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RESUMO

Em virtude da reducdo da disponibilidade de conibeist fosseis, juntamente com as
mudancas climaticas ocasionadas pelo aumento dzemiwacdo de didoxido de carbono na
atmosfera, a utilizacdo de combustiveis alternatgue ndo ocasionem o acumulo de gases do
efeito estufa na atmosfera tem se tornado cadenaezrecorrente. Desta maneira se destaca a
utilizagéo de biocombustiveis como o hidrogénie)(I® objetivo deste trabalho foi avaliar a
producdo de biocombustiveis através de rota bicdogitilizando reatores de 50 mL lacrados,
mantidos em uma estufa a 25° C com foto-periodt2tiee intensidade luminosa de 2200 lux
(30 HE-n?-sh). Neste contexto, a alga ver@alamydomonas reinhardtioi utilizada, sendo
gque os parametros operacionais idade do inéculmetdracao celular de inéculo e tempo de
fermentacao, juntamente com o efeito da concerdrdedenxofre no meio de cultivo foram
avaliados. Salienta-se que o fator temperaturademnibi avaliado e para tal, um planejamento
fatorial 2 (1), com 3 réplicas no ponto central, foi utilizadA influéncia das variaveis
independentes, teor enxofre no meio (7, 11,5 ed 8e18G%), concentragio celular de indculo
(0,10, 0,15 e 0,20 g/L) e temperatura (25, 30 e(35%a variavel resposta produtividade de H
foi investigada. Além disso, o desempenho de alguimates de carbono como o acetato de
sédio e permeado de soro de leite (rico em lactasa)ém foi verificado isoladamente. Neste
experimento, 0 meio com supressao de enxofre ecomeentracao inicial de inoculo de 0,1
g/L foram empregados. O efeito de outras fontesadeono também foi verificado através do
planejamento fatorial®A1l), com trés réplicas no ponto central. Nestsoc@ efeito do citrato
de sddio, juntamente com o acetato de sédio (Q,£01,9 g/L) e o permeado do soro de leite
(1,1,5e 2 g/L), em um meio basal contendo teordie enxofre (10 mg S®) e a concentracio
celular de in6culo de 0,10 g/L, foi investigado. $¢auéncia um sistema hibrido composto por
algas verdes e bactérias fotossintetizantes fliealea Nesta etapa, a supressao total de enxofre
e uma concentragdo celular de indculo de 0,10ayAnf utilizadas. Posteriormente, a avaliacao
de concentracdes distintas (0,10 e 1 g/L) das$argecarbono utilizadas foi verificada. O meio
de cultivo fornecido as bactérias foi suplementadm substratos como acido malico (30
mmol/L), permeado (6 g/L) e o glutamato de s6djb42)/L). Destacou-se ainda a investigacéo
do uso da co-cultura das algas e das bactéridsteses do produto-alvo. Neste experimento a
contribuicdo das algas e bactérias em uma propgéeariou de 0 a 100% foi avaliada. Os
resultados mais promissores mostraram que o cifh® g/L) e o permeado (2 g/L)
influenciaram positivamente na producéo dg1975,10 pmol/L-d). No sistema hibrido, uma
maior producao de etanol (19,93 g/L) foi observadacondicdo de 0,10 g/L de permeado
associado ao acetato. Por fim, para a co-cultusargbu-se que em meio basal RCV, etanol
(12,60 g/L) e hidrogénio (7,41 umol/L-d) foram dbs simultaneamente.

Palavra-chave:biogas,Chlamydomonas reinhardtihidrogénio molecular.
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ABSTRACT

The lack of fossil fuels and the climate changassed by increases on the carbon dioxide in
the atmosphere encouraged the use of alternatels that do not cause greenhouse gases
accumulation. Therefore, the use of biofuels, sagchydrogen (b}, produced from renewable
sources stands out. The aim of this work was tduat@ hydrogen and ethanol production by
biological routes using 50 mL sealed bioreactormamned in incubator at 25° C, 12 h
photoperiod with luminosity of 2200 lux (30 pE?msY). A green algaChlamydomonas
reinhardtii was used. The operational parameters age of inmguhoculum density, time of
fermentation and the effect of sulfur contentshie ¢ulture medium on the biofuels production
were investigated. The temperature was also evaluay a 2 factorial design (1), with three
central points was used. The influence of sulfurteot into the medium (7, 11.5 e 16 mg of
SQy?), inoculum density (0.10, 0.15 and 0,20 g/L) ameltemperature (25, 30 e 35° C) on the
H> productivity was evaluated. In addition, the bebawf carbon sources such as sodium
acetate and milk whey permeate (rich in lactosethentarget-product synthesis was also
verified. In this case, sulfur deprived conditiorda).1 g/L of inoculum density were used. To
increase the hydrogen production the influence Wfer@nt carbon sources was also
investigated. In this case? 2actorial design (Il) with three central points svalso used.
Furthermore, the effect of supplementary carbormrcgo(sodium citrate) and sodium acetate,
both varying from 0.1 g/L (low level) to 1.9 g/Li¢ level) and milk whey permeate (1, 1.5
and 2 g/L) using a basal medium with sulfur cont#nt0 mg S@ and inoculum density of
0.1 g/L were evaluated. To improve hydrogen sygteoduction a hybrid configuration using
the green algadC. reinhardtii) and the photosynthetic bacteriurR. (capsulatus was
performed. In this step, sulfur deprived and OLLigoculum density were fixed. After that, the
carbon source at different concentrations (0.1lgd.) was evaluate. It is important to note
the medium offered to PNS bacterium was previossfyplemented with malic acid (30mM),
permeate (6 g/L) and sodium glutamate(2.54 g/L)-cGltures of both strains were also
performed to biofuels evolution. In these experita@enmicroorganism contribution range was
from 0 to 100%. The results shown that citrate ¢fL9 and permeate (2 g/L) strongly increased
the hydrogen production (1975.10 uM/L-d). Ethanakwalso produced with isolated carbon
source was investigated. In the hybrid system,netheoncentration was 1.3-fold (19,93 g/L)
higher at 0.1 g/L of permeate associated to acdtatally, to co-culture maintained in RCV
medium, ethanol (12,60 g/L) and hydrogen (7.41 pM)lwere obtained simultaneously.

Keyword: biogas,Chlamydomonas reinhardtimolecular hydrogen.
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INTRODUCAO

Os recentes aumentos de preco do petréleo témtiveadn as pesquisas por fontes
alternativas que possam atender as necessidadembestivel da populacdo moderna. Varios
micro-organismos e residuos organicos tém sidogstop como fontes sustentaveis. Que nao
geram impactos ambientais para producao de biocstirbis como hidrogénio @) etanol e
biodiesel (CAKMAK et al, 2014). O uso do hidrogénio pode ser dedicad@aasumo
domeéstico/industrial. Sendo este biocombustivelfente convertido em electricidade. Além
de ser utilizado em motores de combustéo e oslesielétricos (BALAT, 2009).

O hidrogénio é um combustivel que se descata pmloatto poder calorifico. O
resultado de sua combustéo gera apenas vapor deamginvés de dioxido de carbono que
contribui para o efeito estufa. Mas o hidrogénio é&ncontrado na natureza, assim como 0s
combustiveis fosseis. Algumas estratégias tecrddsgforam desenvolvidas para a sua
obtencdo. Sua producéo da-se através de uma sdeenblogias de conversao como a reforma
a vapor que utiliza gas natural, hidrélise termogad, além de sistemas fotoeletroquimicos.
Ainda é possivel produzir hidrogénio através da&ifjiaacao e pirélise provenientes do carvao
e de biomassa, bem como fazendo uso de sistenodsologicos (direto e indireto), os quais
utilizam agua como matéria prima. A conversao lgicid pode ser verificada através da
fotossintese, fermentacdo escura e fotofermentdd2dAMWAR et al, 2000; DAS e
VEZIROGLU, 2001), sendo a producado de hidrogéntodsintética autotréfica baseada na
absorcao de dioxido de carbono e agua. A grandedigem é a necessidade de uma fonte
de luz constante para fornecer ao reator (BATISTAL, 2014).

Ha um interesse crescente na producdo de hidrog®oliégico. Pois as formas
tradicionais de obtencao deste combustivel aingldisfpiendiosas e exibem impacto ambiental
negativo. Reforca-se que a producao biologica gamaltencéo devido ao seu potencial como
uma alternativa sustentavel aos métodos converisidiseemplos de métodos bioldgicos para
producdo de hidrogénio sdo os processos que uatilizacro-organismos realizadores de
fotossintese. Destacam-se neste caso as bactérssimtetizantes e microalgas como as
cianobactérias e as algas verdes. Estes indivighmsm produzir o Ha partir da incidéncia
luminosa e com base em duas enzimas (hidrogenas#rogenase), segundo DAS e
VEZIROGLU (2001) e BATISTAet al. (2014).

Ressalta se que as bactérias fotossintetizantegalgas verdes produzem hidrogénio

essencialmente através da regulacdo enzimaticatrered gerados fotossinteticamente pela
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reducao de H A producédo deste biocombustivel em cianobactérfaincipalmente acoplada

a fixacdo de nitrogénio (BENEMANNt al, 1980; SMITHet al, 1992). As microalgas
destacam se em virtude do seu potencial de proddedbiocombustiveis e derivados
(TEVATIA et al, 2012), e pela capacidade em absorver a luz saanverté-la em lipidios e
proteinas (AMINet al, 2009). Os sistemas fermentativos utilizandosajgadem propiciar a
sintese de inumeros subprodutos além d&kEndo que o sobrenadante da cultura pode ser rico
em Aacidos organicos como &acido acético, butiriéicd, malico, propidnico, férmico,
dependendo da fonte de carbono utilizada confoonsta neste trabalho. Em geral, as espécies
de algas produtoras de hidrogénio S&enedesmus obligyhlorella fusca, Chlorella sp. e

C. Moewusi(MIURA et al, 1982). A alga verd€Ehlamydomonas reinhardtie destaca como
produtora de hidrogénio e etanol (DAS e VEZIROGIA011). Dada a sua facilidade de
manutencdo em laboratdrio, @hlamydomonas reinhardtié utilizada como modelo
experimental em areas como a genética, a biol@igac, molecular e a fisiologia. Quando em
condicbes ambientais favoraveis, esta alga sedaprassexuadamente em um curto periodo
de tempo, cerca de 24 horas.

O etanol € outro combustivel renovavel considenamh@a excelente alternativa de
gueima limpa. Convencionalmente, a producao deoktheriva de fontes de glicose e amido
de plantas superiores como a cana-de-acucar. Levamdconsideracdo a demanda pelo o
produto e a crescente substituicdo de plantacOgsads por cana-de-agucar, tem crescido a
investigacdo da producao de etanol a partir de ddsm de algas (CHQ@it al, 2010). A
Chlamydomonas reinhardtpossui estrutura e funcionalidade semelhantesosgamismos
vegetais superiores geradores de etanol e podenmazamar grandes quantidades de
polissacarideos, principalmente o amido intracel(ilBESSARTet al, 1995).

Ao manter &Chlamydomonas reinhadt@m fermentacdo anaeborica e em meio com
auséncia de enxofre pode-se observar que no pateohlz ha uma atenuacdo da producgéo de
O fotossintético. E no periodo de escuro ocorregaattacéo das reservas de amido, formando
como principais produtos o acido férmico, acidotiacée etanol, sendo oH CQ gases
emitidos como produtos secundarios (OHEA al, 1987). Os produtos resultantes da
fermentacdo sdo controlados pelo nivel de conggdrdo piruvato, assim como as condi¢des
de fermentacao e a utilizacao de diferentes espdeialgas. Estudos de PHILIP&Sl (2011)

e CHEN e MELIS (2013) mostraram que a affdamydomonas reinhardgtiossui inimeros

genes correspondentes as rotas metabdlicas déerexgsim, o entendimento aprofundado de
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seu metabolismo pode propiciar a otimizacao dogasx de sintese de biocombustiveis como
hidrogénio e etanol.

Uma das formas de se obter o etanol é pre-tréianzassa antes da fermentagéo. Este
procedimento corresponde a hidrélise enziméticarfda com que os granulos de amido que
estdo ligados intracelularmente dentro de pareslakaces rigidas sejam liberados. Juntamente
com outros polissacarideos como hidratos de catbesé&uturais, melhorando assim a aptidao
para a producao de etanol (CH&lal, 2010).

Além disso, o conhecimento de parametros operasiénaecessario como forma de
potencializar a producdo de biocombustiveis pedigasaA idade do indculo, concentracao
celular de in6culo, tempo de fermentacdo, lumiremigd pH e temperatura, influenciam
diretamente no crescimento e desenvolvimento desleiduos e consequentemente na
producdo dos biocombustiveis (DAS e VEZIROGLU, 20BALLEMBECK e GHOSH,
2009; YANGet al, 2014).

O enxofre presente no meio de cultivo é outra vatia ser investigada, ja que sob
sua supressao parcial ou total, a producdo ded@&diro pode ser potencializada (DAS e
VEZIROGLU, 2001; KOSOURO\&t al, 2007; CHOCHOISet al, 2009). Outra maneira de
aumentar a producao de hidrogénio é fazer uso mtedale carbono heterotréficas como o
acetato de sodio (KOSOURQA! al., 2007), citrato de sodio e permeado de soroitkedae
foram utilizados neste trabalho.

De forma complementar, o uso de algas em sisteibedds e co-cultura com micro-
organismos diversos pode ser considerado uma feraenpliar a producao de biocombustivel.
Segundo Llet al (2013), no sistema hibrido, utiliza-se o residiaofermentacédo da alga
(Chlamydomonas reinhardtiipara viabilizar a fotofermentacdo da bactéria deitatética
(Rhodobacter capsulatusyisto que o meio metabolizado pelas algas é rico aeidos
organicos que serdo empregados pela bactéria ifttttgsa como fonte de carbono. Ja a co-
cultura combina o uso de dois ou mais micro-orgaogsem uma mesma fermentacéo, de
maneira a um complementar as deficiéncias do odtcom isso produzir maiores quantidades
dos produtos-alvo (Wit al, 2012).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar a avaidedproducao de biocombustiveis
(H2 e etanol) por meio de rota biologica através dodesalgas verdes, mais especificamente a
alga Chlamydomonas reinhardtiDentre os objetivos especificos destacam-se lesardas
variaveis a seguir para a otimizacéo da sinte$®& @etambém de etanol.
Idade do in6culo e da concentracao celular do iedcu
Tempo de fermentacao;
Teor de enxofre no meio de cultivo;
Temperatura,

Fontes de carbono (acetato, citrato, permeadordedsdeite) heterotroficas;

SN N N N

Sistema hibrido contemplando os micro-organistf@bsamydomonas reinhardtie
Rhodobacter capsulatus
v Co-cultura deChlamydomonas reinhardté@ Rhodobacter capsulatusg producao de

hidrogénio e etanol
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fontes de energia renovavel

Inimeras séo as fontes de energia presentes reladei atual, sendo classificadas

como primarias e secundarias. As fontes primapasrdleo, gas natural, energia hidraulica,

solar, edlica entre outras) sdo aquelas captadapr@aia natureza. Enquanto que as

secundarias sao obtidas através de processosnd®traacédo das fontes primarias (recursos

naturais) como os combustiveis etanol, gasolirmaiphénio e diesel. O petréleo é um exemplo

de um recurso primario que sofre transformacao foar@cer combustiveis e subprodutos. E

uma fonte ndo renovavel de energia, suas resefigaingas e sua utilizacao é inversamente

proporcional a sua reposicao pela natureza (DA&£2IROGLU, 2001).

Os dados apresentados na Tabela 3.1 fornecido& pgdeesa de Pesquisa Energética

(EPE, 2013) demonstram um crescimento no consunpetidleo, gas natural e outras fontes

renovaveis. Observa-se que de 2008 a 2012 houvawmento no consumo de energia

proveniente de fontes ndo renovaveis de 2,4%, @btgugue OS recursos renovaveis

apresentaram uma reducdo na mesma proporgao.

Tabela 3.1 Producéo de energia primaria no Brasil em % mige de 2008/2012.

Fonte Primaria 2008 2009 2010 2011 2012
N&o renovével 51,6 53,3 52,6 54,3 54,0
Petroleo 39,7 42,0 42,1 42,5 41,6
Gas Natural 9,0 8,7 9,0 9,3 9,9
Carvao Metalurgico 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Uranio (WOs) 1,7 1,7 0,7 1,6 15
Renovaveis 48,4 46,7 47,4 45,7 46,0
Energia Hidraulica 13,4 14 13,7 14,4 13,9
Lenha 12,4 10,2 10,3 10,1 10,0
Produtos da Cana-de-agucar 19,0 18,6 19,3 16,9 17,5
Outras Renovaveis 3,6 3.9 4,1 4.4 4.6
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Fonte: EPE (2013)
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A queima de certos combustiveis produz potenciagineamponentes como GO
NOx«, SQ, CiHy, aléem de compostos organicos que podem comprosigtaficativamente o
ar, resultando na poluicdo atmosférica (BARBGSAL, 2001). Assim, o desenvolvimento de
estratégias que propiciem a obtencdo de combusterei que a queima ndo resulte em
compostos toxicos tornou-se imprescindivel. Nestagoria se incluem o biogas (representado
pelo metano e hidrogénio), além do bio-etanol dibgel. O hidrogénio tem se destacado nos
altimos anos em virtude de seu alto poder calarift22kJ/g) quando comparado a outros
combustiveis (AMROUCHIgt al,, 2011).

