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RESUMO

Diante do cendrio atual de esgotamento de combustiveis fosseis, alteragdes climadticas,
elevados precos do petrdleo aliado aos conflitos politicos, econdmicos e ambientais, surge a
necessidade de se investigar tecnologias sustentdveis para a producdo de energia. Neste
contexto, a sintese de biocombustiveis, especificamente, o etanol a partir de microalgas tem se
destacado. Desta forma, o uso da alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii, que em
condi¢des de anaerobiose e associada a outros micro-organismos, tem sido investigada. Neste
estudo, culturas de C. reinhardtii foram submetidas a fermentagdes em reatores de 50 mL e
1,5 L mantidas a 25 °C, sob foto-periodo de 12 horas, nas quais condigdes operacionais como
supressdo de enxofre e de acido acético foram investigadas. A avaliacdo da influéncia de
fontes de carbono mixotroficas e a utilizagdo de efluente proveniente da fotofermentagao
bacteriana (sistema hibrido) também foram verificadas. Os resultados em escala reduzida
mostraram que o cultivo da alga em meio basal Tris Acetate Phosphate (TAP) ndo resultou na
produgdo de etanol, mesmo quando adicionada glicose e/ou lactose presente no permeado de
soro de leite (PSL), ambas na concentracado inicial de 1 g/L.. No entanto, quando foi utilizado
o meio TAP com supressao de enxofre na presenca das mesmas fontes de agucar, houve a
producdo de etanol, na qual a maxima concentragao em escala reduzida atingiu 1189,91 mg/L.
Na sequéncia foi avaliado o uso do meio TAP suplementado com trés diferentes fontes de
lactose: PSL (70 % de lactose), soro de leite (50 % de lactose) e lactose PA, com uma
concentracdo inicial ajustada para 5 g/L de lactose. A produgdo de etanol ocorreu nas trés
condigdes, sendo que a maxima produtividade foi de 2,31 mmol de etanol/L.dia, verificada no
meio contendo PSL. Na avaliagdo da supressao de 4acido acético no meio TAP e no meio TAP
isento de enxofre, a producdo de etanol foi insignificante, mesmo com a adi¢ao de fontes de
acucar. Na etapa da avaliagdo do sistema hibrido, os resultados em escala reduzida mostraram
a producdo de etanol na presenca de glicose e PSL, adicionadas isoladamente ao efluente da
fotofermentagdo da bactéria fotossintetizante Rhodobacter capsulatus (RCV metabolizado)
em uma concentrac¢ao inicial de 5 g/L de glicose ou lactose. Entretanto, uma maior producgao
de etanol (1357 mg/L) foi observada no reator de 1,5 L, operando com reabastecimentos de

meio fresco suplementado com PSL a cada 48 horas.

Palavras-chave: Etanol, Chlamydomonas reinhardtii, Rhodobacter capsulatus, sistema

hibrido.
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ABSTRACT

Regarding the current scenario of fossil fuels depletion, climate change, high oil prices
coupled with political, economic and environmental conflicts, the investigation of sustainable
technologies for energy production became necessary. In this contest, biofuel (ethanol)
synthesis from microalgae has been highlighted. The green alga Chlamydomonas reinhardtii
under anaerobic conditions and associated with other micro-organisms have been
investigated. In the current work, cultures of C. reinhardtii were submitted to fermentations
using bioreactors (50 mL and 1.5 L of capacity) at 25 °C and 12-hour photoperiod, under
operational conditions such as sulphur (TAP-S medium) and acid acetic (TAP-AC medium)
depletions. The influence of mixotrophic carbon sources and the use of effluent from the
bacterium photo-fermentation (hybrid system) were also verified. The findings in low scale
(50 mL) showed that green alga cultivated in basal medium 7ris Acetate Phosphate (TAP) did
not result in ethanol production, since glucose and lactose from milk whey permeate (MWP)
have been added, both at 1 g/L. Although, TAP-S medium supplemented with carbon sources
resulted in ethanol production, being 1189.91 mg/L maximum ethanol concentration observed
in low scale. In the following, TAP medium supplemented with three different sources of
lactose was evaluated, being MWP (70 % lactose), MW (50 % lactose) and lactose PA, at
initial concentration adjusted to 5 g/L. The ethanol production occurs in all cases. Maximum
volumetric productivity was 2.31 mmol ethanol/L.day. It was verified in the medium
supplement with MWP. In TAP-S and TAP-AC media the ethanol production was negligible,
even with carbon source addition. To hybrid system, the result in low scale showed ethanol
production in the presence of glucose and MWP, added alone for the photosynthetic
bacterium (Rhodobacter capsulatus) medium (metabolized RCV) at 5 g/L.. However, the
highest ethanol production (1357 mg/L) was observed in the 1.5 L reactor, adding refreshed
medium supplemented with MWP every 48 hours.

Keywords: Ethanol, Chlamydomonas reinhardtii, Rhodobacter capsulatus, hybrid system.

X



1- INTRODUCAO

Diante do aquecimento global, do esgotamento dos combustiveis fosseis, dos
elevados precos do petrdleo e, em conjunto com as instabilidades politicas, econdmicas e
ambientais, surge a necessidade de se investigar fontes alternativas, sustentaveis e renovaveis
para a obtencdo de biocombustiveis. Entretanto, a proposta para a sintese de biocombustiveis
de primeira geragao a partir do uso de agucares, amido, vegetais ou 6leos de animais por meio
de tecnologia convencional (SINGH e SINGH, 2010) tem como desvantagem a exigéncia do
uso de terras agricolas, comumente utilizadas na producdo de recursos alimentares
(ROSEGRANT et al., 2006). Para contornar esta situagdo, processos de sintese de
biocombustiveis classificados como de segunda geracao, ou seja, a base do uso de residuos
agricolas, tais como madeira, palha e folhas t€ém sido desenvolvidos, ainda que baixos
rendimentos tenham sido observados at¢ o momento (WOO et al., 2012). Além disso, a
obtencdo de biocombustiveis de segunda geracdo requer tecnologias caras e sofisticadas
(BRENNAN e OWENDE, 2010; DRAGONE et al., 2010).

Assim, atualmente, diversos pesquisadores concentram seus esforcos no
desenvolvimento de processos de obtengdo de biocombustiveis de terceira geragdo com o uso
de matéria-prima sustentavel. Neste contexto, destaca-se a utilizagdo de micro-organismos
diversos, bem como residuos organicos para a producao de hidrogénio, biodiesel e etanol
(CAKMAK et al., 2014). E importante salientar que o etanol mostra-se como uma excelente
escolha de combustivel por apresentar uma queima limpa, ja que seus produtos da combustao
sdo ambientalmente seguros (KITO-BORSA et al., 1998). Desta forma, tem se tornado
crescente o interesse para a producdo de etanol a partir da biomassa de algas (BARAS,
GACESA e PEJIN, 2002; KIM e DALE, 2003; SANCHEZ ¢ CADONA, 2008), uma vez que
dentre suas vantagens podem-se mencionar as taxas de crescimento elevadas, facilidade em
serem cultivadas com altos rendimentos e custos baixos, além de utilizarem uma fonte
inesgotavel de energia que ¢ a luz solar (HIRAYAMA et al., 1998; SZE, 1998).

Além disso, as algas podem se reproduzir tanto em agua doce como em agua salgada,
nao sendo necessarias terras agricolas para a producao de sua biomassa (SCOTT et al., 2010).
Deve-se citar ainda que as algas possuem a capacidade de adaptar-se na natureza com uma
diversidade de condigdes climaticas (BHARATHIRAJA et al., 2015) e crescem mesmo em
aguas residuais industriais, municipais e agricolas (BHARATHIRAJA et al., 2015;
DEMIRBAS, 2011).
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E necessario destacar que as algas sdo capazes de absorver os gases de efeito estufa,
como também capturar didxido de carbono (CO,), convertendo-o em biomassa e liberando
oxigénio através da fotossintese (DEMIRBAS, 2011). Adicionalmente, as algas representam
uma fonte de combustivel ndo toxico, altamente biodegradavel (ULLAH et al., 2015) e com
rapida biorremediacdo (BHARATHIRAJA et al., 2015). Destaca-se ainda que os
combustiveis produzidos a partir das algas podem promover beneficios como a criagdo de
novos postos de trabalho, além de aliviar os efeitos negativos dos elevados pregos de petroleo
e reduzir a dependéncia da sua importacao (ZIOLKOWSKA e SIMON, 2014).

Dentre a extensa variedade de microalgas com potencial tecnologico pode-se citar a
alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii, conhecida como micro-organismo foto-
autotrofico capaz de fixar dioxido de carbono e acumular em suas paredes celulares
polissacarideos, principalmente o amido (HALL e RAO, 1994). Com base em sua rota
metabolica, este amido pode ser convertido em piruvato, o qual serve como substrato para a
sintese de diversos produtos como o acido acético, acido formico, etanol, CO,, hidrogénio
(H»), entre outros (PHILIPPS et al., 2011).

Entretanto, o principal desafio enfrentado pela producdao de etanol por algas ¢
garantir uma viabilidade técnico-econdmica do processo, tornando-o assim comercialmente
vidvel. Para tal, inovacdes tecnologicas sdo necessarias (JOHN et al., 2011). Com base nesta
abordagem, alguns pontos devem ser superados como a concorréncia de diferentes caminhos
para o metabolismo de carbono, incluindo a biossintese e armazenamento de carboidratos que
podem limitar a produgdo de etanol (DENG e COLEMAN, 1999).

Outro ponto a ser abordado ¢ o cultivo de algas em lagoas, havendo a possibilidade
de contaminagdo e o surgimento de predadores e outras espécies de algas mais adaptadas ao
novo ambiente (JOHN et al., 2011). Além disso, a falta de uma politica transparente
estabelecendo subsidios e incentivo ¢ um fator que desestimula a producao de etanol a base de
algas (SINGH, NIGAM e MURPHY, 2011; ZIOLKOWSKA ¢ SIMON, 2014).

Com isso, o presente estudo vislumbrou contribuir com um maior entendimento do
comportamento metabodlico da C. reinhardtii em termos do crescimento celular e sintese de
metabolitos, além de investigar novas possibilidades que viabilizem a produgdo de etanol
como a determinagdo da influéncia dos parametros fontes de carbono, supressdao de enxofre e
de acido acético, bem como, diferenciados sistemas de cultivo celular: reatores de 50 mL de

capacidade e de até 1,5 L. Por fim, a avaliacdo do uso de um sistema hibrido utilizando como
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meio para a alga o efluente proveniente da fotofermentacdo de bactérias fotossintetizantes

para produgdo de etanol também foi verificada.



2 -OBJETIVOS

O trabalho desenvolvido apresentou como objetivo geral a avaliacdo da funcionalidade
de uma plataforma tecnologica alternativa para a produg¢ao de biocombustivel (etanol),
utilizando como fonte renovavel microalgas, mais especificamente, a alga verde unicelular
C. reinhardtii. Dentre os objetivos especificos destacaram-se:

» Auvaliar o potencial produtor de etanol da alga C. reinhardtii em termos da
variacdo de parametros operacionais como supressdo de enxofre e de acido
acético, fontes de carbono (glicose, lactose, permeado de soro de leite e soro de
leite).

» Avaliar o uso de um sistema hibrido contemplando a associagdo da alga verde
C. reinhardtii e da bactéria fotossintetizante Rhodobacter capsulatus para a
obtengao do etanol.

» Determinar a cinética de crescimento celular, da sintese de produto e
subprodutos visando um maior entendimento do metabolismo dos sistemas

fermentativos utilizados.
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3.1. Producio de biocombustiveis: obtencio convencional versus uso de microalgas

A situacdo atual dos combustiveis fosseis e o esgotamento de suas reservas, bem
como as alteragdes climaticas, o elevado prego do petréleo juntamente com o desgaste
ambiental tornaram-se preocupa¢do mundial, pressionando os governos, politicos e
pesquisadores a desenvolverem processos sustentdveis nos quais fontes renovaveis para a
producao de energia fossem verificadas. Neste contexto, a sintese de biocombustiveis a partir
de microalgas tem se destacado. Dentre os co-produtos fornecidos por estes micro-organismos
podem ser citados o etanol, biodiesel, hidrogénio e biogas (JONES e MAYFIELD, 2012).

Destaca-se que um dos métodos mais econOmicos para a producdo dos
biocombustiveis por meio de algas ¢ a abordagem das biorrefinarias, nas quais varios
produtos sdo processados a base de uma fonte de biomassa. A Figura 3.1 ilustra a
versatilidade observada na utilizacdo de algas para a sintese de biocombustiveis quando

comparada a outras alternativas.

Fermentacao

Plantas Milho e Cana-de- Plantas e
: - ; > Anaerdbica de
Oleaginosas acgucar Lignocelulosicas s el
residuos materiais
Biodiesel Etanol Biogas Hidrogénio
Algas

Figura 3.1 - Sintese de biocombustiveis através de diversas fontes de biomassa com destaque
para as algas (Fonte: JONES e MAYFIELD, 2012).

As algas se caracterizam como organismos fotossintéticos com capacidade de
produzir constituintes com altos rendimentos de 6leo e biomassa, podendo ser cultivadas em

terras ndo araveis, de forma a ndo competir com os produtos alimentares (HANNON et al.,
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2010). Entretanto, o principal destaque das algas ¢ sua versatilidade ja que estes micro-
organismos sao capazes de tolerar e adaptar-se a uma diversidade de condi¢des ambientais,
além de produzirem uma variedade de fontes de biocombustiveis (Figura 3.1). Nos itens a
seguir ¢ possivel observar o potencial tecnologico das algas para a producdo de

biocombustiveis diversos.

3.1.1. Biodiesel

Os lipidios utilizados na sintese de biodiesel sdo extraidos de matérias-primas tais
como sementes oleaginosas, como a soja, palma, amendoim, 6leo de girassol, milho e
algoddo. Contudo, ha diversos fatores que influenciam na producgdo deste combustivel, como
por exemplo, a disponibilidade de grandes areas com solo adequado, dgua, sazonalidade,
dentre outros. Em geral, o biodiesel, que pode ser considerado um substituto do diesel
convencional, ¢ produzido a partir de um processo de transesterificagdo ou esterificacao
(Figura 3.2). A etapa de transesterificagao consiste na utilizacdo de fluidos supercriticos,
processos enzimaticos e ainda pela catalise por meio acido ou alcalino (FUKUDA, KONDO e
NODA, 2001). Esta reacdo de transesterificacdo apresenta como produtos o éster metilico ou
etilico e como subprodutos o glicerol (XUAN et al., 2009). Apds a etapa de transesterificagdo

o composto final pode ser recuperado por decantagao ou centrifugacao.

O 8]
ULH RT—“—O—R OH
O R 0
odlr s3ron T gl on o4 |om
0 0
ol ¢ R——O0-R OH
Triacilglicerol Alcool Esteres Glicerol

Figura 3.2 - Reacdo de transesterificagdao (Fonte: JANAUN e ELLIS, 2010).

A fase mais pesada ¢ composta por glicerina e também excesso de alcool, de dgua e
impurezas provenientes da matéria-prima. A fase composta de alcool e agua ¢ destinada ao
processo de evaporacdo, sendo eliminados os compostos voldteis da glicerina que sdo
recuperados por meio da liquefacdo em um condensador adequado. Os ésteres sao submetidos
ao processo de centrifugacdo e desumidificagdo resultando em um biodiesel com

caracteristicas que atendem as normas técnicas padronizadas para o uso deste combustivel em

motores de ciclo diesel (MA e HANNA, 1999).
6
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Por outro lado, a biomassa de microalgas tem despertado um crescente interesse uma
vez que ¢ considerada uma excelente fonte de lipidios, além de apresentar um elevado
rendimento de o6leo por hectare quando comparada com culturas oleaginosas tradicionais
(MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). Dentre as inimeras espécies de microalgas, o teor
de 6leo pode alcancar até 80 %, enquanto que os niveis comuns encontram-se em torno de 20
a 50 % (POWELL e HILL, 2009).

Assim como se processa os 6leos vegetais, o 0leo presente nas microalgas, apos ser
extraido, pode ser convertido em biodiesel por meio do processo de transesterificacao (Figura
3.2), sendo esta a tecnologia mais empregada no processamento de 6leos vegetais a fim de
produzir ésteres graxos (JANAUN e ELLIS, 2010).

O teor de carbono e hidrogénio ¢ maior em biocombustiveis a partir de microalgas do
que em biocombustiveis a partir de plantas, no entanto o teor de oxigénio ¢ menor. A razao
molar de H/C e O/C em biocombustiveis a partir de microalgas encontra-se em 1,72 ¢ 0,26
respectivamente, enquanto que para os biocombustiveis a partir de plantas estas relagdes
encontram-se em 1,38 e 0,37, respectivamente (MIAO, WU e YANG, 2004). Deve-se
destacar que o alto teor de carbono e hidrogénio juntamente com o baixo teor de oxigénio,
permite que os biocombustiveis a partir de microalgas tornem-se mais estaveis do que os
biocombustiveis a partir de plantas. A presenca de um alto teor de hidrogénio em
biocombustiveis a partir de microalgas deve-se a presenca de clorofila e proteinas.

Quando se compara os biocombustiveis a partir de plantas e de microalgas, estes
apresentam propriedades fisico-quimicos como poder calorifico maior e viscosidade e
densidade baixas, que os tornam mais apropriados do que os biocombustiveis a partir de

materiais lignocelulosicos (MIAO, WU e YANG, 2004).

3.1.2. Biogas

Atualmente, as microalgas também tém despertado interesse na produ¢do de biogas
via fermentagdo anaerébia. O biogas ¢ composto, principalmente, de 55 a 65 % de metano
(CHa), 30 a 45 % de dioxido de carbono (CO,), concentracdes baixas de sulfeto de hidrogénio
(H2S) e vapor de agua (COONEY et al., 2007; KAPDI et al., 2005), podendo ainda apresentar
pequenas quantidades de hidrogénio (H;) e mondxido de carbono (CO) (BAILEY e OLLIS,
1986).

