,5 MJ/Kg; etanol:
27,4 MJ/Kg; carvao: 27,2 MJ/Kg; lenha seca: 14,6 MJ/Kg;) (MIDILLI; DINCER; AY,
2006; MEHER et al., 2007). Além disso, € o unico que oxidado em combustao,
produz apenas agua como produto final da reacdo (HAWKES et al., 2007). Ha
muitos anos tém-se utilizado combustiveis fésseis para geracado de energia e estes
além de serem fontes n&o renovaveis, liberam muitos compostos prejudiciais tanto
ao meio ambiente quanto ao ser humano (KOTAY, S. M.; DAS, D., 2008). Observa-
se que durante a combustdo, para obtengdo deste tipo de energia, ocorre a
liberagdo de componentes organicos como COx, NOx, SOx, CxHx, fuligem, dentre
outros. (DAS, VEZIROGLU, 2001). Entre os processos de produgao de hidrogénio,
que foram desenvolvidos e estudados, a producéo bioldgica tem despertado grande
interesse nas ultimas décadas. Diversas pesquisas demonstram a viabilidade da
utilizacao do H, produzido biologicamente para geragao de energia (MAINTINGUER
et al., 2011). Esta € uma alternativa importante para atender a demanda elevada de
energia, pois ndo gera gases de efeito estufa, o que favorece o meio ambiente.
Adicionado a isto, a possivel escassez futura de fontes de energia convencionais.
Tais sistemas tém caracteristicas muito favoraveis para paises de clima tropical
como o Brasil, com temperaturas médias anuais em torno de 25°C que podem
favorecer a diversidade microbiana (MAINTINGUER et al., 2015).

O biohidrogénio pode ser produzido através de trés vias bioldgicas: a
fermentacao, a fotofermentacao e a biofotdlise. A produgao biolégica de hidrogénio
pode ser operada a temperatura e pressdao atmosférica ambiente, apresentado um
menor consumo de energia em comparagdo com 0S processos termoquimicos e
eletroquimicos (SUZUKI, 1982). A conversao microbiolégica de substratos organicos
em H, através de diversas vias metabdlicas, tais como os processos dependentes

de luz realizados por bactérias fotossintéticas ou os fermentativos com bactérias
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acidogénicas, € de interesse primordial, pois tem potencial de produgdo de H; a
partir de residuos organicos renovaveis (MIYAKE, J.; MIYAKE, M.; ASADA, Y., 1999).
A foto-conversdo de agua em Hy usa um dos recursos energéticos mais abundantes
do planeta: a luz solar. Varios microrganismos tais como bactérias fotoheterotroficas
anoxigénicas, cianobactérias, algas ou bactérias fermentativas, podem ser utilizados
para produgao biolégica de hidrogénio; conseguindo assim converter a abundante
energia luminosa em um vetor de energia quimica mais limpa e eficiente. Entre estes
microrganismos, as bactérias fotoheterotroficas anoxigénicas purpuras nao
sulfurosas (PNS) sdo organismos potenciais para producdo em larga escala devido
as suas elevadas eficiéncias de conversao e utilizacdo de variedade de substratos,
tanto para crescimento, como para produgdo de hidrogénio (KOKU et al., 2002).
Bactérias PNS vivem no fundo de lagoas ou lagos, onde podem crescer nos modos
fotoheterotroéfico, fotoautétrofico ou quimioheterotrofico, mudando de metabolismo
dependendo das condicdes ambientais tais como: grau de anaerobiose,
disponibilidade de fonte de carbono (CO, para crescimento autotréfico, compostos
organicos para crescimento heterotréfico) e disponibilidade de luz (necessario para
crescimento fototréfico) (MADIGAN et al., 2013).

No processo de fotofermentagdo, microrganismos fotossintéticos sdo capazes
de converter a energia solar diretamente a hidrogénio a partir de substratos
organicos. Esta reacao foi observada pela primeira vez por Gest e Kamen (1949) em
culturas de Rhodospirillum rubrum. As bactérias fotoheterotréficas anoxigénicas
correspondem a um grupo de microrganismos diverso metabolicamente e com
ampla distribuicido em ambientes anaerdbios expostos a luz. Apesar de sua ampla
versatilidade metabdlica toda a producdo de hidrogénio ocorre devido ao
metabolismo fotoheterotréfico, que acontece em condicbes anaerdbias e sob
iluminagao (KOKU et al., 2002; MADIGAN et al., 2004). De acordo com Basak, N. e
Das, D. (2007), quantidades de carbono e nitrogénio, intensidade de iluminagao,
configuracdo do biorreator e idade do indculo sdo parametros operacionais que
podem conduzir a rendimentos mais elevados de produgao de hidrogénio. Assim, a
producao bioldgica de H, por bactérias fotoheterotréficas anoxigénicas é vasta area
de pesquisa através do qual o rendimento global de sua produgdo pode ser
significativamente melhorado. A fotofermentacdo pode ser realizada sob trés
configuragdes diferentes de reator: batelada, batelada alimentada e fluxo-continuo
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(DASGUPTA, 2010). O hidrogénio pode ser gerado em duas fases durante os
processos anaerobios (Figura 1). Numa primeira fase, hidrogénio, acidos organicos
e alcoois podem ser produzidos por processos fermentativos na auséncia de luz.
Tais metabdlitos gerados no processo de fermentagdo podem ser consumidos por
bactérias fotoheterotroficas numa segunda fase durante a operagdo dos reatores
anaerobios na presenga de luz gerando assim, mais hidrogénio. Nesse sentido, este
projeto de pesquisa teve como objetivo principal a obtencdo de consoércios de
bactérias fotoheterotroficas geradoras de gas hidrogénio capazes de degradar
acidos organicos. Além disso, foram testados reatores anaerdbios sob incidéncia
luminosa alimentados com acidos organicos como acético e butirico, adigdes de
efluentes provenientes de reatores fermentativos geradores de H; alimentados
separadamente com glicerol bruto e aguas residuarias citricolas. Assim, foi estudada
a capacidade das bactérias fotoheterotroficas em metabolizar compostos organicos
de cadeia curta como acidos acético e butirico, que poderiam ser descartados numa
primeira fase de producdo de biohidrogénio por processos fermentativos.
Finalmente, essa pesquisa visou aumentar a eficiéncia energética global de ambos
os processos, fechando assim de maneira biologica o ciclo do hidrogénio via
bactérias fermentativas e fotoheterotroficas; aliando a remogao da matéria organica
gerada por processos fermentativos e a elevagdo na geragdo desse gas

combustivel.

Figura 1- Esquema do modelo de duas fases usado na pesquisa.

FERMENTAGAO =
ESCURA FOTO-FERMENTAGAO |
CeHiz0: + 2 HpO — 2 CHaCOOOH + 4Hz + 2 C0; 2CH:COOH + 4H:0 — 8Hz + 4005

Fonte: Autor
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1.1 Revisao bibliografica

Nas proximas secg¢des analisamos a bioquimica das bactérias PNS, fazendo
énfase especial em seu metabolismo fototréfico e como o fluxo eletrénico pode
derivar na bioprodugdo de hidrogénio. Nos apartados finais sera comentada a
potencialidade destas bactérias para remover a biomassa de diversas aguas

residuarias procedentes de processos fermentativos prévios.

1.1.1 Filogenia das Bactérias purpuras ndo sulfurosas

As bactérias purpuras nao sulfurosas estdo amplamente distribuidas na
natureza, principalmente em lagos, lagoas e aguas estaticas, onde existe uma
rapida producdo e decomposicido da matéria. Essas bactérias sdo unicas pela alta
versatilidade metabdlica apresentada, ja que podem crescer em condi¢des
anaerobicas na luz, tanto fotoautotréficamente quanto fotoheterotréficamente,
reduzindo compostos inorganicos ou organicos. A grande versatilidade metabdlica
das bactérias, combinado com outras caracteristicas como a facilidade de cultura, a
obtencdo de membranas e a disponibilidade de obtencdo de mutantes, tém
permitido que estas bactérias tenham sido usadas como um excelente modelo para
estudos em bioenergética. Filogeneticamente pertencem ao grupo das
proteobactérias, as quais sado bactérias Gram negativas organizadas em seis
grandes subgrupos (CLAYTON; SISTROM, 1978). As bactérias purpuras néo
sulfurosas se organizam em dois ordenes principais dentro dos subgrupos a e 3 das
proteobactérias: Rhodospirillales e Rhizobiales. Entre os géneros mais comuns nas
publicacdes da area, destacam Rhodobacter, Rhodopseudomonas e Rhodospirillum.
S&o um grupo bacteriano taxonémicamente caracterizado pela presenga de um
unico fotossistema, contendo como par especial de pigmento foto-conversor a
bacterioclorofila a ou b; junto com a habilidade de metabolizar acidos e alcoois como

doadores de elétrons em condi¢des fototréficas anaerdbias (HOLT, J. G et al, 1984).
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1.1.2 Conversao de energia em bactérias fotossintéticas anoxigénicas.

A fotossintese € um dos processos biolégicos mais importantes de nosso
planeta. Ela fornece aos seres vivos do oxigénio que respiram, os alimentos que
consumem e ate os combustiveis fésseis usados pelo homem tem sua origem nesta
reacdo. Embora o processo de fotossintese seja mais comumente associado com
plantas e algas, muita da nossa compreensao das bases moleculares para a captura
de energia de luz e conversao de energia fotoquimica foi originado em estudos com
bactérias fotossintéticas (DEISENHOFER et al., 1985; McDERMOTT et al., 1995).
Esses estudos provaram como as bactérias fotossintéticas sao excelentes
organismos modelo para o estudo das reag¢des que ocorrem na fotossintese, ja que
apresentam um dos sistemas mais simples de conversao da energia luminosa em
energia quimica. Apenas um conjunto de proteinas, juntamente com alguns co-
fatores sdo necessarios para transformar luz em energia quimica (SCHULTEN,
1999). O valor deste sistema modelo foi ilustrado por dois estudos de referéncia. Em
1985 Deisenhofer et al. determinaram a estrutura cristalina do centro de reacao da
bactéria Blastochloris viridis mediante raios-X; esta foi a primeira vez que se
determinou a estrutura cristalina de uma proteina de membrana, e levou a atribuicao
do Prémio Nobel de Quimica em 1988. O segundo estudo definiu a estrutura
cristalina do complexo coletor de luz (LH2) da bactéria Rhodopseudomonas
acidophila (McDERMOTT et al.,, 1995). Essas duas estruturas revelaram os
principios fundamentais nos quais estdo baseados a atual compreensdo dos
processos de transferéncia de energia da fotossintese.

As bactérias fotoheterotroficas anoxigénicas sdao semelhantes as plantas
verdes, ja que usam a luz como fonte de energia, mas em diferenga destas, néo
produzem oxigénio. Esse fato resulta numa dupla vantagem para a eficiéncia final do
processo de producao de hidrogénio porque a nitrogenase, enzima responsavel em
bactérias fotofermentativas, € inibida pela acdo do oxigénio e sob intensidades
luminosas reduzidas (MASEPOHL et al.,, 2002). Seu sistema fotossintético é
relativamente simples em comparagao com as algas verdes. Trata-se de apenas um
fotossistema que é fixo na membrana intracelular. No entanto, o fotossistema nao é
suficientemente poderoso para separar a agua e gerar hidrogénio (biofotolise direta).
Sob circunstancias anaerdbias, essas bactérias sdo capazes de usar acidos
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organicos simples e alcoois como doadores de elétrons (AKKERMAN 1. et al., 2003).
Os elétrons liberados dos substratos organicos sdo conduzidos através de
transportadores moleculares permitindo a criagdo de um potencial eletroquimico de
membrana para a formagao de energia disponivel para a célula na forma de ATP
(Figura 1). No entanto, o fluxo de elétrons, junto com energia quimica extra, pode ser
desviado para a formagao de hidrogénio. A enzima nitrogenase normalmente reduz
nitrogénio molecular (N2) a amdnia (NH3), mas também pode catalisar a producgéo de
hidrogénio gasoso na auséncia de Nj,. Assim, em condigcbes de anaerobiose, na
auséncia de nitrogénio e na presenga de luz, a enzima nitrogenase pode com a
energia adicional de ATP, reduzir protons em gas hidrogénio com os elétrons
derivados da fermentacao de diversos substratos organicos (OHASHI, 2010). Desta
forma, varios acidos organicos e alcoois podem ser transformados em hidrogénio e

diéxido de carbono.

Figura 2- Esquema da fotofermentagcao anaerdbia em bactérias PNS.
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113 Componentes estruturais da unidade fotossintética

Dentro do Filo Proteobacteria, no grupo das bactérias fotossintéticas, as
bactérias PNS representam uma subclasse caracterizada pela presenga de um
unico fotossistema, contendo como par especial de pigmento foto-conversor a
bacterioclorofila a. A unidade fotossintética minima nestas bactérias esta composta
de um centro de reacgéo (RC) cercado por um complexo de coleta de luz chamado
LHC1. Os dois sao considerados habitualmente na literatura cientifica como uma
unidade, que em conjunto formam o chamado complexo RC-LH1 (em proporcao
1:1). Este é capaz de converter a energia da luz em parceria com uma segunda
proteina de transferéncia de elétrons incorporada na membrana, o chamado
complexo citocromo bc1 (COGDELL et al, 2004). Na maioria das espécies de
bactérias purpuras, existem dois tipos de proteinas coletoras; LHC1 (complexo
coletor 1), e o complexo coletor Il (LHC2), as vezes chamado de "complexo coletor
periférico", cujo objetivo fundamental é expandir a capacidade de colheita, tanto em
termos de area disponivel como no espectro de comprimentos de onda que pode ser
usado. Em todas as espécies de bactérias purpuras, LHC2 forma um anel composto
por varias subunidades idénticas. O numero de subunidades (tipicamente entre 8 e
10) varia tanto entre as espécies e, em alguns casos, até mesmo dentro da mesma
espécie (COGDELL, R. J.; GALL, A.; KOHLER, J., 2006). Cada subunidade LHC2
consiste em duas apo-proteinas transmembrana, chamadas de a- (interior) e [3-
proteinas (exteriores), ligadas a varias moléculas de carotenoides (Cars) e
bacterioclorofilas (Bchls) (Figura 2). Esses complexos coletores de luz das bactérias
fotossintéticas apresentam uma elevada simetria, a diferenca da organizacao
observada nos pigmentos de organismos superiores como plantas, algas ou

cianobactérias onde a simetria ndo é tao aparente.
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Figura 3 - Esquema do complexo coletor de luz Il (LH 2).
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Fonte: Papiz et al. (2003).