3.2 Hidrogénio

O hidrogénio, segundo a Tabela de Mendeleiev (1&d&assificado como o elemento
mais leve e abundante na natureza, sendo conhaanithares de anos. Henry Cavendish
(1784) produziu hidrogénio através de acidos (@tad ou sulfirico) em contato com metais
(zinco e ferro). Mais tarde, Antoine Lavoisier (BYy®omeou o gas de Hidrogénio (SANTOS,
2005). O hidrogénio é empregado como fonte prim@aiea a obtencdo de outros produtos
comerciais como amonia, além de artigos alimergticidrogenados (margarina, gorduras, etc.)
e outros combustiveis como a gasolina, ou aind#idntes e acidos. Pode ser usado também
como gas em macaricos de solda e como combustiwval fpguete (SANTOS, 2005). O
hidrogénio, quando submetido a temperaturas dekdyi, muda de estado (gas para liquido)

sendo utilizado em células de energia.

3.3 Producdao de hidrogénio: o uso de rotas biologicas

Além de rotas quimicas (reforma a vapor), a prodwgihidrogénio se da através do
uso de micro-organismos (algas, bactérias e ciaté@tas), sendo identificada atraves da sua
rota metabdlica como a biofotdlise da agua, da sealtilizam as algas e cianobactérias. Ha
também a fermentag&o no escuro de bactérias anetagfo uso de bactérias fotossintezantes
a partir do consumo de &cidos organicos, bem camibzacao de sistema hibrido que combina
mais de uma rota metabdlica. E possivel ainda dugém de K por co-cultura na qual se
estabelece o cultivo simultaneo de dois ou maisarocganismos (AMROUCHIgt al, 2011;
PHILIPPSet al, 2011 e CHEN e MELIS, 2013).

Biofotolise
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A biofotdlise da agua € um processo biolégico gquesiste em converter energia solar
em energia quimica armazenada a ser utilizadagaédlda. Este processo ocorre quando o
sistema bioldgico sofre intervengdo da luz, causandecomposi¢cao de um substrateGiH
em hidrogénio conforme a reacao apresentada pelacgq (3.1). A biofotdlise pode ocorrer
de forma direta ou indireta.

LUz
2H,0O —— G + 2H (31)

Biofotolise direta

A biofotélise direta € um processo em que as migasacapturam a luz e a energia
recuperada é usada para unir duas moléculas degagaurado um redutor de baixo potencial.
Este redutor € aplicado na enzima [FeFe]-hidrogenas produz hidrogénio, ilustrado pela
Figura 3.1, seguindo a Equacéao (3.1) da reacad @eraterior da alga é constituido de dois
fotossistemas, fotossistema | (FSI) e fotossistBr{faSIl), ambos captam energia luminosa e
transformam em energia quimica para ser utilizada gélula nas reacdes. Estes fotossistemas
captam a energia luminosa em faixas diferentestas$istema Il utiliza uma faixa até 680 nm,
enguanto que o fotossistema | utiliza intensidaeédsz acima de 700 nm (GOODE e TREBST,
1980). Assim, as algas utilizam a energia lumimpasa gerar elétrons que sao transferidos para
uma molécula de ferrodoxina, tomando a sua forghazida. Posteriormente, a enzima [FeFe]-
hidrogenase combina os prétons)YHo meio com elétrons, doados pela ferrodoxinazieia,

para formar e liberar hidrogénio conforme Figurh 3.

l

[ Fotossistema I, IT J 2&

Ferrodoxina

2H,0 0 H

Figura 3.1 - Modelo esquematico de producdo de hidrogéniobidgéotdlise direta. bhse
representa a enzima [FeFe]-hidrogenase.
Fonte: Adaptado de (HALLENBECK e BENEMANN, 2002)
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Conforme visto por HALLENBECK e BENEMANN (2002), etapa escura € a
limitante do processo, pois € nela que ocorre acgerefetiva do hidrogénio ja que na etapa
escura ndo h4 producao de @lém do mais, a eficiéncia na converséo da llargmde ser
baixa, cerca de apenas 10%, dependendo das comaigéeacionais do reator. A atividade
enzimatica da [FeFe]-hidrogenase, principal enzitaecionada a producdo de hidrogénio em
algas, € extremamente sensivel a presenca de mxig&roxigénio atua como supressor da
expressao do gene da [FeFe]-hidrogenasgh{MELIS e HAPPE, 2001).

Um mecanismo para evitar que a producéo de hidrog@&a afetada pela producgéao
de oxigénio do sistema é o de estabelecer a sdprdssenxofre, por um determinado periodo
de tempo. Reduzindo deste modo a atividade do Efdjyanto que as taxas de respiracédo se
mantem constantes. Deste modo, o oxigénio prodézidenor que o consumido, de maneira
a nao influenciar na produgéo do hidrogénio (MCKMYLe HARWOOD, 2010).

As investigactes de WYKOFRét al. (1998) mostraram que a inibicéo parcial do FSII
pode ocasionar uma condicdo anaerobica para a@&Hulum biorreator. Isto se deve ao fato
de haver menos atividade de oxidacdo da dgua pasmdblver o oxigénio e que parte deste
oxigénio esta simultaneamente sendo usado paspigagho. A equipe de pesquisa de MELIS
et al. (2000 e 2002) verificou que a privacdo de enxaifiee a atividade FSII levando a
condicBes anaerobicas dentro de um biorreator.u@ses como GHIRARDEt al. (2000);
HAPPE e KAMINSKI (2002), FORESTIERt al (2003) e DASGUPTAet al (2010)
obtiveram resultados semelhantes. Estudos de CHOEEIGal (2009) demonstraram que a
auséncia completa de enxofre prejudica o desempenbrescimento da alga, afetando
diretamente a producao de hidrogénio, devido aesss causado pela supressao de enxofre.
Para que ocorra equilibrio entre a producdo deéoxige seu consumo, o desenvolvimento
celular e a produgéo de hidrogénio,é necessariauqueessidual de enxofre seja mantido no
meio (MELISet al, 2000; YANGet al, 2014).

Hidrogenase

A hidrogenase é uma enzima que faz com que as algdss sejam capazes de
produzir hidrogénio a partir da agua. Esta enzired£]-hidrogenase é criptografada pelo gene
hydA, sintetizada na regiao intracelular (citosol)teaduzida pelo estroma do cloroplasto. Esta

reacao pode ser reversivel como mostra a Equacgo (3
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HIDROGENASE
2H" + 2Fd ———) H:+ 2Fd (3.2)

Nas algas verdes, a hidrogenase do estroma d@lzsto permite que os elétrons da
ferrodoxina (Fd) reduzida sejam transferidos pardoms de H produzindo o hidrogénio
(MELIS e HAPPE, 2001). Experimentos de GOODE e TBEHR1980) sugerem que 0s
eletréns derivados sobre oxidacdo do substratogemdopodem alimentar a plastoquinona e
através da absorcao de luz pelo FSI serem conduaiderrodoxina (Fd). A ferrodoxima por
sua vez € o doador de eletrons que ira garanticéneia da [FeFe]-hidrogenase, combinando
eficientemente os eletrébns com os protons para gerelécula de K

Os elétrons sé@o gerados através da oxidacdo fatamuida agua pelo FSIl, o que
resulta na producdo simultdnea deeG, ou ainda pela oxidagéo de um substrato endogeno.
As algas verdes, mais especificament@éhtamydomonas reinhardtiilustrada na Figura 3.2
(@) podem produzir hidrogénio utilizando o foto pedd®TUART e GAFFRON, 1972). A
Figura 3.2b) apresenta o interior de uma célula de alga, goen@osto por dois fotossistemas,
o FSIl e o FSI. Em ambos FS a energia luminosaséraiola por meio dos pigmentos

fotossintéticos sendo transformadas em energiaicaipara serem utilizadas pela célula.

Ciclo do acido

tricarboxilico Glicose I
itoplasma

\ / Cloroplasma
" NAD(P)H
ned /9 H
‘ri% NAD (P)* > S ST
=5 4 T
W
</
PN NAD(®)"  NAD (PH
e ot 1

kv\ ’fw
l_] ) — 0, +e +4mr
2H,0

() (b)
Figura 3.2 - (a) Alga verde unicelulaChlamydomonas reinhardtiKOTYK, 2008); (b) Vias de
transporte de elétrons relacionadas a hidrogemasdgas.

Fonte: Adaptado de (MELIS e HAPPE, 2001
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O FSII utiliza essa energia para fazer a quebiduds moléculas de;B@ em Q, 4€
e 4H", da mesma forma, essa energia promove o trangfumétrons resultantes dessa quebra
para a quinona (Q), onde é canalizada para o plastmna (PQ). Dentro da plastoquinona,
mais especificamente na NAD(P)H-oxidoredutase (RBD)rre uma reducdo dos substratos
NAD(P)H (nucleotideos da nicotinamida) em NAD(Rperando uma molécula de'lpara o
cloroplasma da célula. Enquanto isso, o elétroehido é transportado através do NAD@)
pelos demais aceptores citocromo do complexGyt b), citocromo do complexb (Cyt 1),
plastocianina (PC) até o FSI. A energia acumuladaSi é usada para transferir o elétron para
atimicina (A) que € o primeiro aceptor de elétrdag=S| enviando 0 mesmo para ferrodoxina
(Fd) que, por sua vez, distribui os elétrons pareotioxina-NAD(P)-oxidoredutase (FNR) e

para enzima da hidrogenasedbke) que metaboliza 2"dm H que é liberado para o meio.

Biofotolise indireta

A biofotdlise indireta empenha-se em solucionarroblema da sensibilidade ao
oxigénio, separando a evolucdo do oxigénio e doop&hio em dois estagios, através da
fixacdo de C@como apresentado na Figura 3.3.

Material

co, Celular

l l\ Material .
[ Fotossintese T, TI ] 2e : Celular Fermentacio

Ferrodoxina

Ferrodoxina

Figura 3.3- Modelo esquematico de produgdo de hidrogénibieifotolise indireta.
Fonte: Adaptado de (HALLENBECK; BENEMANN, 2002)

A Dbiofotdlise indireta pode ser obtida através doocpsso proposto por
HALLENBECK e BENEMANN (2002) que consistem em quafrassos distintos para uma
melhor compreenséao da biofotdlise indireta:(1) Aducao de alta concentracédo de biomassa e
armazenamento de carboidratos em tanques a 10%cida®@a solar; (2) A concentracdo da
biomassa em um tanque de decantacéo; (3) A ferg@ntscura anaerdbica para produzir 4

mol de H/mol de glicose armazenada nas células das algés 2mols de acetato e (4) O uso
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de um fotobiorreator no qual as células das algagerteriam os dois moles de acetato para 8
moles de H

Assim o processo de biofotdlise indireta englobaeparacdo do oxigénio e do
hidrogénio em diferentes fases, conectados atdavésacao/evolucdo de G(Destaca-se que
as cianobactérias sdo mais afins ae@,&0Omo fontes de carbono do que como fonte de energ
e também utilizam a luz solar (Equacéo 3.3). limognte as células utilizam o carbono para
produzir substancias que serdo utilizadas na péaaddo H (Equacédo 3.4). O mecanismo
global para a geracdo do hidrogénio através del&térias esta representado nas seguintes
reacdes (DASGUPTAL al, 2010):

FONTE DE LUZ
6 H,O + 6 CQ — CsH1206 + 6 O (3.3)

CsH1206+6 HO —— 6 O + 6 CQ (3.4)

Fermentag&o no escuro
Bactérias anaerobicas, cultivadas na ausénciazdeollem produzir hidrogénio em
meio de cultivo rico em substrato carbénico. Ogoaarganismos que produzem hidrogénio
sdo geralmente de metabolismo anaerdbico do pouwatqual é formado a partir do
catabolismo de diferentes substratos. A distritug@piruvato é catalisada por duas enzimas
especificas, a formato liase (PFL) e a ferrodoxdmalo redutase (PFOR), conforme as
Equacoes (3.5) e (3.6) respectivamente (HALLENBECBENEMANN, 2002):

1. Piruvato: Formato liase (PFL)
Piruvato + CoA )  Acetil — COA +Formato (3.5)
PFL

2. Piruvato: Ferrodoxina oxido redutase (PFOR)

Piruvato + CoA+ 2Fd (ox) ) Acetil — CoA + CO2 + 2Fd(red) (3.6)
PFOR
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Bactérias fotossintetizantes

As bactérias fotossintetizantes podem ser dividetasduas familias, as verdes e as
purpuras. Podendo ambas serem classificadas emribacsulfurosas e ndo sulfurosas. As
bactérias verdes, diferentes das algas que posE&m FSIl, possuem somente o FSI e
utilizam substratos organicos e inorganicos, aésra agua para doar elétrons e ocasionar a
reducao da ferrodoxina (Fd) para a reacao queogathogénio. Como pode ser visto ha Figura

3.4, utilizando o foto periodo luz, e no foto pddascuro ocorre a fixacdo do £0

CO:z

Sub str_ato » DNase 5
orgéanico e

. — Biomassa /
inorganico

Figura 3.4 - Vias de transportes de elétrons relacionadosodugdo de hidrogénio através da
nitrogenase.
Fonte: Adaptado de (MCKINLAY e HARWOOD, 2010)

As bactérias purpuras possuem somente o FSII oridearloxina (Fd) é reduzida
através da enzima ATP-ase, caracterizando uma aepQé nitrogenase. As bactérias
fotossintetizantes desenvolvem o hidrogénio moécuatalisado pela nitrogenase, sob
condicOes deficientes dexNutilizando como fonte de energia a luz, e congmstganicos
(LEVIN et al, 2004). Estes micro-organismos nédo possuem ensuficiente para efetuar a
guebra da molecula de agua. Porém quando submetidosdicbes anaerobicas utilizam os
acidos organicos (ex.: acido aceético) como fonteld&ons, os quais sao transportados para a

nitrogenase. Este transporte se da através deayastpético (ATP).
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Assim quando ndo ha presenca de nitrogénio, egimanmeduz os prétons em gas
hidrogénio com a energia extra gerada pelo ATP (ERKIAN et al, 2002; HALLENBECK
e BENEMANN, 2002; DASGUPT At al, 2010). A reacéo global da producao de hidrogénio

a partir da glicose pela fotofermentacédo € dadapeliacdo (3.7).

FONTE DE LUZ
CsH1206+6 H,O ———) 12HO +6 CQ (3.7)
O Quadro 3.1 apresenta uma comparacao entre @spaiBIprocessos bioldgicos de
producao de hidrogénio.

Quadro 3.1- Comparacao entre 0s principais processos bumégia producao de hidrogénio.

Processo OrTgljgcr)\igrilo Vantagens Desvantagens
Capaz de produzir H Requer altaintensidade
diariamente a partir da agua de luz;
da luz solar; O, pode inibir a

Biofotolise direta | Algas verdes Maior conversdo da energial @roducgéo de K
partir da dgua em relacdo fas
culturas de grande porte.
Pode produzir kK a partir daj Baixa eficiéncia
Biofotdlise Cianobactérias agua; fotoquimica;
indireta Tem a capacidade de fixar, NO, tem efeito inibitério
da atmosfera. sobre a nitrogenase.
Um amplo espectro de IyzEficiéncia de
(energia) pode ser usado pamonversao € muitp
Fotofermentagéo Bactérias _ estas bacté.ri'as; . baixg, apenas .1-5%;
fotossintetizantes | Pode utilizar diferentesO, é um inibidor da
substratos, como efluentes deitrogenase.
destilaria, residuos, etc.
Pode produzir kHldurante todg Produto contén
o dia sem luz, mistura de gas CO
Uma variedade de fontes dgue tem que ser
Fermentacéao (semBactéria carbono pode ser utilizadaseparado.
Luz) fermentativa como substratos;
Produz metabolicos com valor
agregado, tais como os acidos
butirico, latico e acético.

Fonte: Adaptado de (AMORIN, 2009)

Sistema hibrido e co-cultura
Na tentativa de aumentar a produtividade de hidrogém algas, é possivel utilizar o

sistemas hibridos e de co-cultura de algas e laxtér
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Estudos de BATISTAet al. (2014) demostraram a possibilidade de utilizaidiess
produzidos por algas (ricos em acidos organicog)ocdonte de alimento para bactérias
(Enterrobacter aerogenesClostridium butulinumpara a produgéo de hidrogénio molecular.
Além disso, possibilitou o reaproveitamento dedes$ organicos gerados pelas algas.

Pesquisas de MIURA (1995) verificaram que a produgitinua de hidrogénio com
maior rendimento pode ser obtida com a combinag&stemas de producéo. O autor propds
a producdo de hidrogénio através do uso de algas edChlamydomona$IGA 161 e da
producéo fotossintética pela bact®izodopseudomonas palus¥is1S, em ciclos alternados.
A Figura 3.5 ilustra um esquema experimental basesd um sistema hibrido de algas e
bactérias, em que o caldo resultante do processoatgas € utilizado como substrato pela

Rhodopseudomonas palustris.