A producdo de biogds ocorre por meio da digestdo anaerdbia, que consegue ser

otimizada quando sdo utilizados compostos com teor de umidade que variam entre 80 a 90 %.
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Neste contexto a biomassa das algas ¢ altamente apropriada (BRENNAN e OWENDE, 2010).
O processo de digestdo anaerobia consiste em trés etapas sequenciais: hidrélise, fermentagdo e
metanogénese. A hidrolise de componentes complexos resulta na quebra de carboidratos em
acucares soluveis. Em seguida, a fermentacdo compreende a acdo das bactérias, as quais
convertem a biomassa em alcoois, acido acético, acidos graxos pesados e gas contendo em
sua composicdo H, e CO,, sendo estes, principalmente, metabolizados em CHj (60,0 —
70,0 %) e CO, (30,0 — 40,0 %) por meio da metanogénese. Ao converter a biomassa de
microalgas em biogas, além de se recuperar a energia por meio da extragao de lipidios, estes
ainda podem ser utilizados para a producdo de biodiesel (BRENNAN e OWENDE, 2010).
Entretanto, as microalgas podem elevar a produgdo de proteinas e com isso reduzir a
relacdo de C/N, o que afeta negativamente a eficiéncia da digestdo anaerdbia. Este problema
pode ser solucionado por co-digestdo com produtos que apresentam elevado teor da relacao
C/N (BRENNAN e OWENDE, 2010). Segundo os estudos de YEN e BRUNE (2007), a
produgdo de biogds aumentou quando foram adicionados residuos a partir da reciclagem de
papel para biomassa de microalgas. O resultado desta pesquisa foi a duplicacao da produgao
de biogas (0,57 mL/L.dia), utilizando uma relagao de 1:1 de residuos/biomassa, ao comparar a

digestao anaerdbia contendo apenas biomassa de alga.

3.1.2.1. Hidrogénio

Nos ultimos anos, a pesquisa de produgao de biocombustiveis a partir de algas tem
focado na obtencao de combustiveis liquidos como o biodiesel e etanol. No entanto, as algas
também se destacam por serem fontes comerciais de hidrogénio, sendo este utilizado na
geracdo de eletricidade e gas combustivel (MUSSGNUG et al., 2010).

As microalgas fotossintéticas e cianobactérias possuem a capacidade de produzir
hidrogénio diretamente através da fotofermentagao em processo anaerdbio com a oxidagdo da
ferredoxina por meio da enzima hidrogenase (YACOBY ef al., 2011). Com isso, um niimero
expressivo de pesquisas recentes sobre a produc¢do de hidrogénio a partir de microalgas tem
focado nas atividades da hidrogenase a fim de compreender sua interagao com a ferredoxina.
Além disso, a compreensdo de alteragdes genéticas com o objetivo de elevar a eficiéncia na
produgdo de hidrogénio também tem sido explorada (MEUSER et al., 2009; WECKER et al.,
2011; YACOBY et al., 2011).

Microalgas apresentam caracteristicas genéticas, metabdlicas e enzimaticas

propensas para fotoproducdo de hidrogénio (BRENNAN e¢ OWENDE, 2010). A sua
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capacidade de sintese estd associada a exposicdo em condigdes especificas e sistemas
fechados que facilitem a coleta de hidrogénio. Nao obstante, a produ¢do de hidrogénio pode
ser elevada com base no teor de carbono da biomassa (BENEMANN, 1997).

Através das condicdes anaerdbias, as microalgas eucaridticas produzem hidrogénio
como um doador de elétrons no processo de fixacdo de didxido de carbono. Na fotossintese,
as microalgas convertem agua em ions de hidrogénio e oxigénio. Os ions de hidrogénio sdao
convertidos em H, por meio da enzima hidrogenase (GHIRARDI et al., 2000; HAHN,
GHIRARDI e JACOY, 2004). Entretanto, a producao fotossintética de oxigénio (O,) provoca
a rapida inibicdo da enzima hidrogenase e a produgdo de H, ¢ desfavorecida. Desta forma,
conclui-se que a produ¢do de hidrogénio a partir das microalgas deve ser realizada em

condig¢des anaerdobias (BENEMANN, 2000; BRENNAN e OWENDE, 2010).

3.1.3. Etanol

Atualmente, espera-se que o biocombustivel mais utilizado seja o etanol, uma vez
que sua producdo pode ocorrer a partir de fontes de biomassa ricas em amido e celulose. Os
paises que produzem etanol no mundo com forte apelo comercial sdo Brasil, Estados Unidos e
Canadd (CHIARAMONTI, 2007). Este combustivel caracteriza-se por ser pouco tdxico,
facilmente biodegradavel, além de seu uso fornecer menor quantidade de poluentes
transportados pelo ar do que os combustiveis a base de petrdleo. Assim, a mistura de etanol e
gasolina pode contribuir para reducdo das emissoes de gases de efeito estufa. Dentre as
aplicabilidades do etanol, pode-se citar a de combustivel para geracdo de energia elétrica, em
células de combustivel (de agdo termo-quimica) e em sistemas de co-geragdo de energia, bem
como matéria-prima na industria quimica (PETROU e PAPPIS, 2009).

E importante destacar que o Brasil foi o pais pioneiro em desenvolver um programa
para incentivar o uso de um combustivel alternativo ao petrdleo. Este programa foi criado em
1975, Programa do Alcool Brasileiro (Prodlcool), cuja finalidade foi diminuir as importagdes
de petroleo através da producdo de etanol utilizando a cana-de-agucar (MOREIRA e
GOLDEMBERG, 1999).

O etanol pode ser produzido por fermentacao de diversas fontes de biomassa, como
de agucar ou culturas de amido, incluindo cana-de-agtcar, beterraba, milho e trigo, ou a partir
de biomassa lignoceluldsica. A matéria-prima mais utilizada no Brasil para a produgdo de
etanol ¢ a cana-de-agucar, enquanto que nos Estados Unidos e Unido Europeia utiliza-se

milho e beterraba, respectivamente (CHIARAMONTI, 2007).
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A configura¢dao industrial empregada no Brasil esta representada na Figura 3.3,

mostrando que ocorre a producao de etanol juntamente com a producgdo de agucar.
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Figura 3.3 - Fluxograma bésico do processo de produ¢do de etanol e agucar a partir da cana-
de-agucar (Adaptado de CORTEZ et al, 2010).

Os processos industriais para a fermentacdo de melago, beterraba ou de cana-de
acucar para producdo de etanol encontram-se estabelecidos, sendo que a fermentacdo direta
utilizando estas fontes de biomassa consiste em um método menos complexo. Apesar do custo
de preparacao de etanol a base de agucares ser baixo, observa-se consideravelmente alto o
custo das matérias-primas (JOHN et al., 2011).

Quando se trata da biomassa lignocelulésica rica em amido, residuos vegetais, ervas,
serragem, lascas de madeira e estrume de animal, matérias-primas estas que oferecem baixo
custo, um tratamento enzimatico deve ser efetuado resultando em hidrolisados tidos como
acucares fermentdveis para uma producdo subsequente de biocombustiveis por micro-
organismos. Entretanto, a viabilidade para utilizagdo destas matérias-primas ¢ na maioria das
vezes limitada em fun¢do do baixo rendimento, sendo que o custo final ¢ elevado em relacao

ao processo de hidrolise por meio das tecnologias atuais (JOHN et al., 2011). Deve-se

10



REVISAO BIBLIOGRAFICA

mencionar ainda que a lignina presente na biomassa lignoceluldsica apresenta dificuldade de
ser biologicamente degradada, ndo podendo ser fermentada (HARUN, DANQUAH e
FORDE, 2010).

Outra fonte potencial de substrato fermentavel para producdo de etanol sdo as
microalgas, devido as condi¢des de crescimento, uma vez que podem apresentar em sua
composicao niveis elevados de compostos de carbono, sendo diretamente disponiveis para
fermentagdo. Dentre muitas espécies de microalgas que sdo capazes de produzir etanol por
processos fermentativos, destacam-se a Chlamydomonas sp., Chlorella sp., Oscillatoria sp.,
Cyanothece sp. e S. platensis (UENO, KURANO e MIYACHI, 1998).

A produgdo de etanol por algas pode ser realizada por diversos métodos. O método
mais convencional engloba o cultivo dos micro-organismos, a coleta das células, a preparacao
da biomassa, a fermentagao ¢ o processo de extragdo de etanol. A etapa da preparacdo da
biomassa pode ser executada por equipamentos mecanicos ou enzimas que realizam o
rompimento das paredes celulares das microalgas, fazendo com que os carboidratos estejam
disponiveis, como também podem quebrar moléculas grandes de carboidratos. Ao romper as
células, a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ adicionada a biomassa e assim, a fermentagao
¢ iniciada. Com isso, o aglicar ¢ metabolizado em etanol por acdo das leveduras (AMIN,
2009). Finalmente, o etanol ¢ submetido a destilagdo com o intuito de remover dgua e outras
impurezas. Logo, o etanol concentrado (95 % de etanol) ¢ extraido e condensado, podendo ser
acrescentado aos combustiveis fosseis ou ainda utilizado diretamente como combustivel
(BRENNAN e OWENDE, 2010; DEMIRBAS, 2001; NIGAM e SINGH, 2010).

Outra forma de producgdo de etanol por algas ocorre em condi¢des anaerobias € no
escuro, como pode ser verificado nos estudos de HIRANO et al. (1997). Observou-se a
conversao de amido intracelular em etanol sob condigdes anaerdbias e de pouca luz em quase
todas as cepas testadas. No entanto, os rendimentos de conversao foram diferentes. As taxas
mais elevadas de conversdo encontraram-se entre 30 e 40 %, com um rendimento tedrico de
0,56 g de etanol por 1 g de amido, em cepas de C. reinhardtii (UTEX2247) e Sak-1. Foi
verificado também que o pH adequado para a producdo de etanol por meio da estirpe
C. reinhardtii foi de 7-8 a uma temperatura entre 25-30 °C. Além disso, conclui-se que a
producao de etanol foi diretamente proporcional ao aumento da biomassa.

Quando as microalgas estdo na presenca de oxigénio e no escuro, seu metabolismo
consiste no consumo de amido ou armazenamento de glicogénio nas células, decompondo-os

através de oxidacao para didxido de carbono. Contudo, se as condigdes anaerdbias e no escuro
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estdo estabelecidas, a reacao oxidativa do amido fica incompleta e produtos como dioxido de
carbono, etanol, acido lactico, acido formico, acido acético e outros sdo produzidos em
proporgdes variaveis dependendo da microalga utilizada (JOHN et al., 2011).

Com isso, o etanol fornecido por microalgas como produto principal na fermentagdo
anaerobia e no escuro ¢ direcionado para o processo de purificagdo e destinado como
combustivel, enquanto que o didéxido de carbono pode ser reciclado, sendo destinado ao
cultivo das microalgas como fonte de nutrientes, diminuindo desta forma emissdes de gases
de efeito estufa (HARUN, DANQUAH e FORDE, 2010).

Por outro lado, o etanol pode ser diretamente produzido pelas microalgas utilizando a
engenharia genética com o objetivo de alterar suas rotas metabdlicas para a conversao
etandlica. Sumariamente, conforme discutido por JOHN et al. (2011), a fotossintese das algas
consiste no ciclo de Calvin em que a ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) se combina com CO, para
a producao de dois acidos 3-fosfoglicérico (3-PGA), sendo utilizado para a sintese de glicose
e outros metabdlitos. Com isso, o desafio ¢ redirecionar 3-PGA em etanol pela introdugao de
genes produtores deste biocombustivel.

Ainda segundo ONCEL (2013), o etanol pode ser excretado pelas microalgas por
meio de suas paredes celulares em processos intracelulares no escuro, uma vez que a
degradacao do amido intracelular em piruvato ocorre pelas vias Embden-Meyerhof-Parnas e
fosfato pentoses utilizando piruvato descarboxilase e enzimas alcool desidrogenase (Figura
3.4). Em vista do supracitado ¢ possivel perceber que o entendimento do metabolismo das

algas pode propiciar incrementos na obtengdo do biocombustivel de interesse.

Amido

) NAD(P)
Via Embden-Meyerhof-Parnas (

Via fosfato pentoses
NAD(P)H
Piruvato

Piruvato
descarboxilase -

co, |

Acetaldeido

) NAD(PJH
Alcool
desidrogenase NAD(P)

Etanol

Figura 3.4 - Via metabolica de microalgas através de processos intracelulares no escuro.
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3.2. Metabolismo da alga

A alga verde unicelular C. reinhardtii tem sido estudada como um sistema modelo
em relagdo a fisiologia, fotossintese, metabolismo, estrutura flagelar ¢ fungdo (HARRIS,
2001; MERCHANT, PROCHNIK e VALLON, 2007). Segundo MERCHANT et al. (2006) e
MERCHANT, PROCHNIK e VALLON (2007), as analises sobre a sequéncia do genoma da
célula possibilitaram a verificagdo de uma homologia entre plantas e animais. Devido a esta
caracteristica ¢ possivel entender a sintese de diversos produtos de fermentacao, tais como o
acido acético, acido férmico, etanol, CO,, H,, vestigios de glicerol, D-lactato, malato e
succinato. Também foram verificadas em outros estudos semelhangas das algas com as
bactérias fotossintetizantes, uma vez que em condi¢des anaerdbias aquelas produzem acido
formico, etanol e H, por meio de vias enzimdticas (KOSOUROV, SEIBET e GHIRARDI,
2003; PHILIPPS et al., 2011).

Outra caracteristica relevante da microalga C. reinhardtii deve-se ao fato de que a
estequiometria de reagcdo em relacdo aos produtos finais gerados sofre variagdo em fungdo das
condigdes de cultivo e a fermentagdo na qual a alga ¢ submetida. Além disso, a microalga
também ¢ capaz de alterar a rota metabolica da piruvato formato-liase, caso esta seja
prejudicada por algum motivo (PHILIPPS et al., 2011).

De acordo com o diagrama esquematizado na Figura 3.5, que representa as vias
fermentativas da microalga C. reinhardtii, pode-se verificar que o piruvato ¢ derivado da
oxidagdo de glicose e ¢ utilizado como substrato para a sintese de diversas enzimas. A
piruvato formato-liase (PFL 1) cliva o piruvato, convertendo em acetil-CoA e formiato. A
acetil-CoA, por sua vez, ¢ convertida em 4cido acético através da agdo sucessiva da
fosfoacetiltransferase (PTA) e da quinase de etilo (ACK), tendo como resultado a producao de
ATP. Além da formacao do acido acético pode ocorrer também a producao de etanol por meio
da desidrogenase bi-funcional aldeido/alcool (ADHI1), tendo como resultado a oxidacdo de
NAD(P)H. Outra rota metabdlica a ser mencionada ¢ a agdo da piruvato-descarboxilase
(PDC) que descarboxila o piruvato em acetaldeido, sendo ainda convertido em etanol por
meio da alcool-desidrogenase (ADH). Pode ocorrer também a producao de D-lactato a partir
da agdo da D-lactato desidrogenase (D-LDH), sendo que a piruvato ferredoxina oxido-
redutase (PFR1) descarboxila o piruvato convertendo em CO,, acetil-CoA e na reducdo da

ferredoxina (Fd).
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Figura 3.5 - Diagrama das vias fermentativas da alga Chlamydomonas reinhardtii
(Fonte: Adaptado de PHILIPPS et al., 2011).

Com a reducdo da ferredoxina, esta ¢ capaz de doar elétrons para a hidrogenase
(Hyease), tendo como resultado a producao de hidrogénio no escuro. Sabe-se que ha outras
vias metabolicas citadas na literatura que resultam na produg¢do de malato, succinato e

glicerol, consideradas produtos de fermenta¢do da C. reinhardtii (PHILIPPS et al., 2011).

3.2.1. Fatores que interferem no cultivo de microalgas na produ¢do de biocombustiveis

Inumeros fatores estdo relacionados com a concentragdo e composicao da biomassa
das microalgas, podendo ser citados: intensidade luminosa, temperatura, pH, aeragao,
concentracdo de nutrientes e CO, (CHISTI, 2007). Além disso, deve-se destacar a importancia
das fontes de carbono, bem como a privacdo de enxofre como potencial para otimizar a
producao de biocombustiveis.

Em geral, um dos fatores determinantes que influencia o metabolismo de micro-
organismos ¢ a temperatura. Cada espécie € suscetivel a uma determinada temperatura, sendo
duvidoso fazer generalizacdes, mesmo de espécies pertencentes a mesma regido. Quando a
temperatura ¢ mantida constante, uma maior estabilidade pode ser verificada nos
experimentos ¢ nos procedimentos de rotina, proporcionando maior reprodutibilidade e

previsibilidade nas respostas dos micro-organismos. A temperatura pode ser mantida
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constante pelo uso de sistemas de refrigeragdo, como nas salas de cultivo. Entretanto em
sistemas maiores, o controle desta variavel de processo ¢ mais dificil (LOURENCO, 2006).

E recomendavel a manutengdo da temperatura das cepas em torno de 18 a 22 °C,
podendo se utilizar temperaturas inferiores com o objetivo de reduzir a frequéncia de
renovagdo dos cultivos. Ao se tratar de reprodugdo, temperaturas mais elevadas sao
recomendaveis haja vista a aceleracdo da taxa de crescimento. Entretanto, o limite de
tolerancia de cada micro-organismo deve ser considerado quando se trata das salas em que as
cepas sdo cultivadas, sendo necessaria também a avaliacdo do sistema de iluminagdo, uma vez
que este produz calor. Logo, o sistema de controle térmico deve ser confidvel como um
sistema adicional de seguranca (SCHMIDT, 2007).

De forma complementar, para alcangar um bom desempenho no cultivo das
microalgas € importante um cuidado especial com a iluminagao, j& que a condi¢do 6tima para
o crescimento destes micro-organismos depende da intensidade da luz, do comprimento de
onda e o tempo em que as cé€lulas estdo expostas. Quando se trata de sistemas pequenos de
cultivos ¢ recomendavel a utilizacdo de luz artificial, sendo esta controlada com base nas
necessidades das culturas. As lampadas mais empregadas sdo as fluorescentes do tipo luz do
dia, com comprimentos de onda de 350 a 700 nm, garantindo a fotossintese.

Sabendo que a fotossintese consiste em um conjunto de reagdes (Figura 3.6) que
podem ser arranjadas em duas etapas interligadas: a fotoquimica, que ¢ dependente de luz e a
quimica que ¢ independente de luz. Entretanto, a etapa independente de luz ¢ favorecida pela

presenca dos produtos gerados na etapa fotoquimica (LOPES, 2004).