As a- (vermelho) e B- (azul) apo-proteinas apresentam uma estrutura secundaria alfa-
helicoidal. BChls (verde) y Cars (amarelo) intercalam-se entre as apo-proteinas. Linhas pontilhadas
marcam o encaixe com a membrana lipidica.

As reacbOes de fotossintese sdo catalisadas pelos complexos proteina-
pigmento localizados dentro das membranas intracitoplasmaticas (invaginacbes da
membrana celular). Os pigmentos de absorgéo de luz em bactérias purpuras sédo as
bacterioclorofilas e os carotenoides (os quais apresentam cores intensas na gama
do laranja, vermelho e a conhecida purpura das bactérias). A BChl mais comumente
encontrada em bactérias purpuras € chamada de bacterioclorofila a. Constituida por
uma estrutura plana de cinco anéis tetrapirrdlicos com um atomo de magnésio no
seu centro e uma longa cauda hidrofébica de fitol. Isto faz com que a BChl absorva
em comprimentos de onda significativamente maiores do que a clordfila,
especialmente no infravermelho préximo entre 800 - 900 (bandas Qy)
(BLANKENSHIP, 2010). Nos complexos LHC2 existem comumente dois tipos de
anéis de Bchl; os anéis orientados em vertical, em relagdo com os pilares proteicos
no plano da membrana, que absorvem a luz em torno de 850 nm (B850), e os anéis
orientados em horizontal, que absorvem cerca de 800 nm (B800). Estes anéis s&o
tipicamente chamados como "complexo B800-B850". Para completar o set, no
complexo LH1 as Bchls absorvem luz em torno de 875 nm. Essas diferencas na

absorcao da luz sao devidas as diferentes interligagdes no nucleo do cromdéforo,
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especificamente nas ligagées do atomo magnésio (que faz parte do centro ativo)
com os residuos adjacentes das apo-proteinas (PAPIZ, 2003). Por sua vez, os
carotenoides sdo moléculas hidrofébicas com uma longa cadeia de carbonos e uma
regido de cabeca grandemente variavel em funcdo da espécie. Sao pigmentos que
absorvem luz entre 450 - 550 nm. Ambos os pigmentos, Bchls e cars, s&o
entrelacados em matrizes circulares em LHC2 agindo em conjunto como um filtro
solar que permite maximizar a captagcdo de luz nos diferentes ambientes aos que
estdo expostas as bactérias, além de evitar danos foto-oxidantes. Os carotenoides
sao necessarios tanto para a colheita de luz quanto para a foto-protecéo da célula.
Na sua auséncia, a radiagao solar promove a formacdo de espécies toxicas do
oxigénio que acabam destruindo os complexos coletores e produzindo danos
oxidantes letais para o organismo fotossintético. Ambos os pigmentos ndo sao
unidos covalentemente as estruturas da membrana sino mediante forgcas de Van de
Waals e ligagdes de hidrogénio as proteinas dos complexos (complexos coletores e
centros de reacao) (SCHEURING, S.; STURGIS, J. N., 2005).

O nucleo de cada antena fotossintética (complexo RC-LHC1) é constituido por
duas estruturas proteicas concéntricas de polimeros em alfa-helice, distinguindo-se,
como no complexo LHC2, dois polipeptidios a e B, formando um circulo interior e
exterior, respectivamente. As BChls (B870) formam um anel entre os dois cilindros
protéicos num circulo perpendicular a membrana. O tamanho de LHC1 (8-10
subnidades) acostuma ser menor que LHC2 (entre 10 - 15 subunidades), para
acomodar RC no espaco central. Nesse nucleo podemos encontrar um acumulo de
diferentes cofatores, proteinas, carotenoides, bacterioclorofilas, bacteriofeofitinas
(BPhe - as quais carecem do Mg central das BChls) e quinonas (ROSZAK et al.,
2003) (Figura 3). A excitagao direta sobre B870 ou bem através das antenas
periféricas dispara um mecanismo de transferéncia eletrénica no RC. O nucleo age
como um motor luminoso para o Cyt bc1; proteina dimérica sulfo-férrica (Cyt b e Cyt
c1) que atravessa a membrana no lado periplasmico para interagir com Cyt c2, o
qual apresenta uma grande similaridade com os citocromos presentes nas
mitocdndrias (bc1) e o complexo b6f de organismos fototrofos oxigénicos (Jones,
2009).
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Figura 4 - Esquema do complexo LH1 - RC.

Fonte: Roszak et al. (2003).

Vista frontal e lateral do complexo, onde podem se apreciar as colunas proteicas formando
circulos concéntricos, com os polimeros a (azul) e B (purpura) delimitando ao RC no centro. A
estrutura apresenta certa porosidade para permitir o fluxo de ubiquinonas do processo de
transferéncia eletrénica. O par de BChl 870 (laranja-vermelho) ficam a modo de sanduiche entre as

pilastras proteicas.

114 Mecanismo fotossintético

O fotossistema das bactérias purpuras € capaz de coletar energia da luz num
amplo intervalo de comprimentos de onda. Os Cars tém dois estados de excitagéo
conhecidos que estédo envolvidos no processo de transferéncia de elétrons (S1 e S2
entorno de 500 nm) e as Bchls, por sua vez, tém trés bandas de absorvancia
principais, a chamada banda Soret na regido do azul / UV-proximo (entre 300 e 400
nm), a banda Qx na regido do vermelho (em torno de 600 nm), e a banda Qy no
infravermelho préximo (entre 800 e 900 nm) (SUNDSTROM, V.; PULLERITS, T,
1999; SUNDSTROM, V. 2008). A absorgdo de fotons produz um estado eletronico
excitado nos pigmentos, a qual é coletada pelos carotenoides do complexo antena e

transferida para as BChls adjacentes (Figura 4).
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Figura 5 - Niveis de excitagdo eletronica de Bchls e Cars e seus possiveis

caminhos de transferéncia de excitagao.
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Fonte: Schulten, 1999.
As setas sdlidas representam os principais caminhos de transferéncia de excitagdo entre os
diferentes pigmentos, e as setas pontilhadas que representam caminhos de transferéncia menores ou

hipotéticos.

Dentro de cada proteina individual LHC2, a energia absorvida pelas Bchls
B800 é transferida para o anel de Bchls B850 e por sua vez, transferida para um
LHC2 vizinho ou para um anel LHC1 formado por Bchls B875 (mais baixa energia)
que rodeiam a RC (SUNDSTROM, V.; PULLERITS, T., 1999). A etapa final envolve a
transferéncia de energia do estado excitado desde um dimero P870 até o RC
(Figura 5), onde se desencadeia uma separagdo de cargas fotoquimicas. Os
complexos de colheita de luz precisam ser bem empacados dentro da membrana
para garantir que a energia do estado excitado seja transferida de forma eficiente
para o RC com perdas minimas de emissdo. O tempo de vida do estado excitado
das BChl é da ordem de alguns nanosegundos, o que significa que a energia
absorvida pelos pigmentos da antena tem que ser canalizada para o RC numa
escala de tempo de algumas dezenas a centenas de picossegundos (considerando
que sdo processos muito dependentes da temperatura) (SUNDSTROM, V.
PULLERITS, T., 1999). Produz-se assim uma canalizagao da energia desde estados
excitados de maior energia até estados de menor energia, o qual pode ser inferido
pelo deslocamento ao vermelho (baixa energia) das Bchls mais proximas do RC e
pode ser descrito pelo mecanismo de Forster (transferéncia de energia de
ressonancia n&o radiativa por meio de acoplamento entre dois dipolos de transi¢ao)
(BLANKENSHIP, 2010).
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Figura 6 - Transferéncia energética entre Bacterioclorofilas.

Fonte: Sundstrom, V.; Pullerits, T., 1999.

BChls B800 de LH1 sdo mostradas em verde, BChls B850 de LH2 e BChls B875 de LH1 séo
mostradas como pares alternando laranja e vermelho e BChls P870 do RC em amarelo. Os eventos
de transferéncia de energia indicadas pelas setas acontecem em tempos de vida de picossegundos

(ps) entre os complexos LH1 e LH2-RC.

Na maioria das espécies de bactérias purpuras, a energia da luz é
inicialmente absorvida pelo LHC2 e em seguida transferida por LHC1 para o centro
de reacao, iniciando assim a sequéncia de reacdes primarias redox da fotossintese.
Essas reagdes envolvem a conversao de moléculas de bacteriofeofitina e ubiquinona
a sua forma completamente reduzida, os quais sdao aceptores intermediarios, que
levam os elétrons para o complexo citocromo bc7-c2. As ubiquinonas apresentam
uma dinémica fluida entre o RC e os citocromos, transferindo elétrons ao Cyt bc1 e
liberando no processo prétons ao espago periplasmico. O citocromo c2 (Cyt c2)
encontra-se unido a membrana como aceptor externo, deslizando-se pela matriz
lipidica para acabar cedendo os elétrons ao complexo LHC1 fechando assim a via
ciclica de transporte eletronico (BLANKENSHIP, 2010). Mediante a translocagao de
protons acoplada ao fluxo de elétrons se estabelece um gradiente eletroquimico ou
forga proton motriz (pmf) necessaria para gerar energia metabdlica (ATP) através da

fotofosforilacdo (Figura 6). Parte desta energia € preservada na forma de pmf
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formada; a qual sera usada para ligar uma variedade de rea¢des que requer energia,
como o transporte ativo, o movimento do flagelo bacteriano, e assim por diante. Por
sua vez, em determinadas condi¢gées bioquimicas, cria-se um fluxo reverso de
elétrons que permite liberar os equivalentes de redugdo acumulados no sistema,
gerando biogas hidrogénio. Nessa rota metabdlica participam as ubiquinonas e o
citocromo bc1 (Cyt bc1) que age como doador imediato de elétrons, através dos

quais os mesmos sao cedidos a nitrogenase gerando hidrogénio (OHASHI, 2010).

Figura 7 - Sequéncia da transferéncia eletrénica impulsada por luz numa tipica

unidade fotossintética de bactérias PNS.
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Fonte: Cogdell, R. J.; Gall, A.; Kéhler, J. (2006).

Representacao do processo de transporte eletrénico ciclico na membrana intracitoplasmatica
das bactérias purpuras. A luz é absorbida pelos complexos LHC1 e LHC2 (verde), os quais
transferem sua energia de excitagdo ao centro de reacao (azul), onde é iniciada uma separacéo de
cargas. A energia luminosa absorvida pelos carotenoides e bacterioclorofilas (B800, B850 e B880),
gera uma alteracdo no estado energético das moléculas que pode ser transferido seguindo varias
rotas de excitacdo entre os pigmentos do fotosistema (linhas azuis) ate acabar reduzindo as
ubiquinonas localizadas no RC (convertendo assim a energia luminosa em energia quimica). As
mesmas fogem através de poros interproteicos do RC para transferir elétrons ao Cyt b1. A rota é
completada por uma proteina soluvel (Cyt ¢2) que acaba doando os elétrons para LH1 (linhas

vermelhas).
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1.1.5 Nitrogenase

As Nitrogenases sao metaloenzimas caracterizadas pela habilidade de
catalisar a fixagdo de N, (reduzindo o di-nitrogénio a amdnia) a qual resulta num fato
essencial para a manutencao do ciclo do nitrogénio na Terra. Tais enzimas estédo
presentes numa ampla gama de microrganismos, incluindo tanto arquéias quanto
cianobactérias (GALLON, 1992). Sao responsaveis, pela produgao biolégica de
hidrogénio nas bactérias PNS (HALLENBECK, 2015). Sdo enzimas que contém
grupos protéicos baseados em ferro e sulfeto, e dependo da forma enzimatica
podem estar também em combinagdo com molibdénio e vanadio. A Nitrogenase é
um sistema de dois componentes proteicos que usam o cofator Mg-ATP e um
potencial de elétrons derivados da Ferredoxina ou Flavodoxina para reduzir varios
substratos. A reducao de nitrogénio a aménio é uma reacdo fortemente endergbnica
que requer dois ATPs para cada transferéncia de elétrons (2 ATP/e) (BURGESS B.
K.; LOWE, D. J., 1996). A Molibdénio nitrogenase (Mo-nitrogenase) é a forma mais
amplamente caracterizada, a qual apresenta dois componentes proteicos, o menor,
uma ferro-proteina homodimérica (c2) que contém um cluster 4Fe-4S de unido entre
as duas subunidades; e que age como uma redutase especifica da proteina maior, a
proteina Mo-Fe. Esta ultima é uma dinitrogenase heterotetramérica (a2b2), que liga
quatro clusters, organizados em dois clusters P e dois clusters Fe-Mo (SEEFELDT;
HOFFMAN; DEAN, 2012) (Figura 7).

Figura 8 — Estrutura tridimensional do complexo Mo-Nitrogenase
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Fonte: Seefeldt, L. C.; Hoffman, B. M.; Dean, D. R. (2012).

Complexo nitrogenase e cofatores. Mostram-se a ferro-proteina (esquerda), juntamente com
duas moléculas de ATP e o cluster [4FE-4S] de unido. A direita aparece as subunidades a e 3 do
heterotetramero MoFe, onde se observam o cluster P e cluster MoFe de cada subunidade,
respectivamente. Os elétrons fluem desde a reductase até a dinitrogenase (proteina de unido a N»)

para formar sais de nitrogénio.