€Oz Q2 Ha Hz
Energia Solar Energia Solar
Cultura de Algas [ Fermentacgio no escuro } [ Foto-produgéo bacteriana J
Nutrientes Agua
Ej Caldo
Reciclo da Biomassa

Figura 3.5 Esquema experimental da biofotdlise baseadotnadimtese por algas verdes.
Fonte: Adaptado de (MIURA, 1995).

Assim como sistema hibrido € uma alternativa pgreoducéo de hidrogénio, a co-
cultura entre algas e bactérias fotossintetizaatesna outra possibilidade de geracdo de
hidrogénio. A producéo de hidrogénio em bactéu#asskintéticas € dada principalmente pelo
sistema de nitrogenase que requer entrada denaltgi@ na forma de ATP (TAYGANKO¥t
al., 1999). Enquanto que a producao de hidrogénialgas verdes € mediada principalmente
pelo sistema [FeFe]-hidrogenase na auséncia de é\Eeeita a entrada de elétrons da
ferrodoxina (Fd) (KOSOUROV e SEIBERT, 2008). Noaarib, a [FeFe]-hidrogenase e a
nitrogenase sao altamente sensiveis ao oxigéni@ quprincipal produto da fotossintese da
alga (MELISet al, 2000; KOSOURO\£t al, 2003).
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KAWAGUCHI et al, (2001) utilizou a co-cultura de alga€h{amydomonas
reinhardtii) e bactériasRhodobium marinunquntamente com Amylovours lactobacillusg
observou o metabolismo do amido produzido pelassadgn lactato, que é o doador de eletrons
para producéo de hidrogénio pelas bactérias. A&igh demostra um sistema baseado na co-
cultura citada. A fermentacdo ocorre utilizando eiorbasal da alga, onde sdo adicionados

ambos microorganismos (alga e bactéria).

CO: Energia Solar 03 Energia Solar Hz

|
[

Bacténas

Cultivo de Algas J—.[ Foto - Fermentagio J

L

Figura 3.6 - Esquema experimental da co-cultura entre algeseg e bactérias.

WU et al, 2012 utilizou cepas deradyrhizobium japonicunaom Chlamydomonas
reinhardtii estirpe cc-849 em meio TAP isento de enxofre.\@bdm um resultado 14 vezes
maior para a producdo de H uma taxa de crescimento de 26% maior que quatiitadas
B. japonicume aChlamydomonas reinhardestirpe LBA e outras estirpes de algas cultivadas
isoladamente sob as mesmas condi¢bes. Um dossajoeanfluiram para esta melhoria foi o

aumento nas taxas de respiracado ou consuma.de O

3.4 Etanol

O etanol ndo é um produto encontrado diretamentatsieza havendo a necessidade
de processos complexos para sua obtencdo. O psogess comum e mais difundido é a
fermentacdo de acUcares obtidos de plantas sugeridiFigura 3.7 demonstra como ocorre a
producdo de etanol na inddstria sucroalcooleiraagoatece juntamente com outros produtos

sendo os principais 0 agUcar, o etanol e a elé#ia.
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A demanda por este produto tem aumentado nos @ltanos e a procura por novas
tecnologias que proporcionem a producdo de bicktstdo em evidéncia. Dentre tantos
processos de obtencdo deste produto, a alga tedestgue.

Venda do caldo

Matéria prima

(cana-de-acucar) Agacar STD
Caldo Fabrica Acucar Esp.
de
Acucar Acucar Sup.
cucar Extra
Moagem
da cana Alcool Anidro Carb.
Fabrica )
de Alcool Hidr. Carb.

Alcool

Alcool Hidr. N.Carb.

Bagaco

Mao de obra.eqtos Venda do bagaco

Energia elétrica
para o processo
Geragao
de Y Energia mecanica
Energia \ para o processo
Ponto de Energia elétrica

Separagao excedente

Figura 3.7 - Caracterizacdo do processo de producao da fasstiiadl de uma usina com processo
conjunto para obtencao de acucar, etanol e eiddei
Fonte: Adaptado de (BRUNSTEIN e TOMIYA, 1995)

3.5 Producao de Etanol com algas verdes.

A algaChlamydomonas reinhardtiém sido muito utilizada para estudar a fotossate
aerdbica, bem como a estrutura e funcdo de organelalares. MERCHANEt al (2006 e
2007) verificaram, através da analise da sequé&wigenoma da célula, que uma homologia
entre plantas e animais se verificava. Tal carstiest pode explicar a possibilidade de sintese
de produtos de fermentacao tdo variados, comalo acético, acido férmico, etanol, g®i.,
vestigios de glicerol, D-lactato, malato e suc@n&utros estudos demonstram também a
similaridade das algas com as bactérias fotosziatees que sob condicbes anaerdbicas
também utilizam vias enzimaticas para a producé® formico, etanol e HKOSOUROV
et al, 2003; PHILIPP&t al, 2011). Outra caracteristica @alamydomonas reinhard que
a estequiometria de reacéo dos produtos finaigigenzaria de acordo com as condi¢des de
cultivo e a fermentacdo a qual a alga € expos@mnAdisso, &Chlamydomonas reinhardtii
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possui a capacidade de mudanca de rota metabdlipagulato formato-liase, se por algum
motivo esta for prejudicada (PHILIPRSal, 2011).

Resultados de PHILIPRS al (2011) para a produc¢ao de etanol @hfamydomonas
reinhardtii cc-124 em meio TAP com supressdo de enxofre, pH2jesendo fermentado em
condicbes anaerodbicas foi de 7,3 a 9,6 nmol/pglgke (8,336 pg/pLg de alga) apds 4 h de
fermentacdo, foram o mapeamento de vias fermeagati’ Figura 3.8 mostra o diagrama
esquematico destas vias fermentativas, onde ogtouderiva da oxidacdo de glicose, serve
como substrato para as sinteses de produtos variadtalisados por diversas enzimas. A
piruvato formato-liase (PFL1) cliva o piruvato ermetl-CoA e formiato. A acetil-CoA é
convertida em acido acético pela acao sucessif@stizacetiltrasferase (PTA) e da quinase de
etilo (ACK), resultando na producdo de ATP. Poderier também a producdo de etanol por
uma desidrogenase bifuncional aldeido/alcool (ADHd3ultando na oxidagdo de NAD(P)H.
A piruvato-descarboxilase (PDC) descarboxila oy@ta originando acetaldeido, que € ainda
reduzido em etanol pela alcool-desidrogenase (ADH).

Uma outra via leva a producéo de d-lactato pela deéd-lactato desidrogenase (D-
LDH). Nela, a piruvato ferrodoxina oxido-redutaB&R1) descarboxila o piruvato, resultando
na redugédo da ferrodoxina (Fd), £© acetil-CoA. Esta ultima pode, provavelmente, ser
metabolizada por PTA e ACK ou ADH1 (indicado poraulimha pontilhada). Reduzida, a Fd
poderia entdo funcionar como um doador de eléfpang a hidrogenase {éhse), resultando
na evolucdo de hidrogénio no escuro. Vias resuitaral producdo de malato, succinato e
glicerol tém sido referidas na literatura como sepotenciais para a formagéo dos produtos de
fermentacdo d&€hlamydomonas reinhard{PHILIPPSet al, 2011).
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Chlamydomonas reinhardtii CC-124
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Figura 3.8-Diagrama das vias fermentativas da d@fgamydomonas reinhardtii
Fonte: Adaptado de PHILIPPS et al. (2011).

3.6 Parametros que influenciam na producéo de bibustiveis

A proliferacdo de microalgas requer luz solar, @léxde carbono, temperatura entre
30 e 40° C e retirada do excesso de oxigénio gefattavés da purga de gas inerte como
argonio). Muitas vezes o aproveitamento das algge @ concentracao e retirada das células,
assim, sistemas compactos capazes de gerarem snaoreentracoes celulares séo
importantes para a viabilidade econdmica do pracesgyoas com alta taxa de crescimento de
algas High Rate Algal PondsHRAP), fotobiorreatores, biofiltros e mesmo sisas
alternativos como soluges advindas do estudo dengenharia, construcdes geodésicas
contendo algas e uso de fragbes do oceano comufazaquaticas delimitadas com barreiras
para adicdo de nutrientes e monitoracdo da simtesprodutos de interesse, podem ser
consideradas alternativas na producao de biomassa.

Em processos nos quais o hidrogénio é produto-alvaso de fotobiorreatores
controlados mostram-se adequado. Segundo JACOB-SO@807), os fotobiorreatores
podem ser definidos como sistemas utilizados paralesenvolvimento de reacles
fotossintéticas e classificados de acordo com oomael alimentacdo da mistura reagente
(descontinuo ou continuo), tipo de escoamento naistompleta ou pistonado), tipo de cultivo
empregado (células livres ou imobilizadas) e asa¥& configuracdo (reatores abertos ou
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fechados). Embora o termo fotobiorreator tenhasigpnalmente aplicado para canais abertos
e lagoas de algas, esta denominacao € melhor esprggra os dispositivos que permitam
uma cultura asséptica que esteja totalmente isaladam potencial ambiente contaminado
(MOLINA GRIMA et al.,1999).

Segundo a literatura consultada, as configuracdess mempregadas em
fotobiorreatores para a producdo deséo os reatores tubulares (coluna de bolraslét),
reatores do tipdlatplate e sistemas tubulares arranjados em espiral (MOLBYMA et al,
1999). Os reatores tubulares séo preferidos, ponippeem o cultivo de microrganismos em
elevadas concentragbes de nutrientes, favorecendo taga de crescimento
(TCHOBANOGLOUSet al.,2003). Nesta disposicao, o equipamento é corthtitle material
transparente, geralmente vidro ou plastico, de eliérinferior a 0,10 m para permitir que a
luz penetre em toda extenséo do liquido, que eincalinterior dos tubos em regime turbulento
para evitar o deposito de células na extensao @ssnos. Independente da configuracdo dos
reatores empregados, outro fator importante as®igderado € a limpeza do gas obtido. Em
geral, o maior contaminante é o oxigénio.

Além disso, verifica-se o problema da presencandielade na mistura gasosa. Isto
deve ser minimizado, caso contrario, o poder datordo biocombustivel produzido podera
ser reduzido. Este objetivo podera ser alcancadoees da passagem da mistura por um secador
ou uma unidade de refrigeracdo (condensacdo do rva@o forma de agua)
(TCHOBANOGLOUSet al, 2003).

Outros parametros que incluem pH, temperatura, dgoeator, tempo de retengao
hidraulica (TDH}Y, tipo de fonte de carbono, bem como disponibikdate nutrientes
(KOTHARI et al.,2012). Outro aspecto a ser avaliado é a preseneaxbfre na fermentacao.
DAS e VEZIROGLU (2001) verificaram que as células alga produzem hidrogénio na
auséncia de enxofre. Estudos de CHOCH&I&. (2009) e YANGet al.(2014) demonstraram
que um dos maiores desafios para a producdo degBitio por rota biologica é a alta
sensibilidade da hidrogenase ao oxigénio. Por datto, existe a necessidade da observacao
do crescimento da biomassa para que a evolucaadmgénio ocorra. Sabe-se também que
mesmo sem manter nenhum tipo de condi¢do espestak células na presenca de luz, em
condicBes anaerobicas produzem oxigénio, inibindmtalmente a hidrogenase (LEHR

al., 2012). Para solucionar este problema, a ativicedESII pode ser reduzida, de modo a

1 TDH representa a o tempo médio de permanénciantdéculas de dgua em uma unidade de
tratamento, alimentada continuamente (KOTHARI gRal 2).
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equilibrar o aumento do oxigénio com o consumo iraegpio das células. Isto pode ser
verificado quando limita-se a concentracéao de emxad meio de cultivo (MELISt al.,2000)
conforme j& justificado (item 3.3 - Biofotolise).

MUS et al (2007) estudaram a producdo de hidrogénio e letpata alga
Chlamydomonas reinhardtgultivada em meio TAP, pH de 7,2, mantidas a uenaperatua
ambiente de 25+1° C, sob agitacdo de 105 rpm, éap@suma intensidade luminosa de 80
pumol-m?-st (5920 lux). A concentraco celular de in6culodeiaproximadamente 20 pg/mL
de clorofila total. Para a fermentacao os pesqaresdutilizaram a biomassa ressuspensa em
tampéo de inducédo anaerébico (AIB), contendo fosth potassio (50 mmol/L), com pH
ajustado em 7,0 e cloreto de magnésio (3 mmol/bjarne indicado por GHIRALDI (1997)
apudMUS et al. (2007). Argbnio foi purgado durante 15 min pdrmi@ar o & presente no
sistema. A temperatura manteve-se a mesma duréer@entacao enquanto que a intensidade
luminosa usada foi de 700 pmot?rg* (51800 lux). Os resultados obtidos para o hidrimén
foram de até 50pmolfing de clorofila por hora apos 24 h de fermentagéo.

LAURINAVICHENE et al (2006) utilizaram algas déhlamydomonas reinhardtii
Dang 137 c+, cultivadas em meio TAP, pH de 7,0, suensidade luminosa de 100 puEms
1(7400lux), utilizando como fonte de carbono o Acidético (17 mmol/L) ja presente na
composicao original do meio. O foto-biorreator amapacidade para 160mL, utilizando células
imobilizadas, sendo a fermentacdo efetuada em MAPB com supressdo de enxofre e
intensidade luminosa de 120 pE*mst (8880 lux). A temperatura foi mantida entre 27-P9+
C e o sistema resultou na producao de 2.1 mill:lde cultura por hora.

Com o intuito de explorar a producdo deeHetanol poChlamydomongsseja em
sistema de cultura pura ou ainda por sistema luiloticco-cultura corRhodobacter capsulatus
este trabalho aborda o processo de sintese daaVvés do estudo do efeito de parametros de
residuais de enxofre, temperatura, concentrac@itacelo indculo, fonte de carbono.
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MATERIAIS E METODOS

Nesta secao serdo apresentados os materiais, ijpneoéos e variaveis de processo
processos que envolveram a avaliacdo do uso das @lgamydomonas reinhardtcomo
potenciais produtoras de hidrogénio. O fluxogram#&rabalho é apresentado na Figura 4.1, no

qual as praticas experimentais desenvolvidas aglda pesquisa sao apresentadas.

Reatrvacio das celulas
adguiridas

_ Expansio do banco de
- z}valtagﬁo ~ dos cultura Chlamydomonas em
Parametros_ operacionals meio lionido
(1dade do inoculo, tempo
de fermentacdo,
concentracio celular e
temperatura);
A Avaliacdo do teor de | moculs
i Preparacdo do moculo
a Avaliacio da
nfluéncia de fontes de
carbono na produgio de l
Ha;
& Sistema hibndo; e :
& Cocilturs. Curva de crescimento celular

Figura 4.1 - Fluxograma experimental das etapas executadpsesente estudo.

4.1 Alga verde e meio de cultivo
As algas verdes unicelular€gnlamydomonas reinhardtiic-124 foram adquiridas do
banco canadengghlamydomonas Resource Cergesubcultivadas em meio ba3ails Acetate

Phosphate- TAP, proposto por ANDERSEN (2005) e cuja formétagsta apresentada na
Tabela 4.1.
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A composicdo do meio apresenta algumas solucdes TailR sais, solucao de fosfato
e tracos de elementos que sdo combinacdes de ratibstgue sdo apresentadas nas Tabelas
4.2 e 4.3. E a concentracdo de acido acético & denimol/L presente no meio.

A reativacdo da alga, originalmente plagqueada mesp@tada em meio agar sob
temperatura ambiente, foi efetuada diretamenteen@stio basal. Na preparacdo do meio
utilizou-se os reagentes apresentados na Tabeldidsblvidos em agua deionizada, com pH
ajustado em 7z0,10. Posteriormente, 0 meio foidav@ado a uma temperatura de 121+1° C,
1 atm., por 20 min.

ApOs esta etapa e sempre que necessario fonteslno foram suplementadas no
meio basal para a execucéo dos experimentos. R#laacdo do meio TAP isento de enxofre,
0s sais que continham este elemento em sua cordpdsiam substituidos por seus respectivos
sais de cloreto, cujas concentracdes foram devidnagustadas.

Tabela 4.1- Composicao do meio TAP.

Reagentes Concentracédo adicionada em 1000mL
Tris-bas®&H-C(CHOH)3 2,429
TAP Sais 25,00mL
Solucéo de fosfato 1,00mL
Traco de elementos 1,00mL
Acido Acético 1,00mL

Tabela 4.2- Composigao da solugdo TAP sais.

Reagentes Concentracéo (g/L)
NH4CI 15,00
MgSQy- 7HO 4,00
CaCb-2H0 2,00

Tabela 4.3- Composicao do solucao de fosfato e tracos aeeltos.
Solucao de Fosfato

Reagentes Concentracdo(g/100mL)
Ko:HPOy 28,80
KHPO 14,40

Traco de Elementos

Reagentes Concentracdo (g/100mL)
NaEDTA:-2H0 5,00
ZnSQ- 7H0 2,20
H3BOs 1,14
MnCl,- 4H,0 0,50
Fe SQ-7H0 0,50
CoCb-6H0 0,16
CuSQ:-5H0 0,16
(NH4)6' MoO3 0,11
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Para se investigar a influéncia da deplecdo defenx@omo dito anteriormente, os
componentes quem continham enxofre em sua compo&icdm substituidos por sais de
cloretos. Para tal, a equivaléncia do numero des rfal estabelecida para néo faltar ions
necessarios para atividade da alga. As Tabelas 4.3 explicitam as modificagcfes realizadas.