Reacdo Fotoquimica Reacgédo Quirnica

Luz H,0 co,

0, Cloroplasto H, arboidratos

Figura 3.6 - Reacdes de fotossintese (Fonte: Modificado de LOPES, 2004).
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O fotoperiodo mais comumente utilizado ¢ de 10 horas de luz e 14 horas de escuro
ou 12 horas de luz e 12 horas de escuro, porém muitas espécies sdo capazes de crescer com
iluminacao continua. A manuten¢ao do sistema de cultivo celular sob acao de um fotoperiodo
¢ recomendada j& que muitas espécies realizam a divisao celular em periodos de escuro
(SCHMIDT, 2007).

J& a aeracdo esté relacionada com a demanda de carbono, uma vez que a maioria da
composi¢ao dos meios de cultivo nao ¢ suplementada com agentes carbonados. Além disso, a
aeracao proporciona a homogeneizacao, mesmo na presenga de espécies mdveis, uma vez que
a decantacdo e o acimulo de células no fundo dos vasos de cultivo podem ser verificados
(LOURENCO, 2006). Vale ressaltar que o diéxido de carbono sob condi¢des controladas
pode ser adicionado ao sistema de cultivo promovendo sua aeragdo. Quando se trata de
cultivos de microalgas marinhas e dulcicolas verifica-se o aumento do crescimento em relagao
a presenca de CO, até uma determinada taxa. A partir deste ponto, os cultivos ndo apresentam
mais variagdes até se observar a inibi¢ao do crescimento (WIDJAJA, CHIEN e JU, 2009).

O pH esta relacionado com a disponibilidade dos compostos quimicos, que podem
sofrer cristalizagdo ou precipitagdo. Desta forma, ¢ recomendéavel a utilizagdo de um pH
préximo da neutralidade, assim os elementos presentes no meio poderdao ser mais facilmente
metabolizados pelas microalgas (LOURENCO, 2006; SCHMIDT, 2007). Ja para o
crescimento da biomassa da alga ¢ necessdrio o consumo de CO, dissolvido no meio,
promovendo o aumento de pH. Com isso, a elevacdo acentuada do fornecimento de CO,
ocasionara a reducdo de pH, como também a inibi¢cdo do crescimento de algumas espécies de
microalgas (PIRES et al., 2012).

A presen¢a de nutrientes no meio de cultivo afeta diretamente o crescimento das
microalgas bem como a sintese de produtos do seu metabolismo. Diversos meios de cultivo
com caracteristicas diferenciadas estdo disponiveis comercialmente. No entanto, a literatura ¢
vaga em relacionar tais caracteristicas com a producdo sistematizada de produtos ou sub-
produtos especificos do metabolismo das algas (PENTEADO, 2010). O carbono ¢ um
composto altamente relevante para as algas. Algas marinhas necessitam de uma propor¢ao de
consumo de carbono, nitrogénio e foésforo de 106:16:1. De acordo com a taxa de crescimento
das microalgas, a disponibilidade de carbono pode ser rapidamente alterada, em funcdo do
consumo acelerado, fazendo com este composto seja um fator limitante para a multiplicagao
celular, além do aumento de pH para valores superiores a 9, caso 0 meio nao seja tamponado

(LOURENCO, 2006).
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Além do carbono, o nitrogénio também ¢ importante para o crescimento das
microalgas, uma vez que ¢ o componente de inimeras substincias do metabolismo primario.
A concentragdo de nitrogénio esta diretamente relacionada com as concentragdes de proteinas,
carotenoides e clorofila presentes nas células, portanto, quando ocorre a limitagdo do
nitrogénio, estas substancias sao reduzidas (LOURENCO, 2006).

A limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo provoca o aumento do teor lipidico das
microalgas (SANTOS, MACEDO e ALEGRE, 2003). Assim, a escassez de nitrogénio faz
com que o metabolismo das microalgas seja direcionado para o fornecimento de componentes
de reserva, por exemplo, os &cidos graxos, € ndo mais para o crescimento celular, ja que a
célula se prepara para o periodo de privagdo nutricional (XU et al., 2012). Outro fator que
deve ser mencionado em relacdo a deplecdo de nitrogénio ¢ a modificagdo gradual na
composi¢ao dos lipidios, de acidos graxos para triglicerideos (WIDJAJA, CHIEN e JU,
2009).

O fosforo também possui importancia no metabolismo das microalgas, uma vez que
esta envolvido em todos os processos de trocas energéticas € na composicado de moléculas
estruturais. Dentre os componentes estruturais das microalgas que possuem fosforo estdo o
ATP, acgucares fosfatados, acidos nucléicos e fosfoenzimas. O fosforo é assimilado na
presenga de luz, provavelmente devido a acumulacdo de energia em ATP. O fésforo assim
como o nitrogénio também ¢ considerado um fator limitante para a multiplicacdo celular.
Contudo, as microalgas possuem a capacidade de consumirem elevadas quantidades de
fosforo, de 8 a 16 vezes a mais que o limite minimo do composto, promovendo o crescimento
ainda que em periodos de escassez (LOURENCO, 2006). Na literatura observa-se que a
variacao da quantidade de fosforo (10; 50; 250 e 500 mg/L) no meio de cultivo da microalga
Arthrospira platensis nao ocasionou alteracdo no teor lipidico das células. No entanto,
verificou-se o aumento de até 60 % no teor de carboidratos para concentragdes de 10 mg/L de
fosforo. Enquanto que, para as demais concentragdes ndo foram observadas variagdes
significativas (MARKOU, CHATZIPAVLIDIS e GEORGAKAKIS, 2012).

A privagdo do fésforo no meio afeta o teor lipidico da célula mais intensamente do
que a quantidade de lipidios gerados pela biomassa seca. Sabendo que o fosforo integra os
fosfolipidios, a deficiéncia deste composto faz com que o metabolismo da microalga seja
voltado para a produgdo de triglicerideos saturados e lipidios neutros, além de provocar a

reduc¢do de acidos graxos polinsaturados (SIRON, GIUSTI e BERLAND, 1989).
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Deve-se destacar que o ferro também ¢é essencial para as algas na sua forma reduzida,
pelo fato de estar envolvido em diversas fungdes, tais como vias biossintéticas da clorofila e
dos citocromos, respiragdo, transporte fotossintético de elétrons, diminuicao de nitrato e
nitrito, diminuicao de sulfato, detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, fixacdo de
nitrogénio molecular (N;), além disso, € cofator de muitas enzimas (LOURENCO, 2006). A
privacdo do ferro pode ocasionar a limitacdo do crescimento, além de modificar a
concentracdo de clorofila. Para os cultivos da microalga Cylindrotheca closterium verificou-
se uma reducdo no crescimento celular de at¢ 60 % com 10 nmol/L de ferro quando
comparado com uma concentracao de 20 nmol/L e 11,7 pmol/L de ferro. No entanto, em
relacio a taxa de clorofila a nas células, observou-se variacdes significativas,
proporcionalmente a variagdo de ferro presente no meio (PANKOWSKI e MCMINN, 2009).

Por outro lado, estudos tém se dedicado em aumentar as taxas de produgao de H, por
meio da privagdo de enxofre nas culturas de algas. As pesquisas realizadas por YANYUSHIN
(1981) foram direcionadas para avaliar a periodicidade da atividade de fotoproducdo de H,
sincronizado nas algas C. reinhardtii. Os autores verificaram um pico na sintese deste
biocombustivel em condi¢des anaerdbias induzido pela atividade da hidrogenase no periodo
das primeiras horas do periodo escuro, que coincide com o inicio da degradagdo do amido.
Ressalta-se que a condi¢do de privagdo de enxofre interfere no funcionamento das algas, uma
vez que interrompe o ciclo normal das algas antes do estagio de divisdo celular no final do
periodo de luz, originando culturas ricas em células grandes que nao se dividem (HASE et al.,
1959).

Com a utilizagdo de um sistema de fotobiorreator monitorado por computador, tem
sido relatado que as espécies como a C. reinhardtii sao submetidas a cinco fases fisiologicas
bem estabelecidas na auséncia de enxofre: uma fase aerdbia, na qual a atividade de evolugao
fotossintética de O, ¢ gradualmente inativada; uma fase de consumo de O, que ocorre quando
a atividade de evolucdo fotossintética de O, decai abaixo da atividade respiratoria das células;
uma fase anaerdbia observada depois que todo O, do meio de cultura ¢ removido pela
respiracdo; uma fase de producao de H,, apds o estabelecimento da anaerobiose e a indugdo
da enzima hidrogenase, e por fim, uma fase de término, que ocorre quando toda atividade
celular ¢ gradualmente inativada (KOSOUROV et al., 2002).

No trabalho desenvolvido por TSYGANKOV et al. (2002) foi estudada a influéncia
do ciclo celular da alga verde C. reinhardtii sob privagao de enxofre para producao de H,. As

células das algas foram cultivadas sob fotoperiodo de 12 horas e coletadas em diferentes
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periodos de tempo durante o ciclo. Em seguida, foram transportadas para meio fresco privado
de enxofre e expostas a iluminacdo continua. Verificou-se que as concentragdes de proteina e
amido foram elevadas durante os estagios iniciais de privacao de enxofre, e posteriormente,
ocorreu o decréscimo quando se observou a producao de H,. Tal fato confirmou a ocorréncia
de degradagdo de amido e proteina no progresso da produ¢do de H, na privagdo de enxofre.
Desta forma, ¢ necessario destacar a importancia da degradagcdo de amido e proteina na
producdo de H,, pois os mesmos estdo envolvidos no estabelecimento e manutencao das
condigdes anaerobias no fotobiorreator seguido de uma diminuigdo da atividade de evolugdo
fotossintética de O, (KOSOUROV et al., 2002; ZHANG, HAPPE ¢ MELIS, 2002).

A microalga C. reinhardtii ¢ capaz de acumular amido e TAGs (triacilglicerdis)
quando exposta a condi¢des de tensdes, como a privagao de nitrogénio, alta salinidade, o
esgotamento de enxofre ou ainda submetidos a luz elevada (DOEBBE et al., 2010; WANG et
al., 2009; WORK et al., 2010). A partir deste amido acumulado ¢ possivel produzir ndo
somente H,, mas também etanol, uma vez que o piruvato pode ser formado pela
decomposi¢cdo do amido, por conseguinte, convertido em acetaldeido e finalmente reduzido
em etanol (Figura 3.5).

Quando se trata de fontes de carbono, cada micro-organismo apresenta sua
preferéncia (LEE e LEE, 2010), desta maneira deve ser realizado com cuidado a selecdo
destes para obter melhores resultados nas fermentacdes. Na literatura, os estudos sao
limitados em relacdo as fontes de carbono para o cultivo de algas. Os trabalhos de SAHU e
ADHIKARY (1981) foram direcionados para o efeito da lactose, frutose, manose, xilose e
acetato de sodio sobre as taxas de crescimento e a composi¢do de pigmento por Anabaena sp.
Nao foi verificada a formacao de etanol, porém os autores relataram que a fonte de carbono
mais adequada para o crescimento das algas foi a lactose. O estudo também indicou que
residuos industriais compostos por este dissacarideo sdo considerados um recurso promissor,
podendo ser misturado com agua e utilizado como substrato para C. reinhardtii a fim de
produzir etanol.

Com base no trabalho de COSTA et al. (2015) pode-se observar que a producao de
etanol foi significativa quando o meio de cultivo da C. reinhardtii foi suplementado com
fontes de carbono, o que ndo ocorreu quando o meio estava isento de fontes de carbono. As
concentragdes de etanol alcangaram 9,64 + 1,84 g/L (0,08 + 0,016 g/L.h), 13,11 + 2,57 g/L
(0,11 £ 0,02 g/L.h), 14,94 = 6,95 g/L (0,12 + 0,02 g/L.h) na presenca de 0,1 g/L de acetato de
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sodio, 0,1 g/L de permeado de soro de leite e quando os dois compostos estavam presentes na
concentragdo de 0,1 g/L, respectivamente.

O estudo desenvolvido por LEE e LEE (2012) verificou a produgao de etanol a partir
de varias cepas de levedura como também o efeito de se utilizar como substrato as algas
marrons em relagdo a produgdo de etanol. Sabe-se que as algas marrons apresentam em sua
composicao cerca de 30 a 67 % de hidratos de carbono em peso seco, sendo que representa o
principal componente de polissacarideos como alginato, laminarina e manitol. Foram
realizados experimentos com 8 cepas de levedura diferentes, que foram cultivados em caldo
contendo 20 g/L de glicose e de peptona e 10 g/L de extrato de levedura. Todos os ensaios
foram realizados em meio contendo as seguintes fontes: 10,8 g/L. (NH4),SOs4, 5 g/L H;KPO4
ou 1,1 g/L de MgS0,4.7H,0. A alga marrom utilizada na fermentagao para producao de etanol
foi Laminaria japonica. A fermentacao alcoolica ocorreu em uma incubadora com agitacao de
150 rpm a uma temperatura de 30 °C, sob condi¢des anaerdbias e com pH inicial de 7,0. No
entanto, ndo foi efetuada o controle do pH durante a fermentagao.

Com base nas fermentagdes de LEE e LEE (2012) descritas acima foi verificada uma
alteracdo na taxa de producao de etanol devido a utilizacdo de duas concentragdes diferentes
de fontes de carbono no substrato, sendo que a primeira condi¢do continha 10 g/L de alginato,
laminaria e manitol e 20 g/L de L. japonica e a outra condi¢do continha cinco vezes mais com
50 g/L de alginato, laminaria e manitol e 100 g/L de L. japonica. Uma produgdo de etanol
significativa no meio contendo manitol, para baixas concentragdes de substrato da levedura S.
cerevisiae, foi observada com uma concentracdo maxima de 2,69 g/L. Enquanto que os
demais substratos ndo converteram a biomassa em etanol, uma vez que este foi afetado pelo
aumento do crescimento celular. A méxima produ¢do de etanol alcancada foi de 10,86 g/L
utilizando 100 g/L de L. japonica com a levedura D. occidentalis, em fungdo do aumento da

concentracao de substrato.

3.3. Bactéria fotossintetizante e sistema hibrido
Além das microalgas, outro sistema fotofermentativo que se destaca na sintese de

biocombustiveis ¢ aquele composto por bactérias fotossintetizantes. A classificacdo das

bactérias fotossintetizantes em relacdo ao consumo de substrato pode ser dividida em
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bactérias sulfurosas, as quais consomem compostos a base de enxofre e em bactérias nao
sulfurosas, sendo aquelas que consomem compostos a base de carbono.

Dentre as bactérias fotossintetizantes podem ser citadas: Rhodobacter sphaeroides,
Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sulidophilus, Rhodopsuedomonas sphaeroides,
Rhodopsuedomonas palustris, Rhodopsuedomonas capsulate, Rhodospirillum rubrum,
Chromation sp. Miami PSBI1071, Chlorobium limicola, Thiocapsa roseopersicina e
Halabacterium halobium (LONGO, LAZZARIN e MIGUEZ, 2009).

As bactérias fotossintetizantes sdo bastante empregadas em processos hibridos, que
consiste na combinacdo dos processos de fermentagdo e fotofermentagdo, com o objetivo de
melhorar a producdo de H,. Pode-se verificar este sistema nos estudos desenvolvidos por
AVCIOGLU et al. (2011), no qual a producdo de hidrogénio foi obtida através de um
processo hibrido com a utilizagdo do efluente da fermentacdo escura suplementado com
melaco. Posteriormente ocorreu a fotofermentagdo por R. capsulatus em um fotobiorreator
sob condigdes ambientais. Este método obteve como resultado de produtividade méaxima
0,50 mmol de H,/L.h e como conversao 0,50 mol de H,/mol de substrato.

No entanto, deve-se destacar a existéncia de outras estratégias de fermentacdo a
partir do uso de sistemas hibridos. Isso pode ser verificado no trabalho realizado por KIM et
al. (2006), com um processo composto por 3 estagios, sendo que a primeira etapa consistiu na
produgdo de biomassa empregando C. reinhardtii, em seguida esta biomassa foi concentrada e
destinada como matéria-prima para a fermentacdo escura com Clostridium butyricum
produzindo H, e acidos organicos. Finalmente, o efluente proveniente da fermentagdo escura
foi direcionado como substrato para fotofermentagdo com R. sphaeroides. E importante
ressaltar que os sistemas hibridos também podem ser utilizados como estratégia para otimizar
a producdo de etanol e ndo apenas a produgao de H,. Observa-se que no trabalho
desenvolvido por COSTA et al. (2015), o teor de etanol alcancou 19,94 + 2,67 g/L
(0,17 £ 0,02 g/L.h) por meio da utilizacao do sistema hibrido, em que o efluente da alga verde
C. reinhardtii foi composto por &cidos orginicos empregados como substrato para

R. capsulatus.
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3.4. Escala de producio de biocombustiveis por algas

Existem diversos métodos de cultivo de microalgas podendo ser classificados em
sistemas abertos ou fechados, com base nas condi¢des de projeto. Em relacdo aos sistemas
abertos, as microalgas sdo cultivadas em areas como lagos, lagoas, canais profundos, entre
outros. Enquanto que nos sistemas fechados, as microalgas sdo cultivadas em recipientes
transparentes, expostos a luz solar ou radiagdo artificial a fim de facilitar a fotossintese
(RAZZAK et al., 2013).

Desta forma, ¢ necessario selecionar o sistema de cultivo ideal para produgdo de
biocombustiveis a base de algas dependendo da espécie, tecnologia e processo de conversao
biologico (ZIOLKOWSKA e SIMON, 2014).

Entre os tipos de lagoas abertas empregadas para o cultivo de microalgas podem ser
encontrados os “raceways”, lagoas rasas ou lagos circulares (MASOJIDEK et al., 2008). O
fornecimento de 4gua e nutrientes para as microalgas ocorre por meio da canalizacdo de agua
de escoamento nas proximidades de area de terra, agua de descarte industrial ou estagao de
tratamento de 4gua. O sistema aberto mais utilizado € o “raceway”, em funcao da vantagem
de produzir elevadas quantidades de microalgas, sendo vidvel comercialmente. No entanto,
uma desvantagem verificada no sistema de “raceway” ¢ a dificuldade de se controlar as
variaveis em condi¢des ambiente como temperatura, podendo afetar diretamente na produgado
da biomassa das algas. As microalgas mais usadas neste sistema sdao Chlorella sp.,
Spirulina platensis, Haematococcus sp. € Dunaliella salina, sendo encontrado a maior taxa de
produgdo de biomassa com 60-100 mg/L.dia de peso seco (DEMIRBAS, 2010; ZHU, RONG
e ZONG, 2013).