A redutase (subunidade menor) é responsavel pela transferéncia de elétrons
(processo dependente de ATP) a dinitrogenase correspondente (subunidade maior)
(Figura 7). Na auséncia de N, e com a participagdo de equivalentes de redugéo e
energia metabdlica (condigbes sob iluminagdo) a nitrogenase age como uma
hidrogenase alimentada por ATP produzindo exclusivamente H;, na mesma
proporgcao que produz N, (McKINLEY, J. B.; HARWOOQOD, C. S., 2010). No processo,
se produz uma transferéncia inter- e intra-molecular entre os distintos clusters; onde
oito moléculas de NAD(P)H doam 8 elétrons & ferredoxina, a qual transporta os 8
elétrons para a reductase e esta a sua vez para a dinitrogenase. Na auséncia de
nitrogénio da equacao geral (8H" + 8¢ + N, + 16 ATP > H, + 2NH3 + 16 ADP), a
dinitrogenase doa os 8 elétrons a 8 prétons do meio, gerando quatro moléculas de
H, (PETERS; SZILAGYI, 2006). Durante a catalise, as subunidades do complexo
passam por varios estados redox participando num processo dindmico que envolve
a associacao e dissociacado da proteina Fe e a proteina Mo-Fe junto com a hidrdlise
obrigatéria de dois Mg-ATP para cada transferéncia eletrénica neta (BURGESS;
LOWE, 1996).

Figura 9 — Esquema da transferéncia eletrénica no complexo Nitrogenase
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Fonte: Thorneley et al. (1985); Burgess B. K.; Lowe, D. J.. (1996).

Fluxo de elétrons a partir de transportadores, tais como ferredoxina ou Flavodoxina para a
MoFe-proteina através da Fe-proteina (esquerda) acoplado a hidrélise de ATP (centro) e a redugéo
subsequente de substratos juntamente com o retorno do MoFe-proteina para um estado de repouso

redox (a direita).

Existem outras formas enzimaticas da nitrogenase chamadas "alternativas",
as quais sao estruturalmente semelhantes as Mo-nitrogenases, mas contém vanadio
ou ferro em vez de molibdénio (grupos cataliticos contendo Fe-Va ou Fe-Fe em vez
de Fe-Mo). Estas nitrogenases alternativas favorecem a produgdo de H; e sua
expressao esta correlacionada com condi¢cbes severas de caréncia de nitrogénio
(ODA et al.,, 2005). As mesmas sao capazes de distribuir uma propor¢ao mais
elevada de elétrons para reduzir H, em comparagdo com a Mo-nitrogenase
convencional (SCHNEIDER et al., 1997). Em presenga de molibdénio soluvel,
reguladores transcripcionais (genes Moab) silenciam a expressdo destas
Nitrogenases alternativas. Neste caso, o mutante com genes Moab interrompidos
poderia expressar nitrogenases alternativas e Mo-nitrogenase simultaneamente
aumentando a bioproducdo de hidrogénio (MULLER et al., 2010). E conhecido
também a existéncia de rotas metabdlicas que entram em concorréncia com a
producao de H,, dirigindo o fluxo de elétrons para fixacdo de CO, (através da enzima
Rubisco) e a produgdo de reservas energéticas (Polihidroxibutiratos - PHBs)
(DEBABRATA et al., 2008). Varios estudos revelaram como a alteracdo de certas
enzimas dessas rotas repercutem positivamente no rendimento do H; (KIM et al.,
2012; WANGA et al., 2010). Por sua vez, a sintese e atividade da nitrogenase séo
reguladas a nivel transcripcional e pds-transcripcional em resposta a estimulos
ambientais; sendo assim que a presenca de oxigénio e de nitrogénio fixado em
forma de amébnio sao dois dos principais fatores envolvidos na regulacdo da
expressao de genes Nif. Segundo Zhang, Y. et al. (2003), a modificagédo dos genes
que codificam a enzima Nitrogenase (genes Nif) e seus reguladores junto com
alteracdo metabdlica de rotas em concorréncia, permitiram otimizar o fluxo de
equivalentes redutores as enzimas, redirecionando os caminhos de elétrons, o qual
pode ser uma estratégia muito promissora para alcangar uma quantidade satisfatoria

de H; a partir de aguas residuarias ou substancias organicas.
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1.1.6 Potencialidade do uso de aguas residuarias para geragdao de H;, por
bactérias PNS

As bactérias PNS, uma subclasse dentro do grupo das bactérias
fotossintéticas, podem apresentar um metabolismo fotoheterotréfico caracterizado
pelo uso de acidos organicos como doadores de elétrons aos intermediarios do
metabolismo fotossintético. Nessa situacdo acontece um processo fermentativo dos
acidos que pode ser aplicado na geragao de H,. Os acidos transferem seus elétrons
em auséncia de oxigénio a cadeia de transporte ciclico liberando poder redutor e
promovendo a formagédo de ATP através da fotofosforilagdo (MIYAKE, J.; MIYAKE,
M.; ASADA, Y., 1999). A fermentacdo pode acontecer mediante o consumo de
acgucares ou residuos por bactérias anaerobias com geragédo dos produtos principais
os acidos aceético e butirico (MAINTINGUER et al.,, 2008). Apds a fase de
fermentacdo em auséncia de luz nos processos de producdo de hidrogénio, séo
gerados acidos organicos volateis (MAINTINGUER et al., 2015); os quais, podem
ser consumidos por bactérias PNS, proporcionando uma maior viabilidade e
eficiéncia na geragdo de mais H; e no tratamento da matéria organica. Em teoria, a
combinagdo da fermentagcdo anaerdbia escura com a fotofermentagdo (usando
bactérias PNS) pode oferecer um rendimento estequiométrico de 12 mol de H; por
mol de glicose, como demonstrado nas equacgdes 1 e 2: A equacgao (1) exemplifica a
estequiometria da geracdo de H; a partir de glicose, por processos fermentativos,

gerando assim 4 mols de H; e dois mols de acido acético.

CeH1206 + 2 HL O — 2 CH3COOH + 4H, + 2 CO» AG'g=-206 kJ/moI'1 (1)
Algumas bactérias fotoheterotroficas utilizam a luz como fonte de energia, mas a
fonte de carbono sédo substratos organicos, como o acido acético, por exemplo,
gerando assim mais 8 mols de H,, conforme equagéo (2).

2CH;COOH + 4H,0 — 8H; + 4CO, AG'o = +209,2 kd/mol”  (2)

Dessa forma, a reagao global seria mais vantajosa, com a geracédo de 4 mols de H;
por processos fermentativos (1) e mais 8 mols de H; por processos fototroficos (2).
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Varios estudos de escalonamento em processos de producao fermentativa de H
tém sido feitos com sucesso. O uso de matérias-primas mais baratas e processos
bioldgicos de produgao de hidrogénio mais eficientes certamente irdo torna-los mais
competitivos com os processos convencionais de geragao de H, num futuro préximo
(DEBABRATA, 2008). A vantagem da utilizagdo desses microrganismos reside sua
versatilidade em metabolizar diversos substratos e na auséncia do fotosistema I
(PSIl) em seu aparato fotossintético. Bactérias PNS ao ndo estar equipadas com
PSIl, ndo podem dividir agua em oxigénio e hidrogénio (biofotdlise direta),
desenvolvendo um metabolismo fermentativo anaerdbio, o qual permite eliminar as
dificuldades associadas com a inibicdo de O, (BOLTON, 1996).

A fotofermentacado pode ser aplicada a varios tipos de substratos organicos, e pode
ser combinada com processos de tratamento de aguas residuarias. No entanto,
esses processos consomem uma quantidade consideravel de energia, mais de 30%
dos elétrons s&o atribuidos para o crescimento da biomassa (HONDA; FUKUSH],
YAMAMOTO, 2006). Além disso, o rendimento final H, pode ser reduzido pela
atividade de captagcdo da hidrogenase (KARS; GUNDUZ, 2010). Esta enzima
catalisa a conversdo de H, molecular para prétons e elétrons para reduzir elevados
potenciais dos aceptores de elétrons no interior da célula, o que em consequéncia,
faz diminuir a eficiéncia da producao de H,. Portanto, o valor total da producao de H,
€ igual a quantidade de H; produzido pela nitrogenase menos o consumido no
processo de captagao da hidrogenase e no crescimento celular bacteriano (KARS,
2008).

A via fotoheterotrofica pode permitir a remogdo completa da matéria organica,
utilizando, por exemplo, efluentes de processos fermentativos de geragdo de H
como acidos organicos e alcoois, ou com determinados excedentes industriais como
0 caso de aguas residuarias de industrias citricolas ou de reatores anaerébios
geradores de H,; e alimentados com glicerol bruto procedente das industrias de

produgao de biodiesel.

1.1.7 Glicerol

Glicerol, conhecido também como glicerina, € o nome comum do composto

organico 1,2,3-propanotriol, descoberto por Carl W. Scheele em 1779. E um
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composto alcodlico com trés grupos hidroxila que formam a base da composig¢ao dos
lipideos; e em sua forma pura, apresentam-se como liquido incolor, inodoro,
higroscopico e com densidade superior a agua. O glicerol apresenta diversas
aplicagbes na industria de cosméticos, farmacéutica, detergentes, na fabricagcao de
resinas e aditivos e na industria alimentar (BOHNET, M. et al, 2003). No entanto,
apesar de possuir ampla aplicagéo industrial, o glicerol residual s6 pode ser utilizado
quando possui alto grau de pureza, o que exige etapas de purificagdo que
encarecem o produto (KOCSISOVA; CEVENGROS, 2006).

Nos ultimos anos, diversos estudos estdo sendo direcionados para a
reutilizagdo de glicerol bruto na forma direta, devido ao aumento da producédo de
biodiesel em paises como Brasil e Estados Unidos. Estimativas do Governo
Brasileiro para o ano 2020 projetam alcancar a cifra de 1,4 bilhdes de litros de
glicerol derivados desta industria (ALBARELLI; SANTOS; HOLANDA, 2011). O
glicerol bruto, como coproduto gerado durante a produc¢do industrial do biodiesel, é
gerado fabricado numa propor¢cao aproximada de 100 kg por cada tonelada de
biodiesel obtida (FOUNTOULAKIS; TODINI, 2009). O biodiesel € um éster de acidos
graxos derivado de 6leos de diversa origem, obtido principalmente de sementes de
girassol, soja, dentre outros vegetais, assim como da gordura animal e 6leo vegetal
(MOTA; DA SILVA; GONCALVES, 2009). Existem varias pesquisas sobre a utilizagdo
deste residuo para a producao de biogas hidrogénio em processos de fermentagao
na auséncia de luz (SELEMBO et al., 2009; WU et al., 2011; SABOURIN-PROVOST;
HALLENBECK, 2009). Entretanto, pesquisas com processos que combinam
bactérias fotoheterotréficas para a produgao de hidrogénio a partir do efluente da
fase fermentativa, sdo escassas (CHOOKAEW; O-THONGC; PRASERTSAN, 2015).

Inicialmente o efluente dos processos fermentativos da metabolizagdo do
glicerol bruto teria que apresentar baixas concentracées de sais de nitrogénio
reduzidas para poder serem usados por bactérias PNS na producdo do biogas.
Chookaew, T.; O-Thongc, S.; Prasertsan, P. (2015) analisaram diferentes efluentes
procedentes de processos fermentativos de glicerol bruto e determinaram baixas
concentragbes de aménio (0,02 mg/L); o que sob ponto de vista tedrico, favorece
sua possivel utilizagdo numa segunda etapa fotoheterotréfica, ja que evita o
bloqueio da enzima nitrogenase. Os autores realizaram testes com varias fontes de

nitrogénio em distintas concentracdes e diluidos em efluentes com o objetivo de
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otimizar o processo de producdo, obtendo resultados na mesma linha dos aqui

apresentados.

1.1.8 Residuos citricolas

Residuos citricolas s&do os que comumente sao gerados em industrias de
beneficiamento de frutas citricas. O Brasil é o pais que detém 53% da producao
mundial de suco de laranja (REZZADORI et al, 2009) exportando 98% do que
produz. Em impostos, essa cadeia arrecada US$ 189 milhdes para nosso pais.
Deve-se destacar ainda, que o estado de Sao Paulo detém 53% da producao
mundial (NEVES, et al. 2010). As aguas residuarias de industrias citricolas sao
residuos com elevada fonte organica que podem apresentar em sua composicao, de
forma geral, um predominio de agucares tais como glicose, frutose e sacarose numa
proporcao 1:1:2 (REZZADORI et al, 2009). Na regido central do estado de Séao
Paulo que agrega as cidades de Limeira, Araraquara e Matdo encontra-se o principal
polo de beneficiamento e exportacdo de suco de laranja. Uma solucao alternativa de
reaproveitamento desses residuos em energia a partir das aguas residuarias,
presente em grande quantidade na regido, seria muito interessante tanto
economicamente quanto ambientalmente.

Nesse sentido, a presente pesquisa pretendeu obter consércios de bactérias
fotoheterotroéficas purpuras nao sulfurosas geradoras de H, em reatores anaerébios
operados em batelada, que consumam 4&cidos graxos volateis de reatores
fermentativos, completando assim o ciclo de tratamento biolégico dos residuos com
a remogao da matéria organica e o aumento da producgao global de biohidrogénio.
No presente estudo foram utilizadas duas fontes de acidos organicos como os
acidos acético e butirico, que sdo gerados durante a primeira fase de fermentagao
nos processos de producao bioldgica de Hy a partir de aguas residuarias. Além
disso, forma testados os efluentes de reatores produtores de hidrogénio por
processos fermentativos, operados em batelada e alimentados separadamente com
o glicerol bruto e aguas residuarias citricolas. Tais agbes permitirdo propositos

fundamentais de biorremediacao e a geracao de energia.
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PARTE EXPERIMENTAL

Objetivos

Geral: Obter consércio de bactérias fotoheterotroficas purpuras nao sulfurosas

geradoras de gas hidrogénio.