Tabela 4.4- Componentes do Sais TAP com a substituicdo wstas por cloreto.

Reagentes Concentracédo (g/L)
NH4CI 15,00
MgCl,- 6H20 3,29
CaCh-2H0 2,00

Tabela 4.5- Componentes do traco de elementos com a sub&ttdos sulfatos por cloreto.
Trago de Elementos

Reagentes Concentracao (g/100mL)
NaEDTA-2H,0 5,00
ZnCl- 7THO 2,12
HsBOs 1,14
MnClz-4H,0 0,5
Fe Cb 0,5

Trago de Elementos

Reagentes Concentracédo (g/100mL)
CoChk-6H0 0,16
CuChk-2H0 0,11
(NH4)6' |\/|003 0,11

4.2  Condicoes de cultura
4.2.1 Reativacado dahlamydomonas reinhardtii

Para a obtencdo de uma concentracdo celular adeque@ a execucao dos
experimentos, houve a necessidade da reativacadgdamspreservadas originalmente em meio
agar. Toda a manipulacdo da alga foi realizadad@nara de fluxo laminar. Nesta etapa houve
a necessidade de promover o crescimento celulazanotio o meio TAP contendo enxofre.
Com o auxilio da alca de platina, previamente agaeem chama para promover sua
esterilizacéo, foi depositada uma pequena quargidadeélulas em uerlenmeyercontendo o
meio TAP para crescimento. Apoés issertenmeyeifoi fechado com rolha de algodéo e gaze,
propiciando a troca gasosa com 0 meio ambientefr&sos foram mantidos em estufa
germinadora a 22+1° C, com foto-periodo de 12 dne imtensidade luminosa de 1800 lux (25
HE-m?.sh.
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4272 Cultivo do inoculo

Para garantir uma quantidade satisfatoria de algesa realizacdo dos experimentos,
repiques sucessivos foram feitos utilizarettenmeyersde 500 mL. Os subcultivos foram
realizados contendo 250 mL de meio TAP fresco fadimionados a 250 mL de suspenséo de
algas. Testes preliminares indicaram que a idadeddolo de 10 dias foi a mais adequada para
a obtencéo das células e sendo assim, o0s repigtes preparo de indculo celular passaram a

serem feitos neste intervalo de tempo.

4.3 Condicdes para a fermentacao

Baseado em dados literarios, nos primeiros ensdes fotofermentacdo, a
concentracao inicial de inoculo utilizada foi fixeaeim 0,10 g/L. Foi utilizado nos experimentos
o0 meio TAP isento de enxofre, pois como comentaderi@rmente, € na auséncia de enxofre
que a célula produz hidrogénio (DAS e VEZIROGLUQ2) Assim o volume correspondente
a 0,10 g/L de alga, foi centrifugado em uma rota 8000 rpm durante 15 min. Em seguida,
o sedimento obtido foi por duas vezes lavados cgoa @eionizada, sendo centrifugado
novamente apds cada lavagem. A biomassa foi eatfiivada em reatores (50 mL) comum
volume util de 37,5 mL contendo meio TAP isentoedeofre e gas argonio foi purgado no
sistema durante 3 min para remover o0 oxigénio.

Os reatores foram devidamente selados com septtiabme e lacrados com aluminio.
Uma seringa graduada foi introduzida no septo gae2o biogas produzido durante o processo
de incubacéo fosse coletado. O procedimento acaseritb foi realizado em camara de fluxo
laminar. Os reatores foram mantidos em na est@a+a° C, com intensidade luminosa de
2200 lux (30 UE-r&st) durante cinco dias conforme mostra a Figura&pds esse periodo o
gas foi coletado e o sobrenadante analisado.
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Figura 4.2 - Fermentacao das algas ver@gamydomonas reinhardtii
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4.4 Producao de hidrogénio molecular e bio-etanol ptmférmentacéo
44.1 Avaliacdo da idade do in6culo

Os ensaios iniciais tiveram como objetivo avaliadade do indculo na qual a alga
produz adequadamente o hidrogénio. Para tal un@entmacéo celular de inéculo de 0,10 g/L
foi fixada e as idades de 5, 10 e 15 dias avaliddgwocedimento descrito anteriormente no
que se refere ao preparo e execucdo do sistemarfetino foi adotado (ver se¢éo 4.3). Os

experimentos foram realizados em duplicatas.

4.4.2 Avaliacdo do tempo de fermentacao

O tempo de fermentacédo também foi analisado. Bhuara faixa entre 12 e 240 h de
fermentacao foi empregada. Neste experimento, anmesncentracdo celular de inéculo foi
fixada (0,1 g/L) e aidade de in6culo empregaddédl0 dias. O mesmo procedimento descrito

na sec¢ao 4.3 foi adotado para execucéo da ferndentac

4.4.3 Avaliacao da concentracéo celular

Trés concentragdes de inoculo, 0,05, 0,10, 0,20ulizando um inéculo com 10 dias
de idade, foram avaliadas. A execucao da fermentapdbém foi realizada conforme a se¢ao
4.3.

4.4.4 Avaliacao do teor de enxofre presente no meio

Diferentes teores de enxofre (0, 10, 25 e 50 ng@é&), foram avaliados na tentativa
de incrementar a sintese de hidrogénio. As corexgigs de indculo de 0,10 e 0,20 g/L, aidade
de 10 dias e 5 dias de fermentacao foram utilizadaseio basal empregado foi o TAP com
residuais de enxofre. Através do calculo do peslecntar, verificou-se que o MgSOH0 é
responsavel por 38,94 mg (aproximadamente 40 m§)3I0 enxofre presente no meio, sendo
o restante oriundo de outros componentes (E€FQ0; CuSQ-5H0 e ZnSQ- 7H0) que
contribuem com apenas 9,8 mg (aproximadamente 18@g). Desta maneira uma solugdo
concentrada de MgSYHO foi utilizada para variar o teor de enxofre. Nepgaracdo do meio
foram empregadas as quantidades de 0 (isenta}518950 mg (padréo) de $OQ sendo o pH
ajustado em 7£0,10. A biomassa foi reativada enorfiesco com seus respectivos teores de

enxofre, identicamente aos ensaios anteriores.
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4.4.5 Avaliacdo do efeito da concentracdo celular do uf@cteor de enxofre e

temperatura na producdo de fidalizada através de planejamento fatord4l)2

O efeito da temperatura sob a producdo de hidrogémlecular também foi
investigado. Foi executado um planejamento fat@i@) com 3 replicas no ponto central,
avaliando novas faixas de teores de enxofre, ar ph$ conclusdes do ensaio anterior. O
procedimento foi executado para duas concentrag@eésdculo (0,10 e 0,20 g/L), no qual a
temperatura variou de 25 a 35 + 1°C.

Os niveis estao apresentados na Tabela 4.6. Ofvale minimo e maximo foram
escolhidos visando uma maximizacao da producaodiegénio na presenca de um residual
de enxofre. O valor residual de enxofre empregadolkidos foram 7mg e 16mg de £00
ajuste do menor valor foi feito substituindo MgS+HO, FeSQ- 7HO; CuSQ:-5H0 pelos
seus respsctivos cloretos. Os valores de concéesagelulares do inéculo foi mantido os

mesmos.

Tabela 4.6— Variaveis independentes (teor desS@oncentracdo celular de indculo e temperatura) e
seus respectivos niveis utilizados no planejamiandoial 2 (1).

. NIVEIS
VARIAVEIS -1(MINIMO) 0(MEDIO) 1(MAXIMO)
Teor de SG(mg) 7 11,5 16
Concentracéo celular
do indculo (g/L) 0.1 0.15 020
Temperatura (°C) 25 30 35

A Tabela 4.7 apresenta a matriz de planejamentoasowalores codificados e reais,
na qual o teor de enxofre, concentracao celulampéeratura foram utilizadas como variaveis

independentes do planejamento.
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Tabela 4.7- Planejamento fatoriaPZl) com trés réplicas no ponto central para ais@dlas variaveis
teor de SG¥, concentragdo celular do indculo e temperatun®i@s reais entre parénteses).

TEOR DE SO CONCENTRAQAO TEMPERATURA
ENSAIOS (mg) (glL) (°C)
EXP 1 -1 (7) -1 (0,10) -1 (25)
EXP 2 1(16) -1 (0,10) -1 (25)
EXP 3 1 (7) 1 (0,20) -1 (25)
EXP 4 1(16) 1 (0,20) -1 (25)
EXP 5 1 (7) -1 (0,10) 1 (35)
EXP 6 1(16) -1 (0,10) 1 (35)
EXP 7 1 (7) 1 (0,20) 1 (35)
EXP 8 1 (16) 1 (0,20) 1 (35)
EXP 9 0 (11,5) 0 (0,15) 0 (30)
EXP 10 0 (11,5) 0 (0,15) 0 (30)
EXP 11 0 (11,5) 0 (0,15) 0 (30)

Os resultados foram tratados no softwaiatistica7.0. (StatSoft ®) para verificar os

principais efeitos destas variaveis na producabldeO intervalo de confianga de 90% (p <
0,10) foi empregado.

4.4.6 Avaliacdo das fontes de carbono através do plamejaniatorial 3(11)

As fontes de carbono séo responsaveis por poteracia producdo de hidrogénio
(KOSOUROVet al.,2007). Neste experimento foram utilizados comdesrle carbono os
reagentes: acetato e citrato de sodio e permeasgordale leite. Os ensaios foram conduzidos
conforme descrito a seguir. Foram testadas asdaoleearbono (acetato de sddio e permeado)
em ensaios individuais, em duas concentractesl@®ee0] g/L. Em seguida foi realizado um
planejamento fatorial ZIl) com 8 ensaios e 3 pontos centrais para asfdréss de carbono
conforme a Tabela 4.8. Os valores inferior e sopddram os valores utilizados no ensaio
anterior para o acetato de sddio e citrato de sdfierindo somente para o permeado. Os
resultados foram tratados no softwatatistica7.0. (StatSoft ®) na tentativa de se verificar 0s
principais efeitos destas fontes de carbono naugémmide H.

Tabela 4.8- Variaveis independentes (concentracdo de aceifitato e permeado) e seus respectivos
niveis utilizados no planejamento fatoriélR)

. NIVEIS
VARIAVEIS -1(MiNIMO) 0(MEDIO) 1(MAXIMO)
Acetato (g/L) 0,1 1 19
Citrato (g/L) 0,1 1 19
Permeado (g/L) 1 15 2
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A Tabela 4.9 apresenta a matriz de planejamentoasowalores codificados e reais,
na qual o efeito das fontes de carbono foi veuficaA analise da variancia foi realizada,
identificando os principais efeitos das variav@isntervalo de confianga de 90% (p < 0,10) foi
adotado.

Tabela 4.9- Planejamento fatoriaPZ1l) com trés réplicas no ponto central para dis@das variaveis
fontes de carbono (valores reais entre parénteses)

ACETATO CITRATO PERMEADO
ENSAIOS (/L) (/L) (/L)
EXP 12 -1 (0,10) -1 (0,10) -1 (1,00)
EXP 13 1 (1,90) -1 (0,10) -1 (1,00)
EXP 14 -1 (0,10) 1 (1,90) -1 (1,00)
EXP 15 1 (1,90) 1 (1,90) -1 (1,00)
EXP 16 -1 (0,10) -1 (0,10) 1 (2,00)
EXP 17 1 (1,90) -1 (0,10) 1 (2,00)
EXP 18 -1 (0,10) 1 (1,90) 1 (2,00)
EXP 19 1 (1,90) 1 (1,90) 1 (2,00)
EXP 20 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50)
EXP 21 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50)
EXP 22 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50)
4.4.7 Avaliacéo do sistema hibrido

Esta secdo explicita a avaliacdo do potencial posduwe hidrogénio da
Chlamydomonas reinhardté a da bactéria fotossintetizaRkodobacter capsulatu® meio
de cultivo celular metabolizado (sobrenadante) @n@nte da cultura de algas foi utilizado
como meio de fermentagéo para as bactérias fotegzantes. As caracteristicas do meio, bem
como as condicdes fermentativas séo descritas adrQé.1. No primeiro ensaio foi realizada
uma fermentacao cohlamydomonasm meio TAP isento de enxofre. O produto obtidasap
o periodo de fermentacdo (5 dias) foi centrifugadm sobrenadante foi suplementado com
glutamato, acido malico, permeado de soro de ¢et@lucdo de micronutrientes (OLIVEIRA,
2014) nas proporcdes indicadas no Quadro 4.1 eedato a bactéria. Em todos os casos
manteve-se um ensaio controle, no qual uma ferrp@nmtzom alga foi realizada em meio isento
de enxofre, sem suplementacgéo de fontes de cadmboi@nal, com concentragéo celular do
in6culo de 0,10g/L. O sobrenadante resultante aaetaio controle foi fornecido diretamente

para a bactéria.
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Quadro 4.1 - Condi¢cbes de cultivo empregadas nas culturaCldamydomonas reinhardtié
Rhodobacter capsulatysara o sistema hibrid&m ambas as fermentagfes a concentracéo inicial de
inoculo foi de 0,1g/L e o tempo de fermentacdo d&a$s

Ensaio 1

C. reinhardtii Rhodobacter capsulatus

v' Sobrenadante obtido @ reinhardtii

. : | v" Com suplementacéo (2,54 g/L de Glutamato
Meio TAP isento de enxofre,4’02 g/L de Acido Malico, 6 g/L de Permeado) e
solucdo de micro nutrient

Condicdes de
Cultura

O Quadro 4.2 demonstra como ocorreram 0 segunetg@ro ensaio. Foi empregado
meio TAP isento de enxofre com suplementacédo dedate carbono (concentracdes de 0,10
e 1 g/L) na fermentacdo co@hlamydomonas o produto obtido apds 5 dias de fermentacao,

foi centrifugado e o sobrenadante obtido, forneasi@hodobacter capsulatus

Quadro 4.2 - Ensaio hibridos utilizando as algas ver@atamydomonas reinhardt@ Rhodobacter
capsulatusom diferentes fontes de carbono.

Ensaio 2

C. reinhardtii Rhodobacter capsulatus

v Meio TAP isento de enxofre Sobrenadante obtido da
v' Com fonte de carbono 0,1 g/L (acetato de sédio . .. 9

. reinhardtii
permeado)

Condicdes de
Cultura

Ensaio 3

C. reinhardtii Rhodobacter capsulatus

v" Meio TAP isento de enxofre

v" Com fonte de carbono 1 g/L (acetato de sodio e gofé?nnhaaﬂzgfe obtido da
permeado) '

Condicgbes de
Cultura
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4.4.7 Avaliacéo do sistema de co-cultura

Co-culturas deChlamydomonas reinhardté Rhodobacter capsulatusendo estas
fermentadas tanto em meio basal TAP isento de sxp@fianto em meio basal RCV. O meio
de basal RCV (WEAVER al, 1975) € composto dos reagentes apresentadosbes3 4.10
e a solucao de micronutrientes esta detalhadabela4.11. Os reagentes da Tabela 4.10 (com
excecdo da vitamina Tiamina) foram disolvidos emaadeionizada e o pH ajustado em
6,8+0,10. Somente apds a esterelizacdo do meiteraperatura ambiente, na caméra de fluxo
laminar, foi feita a adicdo da Tiamina, pois al@®peraturas degradam as propriedades da

vitamina.

Tabela 4.10- Componentes do meio basal RCV originalmentézatib para cultivo d&hodobacter
capsulatus

REAGENTE CONCENTRAGAO (g/L)
Acido Malico 4,02
KH.PQO, 0,60
Ko:HPOy 0,90
MgSQOy: 7THO 0,12
CaCb-2H0 0,075
NaEDTA-2H.0 0,02
Micronutrientes 1mL
Tiamina 0,001
(NH4)2SO 1
Tabela 4.11- Composicfes da solucdo de micronutrientes atiizno meio basal RCV.
REAGENTE CONCENTRAGAO (g/L)
HsBOs 2,8
MnSQy- HO 1,59
NaMoQy- 2H,0 0,75
ZnSQ;- 7HO 0,24
CaCb-2H0 0,075
CuCh-2H0 0,05

A co-cultura entre os dois micro-organismos fdig@nicialmente com uma cultura de
100% deRhodobacter capsulatuso meio RCV, e também no meio TAP isento de eexofr
sem a presenca dahlamydomonas reinhardtiA quantidade dé&R. capsulatugliminui, na
propor¢cao que aumenta a quantidad€deeinhardtii presente nos ensaios de acordo com a
Tabela 4.12. A concentracdo celular usada para swsdoasos foi de 0,10 g/L, com inoculos

de idade de 10 dias e tempo de fermentagéo des5 dia
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Tabela 4.12-Experimentos realizados com a co-cultur&tdmydomonas reinhard&R. capsulatus
nos meios de cultura RCV e TAP, respectivamente.