No sistema de “raceway” (Figura 3.7), a agua e os nutrientes encontram-se
distribuidos em volta de uma pista de corrida utilizando rodas de pas. Com isso, as microalgas
serdo mantidas suspensas em agua, além de permitir o uso de CO, da atmosfera. Como a
lagoa ¢ rasa, isto permite a penetragdo de luz, maximizando o processo de fotossintese. Outra
vantagem de utilizar este sistema ¢ que residuos de CO, podem ser reciclados por meio de
borbulhamento de volta para a lagoa. Desta forma, controlando parametros como pH e outras
condi¢cdes do ambiente ¢ possivel utilizar 90 % de CO; injetado (DEMIRBAS, 2010;
MASOJIDEK et al., 2008).
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Figura 3.7 - Sistema de lagoa aberta (Adaptado por BRENNAN e OWENDE, 2010;
DEMIRBAS, 2010).

Como o sistema de lagoas abertas apresenta algumas limitagdes, foram
desenvolvidos fotobiorreatores para superar estes problemas, permitindo o cultivo de
microalgas em um periodo maior, como também a producdo de elevadas quantidades de
biomassa de microalgas (CHISTI, 2007; MASOJIDEK et al., 2008; MENETREZ, 2012).

Dentre os tipos de sistema fechado destacam-se os fotobiorreatores de coluna,
tubular e flat-plate. Os beneficios encontrados nestes sistemas sdao o controle eficaz das
condig¢des de cultura, como pH, temperatura, concentracdes de CO,, além de serem praticos e
produtivos para o cultivo de microalgas, bem como reduzem os riscos de contaminacao.
Entretanto, deve-se mencionar que os sistemas fechados exigem custos de capital maiores que
os sistemas abertos (CHISTI, 2007). Ressalta-se que cada sistema, seja aberto ou fechado,
apresenta vantagens e desvantagens conforme detalhado no Quadro 3.1.

Embora pouco utilizado na fotofermetacdo de algas, o biorreator do tipo tanque
agitado também pode representar um ganho tecnologico. Segundo o estudo desenvolvido por
SILVA et al. (2016), o objetivo do trabalho consistia em produzir H; através de um biorreator
de 1,5 L sob agitagdo com a utilizacdo de bactérias fotossintetizantes purpura nao sulfurosa
R. capsulatus, aplicando efluente de fermentagdo escura como substrato.

Quando os sistemas hibridos sdo empregados, necessita-se de uma combinagdo de
fotobiorreatores fechados e sistemas abertos. O primeiro estdgio consiste no cultivo de
microalgas em fotobiorreatores fechados, com o objetivo de evitar a contaminagdo. Em
seguida, o proximo estagio consiste em transporta-las para os sistemas de lagoas abertas com
disponibilidade de nutrientes a fim de facilitar a produ¢do de biomassa (BRENNAN e
OWENDE, 2010).
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Quadro 3.1 - Vantagens e desvantagens dos sistemas abertos e fechados (BRENNAN e
OWENDE, 2010; DEMIRBAS, 2010; RAZZAK et al., 2013)

Sistemas de

Vantagens Limitacoes
cultivo
Raceway > Baixo custo de capital, > Limitada para algumas
> Baixo custo de operagao; espécies de microalgas;
> Fécil manutengao; > Facilidade de
> Sistema simples; contaminagao;
> Entrada de pouca energia. | » Baixa  eficiéncia  de
mistura;
> Dificuldade de controlar
o0 crescimento.
Fotobiorreator > Elevada quantidade de | > Alto custo de capital;
Tubular biomassa de microalgas; > Necessidade de
> Grande area de superficie | fornecimento de ar para operar
de iluminacdo, sendo menos de | utilizando bombas;
0,1 m de diametro, facilitando a | » Elevada concentragao de
entrada de luz. O, inibe a fotossintese;
> Facilidade de projetar, | > Incrustacao.
instalar e operar;
> Menor tempo de colheita.
Fotobiorreator > Relativamente barato; > Limitacao de
flat-plate > Elevada produtividade de | crescimento na regido perto da
biomassa; parede;
> Acumulo baixo de | » Foto-inibi¢ao pode
oxigenio; ocorTer.
> Grande area de superficie
de iluminacao;
> Facilidade de limpar e
esterilizar.
Fotobiorreator de | » Baixo consumo de energia; | » Relativamente caro;
coluna > Compacto; > Elevado custo de
> Elevada transferéncia de | manutencao;
massa; > Pequena area de
> Eficiéncia na mistura com | iluminacao
baixa tensdo de cisalhamento; > Material de construgao
> Facilidade de esterilizagdo; | sofisticado;
> Menor ocorréncia de foto-

inibi¢do e foto-oxidagao.
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4 - MATERIAL E METODOS

Neste topico foram especificados o material, os procedimentos e as varidveis
envolvidas nos processos nos quais o potencial da alga C. reinhardtii como produtora de
etanol foi estudado. O fluxograma apresentado na Figura 4.1, demonstra a evolucdo da

pesquisa e as praticas experimentais executadas.

Expansdo do banco de
cultura da alga verde
Chlamydomonas
reinhardlii em meio
liquido

Etapa 1 — Reatores de 50 mL
J\L » Avaliacdo das fontes de carbono
» Avaliagdo do sistema hibrido
» Avaliacdo da supressdo de acido acético

Preparagdo do inéculo

u , | Etapa 2 — Biorreatorde 1,5 L
» Avalia¢do do sistema hibrido

Curva de crescimento
celular

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.

4.1. Alga verde e meio de cultivo

Neste estudo utilizou-se a alga verde unicelular C. reinhardtii CC-124 proveniente
do banco canadense Chlamydomonas Resource Center. As algas foram mantidas em meio
basal Tris Acetate Phosphate (TAP) conforme proposto por ANDERSEN (2005), sendo que
sua formulacao esta detalhada na Tabela 4.1.

A composicao do meio inclui solugdes como TAP sais, solucao de fosfato e tragos de

elementos que basicamente sdo combinagdes com outras substancias e estdo especificadas nas
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Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4. Deve-se observar que no meio também ha presenga de acido acético,

cuja concentragao ¢ de 17,4 mmol/L.

Tabela 4.1 - Composi¢do do meio TAP

Reagentes Quantidade adicionada em 1000 mL
Tris-base NH,C(CH,OH); 2,42¢
TAP Sais 25,00 mL
Solugao de fosfato 1,00 mL
Trago de elementos 1,00 mL
Acido Acético 1,00 mL

Tabela 4.2 - Composi¢do da solugdo TAP sais

Reagentes Concentracgdo (g/L)
NH,4CI 15,00
MgS0,4.7H,0 4,00
CaCl,.2H,0 2,00

Tabela 4.3 - Composi¢do da solucdo de fosfato

Reagentes Concentracdo (g/100mL)
K,;HPO, 28,80
KH,PO4 14,40

Tabela 4.4 - Composi¢ao de tragos de elementos

Reagentes Concentracdo (g/100mL)
Na,EDTA.2H,0 5,00
ZnS04.7H,0 2,20
H;BO; 1,14
MnCl,.4H,0 0,50
FeS0O,4.7H,0 0,50
CoCl,.6H,0O 0,16
CuS04.5H20 0,16
(NH4)6.M0O3 0,11

O meio foi preparado em camara de fluxo laminar utilizando os reagentes
mencionados na Tabela 4.1, dissolvendo-os em dgua deionizada, com pH ajustado em
7 £ 0,10. Em seguida, o meio foi esterilizado a uma temperatura de 121 + 1 °C, a 1 atm por
20 minutos. Deve-se destacar que as vidrarias utilizadas para a preparacdo do meio foram

previamente esterilizadas.
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Para determinados ensaios, fontes de carbono foram adicionadas ao meio basal a fim
de incrementar os resultados. Nos experimentos que utilizaram meio TAP isento de enxofte,
os reagentes que continham em sua composicdo enxofre foram substituidos por sais de
cloreto, e suas concentracdes foram devidamente ajustadas. Com isso, foi necessario
determinar a equivaléncia do nimero de mols a fim de ndo faltar ions para atividade da alga.

As Tabelas 4.5 e 4.6 apresentam claramente estas modificagdes.

Tabela 4.5 - Componentes do TAP sais com a substituicdo dos sulfatos por cloreto

Reagentes Concentracgdo (g/L)
NH,Cl 15,00
MgCl,.6H,0O 3,29
CaCl,.2H,0 2,00

Tabela 4.6 - Componentes do trago de elementos com a substituicao dos sulfatos por cloreto

Reagentes Concentracdo (g/100mL)

Na,EDTA.2H,0 5,00
ZnCl,.7H,0O 2,12
H;BO; 1,14
MnCl,.4H,0O 0,50
FeCl, 0,50
CoCl,.6H,0 0,16
CuCl,.2H,0 0,11
(NH4)6.M0O3 0,11

4.2. Bactéria e meio de cultivo

A bactéria fotossintetizante purpura ndo sulfurosa R. capsulatus foi adquirida do
banco alemao DSMZ e mantida em meio basal RCV (WEAVER, WALL e GEST, 1975). O
meio RCV (Rhodobacter capsulatus V minimal medium) ¢ composto pelos reagentes

apresentados nas Tabelas 4.7 e 4.8.
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Tabela 4.7 - Componentes do meio basal RCV originalmente utilizado para cultivo da
Rhodobacter capsulatus

Reagentes Concentracgdo (g/L)
Acido malico 4,02
KH,PO4 0,60
K,HPO,4 0,90
MgS04.7H,0O 0,12
CaCl,.2H,O 0,075
Na,EDTA.2H,0 0,02
Micronutrientes I mL
Tiamina 0,001
(NH4)2SO4 1,00

Tabela 4.8 - Composi¢des da solu¢do de micronutrientes utilizada no meio basal RCV

Reagentes Concentracgdo (g/L)
H3BO3 2,80
MnSO4.H,O 1,59
NaMo04.2H,0 0,75
ZnS04.7H,0 0,24
CaCl,.2H,0 0,075
CuCl,.2H,0 0,05

O meio foi preparado utilizando os reagentes especificados na Tabela 4.7,
dissolvendo-os em agua deionizada, com pH ajustado em 6,8. Em seguida, o meio foi
esterilizado a uma temperatura de 121 £ 1 °C, a 1 atm por 20 minutos. Deve-se destacar que

as vidrarias utilizadas para a preparacdo do meio foram previamente esterilizadas.

4.3. Cultivo do inoculo da alga

Foram realizados repiques sucessivos em erlenmeyers de 500 mL a fim de se obter
uma quantidade satisfatéria para a realizacdo das fotofermentagdes. O procedimento dos
subcultivos consistiu em adicionar 250 mL de meio TAP fresco em 250 mL de suspensao de
algas em um intervalo de 10 dias, realizado no fluxo laminar. As algas foram incubadas em

estufa germinadora a 25 + 1 °C sob um sistema de fotoperiodo de 12 horas.
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4.4. Cultivo do inoculo da bactéria

Os repiques realizados da bactéria fotossintetizante purpura ndo sulfurosa R.
capsulatus foram realizados no fluxo laminar a cada 10 dias. O procedimento consistiu em
centrifugar as células a 8000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
descartado e o sedimento obtido foi ressuspenso em meio fresco. Em seguida, o gas argdnio
foi borbulhado por 3 minutos no indculo para garantir a anaerobicidade. Os frascos foram

mantidos em camara de germinagdo a 30 £ 1 °C, sob iluminagao de 2200 lux a luz continua.

4.5. Condicoes para a fermentacio

Em todos os ensaios realizados foi fixada a concentragdo inicial de indculo de alga
em 0,10 g/L. A biomassa da alga foi reativada em reatores de 50 mL (frascos de penicilina) e
em reator STR de 1,5 L. Para garantir a condi¢do anaerébia nas fermentacdes foi purgado gas
nitrogénio em um periodo de 3 minutos apos a coleta das amostras. Além disso, as
fermentagdes foram analisadas por 10 dias e submetidas a um sistema de fotoperiodo de 12
horas a temperatura de 25 °C. Por fim, vale ressaltar que o in6culo de alga utilizado ocorreu
logo apo6s o processo de repique, enquanto que o indculo da bactéria R. capsulatus foi

utilizado apds 5 dias o procedimento de repique.

4.5.1. Condigoes para a fermentagdo em reatores de 50 mL

Foram utilizados frascos de penicilina de 50 mL como reatores, que foram
devidamente selados com septo de silicone e lacrados com aluminio para serem esterilizados a
uma temperatura de 121 £ 1 °C, a 1 atm por 20 minutos. Ap0s a esterilizagdo dos reatores e
das vidrarias, a preparacao das fermentagdes ocorreu em camara de fluxo laminar, sendo que
o volume 1til foi de 40 mL. Em seguida, os reatores foram mantidos em estufa germinadora a
25 °C £ 1 °C sob um sistema de fotoperiodo de 12 horas. A coleta das amostras ocorreu a
cada 48 horas a um volume de 5 mL, sabendo que a anélise da clorofila ocorreu no inicio € no

final da fermentagdo com volume de 20 mL. Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.5.2. Condigoes para a fermentagdo em biorreator de 1,5 L
Utilizou-se reator anaerébico STR de volume 1,5 L, sendo que o volume util foi de

700 mL. O reator foi lavado com 4&lcool 70 % e, em seguida, com &gua deionizada
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esterilizada. Apods a esterilizagdo dos reatores e das vidrarias, a preparagao das fermentagdes
ocorreu em camara de fluxo laminar. A fermentag¢ao foi mantida sob intensidade luminosa de
5000 lux, com agitacao de 120 rpm e fotoperiodo de 12 horas. Foram coletadas amostras de
10 mL a cada 24 horas, porém no intervalo de tempo que foi analisado a clorofila as amostras
coletadas foram de 20 mL.

A Figura 4.2 mostra como as fermentagdes foram conduzidas utilizando Modulo
Fermentador Tec-Bio-Flex, Tecnal® equipado com agitador mecénico e com controle de

temperatura e fotoperiodo.

4.6. Producio de etanol por fotofermentacio em reatores de 50 mL

4.6.1. Avalia¢do das fontes de carbono

Foram utilizadas fontes de carbono a fim de potencializar a produgdo de etanol. No
Ensaio 1, o meio TAP foi suplementado com fontes de carbono: glicose e permeado de soro
de leite (contendo cerca de 70 % de lactose), individualmente e simultaneamente, com
concentragdo inicial de 1 g/L de glicose e/ou lactose. No Ensaio 2 foram utilizadas as mesmas
fontes de carbono e com a mesma concentragao inicial de glicose e/ou lactose, no entanto,
estas fontes foram adicionadas no meio TAP isento de enxofre.

Complementarmente no Ensaio 3 foram realizados experimentos com trés fontes de
lactose: permeado de soro de leite (PSL), soro de leite (contendo cerca de 50 % de lactose) e a

lactose PA. Neste ensaio o meio TAP foi suplementado com estas fontes de lactose
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individualmente, na concentracdo de 5 g/L, com o objetivo de avaliar a fonte mais adequada

para a alga C. reinhardltii.

4.6.2. Avaliacado do sistema hibrido

Neste quarto ensaio (Ensaio 4) foi avaliado o efluente proveniente da
fotofermentagdo da bactéria fotossintetizante parpura ndo sulfurosa (PNS) R. capsulatus
(RCV metabolizado) como meio de fermentagdo para a alga verde unicelular C. reinhardtii.
O sobrenadante proveniente da fotofermentacdo da bactéria R. capsulatus foi adquirido apos 5
dias do procedimento de repique. Este meio foi esterilizado para garantir a auséncia de
bactéria e o pH foi ajustado em 7. Em algumas condigdes este meio foi suplementado com

glicose e PSL individualmente com concentragdo inicial de 5 g/L de glicose ou lactose.

4.6.3. Avalia¢do da supressdo de acido acético

No Ensaio 5 foi avaliada a retirada de 4cido acético do meio TAP, uma vez que o
meio apresenta originalmente em sua composicao este acido (Tabela 4.1), como também no
meio TAP isento de enxofre. No Ensaio 6 o meio TAP e o meio TAP isento de enxofre na

auséncia de acido acético foram suplementados com PSL iniciando com 5 g/L de lactose.

4.7. Producio de etanol por fotofermentacio em biorreator de 1,5 L

4.7.1. Avaliagado do sistema hibrido

No Ensaio 7 foi avaliado o efluente proveniente da fotofermentacdo da bactéria
fotossintetizante R. capsulatus (RCV metabolizado) como meio de fermentacdo para a alga
verde C. reinhardtii. O sobrenadante proveniente da fotofermentacdo da bactéria
R. capsulatus foi adquirido apos 5 dias do procedimento de repique. Este meio foi esterilizado
para garantir a auséncia de bactéria e o pH foi ajustado em 7. Em outra condi¢do este meio foi
suplementado com PSL com concentracdo inicial de 5 g/L de lactose. Deve-se esclarecer que
as condi¢des controle (meio TAP e meio TAP isento de enxofre) também foram avaliadas, e
somente nestas condi¢des que houve controle de pH em torno de 7 ao longo da fermentagao.

Foi realizado também um experimento (Ensaio 8) com o efluente da fotofermentagao
da bactéria fotossintetizante R. capsulatus (RCV metabolizado) suplementado com PSL na

concentragdo inicial de 5 g/L de lactose como meio de fermentacgdo para a alga C. reinhardtii.
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O sobrenadante proveniente da fotofermentagcdo da bactéria R. capsulatus foi adquirido apds 5

dias do procedimento de repique. Este meio foi esterilizado para garantir a auséncia de

bactéria e o pH foi ajustado em 7. No entanto, a cada 48 horas foi removido um terco do

volume util do biorreator, incluindo as células da alga, e reabastecido com meio fresco (RCV

metabolizado) suplementado com PSL para a concentracdo de lactose alcangar novamente

5 g/L. A coleta das amostras ocorreu apos a adi¢do de meio fresco e foi realizado o controle

de pH em torno de 7 ao longo da fermentagao.

De acordo com o Quadro 4.1 ¢ possivel obter uma melhor compreensdo dos ensaios

realizados bem como suas respectivas condigdes avaliadas.