Especificos:

1.

2.2

Obter consércio de bactérias fotoheterotréficas purpuras ndo sulfurosas a
partir de amostras provenientes de distintas fontes ambientais.

Enriquecer consércio de bactérias fotoheterotroficas purpuras nao sulfurosas
por técnicas de diluigdes, plaqueamento e roll-tubes;

Operar reatores anaerdbios em batelada alimentados, separadamente, com
acidos organicos, visando a producao biologica de Ho.

Testar efluente de reatores fermentativos produtores de H; que foram
alimentados com glicerol bruto em processos fotoheterotréficos;

Testar efluente de reatores fermentativos produtores de H; que foram
alimentados com aguas residuarias citricolas em processos fotoheterotroéficos;
Avaliar o crescimento dos consércios de bactérias fotoheterotréficas durante
operacdo de reatores anaerdbios sob condicdes fotoheterotréficas

anoxigénicas.

. Avaliar o consumo dos acidos organicos e a producao de gas hidrogénio para

cada substrato utilizado.
Realizar  caracterizagbes  morfolégicas do  consércio  bacteriano

fotoheterotrofico obtido por analises microscopicas.

Fluxograma experimental

O fluxograma experimental resume as atividades que foram desenvolvidas

neste projeto de pesquisa (Figura 9). As condigbes operacionais testadas foram:

in6culo de fontes distintas, tipo e concentracéo do substrato sintético, condi¢cdes de

iluminagao dos reatores anaerdbios em batelada, analises microbiolégicas, fisico-

quimicas e cromatograficas.
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2.3 Fonte de in6culos

Foram testadas duas fontes de inéculo provenientes de:

1. Sistema de Lodos Ativados usado no tratamento biolégico de esgoto
sanitario (Bueno de Andrada - Araraquara - SP)
2. Lodo de lagoa local (IBIOTEC - UNIARA — Araraquara - SP).

Os in6culos foram macerados previamente em cadinho, com auxilio de pistilo para
homogeneizar possiveis granulos. A seguir, foram adicionados em meios de cultivo
para promover selegdo e desenvolvimento de consoércios de bactérias
fotoheterotréficas, em processos de enriquecimento, sob incidéncia luminosa de
5000 — 6000 lux (18,5 + 1 W/m?), a 37°C durante 5 dias em cultivo estatico.

24 Enriquecimento celular

241 Obtencgao de consorcios fotoheterotroficos

O objetivo desta etapa foi a obtengdo de consodrcio fotoheterotréfico com a
finalidade de selecionar e favorecer o crescimento e metabolismo daquelas bactérias
capazes de degradar os acidos organicos, usando luz como fonte de energia e
liberando hidrogénio como produto de interesse. Nesta etapa foram usados dois
meios de cultivo: (1) genérico (ATCC 112) (Tabela 1) e (2) especifico
(Rhodospirillaceae) (Tabela 2).

Para o cultivo celular foi utilizado o meio ATCC 112 (VAN NIEL et al., 1944),
acrescido de acido acético como fonte de carbono adicional (Tabela 1). As solugbes
foram preparadas em agua ultrapurificada, na ordem apresentada (Tabela 1), pH
7,0£0,2 com solugao 1 mol/L de hidroxido de sddio. Apos esse procedimento, o meio
de cultivo foi mantido sob atmosfera de Nitrogénio (99,99%) durante 20 minutos.
Ainda, sob fluxo desse gas, o meio de cultivo foi distribuido em frascos de 20 e
50mL, deixando aproximadamente a metade de seu volume como headspace. Os

frascos foram fechados e esterilizados por autoclavacédo a 121°C, por 20 minutos.
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Tabela 1 - Composi¢ao do meio de cultivo para enriquecimento celular

(ATCC 112).
Componentes Quantidade q.s.p. 1000mL de
agua ultrapurificada
K2HPO4 1,0 g
MgSO, 0,59
Extrato de levedura 10,0 g
Acetato de sodio 0,82 g (10 mMI/L)

Fonte: Van Niel (1944).

A seguir os indculos 1 e 2 (20%) foram testados separadamente em reatores
anaerobios em batelada, mantidos a 37°C, durante 120 horas. O crescimento celular
foi observado indiretamente (densidade éptica medida em espectrofotdmetro a 660
nm). A seguir, os inoculos enriquecidos foram concentrados em centrifuga
refrigerada (10.000 rpm, 4°C, 10 minutos) e reativados em meio de cultivo (Tabela

2), descrito a seguir.
2.4.2 Enriquecimento celular de bactérias fotoheterotréficas anoxigénicas

O enriguecimento celular foi realizado com o inéculo que apresentou as
melhores condigdes de cultivo, conforme descritos anteriormente. Posteriormente foi
fluxonado N2 (100%), durante 20 minutos para manter as condigdes anaerdbias e os
reatores foram mantidos a 37°C, sob incidéncia luminosa (5.000 - 6000 lux; 18,5 + 1
W/m?) com lampadas incandescentes (Philips 60W clara). O inéculo foi reativado
previamente em meio de cultivo, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente,
em reatores anaerobios em batelada, a 37°C, sob incidéncia luminosa (5.000 —
6000; 18,5 + 1 W/m?), durante 72 horas. Apds reativagdo celular, o inéculo foi
concentrado em centrifuga refrigerada (10.000 rpm, 4°C, 10 minutos) e adicionado
em meio de cultivo para utilizagado nos reatores anaerobios em batelada.

Foram preparadas solugdes trago de metais (Tabela 2), ferro-citrato Il (Tabela 3)
Vitaminas (Tabela 4), em agua ultrapurificada. Apés homogeneizagao das solugdes,
foi realizada a troca gasosa, por 20 minutos, em atmosfera de nitrogénio (99,99%).
Depois, as solugdes foram distribuidas em frascos de antibidtico, também sob
atmosfera de N,. Os frascos foram esterilizados por autoclavagédo (121°C, por 20
minutos), excetuando a solugdo de vitaminas (Tabela 4) que foi esterilizada por
fitracgdo em membrana de 0,22um de porosidade, em condi¢des assépticas e

armazenadas sob refrigeragao.



Tabela 2 - Composigao da solugéo trago de metais.

Componentes Quantidade q.s.p. 1000mL de
agua ultrapurificada

H3BO3 30 mg
Na,MoQO,.2H,0 3 mg
ZnS0,4.7H,0 10 mg
CoCl,.6H,0 20 mg
CuCl,.2H,0 1 mg
MnCl,.4H,0 3mg
NiCl,.6H,0 2mg

Fonte: Fang; Liu; Zhang, 2005.

Tabela 3 - Composicao da solucéo ferro-citrato

Composto Massas
Ferro-citrato IlI 1000 mg
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Fonte: Lazaro et al. (2012)

Tabela 4. Composicao da solucdo de vitamina B>

Composto Massas
Vitamina B12 40 mg
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Fonte: Lazaro et al., 2012.

O enriquecimento celular foi realizado através de dissolugdo dos
componentes em agua ultrapurificada, de acordo com a ordem apresentada (Tabela
5) e o pH ajustado a 7,0+0,2 com solugdo 1 mol/L de hidréxido de sédio. O substrato
sintético foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym de porosidade, em

condicbes assépticas.
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Tabela 5 - Composicdo do meio de cultivo para produgao de Hs.

Quantidade q.s.p. 1000mL de
agua ultrapurificada
K;HPO, 500 mg
K;HPO, 500 mg
Bicarbonato 250 mg
MgSQO,. 7H,O 200 mg
NaCl 400 mg
CaCl,. 2H,0 50 mg
Extrato de levedura 200 mg
Glutamato de soédio 10 mM/L
Acido acético 10 mMIL
Solugéo Ferro-citrato 5mL
Solucéo traco de metais 1mL
Solugéo vitamina B> 1mL

Fonte: Chi Mei Lee, 2005.

2.5 Técnicas de isolamento das PNS

A purificacao foi feita mediante o uso de diversas técnicas: Roll-tubes,
diluicbes seriadas e plagueamento em anaerobiose. Para as trés técnicas, foi
utilizado o meio ATCC 112 (VAN NIEL et al., 1944), acrescido de acido acético (10
mM/L) como fonte de carbono adicional. As solugdes foram preparadas em agua
ultrapurificada, na ordem apresentada da Tabela 6 (0o agar ndo foi usado na
preparagao das diluicées seriadas). O pH foi ajustado a 7,0-7,2 com solu¢do 1 mol/L
de hidréxido de sodio ou acido cloridrico (1M). Apds esse procedimento, o meio foi
mantido sob atmosfera de N3 (99,99%) durante 20 minutos. Ainda, sob atmosfera de
N2 o meio de cultivo foi distribuido conforme descrito a seguir: 2,5 mL em frascos de
20 mL para a técnica de Roll-tubes, a metade do volume em frascos de 20 e 50 mL
para a técnica de diluigdes seriadas e 20 mL para o plaqueamento. Os frascos foram
fechados e esterilizados por autoclavagao (121°C, por 20 minutos), excetuando o
meio para plaqueamento que foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 uym

de porosidade, em condicdes assépticas.
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Tabela 6 - Composi¢ao do meio de cultivo para purificagcédo do consorcio

fotoheterotrofico
Componentes Quantidade q.s.p. 1000mL de
agua ultrapurificada
K;HPO, 1049
MgSO, 05g
Extrato de levedura 10,09
Acido acético 10 mM/L

Agar 1,5%

Fonte: Van Niel, 1944.

A segquir foi feita a inoculagdo com diferentes volumes para cada técnica: 100
ML para os frascos de Roll-tubes, 20% do volume liquido final para os frascos das
diluicdes e uma progressao de volumes desde 20 a 100 yL para as placas. No caso
dos Roll-tubes, a inoculagdo foi feita apds derretimento do agar (banho-maria) e
consequente submersao dos frascos incubados sob banho da agua gelada, em
movimentos circulares para uma distribuigio homogénea do meio de cultivo e
in6culo, até adesdo do meio de cultivo inoculado junto as paredes dos frascos. A

sequir, os frascos foram mantidos invertidos com ajuda de suporte (Figura 10).

Figura 11 - sistemas de purificagéo.

(A) (B)
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(€)

Fonte: Autor (a continuagéo todas as imagens serdo da mesma fonte)

(A) Frasco de roll-tubes invertido sobre suporte.

(B) Ensaio de Roll-tubes sob iluminacdo incandescente.

© Roll-tubes aberto com colbnias fotoheterotréficas vermelhas, para posterior repique com alca.
(D) Plaqueamento do indculo fototréfico em agar.

(B) DiluicBes seriais sob iluminagéo.

No caso das placas, o mesmo agar solidificado atuou como uma barreira para
o oxigénio, permitindo as bactérias anaerdbias crescerem nas areas mais profundas
(entre o vidro da placa e o agar). Além disso, as placas foram fechadas com fita
adesiva para manutencdo das condigcbes de anaerobiose. Os reatores e placas
foram mantidos a 37°C, sob incidéncia luminosa de 5.000 - 6000 lux (18,5 + 1 W/m?)
(Figura 11).
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Figura 12 - Reatores anaerdbios em batelada mantidos sob iluminagéo.
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2.6 Ensaios de producéo de hidrogénio

2.6.1 Montagem dos reatores anaerdbios em batelada

Os reatores anaerébios em batelada foram montados em triplicata, em meio
de cultivo Rhodospirillaceae (CHI MEI LEE et al., 2005), acrescido de glutamato de
sodio e substrato organico. Foram mantidos sob intensidade luminosa de 5000 a
6000 lux a 37°C em duas condicdes de poténcia luminosa 18,5 e 8,8 + 1 W/m? Em
cada ensaio, o in6culo foi reativado previamente durante 48 a 72 h, nas mesmas
condigdes descritas anteriormente. Os substratos orgénicos que alimentaram os
reatores anaeroébios, separadamente, foram: acido acético, butirico, uma mistura de
ambos acidos, efluente de reatores fermentativos geradores de H, alimentados com
aguas residuarias procedentes de industrias citricolas (pesquisa desenvolvida pelo
aluno de graduagdo Renan Pachiega) e efluentes de reatores fermentativos
geradores de H; alimentados com glicerol bruto (pesquisa em desenvolvimento pela
mestranda Caroline Varella), em diferentes concentragcdes (Tabela 7). Os efluentes
de reatores apresentavam concentragdes conhecidas de 48 g de DQOI/L (efluente de
Glicerol) e 3 g de DQOI/L (efluente de aguas residuarias citricolas); os quais foram
esterilizados por filtracdo em membrana de 0,22 ym de porosidade, em condi¢des
assépticas, para evitar possiveis contaminagbes celulares dos processos
fermentativos prévios. Além disso; foi realizada diluicdo prévia para sua utilizagao

em concentragdes ajustadas na operagao dos reatores fotoheterotroficos.



Tabela 7 - Montagem dos Ensaios em reatores anaerobios em batelada.