% de Célula no Meio RCV % de Célula no Meio TAP s/enxofre
(Sem suplementacao) (Sem suplementacao de fontes de carbono)
C. reinhardtii R. capsulatus C. reinhardtii R. capkatus
0% 100% 0% 100%
10% 90% 10% 90%
30% 70% 30% 70%
50% 50% 50% 50%
70% 30% 70% 30%
90% 10% 90% 10%
100% 0% 100% 0%

Os meios foram devidamente esterilizados, utilipaauatoclave a uma temperatura de
121+1° C, 1 atm. por 20 min. Os reatores de 50 orh am volume util de 37,5 mL, foram
usados, utilizando argdnio para purgar o oxigérésgnte no sistema. Os experimentos foram
feitos em replicatas (duas), manuseados em caredi@d laminar, com intensidade luminosa
de 2200 lux (30 PHE-ths?).

4.5 Metodologia analitica
45.1 Determinacédo da concentragéo celular

A determinacdo da concentracdo de solidos vol§8¥ foi realizada atraves do
meétodo gravimétrico. Na construcdo da curva déijéo, a densidade Optica a 665 nm
(OD665) foi medida em um espectrofotometro (GENEB Sonvertida em g/L pela equacéo
de correlagéao entre OD665 e g de SV/L (CLESCé&RI, 1998). Primeiramente uma amostra
de 30mL (V) proveniente do inoculo foi centrifugaad8000 rpm por 20 min. O sobrenadante
foi retirado e o sedimento obtido foi lavado poaslvezes com agua destilada e centrifugado
apos cada lavagem. O sedimento celular foi entiwsfierido para as capsulas de porcelana
(cadinho), previamente calcinadas e pesadas, Em@img de massa umida). Estas capsulas
foram entdo levadas a estufa, mantida a 110+1°téCaabtencdo de peso constante. Em
seguida, as capsulas foram colocadas em um dees@cad esfriarem e posteriormente foram
pesadas novamente, obtendo-sg® massa seca). Apos este processo, a amosilar del
calcinada em mufla a 550+1° C por 30 min e depoiscada novamente em um dessecador
até esfriar completamente (40 min), sendo postagate pesada e determinando-s@ de
sélidos fixos). As determinag¢Bes dos solidos to(&$), volateis (SV) e fixos (SF) em
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suspensao foram feitas por diferenca de peso, degas Equacdes (4.1), (4.2) e (4.3),
respectivamente.

- (g) (P; - Py)(9)

WARAVA (W 41
gy _ (Pr —P:)(9)

sV (D)= D 4.2)
o\ _ (Pr - Po)(9)

SF ([) T V(D (4.3)

Na determinacdo da curva de calibracdo, a densilgiitea a 665 nm (OD665) foi
utilizada para construir a curva de crescimentolaebpresentando na Figura 4.3, sendo que a

Equacéo (4.4) descreve a relagao entre a absoabdinservada a 665 nm e a concentracao de
SV.

0,5

0,4 1

031 Y=0,528*X -0,0003

R’=0,992

0,2 1

Concentragdo (g/L)

0,1 1

0,0

T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

Absorbancia (665 nm)

Figura 4.3 Curva de calibracdo paraCa renhardticom R=0,992

SV
(g de—-) = 0,528 x ABS(665) — 0,0003 (4.4)
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452 Andlises cromatograficas

Determinacdo de &acidos orgéanicos e agucares — craigrafia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

As concentracfes dos acidos foram analisadas pdtRInC (Shimadzunodelo LC-
20A proeminéncia, Supelcogel, coluna C-610H), emagicomponentes foram detectados por
luz ultravioleta (UV). A temperatura da coluna feantida a 32° C e uma solugédo aquosa de
HsP Oy (0,1%) foi usada para a eluigao a 0,5 ml/min.

Quantificacdo dos gases — cromatografia a gas

O biogas produzido foi analisando em um Cromatagyr& gas GC 17/himadzy
coluna capilar Carboxen 1010 (comprimento de 3@i&metro interno 0,53 mn), temperatura
do injetor 230° C, temperatura da coluna 32° Grgtratura do detector 230° C. Inicialmente
a coleta do gas se deu através do uso de um kamideréncia (Figura 4.4). Com isso pode-se
garantir o transporte do biogas produzido para #&mspws quais este produto foi armazenado

até o momento da analise.

(@) (b)

(©)

Figura 4.4 {(a) kit de transferénciéy) ampolas de armazenameftd;transferéncia do gas para as
ampolas.

Posteriormente, o gas armazenado foi transfericlog@aromatégrafo a gas através do

uso de uma seringa propria, como pode ser obsenaéagura 4.5.
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(a) (b)
Figura 4.5 - (a) seringa para uso no CG; (b) transferénciaddgpgra a seringa do CG;
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RESULTADOS E DISCURSSOES

5.1 Avaliacdo da idade do in6culo

Para identificar a fase logaritmica de crescimatdoalga, uma concentracdo de
0,10g/L de células foi testada, no intervalo depeme 15 dias em meio TAP com supresséo
de enxofre. Os resultados das concentracdes adwdan volume de biogas produzido podem
ser encontrados na Tabela 5.1. Em todos os cakmkagénio produzido ndo foi suficiente
para a sua quantificacdo através do cromatogratmsaKIM et al. (2006a) observaram que
células deChlamydomonas reinhardfiiodem produzir hidrogénio molecular quando 7 deas d
idade de in6culo sdo empregados. No entanto, mmlesealizado por estes pesquisadores,

houve variacdo na composicao de enxofre presenteeim assim a intensidade de luz.

Tabela 5.1- Concentracgéo final de células e volume de biaddislos em 5 dias de fermentacédo. A
concentracao celular do inéculo utilizada foi d&0@/L. (1) concentracdo celular final (g/Lj2)
produtividade de K (3) produtividade de € ambas em pmol/L-d (@) volume de biogas produzido
(mL).

Idade de Inéculo (d) 1) (2) 3) (4)
5 0,19 NDW 65,35 0,10
10 0,18 NDW®W 449,82 7,80
15 0,12 ND®W 126,02 1,00

NDW - Concentracio dezthdo detectado

Ressalta-se que a privacao de enxofre por longdsdos pode ocasionar alteracdes
metabolicas importantes nas algas, como a reduggitadtas fotossintéticas que acabam por
resultar na diminuigcdo do oxigénio no meio, engoigoie 0s niveis de respiragdo sdo mantidos,
fato que torna a cultura anaerodbia. Esta estragégyialve 0 uso de energia luminosa para haver
a quebra da agua, gerando adenosina trifosfatalredg@nio. Além disso, a degradacédo do
amido em &acidos formico, acético, malico, etanali@ido de carbono foi observada por
TAMBURIC et al.(2011). Ainda na Tabela 5.1 observa-se que h4 wamalg producao de-O
consequentemente ha um aumento nos niveis deag@pidas células, dificultando a producéo
de hidrogénio como explica a literatura.

As concentracfes de acidos organicos produzides péjas em culturas propagadas
a partir de diferentes idades de in6culo (5, 16 dias), foram obtidas a partir da analise do
sobrenadante celular e os resultados podem sentesdos na Tabela 5.2. Ressalta se que o

meio basal (TAP) possui uma concentracdo de aa@da’dt mmol/L.
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Tabela 5.2-Concentracdes de 4cidos obtidas nas analisesh&i@ Hbara uma concentracdo celular de
0,10 g/L, sendo as idades da cepa 5, 10, 15 didisdas.
Acido

Idade do Inéculo  Acido Acético PropIoNico Acido Butirico Etanol
(g/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
5 - - - -
10 30,13 0,07 - -
15 20,79 0,01 - -

Observando os dados da Tabela 5.2 pode-se vefigapara a idade de 5 dias ndo
foi detectado a formacgdo de &cido acético aposa$ dkik fermentacdo. Isso leva a crer que a
concentracdo de acido aceético originalmente enagdotno meio de cultivo pode ter sido
totalmente utilizado para o crescimento celulandeeo comportamento da alga caracterizado
como heterotrofico. Nesta fase, houve um crescinéet90% da célula (Tabela 5.1), com um
desvio-padrédo entre as replicatas de 0,4gl0. Ja para a idade de 10 dias, a concentracéo
acido acético foi de 30,13 mmol/L, com desvio-padi& 3,16 mmol/L observado entre as
replicatas. Um crescimento celular de 80% (Tabdlp Bom um desvio-padrdo entre replicatas
de 2,29x16 g/L foi verificado. A concentracdo de acido propid foi de 0,07 mmol/L, com
um desvio de 1,37x1®mmol/L. No ultimo experimento de idade de 15 dias,crescimento
celular de apenas 20% foi identificado (Tabela,x@n desvio-padréo entre as replicatas de
0,01 g/L. A concentracdo de acido acético encoatexd relacdo a idade anterior foi 31%
menor (20,79 mmol/L), sendo o desvio-padréo erdgreeplicatas de 0,02 mmol/L. Para a
concentracgéo de acido propibnico (0,01 mmol/L) svaepadrao foi de 5,06x0mmol/L.

Diante dos resultados, verificou-se que a idadadtmulo mais adequada para a sintese
do produto-alvo, dentro dos procedimentos adotafdosle 10 dias. Uma vez que para esta
idade um crescimento celular acentuado foi observalém da observacdo da producdo de
acidos organicos, que apresentam elevado valogadpeassociado. Em vista disso, adotou-se

esta idade nos experimentos subsequentes.

5.2 Avaliacéo do tempo de fermentacao

Para identificar o tempo de fermentagdo mais adknpara a sintese do produto de
interesse, intervalos de 12h a 240 h de cultivarfoavaliados, conforme mostram as Tabelas
5.3 e 5.4. O crescimento celular, as concentrad®ésidos organicos e a quantidade de biogas

no periodo foram monitorados neste periodo.

55



Nos experimentos iniciais de produgéo deoHempo de fermentagéo adotado foi de

5 dias.

Tabela 5.3- Avaliacéo do tempo de fermentacéo na produc@elidas e de biogas, com concentracao
celular do in6culo de 0,10g/L.

Tempo de Concentracao Final de Células Quantidade de Biogas Produzido
Fermentacéo (h) (g/L) (mL)
12 0,13 2,00
24 0,15 0,80
36 0,16 1,00
48 0,16 9,00
72 0,18 1,00
120 0,18 2,00
168 0,16 2,40
240 0,09 2,50

Os resultados mostraram que somente para um teenfleondentacéo de 120h (5 dias)
houve producdo de hidrogénio de 1,59 umol/L-d (lBale4). Nos demais tempos de
fermentacao investigados nao se verificou uma m@asuficiente do produto para que sua
deteccdo no GC 178himadzuUma anélise das concentracfes de acidos orgamecelmu
uma tendéncia de aumento na concentracao de amtloca(Tabela 5.4) nas primeiras 36 h,
sendo observada uma queda brusca em 48 h apoési® dai fermentacdo. Constatou um
aumento na concentragao deste acido entre 48fe 2¢s este periodo houve uma diminui¢ao
da concentracdo do acido acético no meio, sends\daipadrao para o experimento de 5x10
3 mmol/L. J4 a concentracdo de &cido propriénico sgm®u um pico de producdo nas
primeiras horas de fermentacgédo (12 h). Contudogstante do periodo analisado, sua producao
foi baixa, sendo o desvio-padréo observado de 0;7ximol/L.

A producéao de etanol foi observada somente no erpeto correspondente a 72 h de
fermentac&o, sendo o desvio-padréo para o expeorderD,6x1¢ mmol/L e nio se observou
concentracdo de 4cido butirico. J4 a producdo dtedénio ocorreu somente apés 120 h de

fermentacao (5dias), com desvio-padrao de 0,12 fLmol
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Tabela 5.4- Avaliacdo do tempo de fermentacao na evolucdits organicos, etanol e hidrogénio.
A concentragéo inicial de inéculo de 0,10g/L falizdda. (1) &cido acético(2) acido propiénico(3)
acido butirico todos em mmol/[4) etanol em mmol/L(5) produtividade de ke (6) produtividade de
0O,, ambos em umol/L-d.

Tempo de
Fermentacéo Q) (2) (3) (4) (5) (6)

(h)

12 - 1,57 - - NDY 201,18
24 27,74 - - - N 64,74
36 50,72 0,06 - - NB 101,22
48 - 0,05 - - NDY 557,98
72 33,73 0,12 - 16,09 N® 133,32
120 74,43 0,05 - - 1,59 356,92
168 58,32 0,07 - - NB 279,33
240 31,71 - - - N 278,65

NDW - Concentracio dezthdo detectado

Neste sentido, este periodo de fermentacéo foaddotos ensaios subsequentes. Por
fim, a producdo de oxigénio continuou elevada rstesia, 0 que possivelmente pode ter

resultado na inibicdo da enzima hidrogenase e o@méaucdo de hidrogénio.

5.3 Avaliacéo da concentracao celular do inéculo

Visando a potencializacdo da producdo de hidrogé&aiaealizada a avaliagcdo do
efeito da concentracéo inicial de células. Forastatias as concentracdes de 0,05, 0,10 e 0,20
g/L de algasChlamydomonas reinhardtiem reatores lacrados com um mesmo tempo de
fermentacdo (5 dias), utilizando células com idddelO dias. Observa-se que durante estes
ensaios houve producéo de biogas, que ao serad@lizdo revelou concentracdes deRdde
ser observado nas Tabelas 5.5 e 5.6 os principaikii@s do metabolismo sintetizados e as
quantidades de biogas produzido nas condi¢cdesadeasli

Tabela 5.5 Concentragfes de acidos organicos e etanol shdjoids 5 dias de fermentagéo em culturas
com idade de in6culo foi de 10 dias.

Concentragéo celular Acido Acético  Acido Propiénico  Acido Butirico Etanol
do In6culo (g/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
0,05 53,70 0,01 - 418,10
0,10 30,13 0,07 - -
0,20 58,82 0,09 - 299,3

Conforme apresentado na Tabela 5.5 para a conc&atcalular de indculo de 0,05
g/L, a concentracdo de acido acético produziddéd3,70 mmol/L, tendo desvio-padrdo entre
as replicatas de 3,31x3énmol/L.
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Esta amostra continha além de concentracbes de acético, o acido propidnico
(0,01 mmol/L) e o etanol (19,25 g/L), onde o deguaalréo entre as replicatas para o propidnico
foi praticamente zero (8,43x2@nmol/L) e para o etanol de 6,39%4dL, respectivamente. Na
concentracgdo celular de inéculo de 0,10 g/L obseseouma concentracdo de acido acético de
30,13 mmol/L. Este valor é 43,89% menor que a aunaedo obtida anteriormente, sendo o
desvio-padréo de 0,74x®@nmol/L. Este caso também apresentou uma concéotaegacido
propidnico (0,07 mmol/L), sendo o desvio-padrdaesas replicatas de 0,2xiMmmol/L. No
altimo experimento com concentracdo de 0,20 g/tealeu-se uma concentracdo de acido
acético de 58,82 mmol/L, com desvio-padrdo de A,88xmmol/L. Concentracbes de acido
propionico (0,09 mmol/L) e etanol (13,78 g/L) foraambém identificados na amostra, com
desvio-padréo de 2,66xtnmol/Le 5,9x1C g/L entre as replicatas, respectivamente.

As concentracdes finais de célula podem ser obdasvaa Tabela 5.6, sendo que um
crescimento acentuado ocorreu com o uso de umawtvacao celular de indculo de 0,10 g/L
(75%). Enquanto que para a concentracéao celuliaodalo de 0,05 g/L houve um crescimento
de 14%. Ja para a ultima concentracdo celular deuia avaliada (0,20 g/L), houve uma
reducdo no numero de células de 22,5%. Os resaltadstraram também que as concentracdes
celulares de 0,05 e 0,20 g/L apresentaram desemgesimilares quanto aos metabdlicos
produzidos. No ensaio contendo uma concentracé@tacele indculo de 0,05 g/L houve uma
concentracdo maior de etanol no meio basal isemntengdofre em relagcdo ao ensaio contento
uma concentracdo celular de in6culo de 0,20 g/lox@énio aparece com altas taxas de
produtividade, principalmente para concentracdol@etio indculo de 0,10 g/L. Assim, estes
ensaios nao revelaram informacdes que pudessemaafgual a concentracdo celular de

indculo deveria ser usada nos experimentos futhengndo a necessidade de novos testes.

Tabela 5.6- Concentragéo final de células e volume de biag#glos em 5 dias de fermentacao,
variando a concentragdo inicigl) Concentracéo Celular Final (g/L(2) produtividade de H (3)
produtividade de eambas em pmol/L-d(@) biogas produzido em mL.

Concentracéao celular de
inculo (g/L) (1) (2) (3) (4)

0,05 0,057 ND® 118,49 1,50
0,10 0,175 ND® 998,11 7,80
0,20 0,155 ND® 180,22 2,00

NDW - Concentracio dezthdo detectado
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E sabido que a algghlamydomonas reinhardiiiroduz etanol além de hidrogénio. No
trabalho desenvolvido por MU& al. (2007), relatou-se que a formacédo de etanol ocorre
durante a fotofermentacdo gohlamydomonas reinhardtia partir da reducéo da acetil-CoA,
resultando na oxidagédo de duas moléculas de NABHau@bres enfatizaram que incrementos
nos niveis de ADH1 mRNA ocorrem durante o periogl@moxia. Assim, o piruvato pode ser
também convertido a etanol via PDC1 (piruvato demdfase) e na rota da enzima alcool

desidrogenase (ADH), verifica-se a producéo deotatambém a oxidacdo de um NADH.

