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O hidrogênio é uma fonte de energia limpa que só emite vapor d’água e não deixa resíduos no ar, ao contrário 

do carvão e do petróleo. No presente trabalho, estudou-se a produção biológica de hidrogênio por 

Fotofermentação utilizando a bactéria púrpura não-sulfurosa Rhodospirillum rubrum cultivada em meio basal 

RCV. Avaliou-se o melaço de cana cedido por uma Usina Sucroenergica da região como fonte de carbono a uma 

concentração de 10 g/L de açucares totais. Observou-se um acúmulo de ácidos orgânicos e uma produtividade 

de 0,61 mmol H2/L.dia após 24 h de fermentação. Os principais ácidos orgânicos detectados foram os ácidos 

lático, acético, propiônico e cítrico. Após um período de avaliação de 120 h foi observado um percentual de 

açúcares totais residuais maior que 90% e uma queda na produtividade de biohidrogênio conferindo o carácter 

seletivo de consumo da glicose em detrimento dos outros açúcares disponíveis no melaço de cana de açúcar.  
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INTRODUÇÃO 

 
Desde 5000 A.C., evidências arqueológicas revelam que civilizações consomem produtos 

provenientes da fermentação. No entanto, somente no século XIX, cientistas como Louis Pasteur 

começaram a compreender profundamente esse processo. Eduard Buchner, químico alemão, avançou 

significativamente ao extrair a enzima responsável pela fermentação, um processo bioquímico onde 

microrganismos modificam açúcares para produzir energia na forma de ATP, sem necessidade de 

oxigênio. A glicose é um dos substratos mais utilizados para esse fim. Na indústria, a fermentação 

geralmente ocorre em meio líquido, dentro de biorreatores, permitindo o controle preciso de variáveis 

como pH, temperatura e taxa de oxigênio, facilitando sua aplicação em larga escala (SIMOMUKAY, et 

al., 2022). 

A fotofermentação envolve o uso de bactérias fotossintéticas púrpuras não sulfurosas (PNS) que 

têm a capacidade de transformar substratos orgânicos em hidrogênio na presença de luz e ausência de 

oxigênio. É nesse contexto que estudos para produção de hidrogênio via rota metabólica de micro-

organismos têm ganhado notoriedade. 

O hidrogênio (H2) é visto como o futuro dos combustíveis por causa de seus muitos benefícios 

técnicos, econômicos e ambientais. Ele possui a maior quantidade de energia por peso entre todos os 

combustíveis conhecidos (142 kJ/g ou 61.000 Btu/lb) e pode ser transportado facilmente para uso em 

casas e indústrias. O gás 𝐻2 é mais seguro para ser usado do que o gás natural usado em residências. 

Atualmente, o hidrogênio é reconhecido mundialmente como uma fonte de energia segura para o meio 

ambiente e renovável, sendo uma ótima alternativa aos combustíveis fósseis que contribuem para o 

aquecimento global. Além disso, como o único combustível sem carbono, o hidrogênio, quando 

queimado, só produz água (Equação 1) (DAS, et al., 2008). 

 

𝐻2 +
1

2
𝑂2 → 𝐻2𝑂   (Equação 01) 

 

Com base no viés ambiental, no uso de biohidrogênio como combustível limpo, para a redução 

da emissão de gás carbónico, o presente trabalho visou o estudo do uso de melaço de cana como 

substrato para bactéria PNS Rhodospirillum rubrum na produção de hidrogênio. 



 

 

 

METODOLOGIA 

 

           A cepa bacteriana empregada no estudo de fotofermentação foi a PNS Rhodospirillum rubrum 

DSM 467, sendo essa uma bactéria fotossintetizante obtida da DSMZ (Coleção Alemã de 

Microrganismos e Cultura de Células). 

A bactéria foi cultivada em meio basal RCV conforme descrito por Weaver et al. (1975). Para o 

experimento, utilizou-se um meio modificado denominado RCV, preparado dissolvendo os reagentes do 

meio basal RCV e adicionando melaço de cana-de-cana de açúcar como substrato alternativo para o 

microrganismo, substituindo o ácido málico como fonte de carbono. Na Tabela 01 é mostrado os dados 

de melaço de cana-de-açúcar. 

 

Tabela 01 – Dados do Melaço de Cana-De-Açúcar 

Amostra Sacarose Glicose Frutose Total 

Melaço 41,8% 8,0% 11,8% 61,5% 

 

O estudo para a produção de H2 foi realizado em duplicata em pequena escala, utilizando-se 

biorreatores (Figura 01) de 50 mL (frascos de penicilina) postos em uma incubadora com iluminação 

constante e temperatura de 30 ±  2°𝐶 . Os reatores continham um volume útil de 37 mL, sendo 32 mL 

de meio fermentável (RCV modificado) e 5 mL de inóculo. Após a inoculação, o meio foi colocado na 

presença de argônio, durante um tempo de 3 minutos, de modo a deixar o meio em ambiente anaeróbico 

com posterior vedação. 

 

 

Figura 01 – Biorreatores de 50 mL (Frascos de penicilina) contendo o meio de fermentação. 

 



 

 

As amostras de biogás foram coletadas diariamente com o uso de seringas com graduação de 10 

mL em um período de 7 dias. Após coletadas, as amostras foram armazenadas em ampolas gasométricas 

para posterior análise em cromatografia gasosa, com o auxílio do aparelho Shimadzu (modelo 2014), 

conforme esquema abaixo (Figura 02). 

 

 

Figura 02 – Esquema de análise do biogás. 

 

Após a coleta do biogás, a solução com a cepa presente nos fracos de penicilina foi centrifugada 

a uma velocidade de 5000 rpm durante um intervalo de tempo de 12 minutos, o que permitiu a separação 

das células bacterianas do meio líquido, concentrando-as no fundo do tubo de centrifugação. 