43

ENSAIOS M @ (B @ & © @ @ (9 (19 (1) (12
Componentes Concentragdao | 3,5 1,7 1 0,5 1 0,5 1 1 1 2 3 0,5
(g/L) (g/L) (g/L) (g/lL) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Acido acético (g) 1,750 0,85 0,333 0,167 - - 0,167 - - - - -
Acido butirico (g) - - - - 0,5 0,25 0,25 - - - - -
Efluente reator fermentativo - - - - - - - 10,43* 10,43 * 20,86* 31,30 * -
com glicerol (mL)
Efluente reator fermentativo - - - - - - - - - - - 166,60*
com aguas residuarias
citricolas (mL)
K2HPO4 (g) 0,5 g/L 0,25 0,25 0,166 0,166 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
KH2PO4(g) 0,5 g/L 0,25 0,25 0,166 0,166 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Bicarbonato (g) 0,25 g/L 0,125 0,125 0,083 0,083 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
MgSOs. 7H20 (g) 0,2 g/L 0,10 0,10 0,066 0,066 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
NaCl (g) 0,4 g/L 0,2 0,20 0,133 0,133 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
CaCls. 2H20 (g) 0,050 g/L 0,025 0,025 0,016 0,016 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Extrato de levedura (g) 0,2 g/L 0,10 0,10 0,66 0,66 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Glutamato de sédio (g) 10 mM 0,935 0,935 0,623 0,623 0935 0935 0935 0935 0935 0,935 0,935 0,935
Solugao Ferro-citrato (mL) 5 ml/L 2,50 2,50 1,66 1,66 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Solugéo trago de metais 1 ml/L 0,50 0,50 0,33 0,33 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
(mL)
Solugao vitamina B+2 (mL) 1 ml/L 0,50 0,50 0,33 0,33 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
In6culo
(biomassa reativada) (mL) 20 % 100 100 66 66 100 100 100 100 100 100 100 100
Poténcia luminosa (W/m?) 18,5+1 18,51 8,811 8,8+1 8,811 8,81 18,56+1 8,8+1 18,5+1 18,5+1 18,5¢1 18,541
Headspace Géas Na (mL) 820 820 330 330 820 820 820 820 820 820 820 820
Volume util 500 500 330 330 500 500 500 500 500 500 500 500
pH inicial 7+02 7+02 7+02 702702 7+02 7+02 7%02 7+%02 702 7%0,2 70,2
Volume total frasco (mL) 1320 1320 660 660 1320 1320 1320 1320 1320 1320 1320 1320

* Concentragao de efluentes em gramas de DQO/L.
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2.7 Analises fisico-quimicas
271 Crescimento Celular

O crescimento celular foi verificado através da analise de absorbéncia da
cultura a 660 nm e STV (Solidos Totais Volateis); ambos de acordo com APHA
(2005). Para a obtengao de tais resultados foram realizados ensaios com medidas
de absorbancia a 660 nm e Sélidos Totais Volateis (STV), durante o periodo de
crescimento da cultura microbiana. Foram montados reatores anaerdbios em
duplicata, alimentados separadamente com acido acético (1g/L), acido de butirico
(0,5 g/L), uma mistura de acético e butirico (0,5 g/L) e os efluente de reator gerador
de H; a partir de glicerol bruto (1g/L de DQO) e de aguas citricolas (0,5 g/L de DQO).
O meio de cultivo foi acrescido de glutamato de sddio e solugédo de vitaminas By,
nas mesmas condi¢cdes da reativacdo da biomassa, com volume reacional de 1320
ml, headspace preenchido com N, (100%) e indculo do enriquecimento celular
(20%). Os reatores foram mantidos a 37 °C e sob duas condigdes de incidéncia
luminosa (18,5 € 8,8 £ 1 W/mz). A concentracdo de STV da biomassa purificada foi
proporcional a absorbancia a 660 nm, conforme equagdes para o acido acético,

butirico, a mistura de ambos e os efluentes, respectivamente.

Y =120,51X+61,4 R?=0,98 (Acido Acético— 8,8+ 1 W/m?)

Y =230,67X+81,3 R?=0,94 (Acido Acético — 18,5+ 1 W/m?)

Y = 562,25X - 436,7 R?=0,99 (Acido Butirico — 8,8+ 1 W/m?)

Y =138,35X + 73 R?=0,99 (Efluente Glicerol — 8,8+ 1 W/m?)

Y =285,35X + 44,7 R?*=0,97 (Efluente Glicerol — 18,5+ 1 W/m?)

Y =281X+98,8 R?=0,99 (Efluente agua residuaria citricola — 18,5+ 1 W/m?)
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2.7.2 Consumo dos substratos organicos

Os consumos dos substratos organicos foram determinados por Cromatografia
gasosa (injecdo automatica por headspace). As analises foram realizadas em
cromatografo gasoso Thermo Scientific modelo Trace GC Ultra, equipado com injetor
Split/splitless e detector de ionizagdo de chama (DIC) de alta frequéncia, acoplado a
um amostrador modelo Triplus, configurado para amostragem headspace. As
condi¢cbes cromatograficas foram as seguintes: Coluna STABILWAX, de 30 m x 0,25
mm x 0,25 pym; temperatura do injetor de 250°C, raz&o de split de 10; temperatura do
forno de 35 °C (0’) até 40°C (0’), a 3°C/min; até 78 °C (0’) a 30°C/min; até 120°C
(1), a 35°C/min; até 180°C (1), a 10°C; até 230°C (4’), a 40°C/min; gas de arraste
hélio 2,73 mL/min, temperatura do detector 260°C, gas auxiliar (N2): 30 mL/min; ar
sintético 300 mL/min e hidrogénio 30 mL/min. As condicbes do amostrador
automatico de headspace era TriPlus 300 e seringa de 2,5 mL; temperatura da
seringa: 90°C; volume injetado de 400 pL; tempo de lavagem da seringa com N3 (3

minutos) e temperatura de aquecimento da amostra a 100 °C, por 13 minutos.
2.7.3 pH

O pH foi verificado no final dos ensaios, de acordo com APHA (2005).
2.7.4 Medidas de Pressao Interna no headspace dos Reatores

A pressao interna dos reatores foi testada com medidor de pressao marca
Labtrix modelo XL28.1 (faixa -20 A a 20 (MCA), tipo diferencial), previamente a
medi¢cdo do biohidrogénio por cromatografia gasosa. Os valores obtidos foram
necessarios para os calculos de producéao global do gas.
2.7.5 Determinacao de H, no headspace dos reatores anaerdbios

Foram efetuadas leituras para determinagcdo do gas hidrogénio, em reatores

pressurizados, por meio da retirada de 1,0 mL de amostra da fase gasosa, utilizando

seringa gastight com trava. Foi utilizado cromatégrafo a gas, Thermo Trace GC Ultra,
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equipado com injetor split/splitess, detector de condutividade térmica (TCD) e detetor
de ionizagdo por chama (FID). Foram utilizadas duas colunas analiticas Carboxen
1006 plot 30 m x 0,53 mm i.d. e Rt-MSieve 5A 30 m x 0,53 mm i.d. As condigdes
utilizadas foram as seguintes: Injetor e detector TCD a 150 °C; detector FID a
250 °C. Programacgédo de temperatura do forno: 50°C (4,5 min), seguido de
aquecimento a 40°C/min até 180 °C (1,5 min) e resfriamento a 50°C/min até 50 °C

(3,15 min). Gas de arraste: argdnio a 1,5 mL/min e fluxo de split a 60 mL/min.
2.7.6 Analise espectrofotométrica de absorcao

Para confirmar as necessidades energéticas dos  consorcios
fotoheterotroéficos, se realizou uma espectrofotometria de absor¢ao UV-IV com o
consércio fotoheterotrofico obtido durante a purificacdo. Foram tomadas duas
amostras de 3 mL da cultura e concentradas em centrifuga refrigerada (10.000 rpm,
4°C, 10 minutos). O sobrenadante foi descartado e o pellet resuspenso em agua
ultrapurificada. As amostras foram preparadas e analisadas em espectrofotdmetro
ultravioleta — infravermelho, modelo Perkin Elmer - Lambda 1050 e interfaceado em

estacao de trabalho com o software Opus.

A eficiéncia de conversdo do substrato (SCE) esta descrita na equacéao (3).
Para o calculo da eficiéncia de conversao da luz (LCE) se utilizou a equacgao (4)
descrita por Kawamura em 1987, onde a energia livre é calculada em fungao da
quantidade de hidrogénio produzido pela entalpia standard da combustdo do H,
(33,61 W/h/g), sendo py, densidade do hidrogénio (g/L), V4, volume do hidrogénio
produzido (L), / intensidade luminosa (W/m?), A area irradiada (m?) e t duragdo do

processo (h).

(3)

Mols de Hidrogénio produzidos
SCE (%) = —— - p ———— x 100
Mols de Hidrogénio esperados através da equagdo estequiométrica
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(4)
33,61 x py, x Vy,
IxAxt

LCE (%) = x 100

2.7.7 Analises de poténcia luminosa e espectrometria de emissao

Foi realizado analise da poténcia e do espectro de emissdo das lampadas
incandescentes usadas como fonte de energia para os cultivos no presente estudo
(Figura 12). A densidade de energia foi medida em watts por metro quadrado em
medidor de poténcia (Newport modelo 2935 C) conectado a detector de silicio sem
atenuador (Newport modelo 918D-UV-OD3) com sensibilidade entre 200 - 1100 nm
de comprimento de onda. A energia liberada pelas lampadas foi controlada em
variak (Varivolt modelo Vm 215) que permitiu estabelecer duas condi¢des
experimentais nos ensaios. Foram realizados testes sob 25 % e 100 % da poténcia
elétrica total das lampadas (Philiphs 60 W, 127 V), mantendo a distancia de
separagao do foco em fungao da poténcia luminosa fixa média emitida de 5500 lux
detectada com o luximetro (Instrutherm modelo LD-300). A emissdo das lampadas
foi testada mediante espectrofotometro (Ocean optics modelo HR 200+ES)

conectado a detector de fibra optica unidireccional.

Figura 13 - Espectro de emisséao (a) e densidade de poténcia emitida (b) pelas

lampadas incandescentes.
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2.7.8 Analises microscopicas

As caracteristicas morfologicas dos inéculos e dos consorcios
fotoheterotréficos obtidos foram observadas em microscépio Optico de contraste de
fase e luz comum Motic AE31, com captura de imagens por meio de camera
Moticam 2000 e software MOTIC Images Plus 2.0).

2.7.9 Ajuste de dados experimentais

Os dados experimentais obtidos durante os ensaios foram ajustados para os
valores médios obtidos das triplicatas dos reatores em batelada utilizando o software
Statistica® (versdo 8.0). A taxa maxima de produgdo de hidrogénio foi obtida por
ajuste sigmoidal ndo linear da fungdo Gompertz modificado (LAY et al., 1998). A
funcdo foi usada para ajustar os dados a cinética de crescimento tedrico celular,
modificado neste caso, para cultivos de microrganismos. A equagdo € indicada
abaixo, onde: P é o potencial de produgédo de hidrogénio (mmol/L cultura), Rm é a
taxa maxima de produgao de hidrogénio (mmol/L cultura. h), A é a fase lag (h) de
geragao de Hy e e vale 2,718281828.

H=P .exp{—exp [% A-t)+ 1]}
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fonte de in6culo (1) do Sistema Bioldgico de lodos ativados tratando
esgotos sanitarios apresentou as melhores condigbes de crescimento
fotoheterotrofico e geracéo de H;, durante os ensaios de purificagcdo. Sendo assim, o
in6culo proveniente desse sistema bioldgico foi a amostra escolhida para os ensaios
subsequentes com reatores anaerobios em batelada.

Na etapa de enriquecimento celular foram usados dois meios de cultivo, um
primeiro meio genérico (ATCC 112) (Tabela 1) que continham todos os nutrientes
necessarios para favorecer o crescimento rapido das bactérias anaerdbias presentes
no indculo e numa segunda fase, foi preparado outro meio mais especifico
(Rhodospirillaceae) (Tabela 5), que permitiu o desenvolvimento de consorcios
bacterianos com metabolismo fotoheterotrofico, conforme descrito anteriormente.

Em relacdo as necessidades energéticas da cultura, a literatura mostra uma
grande variedade de fontes de luz usadas nos ensaios com bactérias purpuras nao
sulfurosas (PNS - Rhodobacter, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum e Rubrivivax),
tais como luzes aldgenas, fluorescentes, de filamento de tungsténio, incandescente,
luz solar e diferentes combinagdes das anteriores (CHEN, 2005; KOKU et al, 2002).
No presente estudo, os reatores anaerobios foram mantidos inicialmente, sob luz
fluorescente (8000 lux); contudo, apdés uma semana nao foi verificado crescimento
de bactérias fotoheterotroficas. Porém, apoiados em pesquisas mais recentes
(LAZARO; VARESCHE; SILVA, 2015), utilizou-se luz incandescente sob incidéncia
luminosa de 5000 - 6000 lux, a qual favoreceu o crescimento das bactérias PNS nos
cultivos em reatores anaerobios em batelada, apds 3 dias de operagao. De acordo
com a literatura, as maiores bandas de absor¢cdo do Filo Proteobacteria, mais
especificamente pertencentes as bactérias fotoheterotroéficas, estdo localizadas nos
cumprimentos de onda entre 450 e 870 nm, j@a que sao caracterizadas por
apresentar um fotossistema tipo Il (PS-1l) com bacterioclorofila a (BChl a, P870)
como par especial de pigmentos no centro de reacdo, possuindo um pico de
absorcao a 870 nm (OHASHI et al., 2010). Em particular, a luz entre 800 — 900 nm é
requerida para a sintese de ATP em bactérias fotossintéticas, sendo essencial para a
foto-produgédo de H, (CHEN, 2005). A luz incandescente oferece uma emisséo de
onda proxima do infravermelho (acima dos 750 nm), favorecendo, assim, a produgéo
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de ATP nas células fotoheterotroficas. Tais evidéncias foram confirmadas com o
consoércio fotoheterotrofico obtido. As bandas apresentadas ofereceram uma melhor
percepcao das necessidades de iluminagao da cultura (Figura 13), e confirmaram o
sucesso nas técnicas de purificagdo e na obtengao dos consorcios de bactérias PNS
sob iluminagao incandescente para o cultivo das mesmas. Assim, considerando tais
necessidades do espectro de absorgédo das bactérias PNS (maxima absorgéo a 870
nm) foram utilizados duas condigdes de poténcia luminosa durante o
desenvolvimento dos experimentos (Figura 12), conseguindo uma otimizagao
experimental da energia incidente sobre os reatores em batelada: 18,5 + 1 W/m?
para os ensaios 1, 2, 7, 9,10, 11 e 12 e 8,8 + 1 W/m? para os ensaios 3, 4, 5,6, 7 e
8.

