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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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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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