Quadro 4.1 — Sumarizacao dos ensaios realizados com suas respectivas condi¢des avaliadas

Ensaios Condicoes
Condicgao 1: Meio TAP (Condigao controle)
Condicdo 2: Meio TAP suplementado com PSL (Concentragdo inicial de
. 1 g/L de lactose)
Ensaio 1

(Escala reduzida)

Condicao 3: Meio TAP suplementado com GLC (Concentragao inicial

de 1 g/L de glicose)

Condigdo 4: Meio TAP suplementado com PSL e GLC (Concentracao
inicial de 1 g/L de lactose e 1 g/L de glicose)

Ensaio 2

(Escala reduzida)

Condicao 5: Meio TAP isento de enxofre (Condigdo controle)

Condi¢ao 6: Meio TAP isento de enxofre suplementado com PSL

(Concentragdo inicial de 1 g/L de lactose)

Condicao 7: Meio TAP isento de enxofre suplementado com GLC

(Concentragao inicial de 1 g/L de glicose)

Condig¢ao 8: Meio TAP isento de enxofre suplementado com PSL e GLC
(Concentragao inicial de 1 g/L de lactose e 1 g/L de glicose)

Ensaio 3

(Escala reduzida)

Condi¢ao 9: Meio TAP (Condigao controle)

Condigdo 10: Meio TAP suplementado com PSL (Concentragdo inicial

de 5 g/L de lactose)

Condigao 11: Meio TAP suplementado com soro de leite (Concentragao

inicial de 5 g/LL de lactose)

Condigdo 12: Meio TAP suplementado com lactose PA (Concentracio

inicial de 5 g/L de lactose)
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Continuacao do Quadro 4.1.

Ensaio 4

(Escala reduzida)

Condicdo 13: Meio TAP (Condigdo controle)

Condigao 14: Meio RCV metabolizado

Condi¢ao 15: Meio RCV metabolizado suplementado com PSL

(Concentragdo inicial de 5 g/L de lactose)

Condicao 16: Meio RCV metabolizado suplementado com GLC

(Concentragao inicial de 5 g/L de glicose)

Ensaio 5

(Escala reduzida)

Condicdo 17: Meio TAP (Condigao controle)

Condigao 18: Meio TAP isento de acido acético

Condicao 19: Meio TAP isento de enxofre (Condig¢ao controle)

Condicdo 20: Meio TAP isento de enxofre e 4cido acético

Ensaio 6

(Escala reduzida)

Condicao 21: Meio TAP (Condicao controle)

Condicao 22: Meio TAP suplementado com PSL (Concentragdo inicial

de 5 g/L de lactose)

Condigao 23: Meio TAP isento de 4cido acético suplementado com PSL

(Concentragao inicial de 5 g/L de lactose)

Condicdo 24: Meio TAP isento de enxofre (Condi¢do controle)

Condi¢ao 25: Meio TAP isento de enxofre suplementado com PSL

(Concentragao inicial de 5 g/L de lactose)

Condicao 26: Meio TAP isento de enxofre e acido acético suplementado

com PSL (Concentragdo inicial de 5 g/L de lactose)

Ensaio 7

(Escala ampliada)

Condicdo 27: Meio TAP (Condigao controle)

Condicao 28: Meio TAP isento de enxofre (Condic¢ao controle)

Condig¢do 29: RCV metabolizado

Condig¢do 30: RCV metabolizado suplementado com PSL (Concentracao
inicial de 5 g/LL de lactose)

Ensaio §

(Escala ampliada)

Condigdo 31: Fermentagdo com corte - RCV metabolizado suplementado
com PSL com reabastecimentos a cada 48 horas (Concentragdao de 5 g/L

de lactose)

GLC: glicose; PSL: permeado de soro de leite.
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4.8. Metodologia Analitica

4.8.1. Determinacdo do crescimento celular

O procedimento da concentracao de sélidos volateis (SV) foi realizado pelo método
gravimétrico. Para a constru¢do da curva de calibracdo, a andalise de absorbancia foi
determinada em espectrofotometro a um comprimento de onda de 665 nm (DOgss), €,
consequentemente convertida em g/L pela equacdo de correlagdo entre DOggs € g de SV/L
(CLESCERI, EATON ¢ GREENBERG, 1998). A primeira etapa consistiu na centrifugacao
de uma amostra de inoculo de 20 mL a 8000 rpm durante 20 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido lavado por duas vezes com agua destilada e
centrifugado apods cada lavagem. Posteriormente, o sedimento celular foi transferido para as
capsulas de porcelana (cadinho), as quais foram previamente calcinadas e pesadas, tendo
Py (mg). Por conseguinte, estas capsulas foram mantidas na estufa a uma temperatura de
110 £ 1 °C, até a estabilidade do peso. Apds esta etapa, as capsulas foram destinadas a um
dessecador para esfriarem, e a partir dai foram pesadas novamente, determinando P; (mg). A
proxima etapa consistiu em calcinar a amostra celular em mufla a uma temperatura de
550 £ 1 °C por um periodo de 30 minutos. Posteriormente as amostras foram levadas a um
dessecador para seu resfriamento, sendo novamente pesadas obtendo P¢ (mg). As Equagdes
4.1, 4.2 e 4.3 representam a quantificacdo dos solidos totais (ST), volateis (SV) e fixos (SF).
A curva de calibragdo construida relacionou a absorbancia observada a 665 nm e a

concentracao de solidos volateis.

ST (7) = 57 (@.1)
SV (%) = (P;fo) (4.2)
ST (%) = @ (4.3)

4.8.2. Determinagdo da clorofila
Para a quantificagdo da clorofila, uma suspensao de 20 mL de algas foi centrifugada

a 8000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento obtido ressuspenso em
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acetona (90 %) a um volume de 10 mL. Apos isso, a lise celular foi verificada através do uso
de esferas de vidro. O processo de abrasdo foi realizado em agitador tipo vortex utilizando
esferas de vidro, 1,1 g de esfera de vidro com diametro entre 0,6 e 0,8 mm para cada mililitro
de suspensao celular. A suspensao foi agitada por 40 minutos, com intervalos de 2 minutos de
repouso em banho de gelo a cada 5 minutos de agitagcdo, obtendo-se o extrato bruto com
c¢lulas. Em seguida, a clorofila foi quantificada através de andlise espectrofotométrica,
método de JEFFREY ¢ HUMPHREY (1975) modificado (MOHSENPOUR, RICHARDS e
WILLOUGHBY, 2012). Como branco utilizou-se uma solugdo de acetona a 90 %. As
concentragdes de clorofila a, b e ¢ foram calculadas de acordo com as Equacdes 4.4, 4.5 ¢ 4.6
(JEFFREY e HUMPHREY, 1975), enquanto que a clorofila total foi obtida pela soma das

clorofilas a, b e c, representada pela Equacao 4.7.

clorofila a (%) = (11,85 * (DOgg4 — DO;50) — 1,54 % (D0g47 — DO;50) — 0,08

3

(DOgsy — DO750)) * () (44)

clorofilab (22) = (=543 + (DOgss — DO7s0) + 21,03 * (D047 — DO;50) — 2,66 *

(DOg30 — DO750)) * <Ll/;f) (4.5)

clorofila c (%) = (=1,67 * (D044 — DO7s0) — 7,60 * (DOg47 — DO750) + 24,52 *

3

(DOgsy = DO750)) * () (46)

clorofila total (%) = (clorofila a) + (clorofila b) + (clorofila c) (4.7)

Nas quais, DO a densidade 6tica, L a espessura da cubeta, V o volume de extracdo e
V¢ o volume de filtrado (suspensdo celular). A absorbancia verificada a 750 nm foi a

correlagdo para a turbidez.
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4.8.3. Andlises cromatogrdficas

4.8.3.1. Determinagdo de dcidos orgdnicos, aguicares e etanol — cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

As concentragdes de acidos, agucares e etanol foram analisadas por cromatografia
liquida de alto desempenho HPLC (Shimadzu modelo LC-20A proeminéncia, Supelcogel,
coluna C-610H), sendo que os compostos de acticares e etanol foram detectados pelo indice
de refragdo, enquanto que os compostos de acidos organicos foram determinados por luz
ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 210 nm. As amostras foram diluidas e
posteriormente filtradas através de um filtro 0,22 um. A temperatura da coluna manteve-se a
32 °C e uma solucdo aquosa de H3PO4 (0,1 %) foi utilizada como fase moével para a eluigdo a

0,5 mL/min. O volume da amostra injetada no HPLC foi de 20 pL.

4.8.4. Determinag¢do do teor de carbono total e nitrogénio total

As amostras foram caracterizadas em relagdo ao carbono organico total (COT) e
nitrogénio total (NT) por meio da técnica de combustdo catalitica a alta temperatura,
utilizando o aparelho analisador Total Organic Carbon Analyzer TOC-L CPH/CPN da
Shimadzu.

4.9. Determinacdo dos parametros cinéticos: taxa especifica maxima de crescimento,
tempo de duplicacio e coeficientes de consumo especificos

A taxa especifica maxima de crescimento ([max) foi determinada durante a fase de
crescimento exponencial através do coeficiente angular da reta ajustada para a variagdo do

logaritmo neperiano da densidade celular com o tempo, conforme mostrado na Equagao 4.8.

__A(InX)

Umax = At (4.8)

O tempo de duplicagdo celular (t,) foi determinado pela razio entre o logaritmo

neperiano de 2 € pnax como mostra a Equagao 4.9.

ty = (4.9)
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Os coeficientes de consumo especificos (q;) de glicose, lactose, acucar total e acido
acético foram determinados durante a fase de crescimento exponencial através da Equacdo

4.10.

()
q; = (d‘éfv) * Winax (4.10)

dt

Sendo S, a concentragdo do substrato i (glicose, lactose, agucar total ou acido
acético), X a concentragdo de células vidveis, pmax a taxa especifica maxima de crescimento e

t o tempo.

4.10. Produtividade

O célculo da produtividade, em relacdo ao etanol produzido foi obtido conforme

apresentado na Equacao 4.11.

mmol de etanol

Produtividade = (4.11)

volume reacional+*tempo
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5 -RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico foi abordado o detalhamento dos resultados obtidos em escala reduzida
(reatores de 50 mL) e em escala ampliada (biorreator de 1,5 L), avaliando a variagdo de
parametros operacionais como fontes de carbono, supressao de acido acético e de enxofre,
além do uso de sistema hibrido, a fim de se obter uma melhor compreensao do metabolismo

da microalga C. reinhardtii.

5.1. Escala reduzida: Reatores de 50 mL (Frascos de penicilina)

5.1.1. Avaliagdo das fontes de carbono

No primeiro ensaio (Ensaio 1) o meio TAP, utilizado como meio de fermentacio
para a microalga C. reinhardtii, foi suplementado com fontes de agucar, sendo utilizados a
glicose e o PSL (70 % de lactose) individualmente e simultaneamente, com concentragdes
iniciais de 1 g/L de glicose e/ou lactose. A Tabela 5.1 apresenta a densidade celular final e os
resultados dos parametros de taxa especifica maxima de crescimento (Umsx) € tempo de
duplicagdo (tg), enquanto que a Figura 5.1 apresenta a cinética de crescimento celular ao

longo da fermentagao.

Tabela 5.1 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplica¢do do Ensaio 1

Condicdes Blom(ags/ifl) final tll;“i‘; (tl(li)

TAP 1,14 0,025 28

TAP com PSL 2,08 0,023 29
TAP com GLC 2,03 0,016 43
TAP com PSL ¢ GLC 2,28 0,023 29

PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.1 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 1.

Observa-se pela Figura 5.1 que foi verificado crescimento celular ao longo da
fermentagdo, atingindo uma densidade algal final de 2,28 g/L. no meio suplementado com PSL
e glicose (Condicao 4). No meio suplementado apenas com PSL (Condig¢dao 2) a densidade
algal final foi de 2,08 g/L e no meio suplementado apenas com glicose (Condicdo 3) a
densidade algal final alcangou 2,03 g/L, enquanto que no meio TAP (Condigdo controle/
Condig¢ado 1), a densidade da alga atingiu 1,14 g/L. No meio TAP suplementado apenas com
PSL (Condigao 2), como também no meio TAP suplementado com glicose e PSL (Condigao
4) simultaneamente, o comportamento foi semelhante, apresentando um crescimento
exponencial nas 144 horas iniciais, além dos valores obtidos para a taxa especifica maxima de
crescimento e tempo de duplicagdo serem de 0,023 h™' e 29 horas, respectivamente (Tabela
5.1). Ja na condigdo controle (Meio TAP), a fase exponencial foi verificada nas 96 horas
iniciais, ap0s este periodo manteve-se praticamente constante até o término da fermentagao.

No meio TAP suplementado com glicose (Condigdo 3), o crescimento celular no
inicio da fermentacdo foi mais lento que os demais e a fase exponencial foi verificada ap6s 96
horas. Isso demonstrou uma maior adaptagdo da microalga C. reinhardtii ao uso da lactose
presente no PSL. Segundo MARKOU e GEORGAKAKIS (2011) as algas azuis
(cianobactérias) podem contribuir no tratamento de efluentes agroindustriais reduzindo
consideravelmente poluentes inorganicos (minerais e fosfatados) e organicos (lactose, amonia,
gorduras e proteinas originalmente encontrados no leite). Por outro lado, PEREZ-GARCIA et
al. (2011) discutiram que fontes de carbono como sacarose, lactato, lactose e etanol podem ser

utilizadas sob condi¢des heterotréficas em culturas de microalgas.
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Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracdo de clorofila, que foi analisada no inicio e no final da fermentagdo, estad

diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Quantificagao da clorofila no inicio e no final da fermentacao do Ensaio 1

Clorofila (mg/m?)
Tempo (horas
po ( ) TAP TAP com PSL.  TAP com GLC TAP:I‘;‘;‘LGLC
0 9,27 9,72 8,59 8,91
240 38.81 86,74 67.34 52,45

PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose

Para uma melhor compreensdo da atividade da célula da alga procurou-se analisar o
teor de clorofila, uma vez que pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotendides),
localizados na membrana tilacéide dos cloroplastos das algas, absorvem a energia luminosa
que ¢ utilizada no processo fotossintético (HIRANO et al., 1997). Tais pigmentos fornecem
informagdes quanto a viabilidade destes individuos, ja que a atividade fotossintética esta
direta ou indiretamente relacionada com a sintese de inumeros insumos de valor agregado. Na
Tabela 5.2 foi possivel observar a sintese de clorofila, fato que sugere boa adaptacao da alga
nas condigdes operacionais utilizadas. Ressalta-se também que na presenca de lactose, em
detrimento da glicose, uma maior sintese de clorofila foi verificada, atingindo 86,74 mg/m?® no
final da fermentacdo. Isto novamente revela a preferéncia da alga pela fonte mixotréfica de
carbono lactose na produgao de biomassa.

Neste ensaio, a producdo de etanol foi insignificante, indicando que a microalga
consumiu os agucares privilegiando rotas metabolicas destinadas ao seu crescimento. Desta
forma, torna-se necessario compreender como ocorreu o consumo de glicose, de lactose, bem
como a evolucao do acido acético, apresentados nas Figuras 5.2, 5.3 e 5.4, respectivamente,
enquanto que a Tabela 5.3 apresenta o consumo especifico de glicose, de lactose, de agucar

total e de acido acético.
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Tabela 5.3 - Dados do consumo especifico da glicose (qgLc), da lactose (qrac), do agucar total
(qat) € do acido acético (qsc. acetico) d0 Ensaio 1

L qaGLc qrac qat (sc. acético
Condigoes (8GLC/8biomassa™)  (ELAC/Cbiomassa™)  (ZAT/Ebiomassa™N)  (ac.acético/Shiomassa™ N)
TAP - - - 0,0109
TA}})Siom B 0,0130 - 0,0115
Yae 0,0082 - - 0,0068
Pgﬁi CC?inC ) - 0,0254 0,0107

PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose; AT: agticar total
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Figura 5.2 - Consumo de glicose do Ensaio 1.
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Figura 5.3 - Consumo de lactose do Ensaio 1.

Pelas Figuras 5.2 e 5.3 observa-se que a glicose foi totalmente consumida nas 48
horas iniciais nas duas condi¢gdes suplementadas com este composto (Condigdes 3 e 4),
enquanto que a lactose foi totalmente consumida nas 96 horas iniciais no meio suplementado
apenas com PSL (Condicao 2). Porém, no meio com a presencga de glicose ¢ PSL (Condicao
4), a lactose foi consumida totalmente nas 48 horas iniciais. De acordo com a Tabela 5.3,
observou-se que o consumo especifico em relacdo aos agicares ¢ maior no meio com a

presenca de lactose (0,0130 gpac/Ebiomassa-h)-
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Figura 5.4 - Evolugao do acido acético do Ensaio 1.
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Em relag@o ao acido acético apresentado na Figura 5.4, percebe-se que no meio TAP
(Condicao 1) o acido acético foi consumido nas 96 horas inicias, em seguida, destaca-se o
meio TAP suplementado apenas PSL (Condi¢ao 2), em que o acido acético foi consumido
mais rapidamente quando comparado com as demais condigdes suplementadas com agucares.
Tal fato também foi confirmado pelo célculo do consumo especifico deste componente
(Tabela 5.3). No entanto, no meio TAP contendo glicose (Condi¢do 3), o consumo de acido
acético foi lento no inicio, apresentando um consumo acelerado apos as 96 horas que coincide
com a fase exponencial do crescimento celular.

Observa-se que em 144 horas o acido acético foi praticamente consumido em todas
as condi¢des analisadas e, nesse mesmo tempo, a glicose e a lactose ja tinham sido
consumidas. Percebe-se que no periodo de 144 horas em diante o crescimento celular
permaneceu praticamente constante (Figura 5.1), devendo-se, portanto a exaustao das fontes
de carbono no meio. Além disso, ¢ possivel verificar que o consumo dos agucares foi mais
rapido que o consumo de acido acético, relatando a preferéncia da microalga para este tipo de
nutriente, conforme verificado na Tabela 5.3.

Além da presenga de fontes de carbono no meio TAP, a presenga ou ndo de enxofre
também influencia o metabolismo da alga, com isso, no Ensaio 2 foi avaliado o meio TAP
isento de enxofre suplementado com glicose e PSL individualmente e simultaneamente, com
concentragdes iniciais de 1 g/L de glicose e/ou lactose, como meio de fermentagdo para a
microalga C. reinhardtii.