5.4 Avaliacéo do teor de enxofre presente no meio

Trabalhos CHOCHOI®t al. (2009) e LEHRet al. (2012) demonstraram que um dos
maiores desafios para a producéo deét rota bioldgica é a sensibilidade da hidrogersas
presenca de OPara solucionar este problema, a atividade nbd&&dlga deve ser reduzida,
de modo a equilibrar o aumento de €@m o consumo respiratorio das células. Isso ecorr
guando o teor de enxofre € limitado no meio devaulfMELIS et al, 2000). De modo a
confirmar este fato, ensaios nos quais o teor gefenfoi variado (0, 10, 25 e 50 mg $Q
foram executados sendo apresentados na Tabela 5.7.

Vale lembrar que o meio basal TAP em sua composiggmal possui aproximadamente
50 mg de S@, e as variacdes se deram como explicado antembenfeer secio 4.4.4). Ao
final, observou-se que as quantidades de biogasipicto foram maiores quando comparadas
as situacoes supracitadas. Como pode ser visualizadlabela 5.7, na presenca de um

residual de enxofre a producéo deésignificativamente maior.

Tabela 5. FInvestigacéo do efeito do enxofre residual nayeéd de H A idade de in6culo de 10 dias
foi fixada sendo as concentracfes de indculo d2€(1,20 g/L avaliadas.

Concentracdo de | Produtividade H> | Acido Acético Prg\[():ilci)jr?ico
Células Finais (g/L) (nmol/L-d) (mmol/L) (mmol/L)
Cigfjgtrrggao 0,10 020 | 010 | 020 | 010 | 020 | 0110 | 0,20
in6culo (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) | (@) | (L) | (g/b) | (9/L)
o oi_lsento 0,09 0,30 0,06 0,47 27,21 21,90 - 0,21
© §, 10 0,08 0,31 2,09 1,42 21,61 19,94 0,04 0,02
85l 25 0,09 046 | N® | 214 | 2862| 2759 004| 0,19
0 50 0,10 0,39 NB ND®W 18,02 28,19 - 0,03
ND® - Concentragdo desthdo detectado
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No meio completamente isento de enxofre houve uetpgna produtividade de
hidrogénio (0,06 umol/L-d), enquanto que a coneegaty de acido acético produzido pelas
algas nesta condicdo atingiu 27,21 mmol/L. Uma mamdutividade de hidrogénio foi
observada quando o teor de enxofre no meio foté@&Gmg de Sg&, para uma concentragio
celular de in6culo de 0,10 g/L. Nesta condicadmracentracdo de acido acético no meio foi de
21,61 mmol/L. Para esta mesma condi¢do, a concéoti@de acido propidnico foi de apenas
0,02 mmol/L. E alterando a concentracao celulandeulo para 0,20g /L, as algas produziram
0 produto alvo de forma menos intensa (1,42 pmfil-H) enquanto que a concentragédo de
acido acético detectada foi de até 19,94 mmol/La J@oncentracdo de acido propidnico
continuou baixa e os demais produtos do metabolitmnm@bém monitorados ndo foram
sintetizados.

Ao se analisar o experimento com uma condicéo negienconcentracao (0,20 g/L),
um teor de enxofre de 25 mg $Qresultou em uma maior produtividade de hidrogéoigue
a condicdo de 10 mg S0 Assim, foi possivel afirmar que uma maior congéto celular de
in6culo foi capaz de resultar em maior produtivielad H, quando uma quantidade residual
maior de enxofre estd presente no meio. A Tab8lar&z um comparativo entre os trabalhos
de TSYGANKOVet al. (2006) e LEHRet al. (2012) com o presente estudo.

Estudos de TSYGANKOt al.(2006) para a producéo de hidrogénio mostraram que
a alga Chlamydomonas reinhardtitm-6) produziram hidrogénio a partir de meio bagé
suprimido de enxofre, com pH ajustado em 6,8+ 2fkator utilizado apresentava capacidade
de 20 L, sendo o conteudo do reator misturado cora bomba submersivel (12 mL/min)
durante 15 min em intervalos de duas horas. Vaviarfdto periodo (2, 3 e 4 h, consistindo de
3 ciclos diarios) obtiveram producdes elevadasidi®$énio foram observadas. Para um foto
periodo de 2 h os autores observaram 32+4 mL/hwuorteor de 47% de hidrogénio. J& o foto
periodo de 3 h resultou em uma geracéo de 63+7 dd_Biogds com um teor total de 82% de
gas hidrogénio. Para um foto periodo de 4 h obseseoum volume total de biogas de 525
mL/h, com uma concentracao de 86% de hidrogénipdtustrado na Tabela 5.8. Ainda neste
estudo TSYGANKOVet al. (2006) observou ao comparar os foto-periodos,aqtezdo de
menores concentragdes de hidrogénio presente®gasoproduzido foi devido ao aumento na
taxa de respiracdo e consequente aumento do oxigésente no sistema. MELIS e HAPPE
(2001) descreveram em seus estudos que € possiygbducdo de no maximo 10
mol-H/L-m?-d de cultura por dia, sendo este valor influerig@los parametros de

fermentacao, ja descritos anteriormente.

60



LEHR et al. (2012) avaliou a presenca do residual de enxar@roducédo de
variando a concentracao de sulfato (5 a 75 mgéra R, a temperatura de 25° C em um reator
de vidro cilindrico (didmetro 100 mm, altura 300 ymwoelume util de 2 L), mantido sob
agitacao, utilizando uma cepa@bklamydomonas reinhardtimutantes stmé e concentracdo de
biomassa de 0,2 g/L foram investigados. A radidgionosa (80, 280 e 720 uEnst; 5,9,
20,8 e 53,3 klux, respectivamente) também foi d&i®s autores determinaram que teores de
enxofre abaixo de 20 mg UL sdo suficientes para proporcionar um bom cresetm da
biomassa e também a producéo de biogas. Sendo laskiRet al. (2012) utilizaram em seus
ensaios um teor enxofre de 11mg3, que resultou em uma melhor produc&o de hidriogén
(650 mL- H/g biomassah). Tal observagéo foi obtida apos 535 h de fetagdio, combinado uma
radiagdo luminosa de 280 uE?ra'(20,8 klux).

Como foi verificado que os resultados dos trabatleseritos na literatura (Tabela 5.8)
sdo maiores do que os encontrados neste estudol-gppor explorar outros parametros e o

efeito sinérgico entre eles conforme serao listadsstopicos seguintes.
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Tabela 5.8 Comparacgédo da produtividade dedipartir de uma fermentagdo em meio isento defenxo

COMPARAGAO DA PRODUTIVIDADE DE H 2 COM A LITERATURA

Espécie Condicdes de Fermentagéo Foto periodo Butividade de Hz Referéncia
. . Reator de 20 L, pH monitorado e mantido em 6,8+0,20 2h +33,46 (umol/L-h)
g;:?rgyggwoqgioﬂt:)emhardt ! concentracao inéculo de 0,5 L, meio TAP com 3h +11,49 (umol/L-h) ngj'?glolé(g)v
P 9 supressdo de enxofre, 120 puE-st 4h +99,49 (umol/L-h '

Reator de 37,5 mL, meio TAP com supresséo de

enxofre, pH ajustado em 7, concentracéo celular de 12 h 0,06 (umol/L-h)
Chlamydomonas reinhard@C- | indculo de 0,10 g/L e 30 pE-Hs?.

- = Presente estudo

124 Reator de 37,5 mL, meio TAP com supresséao de 0,47 (umol/L- h)

enxofre, pH ajustado em 7, concentragéo celular de 12h AR

indculo de 0,20 g/L, e 30 pEs?.

Chlamydomonas reinhardtii
mutantes stm6

Reator de vidro cilindrico (diametro 100 mm, alt36®d
mm, volume (til de 2 L), concentracéo celular de

indculo de 0,20 g/L, em um meio com teor de enxdére
11 mg SG?/L

12 h (80 UE-rA-sY)

2669 (H mol/gomassah)

| 12 h (280 pE- A sY)

106,78 (l.l m0|/ omagsah)

12 h (720 pE- A sY)

28921,78 (U. mol/[g]magsah)

LERH et al
(2012)

Chlamydomonas reinhardtii
CC-124

Reator de 37,5mL, meio TAP com teor de enxofre10

mg

SO, pH ajustado em 7, concentracéo celular de 12 h 0,04 (umol/ ghmassah)
indculo de 0,10g/L e 30 UE:fE.

Reator de 37, 5mL, meio TAP com teor de enxofre 2b

mg SQ?, pH ajustado em 7, concentracéo celular de 12 h 0,03 (umol/ ghmassah)

indculo de 0,20 g/L e 30 pE-#rs!

Presente estudo
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5.5 Avaliacdo da concentracao celular do indculo, teoenxofre e temperatura na
producéo de H

Assim como os parametros idade e concentracdoacetid in6culo, tempo de
fermentacdo e teor de enxofre no meio, a temperdéamnbém € um parametro que necessita
ser avaliado para a producéo de hidrogénio. Coa@iteratura (KOSOURO¥t al, 2003;
MELIS, 2007; TAMBURICet al, 2011; LEHRet al, 2012), uma temperatura de 25° C se
mostrou adequada para a manutencéo das algas @amalpotencializacdo da sintese de H
No entanto, DASGUPT At al. (2010) em seus trabalhos mostrou que a faixa rielgupara
algas produzirem Hsitua-se entre 25 e 35° C. Em vista disso, o jaamento fatorial 2(1)
com 3 réplicas no ponto central, variando o teoredgofre presente no meio basal, a
concentracdo de células (biomassa de alga) e aetatum foi executado. A matriz do
planejamento, bem como as variaveis independentakadas e as variaveis respostas
monitoradas estdo ilustradas na Tabela 5.9.

Em geral, a partir de uma andlise qualitativa, mento gradual da temperatura nao
potencializou a producao de Belas algas. Por outro lado, 0 aumento na coraggurcelular
de inéculo incrementou os valores da produtividdeléb, comparando-se os experimentos 2
e 3 (29,68 e 22,25 umol/L-d respectivamente). usoodo nivel superior (experimento 8) das
variaveis independentes investigadas nao resuttcaumento da sintese de hidrogénio, uma
vez que a producdo de biogéas foi insuficiente paoanover a deteccdo do hidrogénio pelo
cromatografo a gas. O oxigénio ainda esteve pressntaltas concentracdes. Observa-se que
houve concentracdes de acido acético em todasdg;0es estudas.

Tabela 5.9 Produtividade de He concentracdes de acidos obtidos no planejanfetaigal 2(1). (1)
produtividade de b (2) produtividade de ©®ambas em pmol/L-d3) acido acético(4) acido
propidnico,(5) etanol em mmol/L.

Planejamento

Ensalo - rde S0  C.C. T (1) @) 3) ) ©®)
1 -1 (7) 1(0,10) -1(25) 588 9469 26,00 0,01 -
2 1 (16) 1(0,10) -1(25) 29,68 854,36 27,09 0,05 -
3 -1 (7) 1(0,200 -1(25) 22,25 12526 26,39 - -
4 1 (16) 1(0,200 -1(25) 4,68 84,47 2509 - -
5 -1 (7) 1(0,10)  1(35) 0,26 87,88 22,92 - -
6 1 (16) 1(0,10)  1(35) 0,02 116,60 24,09 - -
7 -1 (7) 1(0,200  1(35) 0,28 106,74 24,61 - -
8 1 (16) 1(0,200 1(35 NB 11337 21,32 - -
9 0 (11,5) 0(0,15)  0(30) 9,03 333,00 37,16 0,12 -
10 0 (11,5) 0(0,15)  0(30) 7,86 514,71 3761 0,16 -
11 0 (11,5) 0(0,15)  0(30) 220 271,94 31,71 0,12 -

ND® - Concentragdo desthdo detectado, C.C. — Concentracéo celular deling€ — Temperatura.
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O grafico da normal, conforme apresentado na Figuramostra que os efeitos mais
relevantes sdo os efeitos principais (teor d&®Qemperatura) e 0os secundarios (concentracio
celular do in6culo com temperatura e teor de eexxdm concentracdo celular do inéculo). Os
valores que estdo mais proximos do zero (teor gefencom temperatura e concentracdo do
in6culo) sédo da mesma ordem de medida do errogjaursio trazem efeitos significativos no

experimento.
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Figura 5.1 - Andlise dos efeitos (meio, concentragdo celdrindculo, temperatura e suas
interacOes) para a producéo de H

Utilizando a andlise de efeitos de um planejaméatiorial para determinar quais
efeitos principais e secundarios (obtidos da ama@les Figura 5.1) influenciam realmente na
producdo de hidrogénio. A Tabela 5.10 apresentaatiagdo dos efeitos das variaveis
investigadas para um intervalo de confianca de 99%0,10). Nesta condicdo somente a
temperatura apresentou efeito significativo. Sequadandlise estatistica, 0 aumento desta
variavel resulta na diminuigcdo dos valores obtigasa a variavel resposta produtividade de

hidrogénio.
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Tabela 5.10- Estimativa dos efeitos (meio, concentracdo aekltemperatura) na produtividade de H
(uM-H/L-d) porChlamydomonas reinhardtii

VARIAVEIS EFEITOS ERRO T(4) p-VALOR
Média 7,46 2,36 3,16 0,03
(1) Teor de SO& 1,42 5,53 0,25 0,80
(2) C.C. -2,15 5,53 -0,38 0,71
3) T -5,48 5,53 -2,79 0,04
1) x (2) -10,35 5,53 -1,86 0,13
(1) x (3) -1,68 5,53 -0,30 0,77
(2) x (3) 2,15 5,53 0,38 0,71

®) Efeitos significativos (p < 0,10) para um interve® confianga de 90% 280,74

Verificou-se também que apesar dé $er baixo (74%), a seguinte tendéncia foi
observada: para uma concentracéo celular de in@wilnivel inferior (0,10 g/L), maiores
guantidades de hidrogénio a uma temperatura déinfeeor de 25° C (ambos os efeitos na
Tabela 5.10 sdo negativos, mostrando que os rinfersores sdo condicdes melhores) foram
observadas. Além disso, uma producdo de 29,68 Haibld foi verificada, levando em
consideragdo uma quantidade superior de enxofremd6de S@). Nota-se que para 0
intervalo entre o experimento 5 ao 8, no qual gptatura teve seu nivel superior (35° C), a
producdo de hidrogénio foi baixa. Enquanto que eraid uma temperatura em nivel médio
(30° C), uma melhor producéo foi observada na@pédtssando o valor de 10 pmaliHd.
Demonstrando que a temperatura tem efeito diresodeanais variaveis. Neste experimento

nao foi observado concentracdes de etanol nas Ewost

5.6 Avaliacéo de fontes de carbono

Para as algas com privacdo de enxofre no meio,basgfkito do acetato sobre a
producdo de Hé de dificil entendimento. Investigacfes préviasstnaram que as algas
Chamydomonas reinhardtitaptam o acetato apenas durante as fases de coastdbm, mas
sugerem que células nao utilizam este acetato tuadase de producéo de hidrogénio (MELIS
et al, 2000; TSYGANKOVet al, 2002; KOSOURO\£t al, 2003; KOSOURO\&t al, 2007).
Apesar desta observagdo, KOSOURENal. 2007 n&o concluiram a respeito da quantidade
ideal de acetato a ser utilizado para uma maxirazda producao do hidrogénio. Desta forma,
este trabalho utilizou duas concentracdes paréicargual influenciaria na produtividade de

hidrogénio.
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Assim, alguns ensaios pontuais foram feitos paaiaava potencialidade da producao
do hidrogénio, a partir de suplementacdo com fodéesarbono adicionais como acetato de
sédio e permeado, ambos utilizados isoladamentavéd desses ensaios percebeu-se que as
fontes de carbono suplementadas no meio TAP isEnemxofré, quando a 1 g/L, tém pouca
influéncia na producao de hidrogénio, assim condglag/L, como mostra a Tabela 5.11. A
concentracdo de acido acético foi maior na preseasafontes de carbono, no entanto,

constatou-se também a producgéo acentuada de etanol.

Tabela 5.11- Avaliacdo do efeito das fontes de carbono (®10 g/L) na producdo deHA
concentracao celular de indculo da alga foi de §/ILONa qual(1) &cido acético(2) &cido propibnico,
(3) acido férmico(4) etanol em mmol/L e (5) produtividade dedin pumol/L-d.

Fontes de Meio TAP isento de SO

o100, 1) @) 3) (4) (5)
Controle 29,86 0,02 - - 0,89
Acetato 36,84 0,07 - 209,29 N
Permeado 50,67 0,06 19,73 284,58 ND
Acetato + 58,28 0,12 33,46 324,44 ND
Permeado

Fontes de Meio TAP isento de S©

Carbono (1g/L) (1) (2) (3) (4) 5)

Controle 31,30 0,02 - - 1,20
Acetato de sodio 34,75 0,05 - - NE
Permeado 31,63 0,04 24,31 - NB

ND® - Concentragdo desthdo detectado

Isto ocorreu pelo fato de queChlamydomonas reinhardtia fase anoxia do periodo
escuro da fotofermentacdo, acumula varios prodiudo® o acido acético, propiénico e etanol
inibindo a producéo de hidrogénio (MUWS$ al, 2007).Ressalta-se que quando o pemeado €
adicionado ao meio de fermentacdo, observa-senaaf@o de um novo acido organico, o
formico.