Figura 14 - Espectro de absor¢ao do cultivo de bactérias PNS
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As concentragdes de acidos organicos usadas no presente trabalho foram
escolhidas para adequar o estudo com a fase prévia de processos fermentativos. Os
resultados dos trabalhos sobre tratamento das aguas residuarias para produgao de
H,, revelam que a concentragdo dos acidos organicos gerados na fase fermentativa
esta dentro dos niveis deste estudo em aguas residuarias industriais (REZZADORI
et al, 2009). Durante as diversas técnicas de purificacdo aplicadas foi observada
mudanc¢a na diversidade morfolégica da cultura (Figura 14), com predominio de
bacilos Gram negativos aglomerados em formato de roseta, os quais sao
caracteristicos de consorcios fotoheterotréficos de bactérias PNS geradoras de H,
(BARBOSA et al, 2001).

Figura 15 - Microscopia do consorcio fotoheterotroéfico
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(A) Ensaios alimentados com 1,7 g acético/L: bacilos gram-negativos em formato de rosetas
(1), bacilo com endésporo terminal (2) e bacilos gram-positivos curtos (3). (B) Ensaios alimentados

com 1,0 g aceético/L: bacilos curtos.

O crescimento dos diferentes cultivos esta representado na Figura 15. De
maneira geral, nela podemos observar como o crescimento do consorcio durante o
tempo de operagédo dos reatores anaerobios, foi diferente em fungdo do substrato
usado. Assim para os acidos puros, crescimentos mais elevados foram alcancados

nos ensaios de 1,7 g/L de acético e 1,0 g/L de butirico, entanto que para os efluentes



52

de processos fermentativos, o patamar mais elevado de crescimento foi alcangado
para o efluente citricola (0,5 g DQO /L) e para o efluente de glicerol bruto (1,0 g
DQO /L). Com cargas de carbono mais elevadas, tanto dos acidos quanto dos testes
com efluente de glicerol bruto, foram observados processos de saturagcdo por
substrato que causaram a inibicao do crescimento do consorcio fotoheterotrofico.

Em outra ordem de resultados, a produgdo de biohidrogénio para as
diferentes concentracdes de acético e butirico usadas nos ensaios estao ilustrados
na Figura 16. O consumo dos acidos e as distintas fontes de carbono durante os
ensaios estdo descritos na Figura 17. Os principais resultados durante a operagéo
dos ensaios (1 a 12) estdo descritos na Tabela 8 e a comparagdo desses com a
literatura na Tabela 9.

Durante a operagcdo dos reatores anaerobios (Figura 16) foi observado
auséncia de fase Lag no inicio da operac¢ao. No inicio dos ensaios, a produgcao de
hidrogénio foi aproximadamente entre 0,5-1 mmol Hy/L, e a partir dai, a geracao de
H. teve comportamento exponencial (fase Log). O inéculo foi reativado previamente,
conforme descrito anteriormente e esse fato, colaborou para adequar o consorcio as
novas condi¢gdes ambientais. O valor negativo da fase Lag (A) mostrado na Tabela 8
e calculado de acordo com a equagao de Gompertz modificado (LAY et al., 1998),
indica sua auséncia nos ensaios de produgdo, mas também resulta uma estimativa
de sua duracdo prévia aos mesmos. A geracao maxima de H, foi uma das mais
claras diferencas que podemos encontrar entre os ensaios realizados (Figura 16).
Nos ensaios para concentragdes de acético mais elevadas observamos geragdes
proximas a 5 mmol H,/L, em contraste aos ensaios cultivados com concentragdes de
acético mais reduzidas, os quais nao ultrapassaram o patamar de 1,5 mmol H/L.
Salienta-se as diferencas entre as concentragdes mais elevadas de acético; ou seja,
quanto mais elevadas as concentragcbes de acético mais reduzidas as geragdes de
biogas (3,44 mmol H,/L para 3,5 g/L e 4,87 mmol Hy/L para 1,7 g/L). Esses
resultados indicam uma possivel inibicado por concentragcéo elevada de acético. Fato
confirmado por inibigdo no crescimento do consoércio bacteriano, como se pode
observar na variagdo dos STV (Figura 15 A), onde a quantidade de sdlidos totais
volateis passou desde 1179 mg/L para o ensaio de 1,7 g/L ate 339 mg/L para o
ensaio de 3,5 g/L; e no consumo de acidos (Figura 17 A), onde a remogao da
matéria organica passou desde 92,5% até 58,5% para os mesmos ensaios. Porém,
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a taxa de produgao de hidrogénio mostrou uma correlagédo positiva com a elevagao
da concentragao; assim nos cultivos crescidos em concentracbes mais elevadas de
carbono foram observadas as maiores taxas de produtividade de H; (1,30 mmol Hy/
L/ hpara 3,5 g/L e 0,21 mmol Hy/ L/ h para 1,7 g/L de acético). O rendimento tedrico
de hidrogénio é de 4 mol de H; por cada mol de acético e 10 mol de H; por cada mol
de butirico (Equacdes 5 e 6). Os resultados apresentados neste trabalho seguiram
as rotas estequiométricas, entretanto, para os reatores operados para as mesmas
concentragcdes usadas nas duas fontes de carbono (acético e butirico), os resultados
de producado de hidrogénio sédo superiores para o acido butirico (1,08 e 1,33 mmol
H./L para reatores alimentados com acido acético e 4,02 e 3,35 mmol H,/L para
reatores alimentados com acido butirico; ambos em concentragdes de 1,0 g/L e 0,5

g/L de acético e butirico respectivamente).
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Figura 17 - Geragao de H, durante operacgao dos reatores anaerobios fotoheterotroficos.
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Figura 18 - Consumo de carbono nos diferentes ensaios realizados em reatores fototroficos geradores de Hs.
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Tabela 8 - Resultados dos Ensaios em reatores anaerobios em batelada.

Acético Acético Acético Acético Butirico Butirico Acético Efluente  Efluente Efluente Efluente Efluente
+ Glicerol Glicerol Glicerol Glicerol  Citricola
3,5¢g/L 1,7 g/L 1lg/L 0,5¢g/L 1 g/L 0,5g/L Butirico
1lg/L 1lg/L 1g/L 2g/L 3g/L 0,59g/L
Poténcia luminosa 18,5+1 18,5+1 8,8+1 8,8+1 8,8+1 8,8+1 18,5+1 8,8+1 18,5+1 18,5+1 18,5+1 18,5+1
(WIm?)
pH final 9,8 10,1 9,2 9,2 9,8 9,7 10,2 9,5 9,9 9,6 10,1 9,7
Crescimento maximo 1,1 3,0 1,6 1,6 1,6 1,5 1,6 1,5 1,6 1,8 1,8 1,8
(Abs 660 nm)
STV (mg/L) 339 1179 461 465 503 425 471 432 718 683 516 759
Tempo de operagéo 88 88 62 62 84 84 51 40 40 51 40 46
(h)
*P (mmol H2/ L) 3,5 4,9 1,1 1,3 4,0 3,4 2,8 1,6 3,0 2.1 1,5 2,3
*Rm (mmol Ha/L /h) 1,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
*Rm (mmol Hy/ 3,9 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2
g cel secal h)
*Rm (ml H2/L /h) 30,66 4,62 2,43 2,33 2,36 2,31 2,32 2,35 4,65 2,42 2,37 2,31
SCE (%) 2,2 6,4 2,3 6,19 4,45 9,65 3,68 - - - - 8,49
LCE (%) 4,85 0,52 0,28 0,31 0,64 0,53 2,30 1,37 2,07 1,71 1,28 1,71
Remocéao (%) 58,5 92,5 89,7 86,8 83,6 85,7 89,5 68,1 76,1 72,5 59,04 83,1
* A (h) -0,61 -3,22 -7,23 -5,566 -9,36 -6,53 -7,95 -11,40 -4,18 -7,23 -9,61 -9,33
* R? 0,9846 0,9831 0,9645 0,9726 0,9846 0,9809 0,9962 0,9526 0,9889 0,9654 0,9947 0,9790




(5) CoH4Os + 2H,O — 4H, + 2CO»
(6) C4HgO2 + 6H,O — 10H, + 4CO»

A mistura dos acidos acético e butirico em concentracbes reduzidas de
carbono ofereceram valores de produgdo de hidrogénio similares aos obtidos
individualmente com as mesmas concentragbes de butirico (2,8 mmol H,/L da
mistura de acidos frente a 3,4 mmol Hy/L para 0,5 g/L de butirico e 1,30 mmol Hy/L
para 0,5 g/L de acético). Por sua vez, o consumo dos acidos medidos por
cromatografia gasosa (Figura 17 C) indicou uma metabolizagdo em duas fases, uma
primeira fase onde o acido butirico € consumido imediatamente seguido de uma
segunda fase onde acido acético foi consumido. Ambos os fatos indicaram uma
preferéncia inicial na metabolizacdo do acido butirico na rota de producdo de H
frente ao acido acético. Na bioquimica dessas reacdes, ambos acidos sao
convertidos a acetyl-CoA para iniciar o metabolismo central dos acidos tricarboxilicos
(KOKU et al., 2002); oferecendo um maior rendimento energético no caso do butirico
(4 carbonos) que no caso que do acético (2 carbonos). Além disso; acido butirico
pode ser rapidamente metabolizado a 3-hidroxibutiril-CoA, intermediario final da rota
de polimerizagdo dos PHBs (CHEN, 2005). Esses fatos podem ter ocorrido durante a
operacao dos reatores anaerobios, favorecendo assim o consumo preferencial de
acido butirico pelo consorcio fotoheterotrdfico.

Testes com efluentes de reatores fermentativos geradores de Hy permitiram
testar a aplicacdo desses residuos em escala pré-piloto. Os resultados com estes
efluentes tiveram coeréncia nos resultados obtidos com os acidos puros. Os
efluentes de reatores fermentativos produtores de H, e alimentados com glicerol
bruto (1 g DQOJL) continham concentragcbes de acido acético entre 0,28 — 0,42 g/L.
Assim, sob condicdes de iluminagdo reduzidas (8,81 W/m?), tanto em estado puro
quanto diluidos em efluentes, a transformacdo desses acidos em H; alcancgou
patamares similares (1,3 mmol Hy/L para 0,5 g/L de acético, frente a 1,6 mmol Hy/L
do efluente de glicerol bruto). No entanto, os reatores mantidos sob intensidades
luminosas mais elevadas (18,51 W/m?) provocaram consequentemente um
acumulo de equivalentes de reducdo que podem ser desviados a produgao mais
elevada de H; via nitrogenase (McKINLAY, 2014), como podemos observar no

ensaio 9 (3,0 mmol Hy/L para 1,0 g DQO/L). Da mesma forma observamos efeito
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semelhante no efluente de reatores fermentativos produtores de H, e alimentados
com residuos citricolas; em concentragdes de acidos acético e butirico proximas a
0,5 g/L e uma proporgdo aproximada de 6:1 (acético:butirico). Nesse caso foram
obtidas geragbes de H; quantitativamente superiores para as condi¢gbes de
intensidade luminosa mais elevada quando comparado aos reatores mantidos sob
intensidades luminosas mais reduzidas que foram respectivamente de: 2,3 mmol
Ho/L para 0,5 g DQO /L sob 100% iluminagéo e 1,3 mmol Hy/L para 0,5 g/L de
acético em 20 % iluminagao).

Efluentes de reatores fermentativos produtores de H, e alimentados com glicerol
bruto para cargas de carbono mais elevadas (2,0 e 3,0 g DQO/L) foram observados
resultados também equivalentes, quando comparados aos reatores alimentados com
cargas similares de acidos puros. Assim, 2,0 e 3,0 g DQO /L do efluente de glicerol
apresentaram concentragdes de acético proximas a 0,62 e 0,89 g/L, nos quais foram
observadas producdes de H; de 2,1 e 1,5 mmol Hy/L, respectivamente. Producdes
de H, superiores as obtidas com acidos puros para uma carga similar de acético
(com 0,5 e 1,0 g/L de acético se obtiveram 1,3 e 1,1 mmol Hy/L respectivamente)
também foram observadas. Nos ensaios alimentados com acidos puros observamos
inibicdo da produgdo de H, (Figura 16 A) e do crescimento (Figura 15 A) em
concentragbes superiores a 2,0 g/L; tal fato também foi observado, nos efluentes de
glicerol bruto para cargas mais elevadas de carbono (Figura 16 B e Figura 15 C).
Desse modo, para os efluentes de reatores fermentativos alimentados com glicerol
bruto foram observadas produgdes maximas de biogas para concentragoes de 1,0 g
DQO/L (3,0 mmol Hy/L) frente ao maximo em reatores alimentados com acético puro
com 1,7 g/L (4,9 mmol Hy/L). Igualmente, processos inibitérios se iniciaram para
concentracdes entre 2,0 e 3,0 g/L nos reatores alimentados com acidos puros. No
entanto, para os efluentes dos reatores fermentativos produtores de Hj, os
processos de inibicdo foram observados para concentragbes entre 1,0 e 2,0 g
DQOJ/L. Essas diferengas nos processos inibitérios por saturacdo de substrato
observadas entre os reatores alimentados com acidos puros e com efluentes de
reatores fermentativos geradores de H,, podem estar relacionadas as presengas de
outros compostos como alcoois, estéreis e outros complexos carbbénicos nos
efluentes procedentes da fermentacdo do glicerol bruto. Como observamos no
analise de acidos do efluente de glicerol usados neste estudo (com uma DQO final
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de 48 g/L e um pH final de 5,6), onde encontramos os seguintes componentes
maioritarios para 1g DQO / L: Metanol (104 mg/L ), Etanol (692 mg/L), Acético (346
mg/L ), Propiénico (89 mg/L). Fato que também foi observado em Chookaew; O-
Thongc; Prasertsan (2015), quando operou reatores fermentativos com glicerol bruto
(DQO final: 25,6 g/L), com uma remoc¢ao do 30,43% e pH final de 5,94. Os autores
observaram presengas de: Glicerol (21,49 + 0,24 mM), 1,3-Propanodiol (47,06 + 0,44
mM), 2,3-Butanodiol (8,76 £ 0,03 mM), Etanol (47,29 + 0,14 mM) e Acético (11,95 £
0,29 mM) no efluente final, que posteriormente foi usado para a fase

fotoheterotrdéfica do processo.