A Tabela 5.4 apresenta a densidade celular final e os resultados dos parametros de
taxa especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de duplicagdo (t4), enquanto que a

cinética de crescimento celular estd apresentada na Figura 5.5.

Tabela 5.4 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplicac¢do do Ensaio 2

i Biomassa final Mmax ta

Condicoes (/L) (h'l) (h)
TAP-S 1,17 0,021 33

TAP-S com PSL 1,68 0,027 26
TAP-S com GLC 1,20 0,022 31
TAP-S com PSL e GLC 1,61 0,028 25

TAP-S: TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.5 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 2.

A partir da Figura 5.5, verifica-se que houve crescimento celular ao longo da
fermentagdo, atingindo uma densidade algal final de 1,68 g/L no meio suplementado apenas
com PSL (Condigdo 6), enquanto que no meio suplementado com glicose € PSL (Condigao 8)
simultaneamente a densidade algal final foi de 1,61 g/L. No meio suplementado apenas com
glicose (Condic¢do 7) a densidade algal final alcancou 1,20 g/L, que foi praticamente a mesma
alcangada pelo meio TAP isento de enxofre sem a adigdo de agtcares (Condi¢do controle/
Condicao 5), sendo de 1,17 g/L. Observa-se que na Tabela 5.4 a taxa especifica maxima de
crescimento esta em torno de 0,02 h! em todas as condi¢des analisadas, como também, o
tempo de duplicagdo esta variando de 25 a 33 horas. O crescimento verificado nas condi¢des
apresentadas foi semelhante, apresentando uma fase exponencial apds as 48 horas. Além
disso, ¢ nitido que no meio TAP isento de enxofre suplementado com glicose e PSL
(Condigao 8), apos as 96 horas, o crescimento se mantém constante at¢ o término da
fermentacdo, enquanto que nas demais condi¢des ainda se observa ligeiro crescimento. Como
no experimento anterior (Ensaio 1), novamente o meio suplementado apenas com glicose
(Condigao 7) demonstrou um crescimento retardado, confirmando que a microalga
C. reinhardtii apresentou maior adaptagao ao uso da lactose presente no PSL. Além disso,
deve-se destacar que no Ensaio 1, a densidade celular atingiu valores mais elevados
(alcangando em torno de 2 g/L. de biomassa de alga), j& que a microalga ¢ originalmente
cultivada em meio TAP contendo enxofre e ja se encontrava plenamente adaptada a este tipo

de meio.
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Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracdo de clorofila, que foi analisada no inicio e no final da fermentagdo, estad

diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Quantificagao da clorofila no inicio e no final da fermentacao do Ensaio 2

Clorofila (mg/m?)
Tempo TAP-S com GLC
(h) TAP-S TAP-S com PSL  TAP-S com GLC o PSL
0 10,96 10,72 10,59 10,91
240 27,96 46,75 40,00 45,77

TAP-S: TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose

Por meio da Tabela 5.5, ¢ possivel identificar uma maior sintese de clorofila no meio
suplementado apenas com PSL (Condigcdo 6: 46,75 mg/m?®), seguido pelo meio com a
presenca de glicose e PSL (Condicao 8: 45,77 mg/m?). Posteriormente, o meio suplementado
com glicose (Condicdo 7), sendo de 40 mg/m?, e por fim, a condi¢do controle (Meio TAP
isento de enxofre/ Condi¢ao 5), com concentragdo de clorofila em 27,96 mg/m?®. Com base
nestes valores ¢ possivel relatar que a concentracdo de clorofila esta diretamente ligada a
densidade celular, uma vez que as maiores concentracdes de clorofila coincidem também com
a maxima biomassa (Tabela 5.4).

Neste ensaio foi verificada a sintese de etanol conforme apresenta a Figura 5.6,
enquanto que a Tabela 5.6 apresenta a maxima produgdo de etanol e respectivas

produtividades volumétricas.

Tabela 5.6 - Dados de concentracao maxima de etanol produzido e respectivas produtividades
volumétricas de etanol do Ensaio 2

Condicdes Concentracao Produtividade VoluméFrica
de etanol (mg/L) de etanol (mmol/L.dia)
TAP-S 40,22 0,44
TAP-S com PSL 911,39 3,29
TAP-S com GLC 1114,55 2,42
TAP-S com PSL e GLC 1189,91 2,58

TAP-S: TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.6 - Evolucao do etanol do Ensaio 2.

De acordo com a Figura 5.6, observa-se que o méaximo de etanol produzido foi de
1189,91 mg/L no meio TAP isento de enxofre suplementado com glicose e PSL (Condicao 8).
Em seguida foi alcancada 1114,55 mg/L de etanol no meio TAP isento de enxofre contendo
glicose (Condi¢ao 7) no final da fermentagdo. Entretanto, no meio TAP isento de enxofre com
PSL (Condi¢do 6), a concentracdo de etanol atingiu 911,39 mg/L no tempo de 144 horas.
Além disso, ¢ necessario mencionar que no meio TAP isento de enxofre sem a adicdo de
acucares (Condi¢ao 5), a producao de etanol foi insignificante. Isto indica que para a
producao deste biocombustivel fontes mixotroficas sdo essenciais, haja vista que tais fontes
estdo diretamente relacionadas a via glicolitica na qual o piruvato atua como precursor do
etanol (Figura 3.5).

Para um melhor entendimento do aparecimento de etanol apenas nas condig¢des
suplementadas com acgucares, ¢ necessario entender como ocorreu o consumo de glicose, de
lactose, bem como a evolugdo do acido acético, apresentados nas Figuras 5.7, 5.8 e 5.9,
respectivamente, enquanto que a Tabela 5.7 apresenta o consumo especifico de glicose, de

lactose, de acucar total e de acido acético.
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Tabela 5.7 - Dados do consumo especifico da glicose (qgLc), da lactose (qrac), do agucar total
(qat) € do acido acético (qsc. acetico) d0 Ensaio 2

Jac. acético

qGLc qrac qar (
C d. ~ gaic.
ondieoes (8GLC/8biomassa™N)  (8LAC/Cbiomassa™h)  (ZAT/Ebiomassa™h)
acético/gbiomassa*h)
TAP-S - - - 0,0092
TAP-S com
P - 0,0168 - 0,0069
TAP-S com
. 0,0196 - - 0,0018
TAP-S com
PSL o GLC - - 0,0394 0,0023

TAP-S: TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.7 - Consumo de glicose do Ensaio 2.
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Figura 5.8 - Consumo de lactose do Ensaio 2.

Analisando as Figuras 5.7 e 5.8, percebe-se que no meio TAP isento de enxofre
contendo glicose (Condicdo 7), este agucar foi totalmente consumido em 144 horas, e foi a
partir deste periodo que ocorreu a producdo de etanol. Da mesma forma que no meio TAP
isento de enxofre suplementado com glicose e PSL (Condicdo 8), em que tanto a glicose
quanto a lactose foram consumidas totalmente em 96 horas, foi verificada a producdo de
etanol neste tempo. J4 no meio TAP isento de enxofre com PSL (Condicdo 6), observou-se
que a lactose foi totalmente consumida em 96 horas. A partir deste periodo ocorreu a
produgio de etanol. E possivel verificar ainda uma diferenga acentuada no perfil de consumo

de glicose e lactose (Figuras 5.7 € 5.8).
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Figura 5.9 - Evolugao do acido acético do Ensaio 2.

Através da Figura 5.9, verifica-se que dentre as condi¢des analisadas, no meio TAP
isento de enxofre com glicose (Condigdo 7), a concentracdo de dacido permaneceu
praticamente constante ao longo da fermentagdo, apresentando um valor menor de consumo
especifico deste substrato que as demais condi¢des (Tabela 5.7). Entretanto, no meio TAP
isento de enxofre (Condicdo 5), o acido acético foi consumido com uma velocidade maior
(0,0092 gsc. acetico/ Soiomassa-h) aquela observada na presenca de glicose e/ou lactose. Isto sugere
que nesta condi¢ao o acido acético atuou como fonte de carbono utilizado pela microalga para
seu crescimento. Comparando o comportamento do consumo de acido acético neste ensaio
(Ensaio 2) com o experimento anterior (Ensaio 1), observam-se valores de consumo
especifico inferiores no Ensaio 2, conforme apresentado na Tabela 5.7. Isto indica que a
auséncia de enxofre também influencia na redu¢ao do consumo deste acido pelas algas.

Comparando-se o Ensaio 1 e o Ensaio 2 concluiu-se que a producao de etanol so foi
verificada na condi¢do de supressdo de enxofre. O consumo de lactose e glicose ocorreu
praticamente em 48 horas no Ensaio 1, enquanto que no Ensaio 2 o consumo dos acucares e
de acido acético foi mais lento, além de se observar uma densidade final de algas mais baixa.
Isto pode ser atribuido a uma condi¢do de estresse em que a alga foi exposta no caso da
supressao de enxofre. Possivelmente, a alga preparou o seu metabolismo para o periodo de
reserva, controlando o consumo dos nutrientes presentes no meio, como também induzindo a
producao de novos subprodutos do metabolismo, como o etanol, que posteriormente poderia

ser destinado para o consumo.
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Outro ponto a ser relembrado, sendo j& citado na revisdo bibliografica ¢ que a
microalga C. reinhardtii é capaz de acumular amido e TAGs (triacilglicerois) quando ocorre o
esgotamento do enxofre (DOEBBE et al., 2010; WANG et al. 2009; WORK et al., 2010).
Desta forma, a partir das vias fermentativas, o piruvato deriva da oxida¢ao do amido e serve
como substrato para a sintese de diversos produtos, como o etanol.

Com base nos experimentos realizados anteriormente, foi verificado que a fonte de
acgucar mais apropriada, dentre as testadas, para o crescimento da microalga C. reinhardtii ¢ a
lactose. A partir disso, no terceiro ensaio (Ensaio 3) foram avaliadas trés fontes diferentes de
lactose, sendo o PSL (70 % de lactose), soro de leite (50 % de lactose) ¢ lactose PA. Neste
caso, a concentracdo inicial de lactose suplementada no meio TAP foi ajustada para 5 g/L. A
Tabela 5.8 apresenta a densidade final das algas e os resultados dos parametros de taxa
especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de duplicagdo (t4), enquanto que a cinética

de crescimento celular esta representada na Figura 5.10.

Tabela 5.8 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplicagdo do Ensaio 3

Condigdes Blom?gs/slil)Fmal tll,ln?; (tl:,)
TAP 1,14 0,025 28

TAP com PSL 1,65 0,028 25
TAP com SL 1,62 0,026 26
TAP com LAC PA 1,90 0,026 26

PSL: permeado de soro de leite; SL: soro de leite; LAC: lactose
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Figura 5.10 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 3.

Por meio da andlise da Figura 5.10, verifica-se que houve crescimento celular ao
longo da fermentagdo, atingindo uma densidade final das algas de 1,90 g/ no meio
suplementado com lactose PA (Condigdo 12), enquanto que no meio suplementado com PSL
(Condigao 10) a densidade final das algas foi de 1,65 g/L. No meio suplementado com soro de
leite (Condigdo 11) a densidade final das algas alcancou 1,62 g/L. e no meio TAP (Condigao
controle/ Condigao 9) foi de 1,14 g/L.. De acordo com a Tabela 5.8, identifica-se um menor
valor de umsx € um maior valor de ty na condi¢ao controle (Meio TAP). Isso ja era esperado
em fungdo do seu comportamento de crescimento ser mais lento que os demais, uma vez que
ndo havia a presenca de glicose e lactose, mas somente acido acético. O crescimento
verificado nos meios suplementados com PSL e soro de leite (Condicdo 10 e 11) foi
semelhante, apresentando uma fase exponencial apos as 48 horas. Vale ressaltar que entre 96
e 192 horas foi observado um periodo em que a densidade das algas permaneceu constante e,
apos este periodo verificou-se um ligeiro aumento na densidade celular. No meio
suplementado com lactose (Condigdo 12) verificou-se um crescimento acentuado ao longo de
toda a fermentagdo. Deve-se relatar que no meio TAP (Condi¢ao controle/ Condig¢ao 9) foi
observado um crescimento exponencial até as 96 horas, sendo que a partir deste periodo a
densidade das algas permanece praticamente constante. Com base neste ensaio, foi nitido que
dentre as fontes de lactose utilizadas, a facilmente metabolizada e que proporcionou maior

biomassa de alga foi a lactose PA.
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Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracdo de clorofila, que foi analisada no inicio e no final da fermentagdo, estad

diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Quantificagdo da clorofila no inicio e no final da fermentacao do Ensaio 3

Clorofila (mg/m?)
Tempo TAP com LAC
(horas) TAP TAP com PSL TAP com SL PA
0 9,27 8,93 8,64 8,76
240 38,81 49,56 50,08 65,75

PSL: permeado de soro de leite; SL: soro de leite; LAC: lactose

Por meio da Tabela 5.9, ¢ possivel identificar uma maior sintese de clorofila no final
da fermentacdo no meio suplementado com lactose PA (Condigdo 12), atingindo
65,75 mg/m3. Em seguida, verificou-se nos meios com PSL e soro de leite (Condi¢ao 10 e 11)
alcangando aproximadamente 50 mg/m?®. Por fim, a condicdo controle (Meio TAP) com
concentragdo de clorofila de até 38,81 mg/m*. Com base nestes valores ¢ possivel relatar que
a concentracdo de clorofila esta diretamente relacionada a densidade de algas, uma vez que as
maiores concentragdes de clorofila coincidem também com a maxima biomassa, conforme
mostrado na Tabela 5.8.

Neste ensaio foi verificada a sintese de etanol conforme apresenta a Figura 5.11,
enquanto que a Tabela 5.10 apresenta a maxima producdo de etanol e respectivas

produtividades volumétricas.

Tabela 5.10 - Dados de concentragdo maxima de etanol e respectivas produtividades
volumétricas de etanol do Ensaio 3

~ Produtividade
.~ Concentracio ‘e
Condicoes de etanol (mg/L) volumétrica

g de etanol (mmol/L.dia)
TAP 40,22 0,44
TAP com PSL 425,46 2,31
TAP com SL 515,94 1,87
TAP com LAC PA 394,58 2,14

PSL: permeado de soro de leite; SL: soro de leite; LAC: lactose
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Figura 5.11 - Evolucgao do etanol do Ensaio 3.

De acordo com a Tabela 5.10 e a Figura 5.11, observa-se que o maximo de etanol
produzido foi de 515,94 mg/L no meio TAP suplementado com soro de leite (Condicao 11),
seguido por 425,46 mg/L de etanol no meio TAP suplementado com PSL (Condigao 10),
enquanto que no meio TAP suplementado com lactose PA (Condigao 12) atingiu 394,58 mg/L
de etanol. Observa-se que nas condigdes em que houve a produgdo de etanol, o
comportamento foi semelhante, uma vez que o primeiro pico de etanol surgiu no tempo de 96
horas. Logo depois, verificou-se um decréscimo na concentracdo de etanol, que coincide com
a exaustdo da lactose. Entretanto, no meio suplementado com soro de leite este decréscimo €
mais lento. Conforme relatado, este comportamento de producdo de etanol seguido de um
decréscimo na sua concentragdo foi diferente do apresentado no Ensaio 2, em que a producao
de etanol foi crescente, com exce¢do do meio suplementado apenas com PSL.

Para um melhor entendimento do aparecimento de etanol apenas nas condig¢des
suplementadas com agtcares, ¢ necessario entender como ocorreu o consumo de lactose e a
evolugdo do acido acético, apresentados nas Figuras 5.12 e 5.13, respectivamente, enquanto

que a Tabela 5.11 apresenta o consumo especifico de lactose e de acido acético.
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Tabela 5.11 - Dados do consumo especifico da lactose (qrac) € do acido acético (qac. acetico) dO

Ensaio 3
o qrLAC Qic. acético
Condigdes (8LAC/Sbiomassa™h) (8ac. acético/Shiomassa™h)
TAP - 0,0115
TAP com PSL 0,0885 0,0066
TAP com SL 0,0850 0,0025
TAP com LAC PA 0,0723 0,0055

PSL: permeado de soro de leite; SL: soro de leite; LAC: lactose
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Figura 5.12 - Consumo de lactose do Ensaio 3.

Através da Figura 5.12, percebe-se que em todas as condi¢des suplementadas com
fontes de lactose, este agucar foi consumido com uma velocidade maior nas primeiras
96 horas, sendo que a neste periodo verificou-se a produgao de etanol (Figura 5.11). A lactose
foi totalmente consumida em 96 horas no meio suplementado com PSL e lactose PA
(Condigdes 10 e 12) e apds este periodo o etanol que tinha sido formado foi consumido. No
entanto, observa-se que no meio com soro de leite (Condi¢cdo 11) o consumo total da lactose
ocorreu em 144 horas, com isso, a alga utilizou os outros compostos presentes no soro de
leite, como fonte de carbono, preferencialmente ao etanol, uma vez que apresenta em sua
composicao apenas 50 % de lactose.

Comparando este ensaio com o Ensaio 2, em que a concentracdo inicial de glicose
e/ou lactose foi de 1 g/L, sendo praticamente consumido em 96 horas, como também foi

observado neste ensaio, no entanto, a concentracao inicial de lactose foi de 5 g/L. E ainda, no
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Ensaio 2, a microalga foi exposta em meio com supressao de enxofre e nesta condicdo de

estresse foi induzida a controlar o consumo de tais fontes de carbono.
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Figura 5.13 - Evolucao do acido acético do Ensaio 3.

Analisando a Figura 5.13, percebe-se que no meio suplementado com soro de leite
(Condicao 11), a concentragdo de acido acético permaneceu praticamente constante ao longo
da fermentagdo, apresentado um leve consumo apds as 96 horas. Com isso, um valor menor
de consumo especifico deste acido foi observado (Tabela 5.11). Nos meios suplementados
com PSL e lactose PA (Condigdes 10 e 12), o consumo de acido acético apresentou um
comportamento semelhante, sendo que houve um consumo acelerado nas 48 horas iniciais e
em seguida permaneceu praticamente constante. Observa-se também que, nestas condicdes,
em 192 horas o acido acético foi totalmente consumido, como também o etanol (Figura 5.11).
Entretanto, no meio com PSL o consumo de acido acético foi maior ao longo da fermentagao,
apresentando um valor mais elevado de consumo especifico que as demais condigdes
suplementadas com fontes de lactose (Tabela 5.11). Deve-se mencionar que no meio TAP
(Condigao 9), o acido acético ¢ consumido com uma velocidade maior que os demais (Tabela
5.11), conforme verificado no ensaio anterior (Ensaio 2). Isto demonstra que este foi o
componente presente utilizado pela microalga para seu crescimento, uma vez que o acido
acético foi totalmente consumido em 96 horas e a partir deste periodo o crescimento celular
permanece praticamente constante.