O sobrenadante obtido com a centrifugação foi armazenado e analisado para coleta de dados 

como pH da solução e classificação dos metabólicos resultantes da fermentação. O estudo dos produtos 

metabólicos presentes no meio foi realizado através da análise cromatográfica com o uso do HPLC da 

marca Shimadzu.  

As células sedimentadas foram então ressuspendida em 37 mL de água ultrapura (Milli-Q) de 

maneira a garantir que todas as células fossem distribuídas uniformemente na solução. 

Para a análise do crescimento celular, uma alíquota de 1 mL da solução ressuspendida foi diluída 

em um balão volumétrico de 25 mL. Tal diluição foi realizada para ajustar a concentração celular a um 

nível adequado da curva de calibração para a leitura da absorbância da mesma. A medição foi realizada 

em um espectrofotômetro Shimadzu com o uso de um comprimento de onda de 660 nm. 

Em paralelo, com o auxílio do mesmo espectrofotômetro, foi também realizada uma análise 



 

espectroscópica da mesma solução ressuspendida, sem a realização da diluição feita para a medição da 

absorbância. Esse procedimento foi realizado para a avaliação da integridade da solução bacteriana, 

como o estudo de possíveis danos celulares causados por algum estresse. O intervalo de comprimentode 

onda utilizado para a varredura foi de 300 a 900 nm. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
O ensaio avaliou a produção de hidrogênio empregando o sistema de cultura pura da bactéria 

Rhodospirillum rubrum e teve duração de 120 horas. Deve-se ressaltar que para esse ensaio o meio 

fermentável empregado foi o RCV modificado contendo o melaço de cana-de-açúcar como fonte de 

carbono na concentração de 10 g/L de açucares totais. 

A concentração de sólidos voláteis apresentada na Figura 03 corresponde a concentração de 

biomassa celular. 
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Figura 03: Perfil da Concentração de Sólidos Voláteis. 

 

 



 

O crescimento observado representou um aumento na concentração celular de 3,014 vezes em 

relação ao valor inicial, com ápice de valor no tempo de 48 horas, sendo que após esse período houve 

uma transição para a fase estacionária sendo a biomassa 0,5776 gSV/L. 

O perfil de pH foi apresentado na Figura 04. 

 

Figura 04: Perfil do pH. 

 

O perfil do pH conforme apresentado na Figura acima diminuiu até atingir 4,63 no tempo de 96 

horas. A queda do pH está relacionada com o aumento da concentração de ácidos orgânicos (Figura 05) 

formados durante o processo fermentativo (Moreira et al. 2016). 

Em relação à composição dos metabólicos, observa-se a formação de ácido cítrico, lático, 

acético e propiônico nas concentrações 0,31692, 3,76521, 0,4796 e 1,13382 g/L respectivamente. 

Nota-se que o aumento na concentração de ácido lático ocorreu de forma expressiva após 72 do 

processo fermentativo. 
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Figura 05:  Perfil da Concentração de Metabólicos: Ácido Cítrico (■); Ácido Lático (●); Ácido 

acético (▲) e Ácido Propiônico (▼). 

 

Conforme apresentado pela Figura 06, a produtividade máxima de hidrogênio ocorreu no 

tempo de 24 horas, obtendo um valor de 0,61 mmol de H2/L.dia. 

 

Figura 06: Perfil de Produtividade. 
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Segundo Moreira (2021), a produção de hidrogênio pode ser estimada por meio da produção 

dos metabólicos. De acordo com Levin et al. (2024), altos rendimentos de H2 são associados a uma 

mistura de ácido acético e ácido butírico como produtos da fermentação, enquanto os ácidos lático e 

propiônico são associados a baixos rendimentos de H2. 

Observa-se na Figura 06 que a produtividade decresceu a partir de 48 horas de fermentação. 

Nota-se na Figura 05 que, a partir do mesmo período, a quantidade de ácido lático e propiônico são 

maiores do que o ácido acético e a inexistência da formação de ácido butírico. Segundo Kadpan (2009), 

uma das maiores dificuldades encontradas nos processos fotofermentativos é o acúmulo de ácidos 

orgânicos produzidos pelo metabolismo celular que, em altas concentrações pode ter caráter inibitório 

na produção de hidrogênio, o que ocorreu no presente trabalho. 

Na Figura 07 observa-se os açúcares totais. 

 

Figura 07: Açúcares Totais. 

 

Na Figura 08 observa-se a absorbância versus comprimento de onda de amostras da bactéria 

longo doa dias de fotofermentação, sendo MO o inóculo e M1 a M5 dos deia1 a 5. Segundo Gobel 

(1978) o espectro de absorção in vivo da cepa R. rubrum DSM 467 apresenta um pico máximo de 

absorção na região do infravermelho, em 890 nm. Uma maior eficiência fotoquímica desta cepa poderia 

ser alcançada utilizando fontes luminosas com expectro próximo do infravermelho, uma vez que esta 

bactéria exibe um pico de absorção no infravermelho próximo. Nesta cepa avaliada foi observada alta 
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absorção também no espectro do visível e dois picos correspondentes a 805 e 880 nm.  

 

 

Figura 09: Absorbância vs. Comprimento de Onda. 

 

 

CONCLUSÕES 

 
Os resultados obtidos demonstraram que a fotofermentação com melaço de cana como substrato 

é uma alternativa em potencial para a produção de hidrogênio, porém um pré tratamento do substrato 

ou a ambientação das bactérias deve ser estudada, visto que foi observada o consumo majoritário de 

glicose em relação aos outros açúcares disponíveis, sacarose e frutose.  
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