Na literatura podemos encontrar uma grande diversidade de parametros
aplicados ao estudo da produgao de biohidrogénio com PNS; desde a configuragao
do reator usado (planos, tubulares, dentre outros), tamanho do reator, tipo de
alimentacdo (batelada, batelada alimentada, fluxo continuo), temperatura de
operacgao, pH inicial, tipo de indculo (cepa purificada, mutante, ou consércios de
bactérias), quantidade de biomassa usada como inéculo, tipo e concentracdo de
carbono, fonte e intensidade luminosa, dentre outros. Toda essa combinacdo de
fatores torna dificil estabelecer uma comparacdo detalhada dos resultados. No
presente estudo trabalhou-se com um consércio bacteriano sob variagdes da fonte
de carbono e suas concentragdes, expostos a duas condigdes de poténcia luminosa
e mantendo outros parametros operacionais fixos. Porém, os melhores resultados de
producao de hidrogénio com acidos puros reportados no presente trabalho, 4,9 e 4,0
mmol Hy/L com 1,7 g/L (28,3 mM) de acético e 1,0 g/L (11,3 mM) de butirico,
respectivamente; e com efluentes 3,0 e 2,3 mmol Hy/L com 1,0 g/L e 0,5 g DQO /L
dos efluentes de reatores fermentativos produtores de H; e alimentados com glicerol
bruto e efluente citricola respectivamente, sdo similares a outros trabalhos
reportados na literatura (Tabela 9).

Loss (2013) trabalhando com consércio fotoheterotréfico obteve geragdes de
hidrogénio similares aos resultados do presente trabalho, 5,8 e 5,4 mmol Hy/L com
30 mM acético e 15 mM de butirico respectivamente. Entretanto, os resultados
obtidos por esses autores para o acético demonstraram eficiéncias similares na
conversao do substrato (5,33 mmol de Hy/L com 30 mM de acético frente a 4,7 mmol
de Hy/L com 28,3 mM). Da mesma forma, os resultados obtidos para o butirico foram

62



63

inferiores mesmo em maiores concentragbes (4,03 mmol de Hy/L com 15 mM
quando comparado com o presente estudo que foram respectivamente de a 4,45
mmol de Hy/L com 11,3 mM). Trabalhos com culturas puras sao reportados com
produgdes mais elevadas de H», quando comparados a culturas mistas; entretanto
Hongliang et al. (2012) trabalhando com Rhodobacter sphaeroides RV, obteve
produgdes inferiores para o aceético e butirico com concentragcbes similares de
carbono em comparagéo ao presente estudo (0,55 e 0,61 mmol Hy/L com 1,2 g/L de
acético e butirico respectivamente frente a 1,1 e 4,0 mmol Hy/L com 1,0 g/L de
acético e butirico respectivamente). Nos reatores alimentados com mistura de
ambos acidos no presente estudo, foram também observados valores superiores de
producao de H; (2,8 mmol de H,/L com 1,0 g/L de acético + butirico) quando
comparado ao estudo de Hongliang para concentragdes similares.

Em relagdo as taxas de produgado de hidrogénio (Rm), os melhores resultados

obtidos neste trabalho (3,9 e 0,3 mmol Hy/g cel seca/h ou 1,3 e 0,2 mmol Hy/L/h para
3,5 e 1,7 g/L de acético, respectivamente) sdo também comparaveis com muitas das
pesquisas publicadas na area nos ultimos anos, principalmente para cultivos puros,
como potenciais produtores em grande escala. Xiaomin (2010) testaram cultura pura
de Rhodopseudomonas palustris W004 em meio de cultivo contendo acido acético e
obtiveram produgdes superiores ao presente estudo (7,4 mmol Hy/L com 20 mM
frente a 4,9 mmol Hy/L com 28,3 mM) em fotobioreatores com agitacdo continua,
favorecendo assim a remocg¢ao da matéria organica e a produgao de hidrogénio;
mesmo assim, as taxas de producdo de H, foram muito inferiores aos resultados
obtidos no presente trabalho (0,44 mmol H,/L/h frente a 1,3 mmol Hy/L/h).
Estudos com Rhodobacter capsulatus (DSM 1710), reportaram valores inferiores de
producgao de hidrogénio (0,6 mmol Hy/L/h) usando uma mistura de fontes de carbono
em concentragcées mais elevadas (40 mM de acido acético e 7,5 mM de acido latico
frente a 58,28 mM de acético) (ANDROGA et al.,, 2014). Estudos descritos
anteriormente usando o0 mesmo género bacteriano, desta vez Rhodobacter
sphaeroides, reportaram taxas de produgao de hidrogénio em fungdo da biomassa
seca também com valores inferiores; 1,72 mmol H,/g cel seca/lh com 2,5 g/L de
acético no trabalho de Nath; Kumar; Das(2005) e 0,46 mmol Hy/g cel seca/h com 30
mM de malato no trabalho de Sasikal; Ramana; Raghuveer (1991), frente aos 3,9
mmol Hy/g cel seca/h com 3,5 g/L de acético da presente pesquisa.
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Estudos com Rhodopseudomonas palustris (CQK 01), obtiveram rendimentos
proximos ao presente estudo (3,82 mmol Hy/g cel seca/h) usando elevadas
concentragdes de glicose (9,9 g/L frente a 3,5 g/L de acético). Salienta-se ainda que
a glicose é a fonte de carbono universal para rotas metabdlicas de obtengdo de
energia de uma ampla variedade de microrganismos; apresentando para sua
obtencdo gasto elevados de recursos energéticos. Ou seja, sua utilizagdo em
bioenergética nao oferece uma vantagem econbmica ou ambiental. Em
contrapartida, o acético, acido de dificil metabolizagdo, usado como fonte de
carbono nos processos descritos neste estudo, pode auxiliar na bioremediacdo das
aguas residuarias urbanas (esgotos domeésticos e industriais) contaminadas com
elevadas concentragdes destes, além de utilizar uma fonte organica de baixo custo,
permitindo aumentar a relagao custo/beneficio em diversos processos industriais.

Diversos estudos de produgéo de biohidrogénio condi¢cdes fermentativas tém
sido reportados nos ultimos anos (SELEMBO et al., 2009; WU et al., 2011). No en-
tanto, o uso de efluentes de processos fermentativos com geragao de Hidrogénio a
partir de glicerol bruto é linha de pesquisa que nao tem sido explorada
(CHOOKAEW; O-THONGC; PRASERTSAN, 2015). No trabalho de Chookaew; O-
Thongc; Prasertsan, a producdo maxima alcancada usando pequenos reatores (32
mL de volume de trabalho) foi similar a alcancada em reatores de maior tamanho
como os usados na presente pesquisa (500 mL de volume de trabalho). Assim, com
0,96 g DQO /L a partir de efluentes de Glicerol bruto, Chookaew; O-Thongc; Praser-
tsan. (2015) obteve 3,12 mmol H,/L quando comparado com 3,0 mmol Hy/L em rea-
tores alimentados com 1 g DQO/L do efluente de reatores fermentativos geradores
de H, a partir de glicerol bruto usados neste estudo. As produgdes obtidas com o
efluente citricola (2,3 mmol Hy/L com 0,5 g DQO /L) sdo também proporcionalmente

proximas a estes resultados.
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Tabela 9 - Comparacéao dos resultados obtidos com a literatura.

65

Producéo Rendimento  Rendimento = Remogao
Inéculo Substrato Concentragédo Hidrogénio Hidrogénio Hidrogénio matéria SCE LCE Ref.
(mmol (mmol Hy/g (mmol organica (%) (%)
Ha/L) cel seca/h) Ho/L/h) (%)
Rhodobacter Malico 30 mM - 0,46 - - - - Sasikala et
sphaeroides al, 1991
Rhodobacter Acético + 40 mM + - - 0,6 - - - Androga et
capsulatus lactico 7,5mM al, 2014
DSM 1710
Rhodobacter Acético 2,5¢g/L - 1,72 - - - - Nath K et
sphaeroides al., 2005
0.U. 001
Rhodopseudom Glucose 9,9 g/L - 3,82 - - - - Zhang C et
onas palustris al,, 2010
CQK 01
Rhodopseudom Acético 20 mM 7,4 - 044 * 40,6 51,6 - Xiaomin et
onas palustris ' al, 2010
Wo004
Rhodobacter Acético 1,2 g/L 0,55 - - - 41 - dongliang et
sphaeroides RV Butirico 1,2g/L 0,61 - - - 2.4 - al., 2012
Rhodobacter Malico 30mM - - 0,9 * - - 1,1 roglu et al,
sphaeroides (200W/m2) 1998
Rhodo- Efluente 0,96 3,12 - - 41,81 - 0,72 Chookaew
pseudomonas Glicerol gDQO /L stal., 2015
palustris TN1
Rhodo- Acético 4,1 g/L - - 1,46 * 77 - 0,96 Xie et al,
pseudomonas (150W/m2) 2012
faecalis
Cultivo Acético 30 mM 5,8 - - - 5,33 - _oss, et al.,
fotoheterotréfico Butirico 15 mM 5,4 - - - 4,03 - 2013
misto
consorcio foto- Acético 1,7 g/L 4,9 0,3 0,2 92,5 6,4 0,52 Presente
heterotréfico (28,3 mM) estudo
Acético 35¢gL 3,5 3,9 1,3 58,5 2,2 4,85
(58,28 mM)
Butirico 19g/L 4,0 0,2 0,2 83,6 4,45 0,64
(11,3 mM)
Efluente 1gDQO /L 3,0 0,1 0,1 76,1 - 2,07
glicerol
Efluente 0,5gDQO /L 2,3 0,2 0,1 83,1 8,49 1,71
citricola
* Valores em ml de Hy/L/h convertidos a mmol de Hy/L/h.
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A eficiéncia de converséo do substrato (SCE) e a eficiéncia de converséo da
luz (LCE) sédo parametros que ajudam a entender melhor o potencial dos
microrganismos na bioprodugdo do hidrogénio; apesar de que nao serem
frequentemente reportados na literatura. Mesmo assim, tais parametros permitem
oferecer pontos de referéncia entre ensaios com diferentes concentragdes e fontes
de carbono (SCE), e entre ensaios com diferentes fontes de carbono e intensidades
de energia (LCE). Para esse ultimo parametro, a maxima LCE em fotobioreatores
tem sido estimada menor do 10% (NAKADA et al, 1995). Assim, em condi¢des
experimentais, Miyake, J.; Kawamura, S. (1987) usando um microrganismo de
referencia entre organismos fotoheterétrofos (Rhodobacter sp.), determinou a
eficiéncia maxima destes microorganismos entre 6-8%. Nesse sentido, o desenho
dos fotobioreatores tem sido um dos focos mais importantes em estudos similares
com o objetivo de aumentar a LCE. O fotobioreator em batelada usado no presente
estudo apresenta uma taxa de eficiéncia de iluminagéo (area iluminada/volume do
reator) de 22,6 m™'. Contrariamente, os fotobioreatores tubulares podem apresentar
taxas de eficiéncia de iluminagdo préximas a 100 m™ e tanques abertos 10 m™
(CARVALHO et al., 2014). Quanto maior for a taxa de iluminac&o, menor sera o
efeito de auto-sombreado no leito do reator ao diminuir a trajetoria de penetragéo da
luz. A eficiéncia de conversao da luz por parte dos microrganismos fototréficos pode
influenciar a disponibilidade de energia luminosa na massa liquida. Em geral,
configuracbes em batelada n&do apresentam as melhores eficiéncias na iluminagao
do cultivo, mas permitem estabelecer um ponto de partida pratico para conhecer a
viabilidade de consércios bacterianos em metabolizar acidos orgéanicos e produzir
hidrogénio. As melhores eficiéncias de conversao da luz oferecidas pelo consércio
no presente estudo (4,85% com 18,5 W/m?) foram comparaveis a diversas
pesquisas recentes da literatura. Xie et al. (2012) utilizaram cultivo puro de
Rhodopseudomonas faecalis e obtiveram taxas de produgao de hidrogénio préoximas
as relatadas no presente estudo com concentragdes de acético mais elevadas (1,46
mmol Hy/L/h com 4,1 g acido acetico/L quando comparado ao presente estudo que
foi de 1,3 mmol Hy/L/h com adigdes de 3,5 g acido acético/L); porém, os autores (Xie
et al., 2012) obtiveram LCE trés vezes menor usando uma poténcia luminosa
superior ao presente estudo (0,96% com 150W/m?). Chookaew; O-Thong;

Prasertsan (2015), usando cepa bacteriana, Rhodopseudomonas palustris TN1,
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conseguiu produgdes de H, também similares trabalhando com poténcia luminosa
de 3000 lux; porém a LCE obtida na citada pesquisa (0,72%) foi inferior as
eficiéncias obtidas para os efluentes de reatores fermentativos geradores de H,
alimentados com glicerol bruto e residuos citricolas usados neste trabalho. Além
disso, foram utilizadas poténcias de 5500 lux e foram observados valores superiores
de eficiéncias; tanto em densidade energética reduzida (1,37% para o efluente de
glicerol bruto com 8,8+1 W/m?) quanto em densidade energética elevada (2,07% e
1,71% com 18,51 W/m? para os efluentes de glicerol bruto e aguas citricolas,
respectivamente). Eroglu et al. (1998) também apresentaram rendimentos e
eficiéncias inferiores com uma poténcia dez vezes superior e concentragdes de
carbono similares, com fontes de carbono diferentes (0,9 mmol Hy/L/h e LCE de
1,1% com 30 mM de Malico e 200 W/mz).