Comparando o Ensaio 3 e o Ensaio 2, verifica-se uma maior producao de etanol

quando em supressdo de enxofre (Ensaio 2), aproximadamente o dobro. Isto confirma mais
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uma vez que quando a microalga estd exposta a condigdes de estresse, a mesma possui a
capacidade de sintetizar etanol. Além disso, a alga controlou o consumo de acido acético,
sendo consumido com uma velocidade menor, ou seja, a microalga prepara seu metabolismo
para um momento de reserva, produzindo produtos (Etanol) e economizando no consumo dos
componentes presentes no meio para uma possivel necessidade de consumi-los para sua
manutencao.

Ao comparar o Ensaio 3 com o Ensaio 1 (Meio TAP suplementado com glicose e/ou
lactose) observa-se que os agucares foram consumidas praticamente nas 48 horas iniciais e
ndo houve o aparecimento de etanol. Sugere-se que a baixa concentragao de agucares (1 g/L)
resultou em um rapido consumo dos mesmos, indicando que a microalga necessita de
quantidades elevadas de nutrientes a serem consumidas ao longo da fermentagdo para
direcioné-los a sintese de etanol.

Complementarmente foi analisado o teor de nitrogénio total e o teor de carbono total
apresentados nas Figuras 5.14 e 5.15, respectivamente, a fim de entender como o metabolismo

da alga sintetiza estes dois componentes.
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Figura 5.14 - Evolucao do teor de nitrogénio total do Ensaio 3.
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Figura 5.15 - Evolucgao do teor de carbono total do Ensaio 3.

Com base nas Figuras 5.14 e 5.15, ¢ possivel verificar que a quantidade de carbono
total presente no meio ¢ muito maior (concentracao inicial em torno de 3000 mg/L nos meios
com presenca de lactose) que a quantidade de nitrogénio total, em funcdo da presenga da
lactose. No entanto, o consumo de nitrogénio foi mais acelerado, atingindo praticamente a
mesma concentragdo no final da fermentagdo para todas as condigdes avaliadas
(aproximadamente 290 mg/L). Entretanto, deve-se mencionar que no meio suplementado com
soro de leite (Condig¢ao 11) o consumo de nitrogénio no inicio foi mais lento que nos demais.
Deve-se destacar a importancia do nitrogénio para as microalgas, uma vez que este
componente estd diretamente relacionado com a sintese de proteinas, carotendides e de
clorofila presentes nas células (LOURENCO, 2006).

Em geral, em relacao ao carbono total verificou-se um consumo durante as 144 horas
inicias e posteriormente ndo se observou uma variacdo importante desta variavel. J4 na
condi¢do controle (Meio TAP), o carbono total foi consumido nas primeiras 96 horas, fato
representado pelo consumo de 4cido acético. Apds isso, esta varidvel permaneceu
praticamente constante devido a contribui¢do de outras fontes na qual o elemento pode ser

encontrado, mas que nao foram monitoradas.

5.1.2. Avaliacdo do sistema hibrido
No Ensaio 4 foi avaliado o sistema hibrido por meio da associagdo da alga verde
C. reinhardtii e a bactéria fotossintetizante R. capsulatus, sendo que o efluente proveniente da

fotofermentagdo da bactéria (RCV metabolizado) foi utilizado como meio de fermentagao
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para a alga. Vale ressaltar que em algumas condi¢des este sobrenadante metabolizado foi
suplementado com PSL e glicose individualmente a fim de garantir que a concentracao inicial
de lactose ou glicose fosse de 5 g/L.. A Tabela 5.12 apresenta a densidade final das algas e os
resultados dos parametros taxa especifica maxima de crescimento (Umsx) € tempo de

duplicagdo (t4), enquanto que a cinética de crescimento celular estd apresentada na Figura

5.16.

Tabela 5.12 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de

duplicacdo do Ensaio 4

.~ Biomassa Pmiax ta
Condigoes Final (g/L) ™) (h)
TAP 1,44 0,018 39
RCV metabolizado 0,25 0,004 173
RCV metabolizado com PSL 0,21 0,004 173
RCV metabolizado com GLC 0,23 0,006 116
PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.16 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 4.

Observa-se pela Figura 5.16, que houve crescimento celular ao longo da fermentacao
apenas no meio TAP (Condicao controle/ Condi¢do 13) atingindo uma concentragdo celular
final de 1,44 g/L. Nesta condicdo a microalga encontrava-se adaptada plenamente ao meio.
No entanto, quando a alga foi exposta a outro meio de fermentacdo, como o meio RCV

metabolizado, praticamente nao se observou crescimento, mesmo com a adi¢do de agucares.
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Tal comportamento pode ser confirmado pelos valores reduzidos das taxas especificas
maximas de crescimento, bem como valores elevados dos tempos de duplicagdo (Tabela
5.12).

Neste ensaio foi verificada a sintese de etanol conforme apresenta a Figura 5.17,

enquanto que a Tabela 5.13 apresenta a maxima producdo de etanol e respectivas

produtividades volumétricas.

Tabela 5.13 - Dados de concentragdo maxima de etanol produzido e respectivas
produtividades volumétricas de etanol do Ensaio 4

~ Produtividade
.~ Concentracio de etanol R
Condicoes (mg/L) volumétrica
8 de etanol (mmol/L.dia)
TAP 40,22 0,44
RCV metabolizado 40,22 0,44
RCV metabolizado com PSL 899,59 2,44
RCV metabolizado com GLC 656,84 1,43
PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose
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Figura 5.17 - Evolucgao do etanol do Ensaio 4.

De forma complementar, comportamento contrastante foi verificado neste ensaio
com o uso do sistema hibrido, resultando no aumento da produtividade do produto alvo,
mesmo que em baixa densidade celular. O maximo de etanol produzido alcangou
899,59 mg/L no meio RCV metabolizado suplementado com PSL (Condigao 15), enquanto

que no meio RCV metabolizado suplementado com glicose (Condigao 16) a produgdo de
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etanol foi de 656,84 g/L. Verifica-se que no meio RCV metabolizado com glicose (Condicao
16), apos o primeiro pico de etanol (96 horas) a concentragdo deste biocombustivel
permaneceu constante ao longo da fermentagdo. J& no meio RCV metabolizado com PSL
(Condigao 15), o primeiro pico de etanol também aparece no tempo de 96 horas, entretanto a
maxima producdo de etanol ocorreu no tempo de 192 horas e, apds este periodo uma queda
foi observada. Ao final, tal varidvel apresentou valor aproximado aquele obtido na condi¢do
do meio RCV metabolizado com glicose (Condigdo 16).

Comparando este experimento com o Ensaio 2, em que ocorreu a supressao de
enxoftre, a producdo de etanol méxima alcancada foi de 1189,91 mg/L no meio TAP isento de
enxofre suplementado com PSL e glicose (Condi¢do 8) simultaneamente. Verifica-se que
mesmo empregando o sistema hibrido a produtividade volumétrica em etanol ndo foi maior e,
além disso, uma maior quantidade de actcar (5 g/L de lactose ou glicose) foi utilizada. No
entanto, ao comparar este experimento com o Ensaio 3, em que foram utilizadas diferentes
fontes de lactose também com concentragdo inicial de 5 g/L, verificou-se que a produgdo de
etanol foi maior no sistema hibrido (Tabela 5.13), ainda que menores densidades de biomassa
de alga fosse observada. Isto indica que nesta condi¢do a producdo de etanol nao foi associada
ao crescimento celular. Entretanto, dependeu da presenca de agticar no meio.

Para um melhor entendimento do aparecimento de etanol apenas nas condigdes
suplementadas com acgucares, ¢ necessario entender como ocorreu o consumo de glicose, de
lactose e também a evolugdo do acido acético, apresentados nas Figuras 5.18, 5.19 e 5.20,
respectivamente, enquanto que a Tabela 5.14 apresenta o consumo especifico de glicose, de

lactose e de acido acético.

Tabela 5.14 - Dados do consumo especifico da glicose (qgLc), da lactose (qrac) e do acido
acetico (qac. acético) do Ensaio 4

qGLc qrac Qac. acético
Condicoes
16 (gGLC/ gbiomassa*h) (gLAC/ gbiomassa*h) (gac. acético/ gbiomassa*h)
TAP - - 0,0097
RCV metabolizado - - 0,0212
RCV metabolizado com %
PSL - 0,1559 -0,0351
RCV metabolizado com %
GLC 0,1823 - -0,0339

PSL: permeado de soro de leite; GLC: glicose

*valores negativos correspondem, na média, a predominancia de sintese em detrimento do consumo do acido.
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Figura 5.18 - Consumo de glicose do Ensaio 4.
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Figura 5.19 - Consumo de lactose do Ensaio 4.

Através das Figuras 5.18 e 5.19, percebe-se que nas condi¢des suplementadas com
glicose ou lactose (Condigdes 15 e 16), um consumo especifico acentuado do acticar foi
verificado nas 96 horas iniciais, sendo que a partir de 48 horas a produ¢do de etanol foi
observada. De forma complementar, analisando a Tabela 5.14, ¢ possivel identificar que o
consumo especifico da glicose foi maior que o da lactose. Isto foi observado, pois a variagao
do substrato em funcao do tempo ¢ multiplicada pela taxa especifica maxima de crescimento,

cujo valor foi maior na condi¢do em que a glicose estava presente (Tabela 5.12).

61



RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4
—m— TAP
@ RCV metabolizado
2 0 4 —&— RCV metabolizado com PSL
—%— RCV metabolizado com GLC
e A
16 ol )
2 F — e _ -
<) -
& 12
o}
2 .
i)
D Z
9 08— —A& e
o . ——@
=} & .
-] ]
-m
% 04
0.0 4 m u ] ]
X I 4 T L I ¥ | E T
0 48 96 144 192 240

Tempo (horas)

Figura 5.20 - Evolucao do acido acético do Ensaio 4.

A partir da Figura 5.20, observa-se que em relag@o ao acido acético o comportamento
foi diferente em relacdo aos outros ensaios, uma vez que foi verificado um aumento na
concentracdo de acido acético apds as 48 horas. E a partir deste periodo, a concentragao
permaneceu praticamente constante, sendo que isto ocorreu no meio RCV metabolizado
suplementado com PSL como também no meio RCV metabolizado suplementado com glicose
(Condigdes 15 e 16). Assim, os consumos especificos apresentaram valores negativos (Tabela
5.14). Entretanto, no meio RCV metabolizado (Condi¢ao 14) foi observado que a
concentracdo de acido acético permaneceu praticamente constante até as 144 horas e, em
seguida, o 4cido foi totalmente consumido. Deve-se destacar que o meio RCV metabolizado
também apresentava um residual de 4cido acético em sua composi¢cdo. Ja& na condicio
controle (Meio TAP/ Condigdo 13) o acido acético foi totalmente consumido nas 96 horas
iniciais.

E importante salientar que a microalga nio estava adaptada a este tipo de meio, com
isso, verifica-se que apesar do comportamento do consumo dos agucares ser semelhante aos
Ensaios 2 e 3, neste experimento percebe-se que apos as 96 horas, a glicose e lactose
permanecem praticamente constantes. Além disso, ocorreu sintese de acido acético, indicando

que a microalga desvia o seu metabolismo prevendo uma eventual necessidade por nutrientes.

5.1.3. Avaliag¢do da supressdo de acido acético
Com base nos experimentos realizados anteriormente, este Ensaio 5 tem como

objetivo avaliar a supressao de 4acido acético no meio TAP e no meio TAP isento de enxofre a
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fim de entender a importancia deste composto para a microalga. A Tabela 5.15 apresenta a
densidade final das algas e os resultados dos parametros taxa especifica méaxima de

crescimento (Umax) € tempo de duplicacdo (t4), enquanto que a cinética de crescimento celular

estd apresentada na Figura 5.21.

Tabela 5.15 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplicac¢do do Ensaio 5

Condigdes B10mz1gs/s;3Fmal ?ITT)‘ (tl(:)
TAP 0,99 0,022 32
TAP-AC 0,19 0,005 144
TAP-S 0,82 0,021 33
TAP-S-AC 0,19 0,004 154

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento

de enxofre e de acido acético.
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Figura 5.21 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 5.

Observa-se pela Figura 5.21, que houve crescimento celular ao longo da fermentacao
apenas no meio TAP e no meio TAP isento de enxofre (Condigdes controle/ Condigdes 17 e
19) atingindo uma concentracgao celular final de 0,99 e 0,82 g/L, respectivamente. No entanto,
quando a microalga foi exposta a uma condi¢cdo de estresse, referente a supressdo de acido
acético, praticamente ndo foi observado aumento da biomassa de algas ao longo da
fermentagdo. Assim, valores baixos das taxas especificas maximas de crescimento e elevados
tempos de duplicacdo foram observados nesta condigdo (Tabela 5.15). Desta forma, mostrou-
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se clara a importancia da presenca deste adcido nas formulacdes de meio de cultivo para a alga
C. reinhardtii.

Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracdo de clorofila, que foi analisada no inicio e no final da fermentagdo, esta

diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.16.

Tabela 5.16 - Quantificag¢do da clorofila no inicio e no final da fermentacdo do Ensaio 5

Clorofila (mg/m?)
Tempo (horas)
TAP TAP-AC TAP-S TAP-S-AC
0 10,29 8,01 9,79 8,66
240 92,41 14,47 39,02 14,48

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento

de enxofre e de acido acético.

De acordo com a Tabela 5.16, observa-se maiores concentragdes de clorofila no final
da fermentagdo, atingindo valores elevados nas condi¢des controle, meio TAP e meio TAP
isento de enxofre (Condigdes 17 e 19), sendo de 92,41 e 39,02 mg/m?, respectivamente. No
entanto, nos meios com supressdo de acido acético, verifica-se pequenas concentragdes de
clorofila de aproximadamente 14,5 mg/m?. Isto indica que a presen¢a de pigmento nas células
¢ proporcional ao crescimento celular.

Neste ensaio, a produgdo de etanol foi insignificante, em virtude da condi¢do de
estresse pela auséncia de nutrientes essenciais (enxofre e acido acético). Vale lembrar que a
producdo de etanol em ensaios anteriores esteve vinculada a adigao de fontes mixotroficas.

Para um melhor entendimento da importancia do 4cido acético no meio para a
microalga C. reinhardtii é necessario entender como ocorreu a evolugdo do 4cido acético ao
longo da fermentacdo, como mostra a Figura 5.22, enquanto que a Tabela 5.17 apresenta o

consumo especifico de acido acético.
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Tabela 5.17 - Dados do consumo especifico do acido acético (qsc. acético) do Ensaio 5

qéc. acético

Condicoes (8ac. acético/ Bhiomassa 1)
TAP 0,0209
TAP - AC -0,0034*
TAP-S 0,0172
TAP-S - AC 0,0047

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento

de enxofre e de acido acético.

*valores negativos correspondem, na média, a predominancia de sintese em detrimento do consumo do 4cido.
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Figura 5.22 - Evolugdo do acido acético do Ensaio 5.

Verifica-se pela Figura 5.22, que o consumo de acido acético ¢ acelerado nas
condig¢des controle (Condigdes 17 e 19), sendo totalmente consumido nas 144 horas iniciais,
além de apresentar os maiores valores de consumo especifico (Tabela 5.17). No entanto, no
meio TAP isento de 4cido acético (Condig¢ao 18) observa-se uma leve producgdo deste acido
nas 48 horas iniciais, permanecendo constante ao longo da fermentag¢do. J4 no meio TAP
isento de enxofre e de acido acético (Condicdo 20), a concentracdo do acido organico
permaneceu constante no inicio da fermentagdo e atingiu valores proximos de zero em
144 horas. E necessario esclarecer que a presenga inicial de acido acético no meio TAP isento

de enxofre e de acido acético (Condigdo 20), apesar de pequena, provavelmente foi

proveniente do indculo celular.
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Complementarmente foi analisado o teor de nitrogénio total e o teor de carbono total
apresentados nas Figuras 5.23 e 5.24, respectivamente, a fim de entender como o metabolismo

da alga sintetiza estes dois componentes.

1350

B TAP
| o TAP-AC
—A— TAP-S
1200  —%— TAP-S-AC
e
=
3h
& 1050 4
& \ P
2 —te__
= b £ "
i) = =S
S 900 '
£ > .
k= S o
9 % | e A o
T 750 n =
et —A
: x
= - B e |
600 —
T T T T T T ! T L I
0 48 9 144 192 240

Tempo (horas)

Figura 5.23 - Evolucao do teor de nitrogénio total do Ensaio 5.
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Figura 5.24 - Evolugao do teor de carbono total do Ensaio 5.

Analisando as Figuras 5.23 e 5.24, percebe-se um consumo de nitrogénio e carbono
no inicio da fermentagdao (48 horas iniciais) para as condi¢des controle (Meio TAP e TAP
isento de enxoftre) e, apods este periodo as concentragdes permanecem constantes. Entretanto,

nos meios em que ocorreu a supressdo de acido acético, observa-se que no inicio o teor de
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nitrogénio e carbono ficou praticamente constante e, no caso do teor de nitrogénio, em
seguida, um ligeiro aumento foi verificado.

Complementando o experimento anterior, o Ensaio 6 teve como objetivo avaliar a
supressao de acido acético com a presenca de fonte de acucar, especificamente a lactose
presente no permeado de soro de leite. A concentracdo inicial de 5 g/L de lactose foi utilizada.
A Tabela 5.18 apresenta a densidade final das algas e os resultados dos parametros taxa
especifica maxima de crescimento (Kmsx) € tempo de duplicagdo (t4), enquanto que a cinética

de crescimento celular esta apresentada na Figura 5.25.