Segundo KHATTAKet al. (2014) ao ser utilizando Iévedo com adicdo deogéc
obteve-se producéo de etanol. J& no casthitamydomonas reinhardté producédo do etanol
ocorre de maneira espontanea, uma vez que a dkya jJ@ma predisposicao para produzir este
produto. A Tabela 5.12 ilustra esta producdo airpdé células de Iévedo comparadas a

producao de etanol pelas algas neste estudo.

2 Estes ensaios foram realizados simultaneamenteosaio item 5.4, por este motivo o uso do meio
TAP com supresséo de enxofre.
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Tabela 5.12 Comparacao da producao de etanol a partir de difsgsistemas fermentativos.
ETANOL PRODUZIDO A PARTIR DE CULTURAS DE LEVEDURAS

Condicdes de Concentragao Glicose Final Bio-Etanol
Fermentacéo Glicose Inicial (g/L) Produzido Referéncia
(g/L) (g/L)
10 0+0,01 3,83+0,11
20 8,76 + 0,26 4,04 £0,12 KHATTAK
Lévedo 30 16,2 + 0,39 419+0,12 et
al. (2014)
40 23,40 £ 0,74 4,45+ 0,13
50 33,56 + 1,20 4,56 + 0,13
ETANOL PRODUZIDO A PARTIR DE ALGAS VERDES Chlamydomonas reinhardtii
Condigbes de Concentracdo de Substratos Etanol Produzido L
Fermentacdo (/L) (g/L) Referéncia
¢ Acetato de s6dio  Permeado 9
Meio isento de 0,10 - 9,61
enxofre, concentracao - 0,10 13,11
celular de 0,10 g/L 0.10 0.10 1494
— . = — : . Presente
CondicGes de Concentracao celular de inéculo| Etanol Produzido trabalho
Fermentacdo (g/L) (g/L)
. 0,05 19,26
Meio isento de SO 0.20 13.78

Conforme observado na Tabela 5.12, as algas verig@salmente empregadas neste
estudo para a producdo de hidrogénio mostraranptses @m sintetizar também etanol em
concentracdes de até 19 g/L. E importante ressgliareste valor quando comparado a
producdo através do uso de leveduras foi pelo m8r®sezes maior. Isto indica que a
suplementacao do meio com uma fonte de carbono ogmeomeado de soro de leite, rico em
lactose, estimulou o metabolismo@alamydomonas reinhard@m produzir este subproduto
do metabolismo.

Dando sequéncia ao estudo, investigou-se entamhbicacao das fontes de carbono
(acetato, citrato e permeado) em meio TAP contentdeor de enxofre de 10 mg de 30
para uma concentracdo celular de in6culo de 0J1.(Pgia tal, um novo planejamento fatorial
23 (1I) foi executado.

Os dados de cada combinacgéo e os resultados obtidoslacdo a produtividade de
H2 e @, concentracao celular final das algas estéo apiaades na Tabela 5.13. Observa-se que
a maior produgéo de hidrogénio (1975 puMLHd) foi obtida no ensaio 18, quando as variaveis
do planejamento estavam em seu nivel superiorgiaedo de sodio e permeado de soro de
leite e em seu nivel inferior para acetato de s@diioentanto, o ensaio 19, em que a variavel
independente acetato também estava em seu niv@i@y@ssim como as demais variaveis

independentes avaliadas, também apresentou umacgmalevada de hidrogénio (974,61
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umol-H/L-d). Observou-se que os maiores valores de prodiale de H foram obtidos
quando reduzidos valores de produtividade ddotam verificados. Conclui-se entdo que a
taxa de respiragdo no sistema estava elevada,d@z®m que um consumo acentuado de
oxigénio se verificasse, aumentando assim o deserop#a hidrogenase para a producéo de
H>. A Tabela 5.13 apresenta os resultados do plaeejanfiatorial em relagéo a produtividade

de hidrogénio, oxigénio e concentracao celulad.fina

Tabela 5.13-Planejamento fatorialP@l)com 3 réplicas no ponto central, As variaveideépendentes
foram a concentragéo de acetato, citrato e perméadoncentracdo celular de inéculo foi de 0,10 g/L
e o teor de enxofre de 10 mg (1) produtividade de kK (2) produtividade de €ambas em pmol/L-d,
(3) concentracao celular final (g/L).

Planejamento

Ensaio Acetato Citrato Permeado (1) (2) (3)
12 -1 (0,10) -1 (0,10) -1 (1,00) 1,21 100,25 0,10
13 1(1,90) -1 (0,10) -1 (1,00) 0,03 100,47 0,13
14 -1 (0,10) 1(1,90) -1 (1,00) 274,34 881,32 0,09
15 1(1,90) 1(1,90) -1 (1,00) 133,20 1117,70 0,13
16 -1 (0,10) -1 (0,10) 1(2,00) 9,66 401,16 0,20
17 1(1,90) -1 (0,10) 1(2,00) 32,12 479,13 0,12
18 -1 (0,10) 1(1,90) 1 (2,00) 1975,10 1131,77 0,11
19 1(1,90) 1(1,90) 1(2,00) 974,61 1397,17 0,14
20 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50) 1011,46 476,58 0,08
21 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50) 651,84 669,02 0,15
22 0 (1,00) 0 (1,00) 0 (1,50) 397,18 1318,01 0,12

Uma analise suplementar foi realizada em funcdonudgabolismo das algas
considerando-se as variaveis independentes inadstige 0s metabdlicos formados. A Tabela
5.14 apresenta os resultados. Em geral, a prodigsicécidos mélico, latico e formico foi
observada. Os tracos de lactose foram observadogiop uma vez que permeado foi utilizado
como fonte de carbono e é rico neste acucar. Roo tado, etanol ndo foi produzido nesta
condi¢do. Observou uma concentracao baixa de #riehico que esta presente sempre quando
hé presenca do permeado.
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Tabela 5.14- Comparacdo entre os dados de sintese metatpdiea o planejamento fatorial
supracitado(1) Acido Latico,(2) Acido Acético,(3) Acido Propidnico(4) Acido Malico,(5) Lactose,

(6) Acido Formico, todos em mmol/L.

Planejamento

Acetato  Citrato Permeado @) @) 3) “) ©) ©)
12 -1(0,20) -1(0,10) -1(1,000 5,77 13,45 26,04 0,39,21 0,53
13 1(1,900 -1(0,10) -1(1,00)0 4,48 11,16 46,32 0,3D,88 0,04
14 -1(0,10) 1(1,90) -1(12,000 2,88 83,17 36,23 0,194,72 0,23
15 1(1,900 1(1,9) -1(1,000 4,44 11,09 62,27 0,29,048 0,25
16 -1(0,10) -1(0,10) 1 (2,00) 594 13,74 29,01 0,68,53 0,21
17 1(1,90) -1(0,10) 1 (2,00) 3,50 9,42 49,72 0,33 733, 0,05
18 -1(0,10) 1 (1,90) 1 (2,00) 563 13,18 31,96 0,37,212 0,05
19 1(1,90) 1(1,90) 1 (2,00) 7,12 15,83 45,42 0,29 951, 0,21
20 0(1,00) 0(1,00) 0 (1,50) 3,92 10,17 37,69 0,67 522, 0,09
21 0(1,00) 0(1,00) 0 (1,50) 1,78 6,37 36,23 0,32 51,30,10
22 0(1,00) 0(1,00) 0 (1,50) 4,49 11,17 39,86 0,15 151, 0,14

Ensaio

Destaca-se também que a concentracao de acidocaimétalta quando a producéo de
hidrogénio foi baixa. Contudo, quando o inversoraag a concentracéo de acido aceético nédo
ultrapassou o valor de 50 mmol/L. Este fato sefiecet tanto para 0 meio suplementado com
fontes de carbono quando para o meio isento demmgpitacédo com fontes de carbono. Assim,
um estudo mais aprofundado da evolucdo deste a@si® sistema fermentativo deve ser
estudado para que um maior entendimento sobreaboisimo das algas possa ser alcancado.
Ja a andlise estatistica destes dados demonsteaseghuma fonte de carbono é confundida
com a outra. O grafico da normal revela que osafeelevantes sdo os principais (citrato e
permeado) e o secundario (acetato com citrato)ocaoe a Figura 5.2. Como ja dito
anteriormente, os valores que estdo mais proximae (citrato com permeado, acetato com
permeado e acetato) sdo da mesma ordem de medidacjmu seja, ndo trazem efeitos

significativos no experimento.
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Figura 5.2- Andlise dos efeitos (acetato, citrato, permeadoas interacdes) para a producéo de
Ha.

Utilizando a andlise de efeitos de um planejaméatiorial para determinar quais
efeitos principais e secundarios, obtidos da amdla Figura 5.2, influenciam realmente na
producdo de hidrogénio. A Tabela 5.15, apresentaassfontes de carbono analisadas que
tiveram efeito significativo (p < 0,10) na produdiade de hidrogénio empregando a alga
Chlamydomonas reinhardtiNo entanto, o acetato e suas intera¢cdes comnaaisigariaveis
apresentaram efeitos negativos, ou seja, concéesagnaiores de acetato de sodio
desfavorecem a producdo de.HAssim foi obtida uma produtividade elevada quarmdo
concentracdo de acetato correspondeu ao nivel [si). confirma as afirmacdes de
KOSOUROVet al.2007, quanto a influéncia do acetato na produeduodiogénio, porém este
estudo demostra gue em pequenas quantidades eneatakicom outras fontes, ha um aumento

significativo na produtividade deste gas.

Tabela 5.15-Estimativa dos efeitos na produtividade dgét Chlamydomonas reinhardtii

VARIAVEIS EFEITOS ERRO T(4) P-VALOR
Média 496,43 97,68 4,97 0,007
(1) Acetato -280,08 233,85 -1,19 0,297
(2) Citrato® 828,55 233,85 3,54 0,023
(3) Permead®’ 645,67 233,85 2,76 0,050
(1) x (2) -290,72 233,85 -1,24 0,281
(1) x (3) -208,92 233,85 -0,89 0,422
2) x (3)© 625,40 233,85 2,67 0,055

) Efeitos significativos (p < 0,10) para um nivelsignificancia de 90%. 0,88
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Apos realizar a analise dos efeitos, verificoutsavas da Tabela 5.15 que os efeitos
importantes sao o citrato e permeado (principacsrao com permeado (secundario). Mesmo
com nao observancia de reprodutibilidade entre@licatas (pontos centrais do planejamento)
em relagdo a producdo de,Hb que impossibilitou uma andlise estatistica neéaborada,
observou-se uma tendéncia em relacdo ao efeitocel@ta, que sua presenca em baixas
quantidades € positiva. Ao passo que, quando a&nbtmacao das fontes de carbono (permeado
e citrato) aumentou, sob uma baixa concentrac&@celato, maiores produgdes de hidrogénio

foram observadas.

5.7 Sistema hibrido

Tendo em vista a possibilidade de reaproveitar esiduos provenientes da
fermentacao por algas, como o sobrenadante célidaiem acidos orgéanicos), nas culturas de
bacterias fotossintetizantes também produtoras idi@dénio (BATISTA et al, 2014), o

sistema hibrido se torna, do ponto de vista ecoc@mim processo atrativo e viavel.

57.1 Ensaio 1

Visto que os ensaios fornecendo o meio basal mietatlo das algas (sobrenadante)
para as bactérias fotossintetizantes resultaranureen pequena quantidade de hidrogénio e
também de etanol, optou-se pela fortificacdo destarenadante com acido malico (30
mmol/L), permeado (6 g/L) e o glutamato (2,54 gAlgm dos nutrientes do meio RCV (ver
Tabela 4.11), na tentativa de propiciar uma melimarambiente de fermentacédo da bactéria
(OLIVEIRA, 2014).

Os resultados obtidos estdo apresentados na Téldéla Quando o sobrenadante
fornecido pelas algas é suplementado com &cidocmalermeado, glutamato e os
micronutrientes, uma melhora significativa na pigtu de hidrogénio (536,84 mmol/L) e
também de etanol (395,46 mmol/L) é verificada. Catisto anteriormente, o meio basal com
supressao total de enxofre, ndo resultou em qualgsdsignificativas de hidrogénio a partir do

uso de uma concentracao celular de inéculo dedJ|10
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Tabela 5.16- Resultados do sistema hibrido para a concemtreglalar de in6culo de alga e bactéria
de 0,10g/L e tempo de fermentacao de 5 dias. Nip @)ahcido Latico;(2) Acido Formico,(3) Acido
Acéticg (4) Acido Propidnicoy5) Acido Butirico;(6) Etanol em mmol/L €7) H, em pmol/L-d.

Chlamydomonas reinhardti?’
3) (4) (6) (7)
Controle 29,60 0,02 - 0,89
Controle 1 30,65 0,01 - N
Sistema hibrid® - Rhodobacter capsulatus
1) (2) 3) (4) (5) (6) (7)
Controle 1.83 0,22 42,95 10,76 - 273,70 5,03
Suplementado 66,08 4,48 72,89 74,53 26,97 395,46 536,84

ND® - Concentracdo de;Hhdo detectadaChlamydomonas reinhard - produtos do metabolismo
das algas; Sistema hibrfélo produtos do metabolismo das bactérias obtiduartr do sobrenadante
das algas.

KIM et al (2006 b) também avaliaram a producdo de hidrogéor algas
(Chlamydomonas reinhardlW TEX 90) e bactériashodobacter Sphaeroid&$131) na qual
as algas foram cultivas em meio basal TAP isentendefre. No entanto os acidos organicos
provenientes deste efluente da fermentacdo das agaa tiveram suas concentracdes
ajustadas para 30 mmol/L isoladamente. S6 ent@mfdornecidos para R. sphaeroides
KD131, a uma concentracdo celular de in6culo dé @/R. Os autores observaram a maior
producdo de hidrogénio (2,79 — 2,94 mL de/mil de caldo) quando acido latico na
concentracdo de 30 mmol/L foi adicionado ao meiofelenentacdo. Ja o aumento da
concentracdo de &cido acético (30 mmol/L) no meiméntativo reduziu a producéo de. H
Os demais acidos, como o butirico e 0o mélico, maxentracées ajustadas (30 mmol/L),
propiciaram elevada producdo de hidrogénio (1,92,41 mL de H/mL de caldo,

respectivamente), conforme ilustrado no Tabela.5.17
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Tabela 5.17 €Comparacao da producdo de hidrogénio e etanolia gudiferentes sistemas fermentativos.

COMPARACAO DOS RESULTADOS DO SISTEMA HIBRIDO OBTIDO S COM A LITERATURA

Bactéria e Condicbes

Produtividade de H,

Algas e Condicbes de cultivo Componentes do meio de cultivo de cultivo (mmol- Hy/L- h) Etanol (g/L) | Referéncia
. ” ) R. sphaeroidekD131,
Chlamydomonas reinhardtiUTEX 90 em Acido Lat,|(:_o (30 mmoI/L),_ concentracao celular de 320,14 - 337,35 ]
meio basal isento de enxofre /2cido acetico (30 mmol/L); inéculo de 0,20 g/L, 48 146,87 — 164,08 ] KIM et al
Acido Malico (30 mmol/L); NN 276,54 - (2006 b)
Acido Butirico (30 mmol/L) h de fermentacdo e 8 22261 i
Klux (108 pEn?-s?) ’
R. capsulatus
Chlamydomonas reinhardticc-124emmeiq ; . i . concentracao, de
basal isento de enxofre Ac!do ace“.‘io .(31’30 mmol/L); inoculo de 0,10 g/L, 5,38x10° 12,57
Acido propiénico (0,02 mmol/L) ~
120 h de fermentacéo e
2,2 Klux (30 pEmt-s?)
Acido acético (36,84 mmol/L);
ﬁ(;ﬁ;?/tf) .23 £cido propiénico (0,07 mmol/L); 1,25 x10° 16,13 Presente
Etanol (324,44 mmol/L) R. capsulatus estudo
Chlamydomonas — o - ~
reinhardti cc- | Permeado (0,29 Ac!do acetl'cio .(50,67 mmol/L); ' c,oncentragao, de
. | ’ Acido propibnico (0,06 mmol/L); inéculo de 0,10 g/L, 2,47 x10° 19,93
124emmeio  basalmmol/L) ~
isento de enxofre Ete_mol (284_1,58 mmol/L) 120 h de fermentacéo e
Acetato (1,21 Acido acetico (58,28 mmol/L); 2,2 Klux (30 pEnt-s?)
mmol/L) e Permeado| Acido propiénico (0,12 mmol/L); 30,65 x1C° 17,17

(0,29 mmol/L)

Etanol (324,44 mmol/L)
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5.7.2 Ensaio 2

Ao se observar que as concentracdes das fontesrloleno avaliadas anteriormente
poderiam estar elevadas, novos experimentos forascutados, contudo para uma
concentracdo maxima de acetato e permeado de 10 g

O controle em meio TAP isento de enxofre como likesseomparacao foi também
executado neste ensaio. Foi avaliado o desempenbmd formulacdo em que o acetato de
sédio e permeado de soro de leite estavam presemte®io em termos da producdo de H
Apos o tempo de fermentacado de 5 dias 0s ensasrs fencerrados e o sobrenadante resultante
foi fornecido como meio para a bactéria, com asceotmtacbes de acidos organicos

apresentados na Tabela 5.18.