Em geral, podemos afirmar que a producéo de H; aliado a elevagao do pH
durante o final dos ensaios indicaram o consumo dos acidos organicos em estudo,
como foi observado nos reatores anaerobios alimentados e confirmados por
cromatografia gasosa (Figura 17). Nao entanto, uma baixa relacdo C/N no caso dos
ensaios com menor carga de carbono, pode ter afeitado ao sistema de bioproducao
de hidrogénio, reativando a atividade nitrogenase e provocando a liberagcdo de
amoénio no meio (CARVALHO et al., 2014). O amoénio poderia ter agido aumentando
o pH e limitando a atividade hidrogenase da enzima, com a conseguinte diminuigao
da producao de hidrogénio. Tal hipotese nao tem sido confirmada, mas desde o
presente trabalho se sugere a consideragdo deste ponto em proximas pesquisas
relacionadas. Por sua vez, os resultados confirmaram uma remog¢ao superior a 80%
das concentragdes iniciais impostas na maioria dos reatores, com uma media
aproximada de 20 horas para as operagdes com acético e 80 horas para o butirico.
Remogdes maximas observadas foram de 92,5% e 89,5 % para reatores
alimentados com 1,7g/L de acético e 1 g/L da mistura de ambos acidos,
respectivamente, ambos com a maxima intensidade luminosa usada neste estudo
(18,5+1 W/m?). Valores préximos a 90% de remogdo sdo similares aos maximos
reportados em estudos recentes da literatura com bactérias PNS (LAZARO;
VARESCHE; SILVA, 2015; WU et al., 2010). No caso dos efluentes, em 40 horas de
operagao, as remogdes maximas foram de 83,1% e 76,1% para 0,5 g DQO/L do
efluente de reator fermentativo produtor de H; alimentado com aguas residuarias
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citricolas e 1,0 g DQO/L do efluente de reator fermentativo produtor de Hj
alimentado com glicerol bruto, respectivamente, ambos com elevada intensidade
luminosa (18,51 W/m?). Por outro lado, remogdes mais reduzidas foram reportadas
para cargas de carbono mais elevadas, tanto para os acidos (58,55% com 3,5 g/L
acético) quanto para o efluente de reator fermentativo produtor de H, alimentado
com glicerol bruto (59,04% com 3,0 g DQOI/L efluente glicerol). Novamente, ambos
com condicdes de iluminagdo mais elevadas (18,51 W/m?). Foi observado também
que a reducgao na intensidade luminosa sobre uma mesma carga de carbono, pode
ocorrer diminuicdo do crescimento do consércio, aliada a redugao na remoc¢ao da
matéria organica. Assim no efluente de reator fermentativo produtor de Hy
alimentado com glicerol bruto com concentragdo de 1 g DQO /L, em condigbes de
iluminagao elevada (18,51 W/m2) se observou um aumento da biomassa de 718
mg STV/L e 76,1% de remocgao frente a mesma carga de carbono. Contrariamente,
em condigbes de iluminagdo reduzida, foram verificado crescimentos de 432 mg
STVIL e remogdes de 68,1% respectivamente, para o mesmo efluente.

A grande vantagem da aplicacado de reatores fotoheterotréficos € que permite
trabalhar em sistemas integrados de geragédo de H, a partir de residuos organicos.
Na primeira etapa reatores operados por processos fermentativos serdo gerados Hy
acidos organicos e alcodis. Numa segunda etapa a matéria organica remanescente
da fermentacao representada por alcoodis e acidos organicos podera ser aplicada em
reatores sob incidéncia luminosa onde ocorreria seu consumo € a geragao de mais
H,. Neste trabalho, os principais compostos caracterizados no efluente do reator
fermentativo produtor de H, alimentado com glicerol bruto foram: etanol (2
Carbonos), metanol (1 Carbonos), acido acético (2 Carbonos) e acido propiénico (3
Carbonos). Entretanto, no efluente do reator fermentativo produtor de H; e
alimentado com agua residuaria citricola foram observados os acidos acético e
butirico. Na Tabela 10 se representam a porcentagem de remogédo para cada um
desses compostos nos ensaios realizados, junto com o valor ponderado médio da

remocao.
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Tabela 10 - Valores de remocao (%) para os ensaios com efluentes.

Efluente Efluente Efluente Efluente Efluente
Glicerol Glicerol Glicerol Glicerol Citricola
1lg/L 1lg/L 2g/L 3g/L 0,5g/L
(8,841 Wim?) (18,521 W/m?)
Metanol 67,4 82,0 52,3 56,4 -
Etanol 59,7 80,5 73,4 65,4 -
Propidnico 100 100 100 42,0 -
Acético 71,2 711 70,4 61,7 70,9
Butirico - - - - 92,0
Remocgéo 68,1 76,1 72,5 59,04 83,1
Ponderada

Etanol foi o principal produto gerado durante a primeira fase de geracdo de
hidrogénio sob condicbes fermentativas. Tal alcool foi consumido pelo consércio
fotoheterotréfico quase na sua totalidade nas condigdbes mais favoraveis de
producéo de hidrogénio (maximo de 80,5% de remogédo para 1,0 g DQO/L com
18,51 W/m? de intensidade luminosa). A presengca de metanol foi devido a sua
adicdo nos processos de durante a fabricacdo do biodiesel que também foi
consumido em grande proporgéo (maximo de 82,0% de remogao para 1,0 g DQO/L
com 18,5+1 W/m? de intensidade luminosa). Importante ressaltar que metanol é
considerado toxico para consércios de bactérias fermentativas. Nesse caso, metanol
foi consumido pelo consorcio fotoheterotréfico. Acido acético e propriénico foram os
acidos organicos gerados com remocgodes de 71,2 e 100% respectivamente. Segundo
Levin; Pitt; Love (2014), produgdes elevadas de hidrogénio por processos
fermentativos estdo associadas a formacgao de produtos tais como, acido acético e
acido butirico; enquanto que produgdes reduzidas de hidrogénio estdo associadas a
formacao de acido propiénico (equagao 7) e produtos finais menos reduzidos como
alcoois e acido latico que consomem hidrogénio para sua formagao (MOSEY, 1983).

(7) CeH1206 + 2 H, © 2CH3CH,COOH + 2 H»0
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O trabalho com consoércios bacterianos que utilizam diversas rotas de metabolizacao
da matéria organica gera uma ampla diversidade de produtos finais. Nesse sentido,
a versatilidade das bactérias PNS foi verificada com consequente adaptacédo a
substratos organicos diversos desde um ponto de vista bioquimico, cumprindo assim
o papel de bioremediagao previsto no estudo.

Residuos de industrias citricolas sdo ricos em agucares procedentes do
processamento de frutas, como sao glicose, sacarose e frutose. Na operagao de
reatores anaerdbios fermentativos produtores de H, e alimentados com tais residuos
rotas acidogénicas s&o favorecidas produzindo assim acidos organicos volateis. O
efluente em estudo apresentou perfil cromatografico, com dois acidos em destaque:
0 acético e o butirico, conforme descrito anteriormente (Tabela 10). A geracao de
acido acético (8) e acido butirico (9) a partir de frutose, principal agucar de frutas,
nos processos de geragdao de hidrogénio, esta descrita a seguir (KHANAL et al.
2005) :

(8) C12H5204; + 5H,0 - 4CH3COOH + 4CO, + 8H,

(9) C12H,204; + H,O = 2CH3CH,CH,COOH + 4C0O5 + 4H,

Apesar das eficiéncias de produgdo de hidrogénio no presente trabalho
estarem similares as reportadas na literatura; resultados mais elevados poderiam ter
sido observados. Provavelmente, uma das principais razées foi o estabelecimento
de rotas metabdlicas alternativas que permitiram reconduzir o fluxo de elétrons
gerado para o consumo de acidos organicos. As bactérias fotoheterotroficas podem
apresentar capacidade de acumular metabdlitos secundarios como armazenamento
intracelular de carbono e energia em resposta a condigbes adversas. Tais
metabdlitos podem ser acumulados em forma de biopolimeros, como por ex, Poli-
hidroxibutirato (PHB) o primeiro a ser descoberto e o mais conhecido dentre eles
(CHEN et al., 2000). Apesar da variedade de usos que apresentam industrialmente,
as rotas metabdlicas dos mencionados poliésteres e do biogas hidrogénio,
competem pelo fluxo de elétrons e por ATP. O controle do pH préximo a 7,0 durante
todo o bioprocesso permitiu reconduzir uma grande parte da energia de redugéo
para a formagédo de H, (KIM, MI-SUN et al., 2011). No entanto, configuragbes de
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reatores em batelada como o usado no presente estudo, € limitado apenas ao
controle do pH inicial. Por outro lado, acido acético e acido butirico podem ser
metabolizados como intermediarios finais da rota de sintese de biopolimeros,
acumulando-se no interior da célula microbiana de maneira mais efetiva que outros
acidos; e ao mesmo tempo, limitar a sua disponibilidade para a fotoproducdo do
hidrogénio (KOKU et al., 2003). Além disso, inputs de carbono em bactérias PNS
também sao destinados numa proporgdo consideravel a elevar a carga de
pigmentos na célula (BASAK et al., 2014). Tais processos nao foram quantificados
no presente estudo, entretanto a ocorréncia deles ndo podera ser descartada, ja que
varios estudos com bactérias mutantes nas rotas de biopolimeros (KIM et al., 2012;
WANGA et al., 2010) e na producdo de pigmentos (VASILYEVA et al., 1999;
KONDO; WAKAYAMA; MIYAKE, 2006) revelaram que a supressao de enzimas
dessas rotas repercutem positivamente no rendimento do H, produzido.

Além disso, biomassa microbiana €& gerada em bioprocessos
fotoheterotroéficos; a qual é fonte rica de macro e micronutrientes, que podera ser
reutilizada em diversos usos agro-industriais. Entre alguns dos destinos
recentemente reportados, salienta-se o uso do lodo final procedente de biorreatores
anaerdbios como um efetivo fertilizante orgénico em cultivos destinados a bioenergia
(SELEIMAN et al., 2013). Como fertilizante, pode favorecer a disponibilidade de
Nitrogénio e Fosforo, além de reduzir a captagdo dos metais pesados, aumentando
a biomassa e o rendimento energético da colheita, favorecendo assim a
sustentabilidade dos cultivos ao diminuir os inputs de energia, em comparagao aos

fertilizantes sintéticos.
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4 CONCLUSOES

As técnicas utilizadas para a purificagao (dilui¢des, plaqueamento e roll-tubes)
da amostra proveniente do sistema de lodos ativados foram eficientes na obtencéo
do consorcio fotoheterotrofico nas condigdes estudadas. Bacilos Gram-negativos em
aglomerados em formato de roseta observados permitiram corroborar as morfologias
tipicas de consorcios fotoheterotréficos presentes. A adaptacdo as condigoes
operacionais impostas foi confirmada com o crescimento do consorcio
fotoheterotroéfico obtido. O meio de cultivo Rhodospirillaceae favoreceu, por sua vez,
as condi¢cdes necessarias para a geragao de hidrogénio em valores entre 1,1 e 4,9
mmol Hy/L para os ensaios realizados a partir de acidos e efluentes. Métodos
cromatograficos e monitoramentos do pH durante a operagao permitiram corroborar
0 consumo ou remogdo da matéria organica presente nos diversos ensaios
realizados. Remocgdes elevadas e proximas a 80% das concentragdes iniciais
impostas foram observadas, durante 20 h, 80 h e 40h de operagcdo nos reatores
alimentados com acético, butirico e efluentes respectivamente. O consorcio
fotoheterotroéfico obtido foi capaz de consumir acidos puros e efluentes de processos
fermentativos prévios a partir de residuos de glicerol bruto e aguas residuarias
citricolas. Processos fotoheterotréficos podem ser aplicados com diferentes residuos
de fermentagdes industriais ou de tratamento de esgoto doméstico que contenham
acidos organicos aliando ndo somente a remogao da matéria organica, mas também

0 seu reaproveitamento bioenergético.

4.1 Consideragoes finais

Esse estudo sugere a compreensédo da fisica dos processos luminosos como
ponto de partida para entender as necessidades de cultivos mantidos sob incidéncia
luminosa com o fim de trabalhar com configuragdes de reatores mais eficientes na
bioproducao do hidrogénio.

Luximetros comerciais sao utilizados com frequéncia em trabalhos e
pesquisas publicadas na area biotecnoldgica para quantificar a poténcia luminosa.
Porém, apresentam configuragbes baseadas nas necessidades da fotografia

profissional com standards proximos a curva CIE ou também conhecida como
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espaco de cor RGB ( Figura 19 ), a qual foi determinada pela Comisséo
Internacional da lluminagdo em 1931. Dita curva expressa o espectro das trés cores
principais (azul, verde e vermelho), cujo comprimento de absor¢do, ndo esta em
relacdo com as absorcbes medidas em cultivos fotoheterotroficos. Alias, esses
luximetros comerciais apresentam filtros de atenuagdo da cor absorvida pelo o
fotodiodo de silicio da célula fotossensivel do aparelho, para aproximar a absorcao
ao espectro visivel do espago RGB (comprimento entre 400 e 700 nm), diminuindo
assim a sensibilidade a outros comprimentos de onda do espectro, como aqueles
préximos ao infravermelho, onde residem as necessidades energéticas dos cultivos

fotoheterétrofos.

Figura 19 - Espaco de cor RGB.
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Porem, um medidor de poténcia de maior amplitude espectral seria mais
adequado para conhecer a densidade eletronica emitida pela fonte de energia que
incide sobre a superficie do reator; a qual por sua vez, pode ser modificada com um
alterador da potencia elétrica (variak). A partir da intensidade de energia luminosa
conhecida para a faixa especifica do espectro onde residam as necessidades
energéticas do cultivo, poder-se-ia calcular a eficiéncia luminosa deste; e assim,
otimizar a configuragédo dos reatores fotoheterotréficos avaliando o gasto energético
em funcdo da produgdo de hidrogénio. Futuros trabalhos com cultivos
fotoheterotréficos deveriam considerar tais pontos da fisica dos bioprocessos para

maximizar seus resultados.
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