Tabela 5.18- Resultados do sistema hibrido com fontes deorarlf0,1g/L), concentragéo celular de
alga e bactéria de 0,10g/L e fermentacao de 5 @iade(1) acido acético(2) acido propibnico(3)
acido formico(4) etanol em mmol/L e (5) produtividade deeth umol/L-d.

Fontes de Chlamydomonas reinhardtit’)

Carbono 1) (2 3) (4) ()
Controle 29,86 0,02 - 0,00 0,89
AC 36,84 0,07 - 209,29 ND
PER 50,67 0,06 19,73 284,58 ND

AC+PER 58,28 0,12 33,46 324,44 ND

Fontes de Sistema hibrid® - Rhodobacter capsulatus

Carbono (1) (2 3) (4) (5)

Controle 38,70 4,87 - 222,73 3,38
AC 53,22 0,11 - 350,20 1,25
PER 67,88 0,64 1,01 432,80 2,47

AC+PER 48,26 0,44 0,05 372,75 30,65

ND® - Concentracido desHhdo detectaddChlamydomonas reinhardfii - produtos do metabolismo das algas;
Sistema hibrid® - produtos do metabolismo das bactérias obtidustir do sobrenadante das algas.

Percebe-se que menores concentracdes de fontasbdaa favoreceram a producao

de etanol pelas algas, assim como para as bat§tias passaram a produzir dois
biocombustiveis, o etanol e o hidrogénio. Em redagds acidos organicos finais produzidos
pela bactéria suas concentracdes foram maioresogu®rnecidos pelo sobrenadante da
fermentacdo de algas, com execcao da combinacécetito e permeado, na qual houve uma
reducdo da concentracdo de acido acetico (de H8m28l/L para 48,26 mmol/L) fornecido.
Além disso, o0 aumento da concentracdo de &cidoi@miop (de 0,12 mmol/L para 0,44
mmol/L) e uma produc¢do de hidrogénio significatwmarelacdo aos ensaios hibridos anteriores

(30,65 pmol- HL-d) foram observados. Quanto ao etanol produzidw parte veio fornecido
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pelas algas, e a bactéria contribuiu para o seem=iamPara o controle (meio isento de enxofre
sem suplementacado) percebeu-se uma producao a¢ stamente por parte da bactéria, haja
visto, que o sobrenadante fornecido neste cascor@mha etanol.

Por fim, uma investigacdo mais detalhada deveestar fara que se possa determinar
o real efeito do residual de enxofre no meio, alénmfluéncia de fontes adicionais de carbono

para a intensificacdo da sintese de produtos casnogénio e etanol.
5.7.3 Ensaio 3

Inicialmente foram testadas duas fontes de carbmacetato de sddio e o permeado
(rico em lactose) em uma concentracédo de 1 g/L.e® fpasal empregado foi o TAP com
supresséo de enxofre. Em paralelo, manteve-se ntrosomente em meio TAP isento de
enxofre. Apos passado o tempo de fermentacdo asosrferam encerrados e o sobrenadante
foi fornecido como meio de cultivo paraRhodobacter capsulatu®\s concentracées dos
produtos do metabolismo estdo apresentadas naTaldéla De forma complementar, os
produtos do metabolismo das bactérias obtidosta garsobrenadante das algas também estéao
apresentados.
Tabela 5.19- Produtos obtidos a partir do uso de fontes dboca (1g/L) suplementares. A

concentracao celular de 0,10 g/L para ambos migarismos Chlamydomonas reinhardtie
Rhodobacter capsulatus

Chlamydomonas reinhardtit’)
Fontes de - N Acido
Carbono Ac(lr?q%quﬁglco Propionico (n'fﬁ?&?'u ( mg'I/zL-d)
(mmol/L) H
Controle 31,30 0,02 - 1,20
Acetato de 34,75 0,05 . NI
sodio
Permeado 31,63 0,04 - NI
Sistema hibrid® - Rhodobacter capsulatus
Fontes de - N Acido
Carbono Ac(lr?]cr)nAolc/ﬁ;ICO Propidnico (rrEmrtr?Qlc/)ll_) ( mg'I/zL-d)
(mmol/L) H
Controle 68,04 0,02 272,89 5,38
Acetato de 18,01 0,41 . NI
sodio
Permeado 15,86 0,25 - NI

ND®@ - Concentracdo de;Hhdo detectaddChlamydomonas reinhard® - produtos do metabolismo das algas;
Sistema hibrid® - produtos do metabolismo das bactérias obtidustir do sobrenadante das algas.

Observa-se que o meio fornecido a bactéria continheentracées de acido acético e
acido propidnico, provenientes da primeira fermgidacom as algas. Somente o controle

(meio isento de enxofre sem suplementacédo) gedrod@énio, enquanto que nos demais nao
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foi possivel a deteccao deste produto. Nota-sepgtee o ensaio controle a bactéria produziu
etanol e hidrogénio. Contudo, para os demais emdagp nado se verificou, visto que a
Rhodobacter capsulatymde ter utilizado o acido acético fornecido macaescimento celular.
Em contra partida, uma maior concentracao fin@aigo propidnico foi gerada, demonstrando
gue ha uma necessidade de suplementacdo do saorenéminecido.

Referéncias bibliograficas utilizando sistema hibrcom a algagChlamydomonas
reinhardtii e a bactéridRhodobacter capsulatysara um sistema similar ao deste estudo néo
foram encontradas. As referéncias pesquisadagzansiin outros sistemas com a alga
Chlamydomonas reinhard# outros micro-organismos. Este trabalho enfatizatencialidade
da alga produzir etanol na presenca de baixas stracées de fontes de carbono adicionais.
Assim como a bactéria quando lhe fornecida sobearieaddo controle. Pois os testes
preliminares resultaram na producdo de etanol emntglades consideraveis quando

comparadas a produtividade com Iévedo.

5.8 Co-cultura d€hlamydomonas renhard& aRhodobacter capsulatus

Para se estabelecer a co-cultura das algas e ibactés meios basais TAP com
supressdo de enxofre e RCV foram empregados. Imigie os experimentos foram
executados utilizando o meio RCV (meio basal dadébas purpuras ndo sulfurosas). A
concentracdo celular de inéculo utilizada para ardsindividuos micro-organismos foi de
0,10 ¢g/L, sendo a idade de in6culo de 10 diaeenpt de fermentagéo de 5 dias. As propor¢des
entre algas e bactérias na co-cultura estdo mostrea Tabela 5.20.

Analisando os resultados desta Tabela, a medidaaquencentracdo de bactérias
diminui, visualiza-se uma reduc&o na producdo debenio. E importante destacar que a alga
em meio RCV gerou quantidades de hidrogénio maguesio meio basal TAP com supressao
de enxofre, mostrado nos ensaios anteriores. Ademarco-cultura em fermentacdo no meio
RCV, observa-se a concentracao de outro acido m@anacido latico. A producéo deste acido
por parte das algas no meio TAP s6 ocorreu quandgeha adicdo de produtos ricos em
lactose.

A concentracdo de acido acético, em geral, apr@sanna reducao do seu teor no
meio quando se observou a producao de hidrogéras piyas. Isso se verificou também na
condicdo de a co-cultura, porém com menores teAsgesoncentragdes de acido propidnico e
etanol apresentaram niveis altos, quando as csllisoéadas foram executadds [0%) eR.

(100%); C. (100%) eR. (0%)]. Nao detectou concentracdes de acido batitas condicdes
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avaliadas. Surpreendentemente, mantendo-se amalgse® RCV, a producéo de hidrogénio

e etanol foi observada simultaneamente.

Tabela 5.20 Produtos do metabolismo da co-cultura mantidareio RCV, ondgl) Produtividade
H.> (umol/L-d),(2) Acido Latico, (3) Acido Acético,(4) Acido Propiénico,5) Acido Butiricg (6)
Etanol em mmol/L.

Experimento

o0 ROV (1) ) (3) (4) (5) (6)
C. (0%) R. (100%) 26,14 6,36 9,59 7,28 - 195,31
C. (10%) R. (90%) - 1,67 24,54 2,73 - -
C. (30%) R. (70%) 12,92 0,83 7,64 - - 17,11
C. (50%) R. (50%) 0,00 3,47 5,41 - - -
C. (70%) R. (30%) 3,52 4,52 6,11 - - -
C. (90%) R. (10%) - 8,71 15,50 4,39 - -
C. (100%) R. (0%) 7,41 2,99 42,96 12,35 - 273,69

A mesma analise foi realizada para a co-culturatisearem meio TAP isento de
enxofre (meio basal das algas). Os resultados egt@sentados na Tabela 5.21. Nao houve
uma boa receptividade por parte da bactéria quamtieada em meio TAP. Para o hidrogénio,
na condicao d€. (0%) eR.(100%) a bactéria atingiu uma produtividade d@4ité pmol- H/L
d. Por outro lado, ha um aumento na producéodsattondicdo d€. (10%) eR. (90%). Isto
sugere uma contribuicdo mutua dos individuos rtes#rdo produto-alvo (1,09 pmob/H d).

Na condicdo d€. (90%) eR. (10%), ha uma melhora significativa na producadigdés,40
umol/L-d). Ja €& sabido, contudo que para esta ontacdo celular (0,10 g/L) de
Chlamydomonas reinhardtem meio basal isento de enxofre a producdo é medtozida,
sendo quase nula. Entretanto, uma combinacao dgeguena quantidade de bactérias (10%)
para um maior percentual de algas (90%) incremeatpuoducdo de hidrogénio, fato que

precisa ser melhor investigado.

Tabela 5.21- Produtos do metabolismo da co-cultura mantidanenm TAP Na qual(1) Produtividade
H> (umol/L-d),(2) Acido Latico,(3) Acido Acético,(4) Acido Propidnico(5) Acido Butiricq (6) Etanol
em mmol/L.

Experimento

Vet TAP (1) @) (3) (4) (5) (6)
C. (0%) R. (100%) 0,10 - 57,51 - - -
C. (10%) R. (90%) 1,09 0,10 56,88 0,15 - 1,75
C. (30%) R. (70%) - - 82,28 0,60 - 5,48
C. (50%) R. (50%) 0,69 2,99 62,09 12,35 - 4,82
C. (70%) R. (30%) - - 60,59 0,33 - -
C. (90%) R. (10%) 3,40 2,93 39,52 0,09 - 2,67
C. (100%) R. (0%) - - 51,47 0,02 - 1,95
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Com relac&o aos acidos organicos, observou-se gorecantracado de acido latico foi

verificada somente para as condi¢des de co-cultu¢a0%)R. (90%) 0,10 mmol/LC. (50%)
R. (50%) 2,99 mmol/L eC. (90%)R. (10%) 2,93 mmol/L. Entretanto, tal desempenho nao
apresentou uma relacdo coerente. No caso da coeng@mtde 4cido acético, quando algas e
bactérias estavam presentes, a producéo destedtitetédi alta, com excecédo da combinacgéo
C. (90%)R. (10%). Isto sugere que uma contribuicdo maior @wtepda bactéria na sintese
deste &cido. J& a concentracdo de &cido propiGeis® um pico consideravel quando a
propor¢cdo de micro-organismos permaneceu consta@tmntudo, manteve-se baixas
concentracées no meio, porém mais altas do quéservadas quando somente as algas
estavam presentes. Novamente, a concentracaodteladirico ndo foi observada e o etanol
apareceu em pequenas quantidades em todos osawablados.

Assim como o sistema hibrido, este tema ainda égpdabatido. H& necessidade de
maiores estudos sobre o0 assunto. Este traballadteeasmportancia de investigar a co-cultura
assim como o sistema hibrido. J& que a co-cultprasantou resultados significativos na

producao de ambos os produtos de forma simultanea.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados analisados conclui-se qidade de inéculo de 10 dias e a
concentracao celular de inéculo de 0,20 g/L, anpdotuso de meio com supresséao de enxofre,
potencializaram a produc¢ao de hidrogénio. Quantempo de fermentacdo, a execucao dos
experimentos mostrou que 5 dias favorecem a sidesde biocombustivel. Nestas condicdes
a maior produtividade obtida foi de 1,59 pmeollHd. De forma complementar, a maior
producédo de etanol (418,10 mmol/L) foi observada pana concentracao celular de indculo
de 0,05 g/L.

No que diz respeito ao teor de enxofre presenten@o basal, identificou-se que
ambas as concentracdes de indculo (0,10 e 0,2(a/bjeceram a producao de hidrogénio.
Para uma concentracdo celular de inoculo de 0,LQ ay/teor residual de enxofre que
proporcionou uma maior producdo de (&,09 umol/L-d) foi a de 10 mg de SOEnquanto
que para uma concentragdo celular de in6culo d@ @R o teor que resultou em maior
producéo foi o de 25 mg de $O(2,14 umol-H/L-d). Portanto pode-se comprovar que para
um meio totalmente ausente de enxofre houve aside€e de uma concentragcao celular maior
nos experimentos.

Com relagdo a temperatura, concluiu-se que o awnrdggte parametro afetou o
processo de forma negativa. Nesta etapa do trabahiicou-se ainda que uma producao
expressiva de etanol podem ocorrer quando uma ewacéo celular de inoculo de 0,10 g/L,
em um meio com 16 mg de $Q uma temperatura de 25+1° C (29,68 pmol/L-d)gregada.

J& a analise da influéncia das fontes de carborsistema mostrou que o0 aumento
destas variaveis isoladamente ndo incrementoudaipéio de hidrogénio. Entretanto aumentou
a producao de etanol em até 324 mmol/L, observaaiaas concentracdes de acetato de sodio
e permeado foram de 0,10 g/L.

O planejamento fatorial (II), mostrou que o citrato permeado influenciam de forma
direta a producéao de hidrogénio (1975,10 pmol/lpdncipalmente quando o acetato apareceu
em menores concentracdes (0,10 g/L). Em altas otnag@es (1,9 g/L), o acetato influenciou
de forma negativa.

Em relacdo ao sistema hibrido, concluiu-se queoase$ de carbono (1 g/L)
adicionadas isoladamente nao influenciaram diretéenea producéo de hidrogénio. Contudo,
as fontes de carbono em pequenas quantidadesgf)1@izeram com que a alga produzisse

mais etanol. Por outro lado, no sistema hibriddbastérias produziram acentuadamente
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hidrogénio e etanol, sendo respectivamente 30,68 ithilL-d e 432,80 mmol/L. Além disso,
observou-se que o controle produziu somente hidiog@as algas, e quando analisadas as
culturas de bactérias, o controle produziu altacentracéo final de etanol. J& quando o
sobrenadante suplementado com acido malico (30 fompkermeado (6 g/L) e o glutamato
(2,54 g/L) foi fornecido as bactérias, obteve-seaumaior producdo de hidrogénio (536,84
pmol/L-d), simultaneamente, com uma alta produgdetanol (395,46 mmol/L).

Por fim, na co-cultura observou-se que no meio RC¥lga apresentou um bom
desempenho para a producdo de etanol (273,69 mmsiltultaneamente a sintese de
hidrogénio (7,41 umol/L-d). Ainda nesta condicamaaor produtividade em4bbservada foi
de 12,92 pmol/L-d, em meio RCV sem suplementagéa. cb-cultura, fazendo uso do meio

basal TAP, ndo resultou em producéo relevante ibosimbustiveis em questéo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se inicialmente como trabalho futuro umdisnénais aprofundada do efeito
da influéncia do pH na producéo dos biocombustilgssialmente utiliza-se um pH médio de
740,10, mas ha relatos na literatura de que oatgas verdes unicelulares comGlalorellae
Spirulinarequerem pH alcalinos, em torno de 10, para gige dvarescimento da biomassa
(KOTHARI et al, 2012). Neste contexto, a identificacdo de umgafale pH pode ser
investigada em relacdo a producéo deAlém de fornecer outras informacdes com relagéo ao
comportamento metabdlico das algas para a sinéeisgicheros produtos do metabolismo.

A avaliacdo do efeito de nutrientes como fosfatagos de metais para a producao de
H> é recomendada. Alguns poucos estudos mostrarara tpgfato influéncia positivamente
na producdo de hidrogénio (SUALI e SARBATLY, 201Ehquanto que os tracos de metais
(ver Tabela 3.3) podem influenciar diretamente tigidade da enzima responsavel pela
evolucdo do hidrogénio através do sistema fermgatab qual algas verdes sao utilizadas.
Uma vez que é sabido que alguns destes metais, odierwo, tem a funcdo de cofator na
ativacdo de enzimas ([FeFe]-hidrogenase).

Reavaliar o sistema hibrido e co-cultura utilizash®io de fermentacdo com
concentracgdes de enxofre de 10 mg de*Sf0s melhores resultados do planejamento fatorial
23 com fontes de carbono.

Por fim, sugere-se ainda como atividade futuraadiagéo da adicdo de outras fontes
de carbono que possam potencializar a sintesad&ésaa simultanea dos biocombustiveis
avaliados neste estudo. Além da investigacao dascbdnfiguracdes de sistemas fermentativos

como reatores de coluna de bolhas ou tanque agitado
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