Tabela 5.18 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplicagdo do Ensaio 6

Condicdes Blom?gs/sla;l)Fmal ?l,lni,; (tl(:)
TAP 1,27 0,023 30

TAP com PSL 1,59 0,026 26
TAP-AC com PSL 0,77 0,022 31
TAP-S 1,13 0,023 30
TAP-S com PSL 1,54 0,027 26
TAP-S-AC com PSL 1,13 0,019 35

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento

de enxofre e de acido acético; PSL: permeado de soro de leite
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Figura 5.25 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 6.
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A partir da Figura 5.25, verifica-se que a densidade algal foi crescente ao longo da
fermentagdo, atingindo uma densidade final de algas de 1,59 g/L no meio TAP suplementado
com PSL (Condigao 22). Em seguida, no meio TAP isento de enxofre suplementado com PSL
(Condigao 25) a densidade final de algas alcancou 1,54 g/L. Em relacdo as condigdes com
supressdo de acido acético suplementados com lactose, meios TAP e TAP isento de enxofre
com supressdo de acido acético e suplementados com PSL (Condigdes 23 e 26), a densidade
final de algas atingiu os valores mais baixos, sendo de 0,77 e 1,13 g/L, respectivamente.
Entretanto, comparando com o ensaio anterior (Ensaio 5), o crescimento celular foi maior na
presenca do acucar.

Percebe-se que as condi¢des controle, meio TAP e meio TAP isento de enxofre
(Condigoes 21 e 24), a densidade final de algas foi de 1,27 e 1,13 g/L, respectivamente, sendo
que o crescimento foi superior quando comparado com os meios com supressao de acido
acético. Exceto o meio TAP isento de enxofre e de 4cido acético suplementado com PSL
(Condicao 26) que atingiu a mesma densidade final de algas do meio TAP isento de enxofre
(Condigao 24).

Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracdo de clorofila, que foi analisada no inicio e no final da fermentagdo, estd

diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.19.

Tabela 5.19 - Quantificac¢do da clorofila no inicio e no final da fermentacdo do Ensaio 6

Clorofila (mg/m?)
Tempo TAP — S-
TAPcom TAP-AC TAP -S
(horas) TAP PSL comPSL  TAP-S  omPpsL Agscl‘jm
0 12,98 11,77 10,01 11,64 9,53 10,61
240 76,31 71,96 44,12 60,25 57,19 48,77

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento

de enxofre e de acido acético; PSL: permeado de soro de leite

Por meio dos resultados obtidos da concentragdo de clorofila como mostra a Tabela
5.19, verifica-se que as menores concentragdes deste pigmento foram encontradas nos meios
com supressao de acido acético. Isto confirma novamente que nesta condi¢do o crescimento
celular foi retardado, uma vez que a clorofila estd diretamente relacionada a densidade das
algas e a atividade fotossintética.

Neste ensaio, a producdo de etanol foi insignificante para todas as condigdes, com

excecao do meio TAP suplementado com PSL (Condigdo 22), sendo que a maxima produgdo
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de etanol foi de 544,25 mg/L no final da fermentacdo (no tempo de 240 horas) e sua
respectiva produtividade volumétrica foi de 1,18 mmol/L.dia de etanol. Entretanto, deve-se
esclarecer que era esperado o aparecimento de etanol também no meio TAP isento de enxofre
suplementado com PSL (Condicao 25), conforme o Ensaio 2. No entanto, ¢ necessario
relembrar que no Ensaio 2 o meio TAP isento de enxofre suplementado com PSL (Condi¢ao
6) iniciou com uma concentragdo de 1 g/L de lactose, que foi consumido nas 96 horas iniciais
e apos este periodo ocorreu a sintese de etanol, enquanto que neste ensaio a concentragao
inicial foi de 5 g/ de lactose, desta forma, apesar da condicdo de estresse em funcdo da
auséncia de enxofre no meio, isto foi compensado pela maior quantidade de agucar (lactose)
que levou um maior tempo para ser consumido.

A partir desta andlise, € necessario compreender o consumo de lactose, bem como a
evolugdo do acido acético conforme apresentado nas Figuras 5.26 e 5.27, respectivamente,

enquanto que a Tabela 5.20 apresenta o consumo especifico de lactose e do acido acético.

Tabela 5.20 - Dados do consumo especifico da lactose (qrac) € do 4cido acético (qsc. acético) dO

Ensaio 6
o qrac (ac. acético
Condigdes (8LAC/Gbiomassa™n)  (Zac. acético/Sbiomassa 1)
TAP - 0,0108
TAP com PSL 0,0527 0,0037
TAP-AC com PSL 0,0736 -0,0035%*
TAP-S - 0,0099
TAP-S com PSL 0,0661 0,0062
TAP-S-AC com PSL 0,0597 0

TAP-AC: meio TAP isento de acido acético; TAP-S: meio TAP isento de enxofre; TAP-S-AC: meio TAP isento
de enxofre e de acido acético; PSL: permeado de soro de leite

*valores negativos correspondem, na média, a predominancia de sintese em detrimento do consumo do acido.
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Figura 5.26 - Consumo de lactose do Ensaio 6.

De acordo com a Figura 5.26, que apresenta o consumo de lactose, observa-se que
nos meios TAP e TAP isento de enxofre suplementados com PSL (Condi¢des 22 e 25), o
consumo de lactose foi continuo ao longo da fermentagdo. No entanto, nos meios com
supressdao de acido acético, meios TAP e TAP isento de enxofre com supressdo de acido
acético suplementados com PSL (Condi¢des 23 e 26), o comportamento de consumo de
lactose foi semelhante, apresentando um consumo acelerado nas 96 horas iniciais. A partir
deste periodo, verificou-se nestas condigdes a producdo de dacido acético, conforme

apresentado na Figura 5.27.
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Figura 5.27 - Evolugao do acido acético do Ensaio 6.
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Pela andlise da Figura 5.27, percebe-se que o dacido acético foi consumido
rapidamente nos meios ausentes de agucares. Em outras palavras, nas condi¢gdes controle
(Meio TAP e TAP isento de enxofre /Condigdes 21 e 24) o 4cido foi totalmente consumido
nas 96 horas iniciais, j& que este era o componente presente no meio utilizado para o
crescimento da alga. J4 nos meios TAP e TAP isento de enxofre suplementados com PSL
(Condigoes 22 e 25), o consumo de acido acético foi acelerado nas 48 horas iniciais, sendo
que a partir deste periodo, a concentragao do acido permaneceu praticamente constante.

No entanto, deve-se destacar a produgdo de acido acético no tempo de 96 horas nos
meios em que ocorreu a supressao deste dcido (Condigdes 23 e 26). Logo apods este periodo
observou-se ligeiro consumo deste acido, permanecendo sua concentragdo praticamente
constante até o final da fermentagdo no meio TAP isento de acido suplementado com PSL
(Condigao 23). Por outro lado, no meio TAP isento de enxofre e de acido suplementado com
PSL (Condicao 26), o acido foi totalmente consumido no final da fermentagao.

Além disso, a produgdo de etanol foi insignificante neste ensaio, destacando que
mesmo com a presenga de agucares, ndo ocorreu o aparecimento do produto alvo. Desta
forma, ¢ nitida a importancia do acido acético tanto para a producao de etanol como também
para o crescimento celular da microalga, uma vez que a mesma foi capaz de sintetizar acido
acético para uma possivel necessidade de consumo futuro. Deve-se destacar também que o
consumo de lactose foi mais lento nas condi¢cdes em que houve a supressao de acido acético,
em virtude da microalga estar exposta a uma condigdo de estresse.

Complementarmente foi analisado o teor de nitrogénio total e o teor de carbono total
em relagdo as condigdes do meio TAP e do meio TAP isento de enxofre apresentados nas
Figuras 5.28, 5.29, 5.30 e 5.31, respectivamente, a fim de entender como o metabolismo da

alga sintetiza estes dois componentes.
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Figura 5.28 - Evolucao do teor de nitrogénio total do Ensaio 6 em relacao as condi¢des do
meio TAP com enxofre.
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Figura 5.29 - Evolucao do teor de nitrogénio total do Ensaio 6 em relacao as condi¢des do
meio TAP isento de enxofre.

Através das Figuras 5.28 e 5.29, verifica-se que no inicio hd um consumo mais
rapido de nitrogénio total, porém, ao longo da fermentagdo o que se observou foram

flutuagdes de subida e descida, direcionando o entendimento para uma fase constante.
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Figura 5.30 - Evolucao do teor de carbono total do Ensaio 6 em relacao as condi¢des do meio
TAP com enxofre.
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Figura 5.31 - Evolucao do teor de carbono total do Ensaio 6 em relacao as condi¢des do meio
TAP isento de enxofre.

Percebe-se pelas Figuras 5.30 e 5.31 que o teor de carbono total (concentracao inicial
em torno de 2500 mg/L nas condi¢des com a presenca de lactose) ¢ muito maior que o teor de
nitrogénio total em fun¢do da presenca da lactose nas condi¢gdes em que o PSL foi adicionado.
E possivel observar que nas condicdes controle (Meio TAP e TAP isento de

enxofre/Condigdes 21 e 24) a concentracdo de carbono total praticamente permaneceu

constante.
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Além disso, nos meios TAP e TAP isento de enxofre suplementados com PSL
(Condigdes 22 e 25) verificam-se flutuagdes de subida e descida ao longo da fermentacao,
podendo entender que a concentracao de carbono total permanece constante. Exceto no meio
TAP suplementado com PSL (Condigdo 22) em que hd um leve aumento de carbono total no
final da fermentagdo, sendo possivelmente proveniente do aparecimento de etanol. Em relagado
aos meios com supressdo de acido acético (Condigdes 23 e 26), um comportamento
semelhante foi identificado, ja que houve uma diminui¢do da variavel analisada nas 96 horas

iniciais, seguido de um aumento, sendo possivelmente proveniente da sintese de acido acético.

5.2. Escala ampliada: Reatores de 1,5 L

5.2.1. Avaliagao do sistema hibrido

No Ensaio 7 realizado no reator de 1,5 L foi avaliado o sistema hibrido por meio da
associacdo da alga verde C. reinhardtii e a bactéria fotossintetizante R. capsulatus, sendo que
o efluente proveniente da fotofermentagao da bactéria (RCV metabolizado) foi utilizado como
meio de fermentagdo para a alga. Em algumas condigdes o meio RCV metabolizado foi
suplementado com PSL com concentracdo inicial de lactose de 5 g/L. Além disso, deve-se
mencionar que as condi¢des controle também foram avaliadas, como os meios TAP e TAP
isento de enxofre. A Tabela 5.21 apresenta a densidade final das algas e os resultados dos
parametros taxa especifica maxima de crescimento (Umax) © tempo de duplicacdo (tg),

enquanto que a cinética de crescimento celular esta apresentada na Figura 5.32.

Tabela 5.21 - Dados de biomassa final, taxa especifica maxima de crescimento e tempo de
duplicac¢do do Ensaio 7

Condigoes l‘!?:l(;??gs/slil) ?1??; (tl:l)

TAP 1,07 0,043 16

TAP-S 0,78 0,042 16

RCV metabolizado 1,53 0,012 57
RCV metabolizado com PSL 0,69 0,014 50

TAP-S: meio TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite
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Figura 5.32 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 7.

A partir da Figura 5.32, verifica-se que foi observado crescimento celular ao longo
da fermentacdo, atingindo uma densidade final de 1,53 g/L no meio RCV metabolizado
(Condigao 29). No meio TAP (Condigdo 27), a densidade final foi de 1,07 g/L. Ja no meio
TAP isento de enxofre (Condigao 28) a densidade final alcangou 0,78 g/L, que foi proxima ao
observado no meio RCV metabolizado suplementado com PSL (Condicao 30: 0,69 g/L). As
condi¢des controle, meios TAP e TAP isento de enxofre (Condigdes 27 e 28), apresentaram
um crescimento celular semelhante aquele relatado nos ensaios de escala reduzida, bem como
os valores da densidade final das algas. No entanto, apresentaram um crescimento acelerado
no inicio, estabilizado em 72 e 48 horas, nos meios TAP e TAP isento de enxofre,
respectivamente. Este periodo de estabilidade foi menor quando comparado com os
experimentos de escala reduzida, nos quais a fase estacionaria geralmente foi observada apds
as 144 horas.

Percebe-se que na condicdo em que houve a presenca de lactose, o crescimento
celular foi mais lento que os demais, sendo observado até as 120 horas. Apos este periodo a
densidade das algas permaneceu praticamente constante, apresentando os menores valores de
biomassa, sendo que este comportamento foi semelhante aos ensaios de escala reduzida.
Deve-se esclarecer que apesar da condi¢do em escala ampliada e em escala reduzida ser a
mesma, ndo havendo o controle de pH, entretanto, deve-se enfatizar que o reator ndo foi
esterilizado, sendo apenas lavado com alcool 70 % e dgua deionizada, apresentando facilidade
de contaminagdo. Ressalta-se que nestas condi¢des a presenga de PSL pode favorecer o

aparecimento de bactérias. Outra observacdo contrastante foi o meio RCV metabolizado
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(Condigao 29) que apresentou um crescimento acelerado até as 168 horas. Em seguida
verificou-se uma densidade algal praticamente constante, apresentando uma densidade de
algas superior as condi¢des controle (Meio TAP e TAP isento de enxofre: Condigdes 27 e 28).
Entretanto, nos ensaios de escala reduzida seu crescimento foi insignificante e menor que a
condicao controle.

E necessario esclarecer ainda que o meio RCV metabolizado (Condigdo 29) continha
em sua composi¢ao etanol, além do acido acético. Contudo, nos ensaios de escala reduzida,
empregando sistema hibrido, o etanol ndo foi detectado no efluente proveniente da
fotofermentacao da bactéria.

Com isso, a Figura 5.33 apresenta como foi a evolu¢do do etanol, mostrando
vestigios de etanol no inicio para o meio RVC metabolizado (Condigdo 29), além da sintese

de etanol ter sido insignificante neste ensaio.
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Figura 5.33 - Evolug¢do do etanol do Ensaio 7.

Com base na Figura 5.33, ¢ possivel perceber que a produgdo de etanol foi
insignificante para todas as condi¢des analisadas, mesmo na presenca de lactose, como no
meio RCV metabolizado suplementado com PSL (Condicdo 30). Desta forma, um
comportamento contraditorio quando comparado a condicdo de escala reduzida foi verificado.
Nele a producdo de etanol em condigdes similares foi observada.

Em virtude do nao aparecimento de etanol neste ensaio torna-se necessario

compreender o consumo de lactose, bem como a evolugdo do &cido acético apresentados nas
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Figuras 5.34 e 5.35, enquanto que a Tabela 5.22 apresenta o consumo especifico da lactose e

do acido acético.

Tabela 5.22 - Dados do consumo especifico da lactose (qrac) € do acido acético (qsc. acetico) dO

Ensaio 7
L qrac Qic. acético
Condigoes (8LAC/Zbiomassa*) (8ac. scttico/Zviomassa*h)
TAP - 0,0073
TAP-S - 0,0388
RCYV metabolizado - -0,0001*
RCV metabolizado com PSL 0,1072 -0,0053*

TAP-S: meio TAP isento de enxofre; PSL: permeado de soro de leite

*valores negativos correspondem, na média, a predominancia de sintese em detrimento do consumo do acido.
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Figura 5.34 - Consumo de lactose no Ensaio 7.

De acordo com a Figura 5.34, a lactose presente no meio RCV metabolizado
suplementado com PSL (Condicao 30) foi totalmente consumida em 24 horas, sendo que este
consumo foi mais rapido quando comparado com os ensaios de escala reduzida em que esta
fonte de agtcar foi rapidamente consumida nas 96 horas iniciais. Além disso, foi no tempo de
48 horas, com o consumo total de lactose, que ocorreu a maxima producao de acido acético,

relatando novamente que a microalga prepara seu metabolismo para um periodo de reserva.
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Figura 5.35 - Evolucao do acido acético do Ensaio 7.

Analisando a Figura 5.35, verifica-se que em relagdo ao d4cido acético, o
comportamento em escala ampliada foi semelhante ao verificado em escala reduzida. Nos
meios TAP e TAP isento de enxofre (Condigdes 27 e 28), o acido acético foi consumido com
uma velocidade maior que nos demais meios (Tabela 5.22). Isto demonstra que este foi o
componente presente utilizado pela microalga para seu crescimento, uma vez que o acido
acético foi totalmente consumido em 96 e 48 horas, respectivamente. A partir deste periodo a
densidade celular permanece praticamente constante. Por outro lado, no meio RCV
metabolizado (Condicdo 29), a concentragdo de acido acético praticamente permaneceu
constante, apresentando um leve consumo no final da fermentacdo, conforme observado nos
ensaios de escala reduzida.

Ja no meio RCV metabolizado suplementado com PSL (Condicao 30), observa-se
picos de producao de acido acético seguidos de consumo, sendo que a maior producao deste
acido ocorreu no tempo de 48 horas. Logo ap6s este periodo um decréscimo acentuado foi
verificado até 120 horas. A partir deste tempo, a densidade de algas permaneceu praticamente
constante. Este comportamento da evolucdo do acido acético pode ser uma resposta do
organismo com o0 objetivo de manter uma reserva deste adcido para uma possivel necessidade
de manuteng¢do do seu metabolismo.

Foi também realizado no reator de 1,5 L o Ensaio 8, empregando o mesmo sistema
hibrido, em que o efluente proveniente da fotofermentacao da bactéria R. capsulatus (RCV
metabolizado) foi suplementado com PSL, iniciando com uma concentracdo de 5 g/L de

lactose. Entretanto, a cada 48 horas, um terco do volume util foi removido, inclusive células e,
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posteriormente reabastecido com meio fresco suplementado com PSL para que a concentracao
de lactose alcance novamente 5 g/L.. A cinética de crescimento celular estd apresentada na

Figura 5.36.
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Figura 5.36 - Cinética de crescimento celular do Ensaio 8.

Analisando a Figura 5.36, percebe-se que no inicio hd um crescimento celular até
72 horas. Logo depois, um decréscimo foi verificado em 96 horas, isto se deve ao fato da
retirada de parte do volume que justifica a queda na densidade celular, uma vez que também ¢
removido células de alga. No entanto, observou-se que apds o reabastecimento com meio
fresco contendo a fonte de carbono investigada (lactose contida no PSL), um crescimento
celular foi identificado. Em seguida, uma diminuicdo da densidade de algas foi observada,
fato que coincide com a exaustdo da lactose no meio.

Com os resultados obtidos da densidade da alga, ¢ possivel observar que a
concentracao de clorofila, que foi analisada a cada 48 horas (apds o reabastecimento de meio

fresco), esta diretamente ligada a biomassa da alga, conforme apresenta a Tabela 5.23.
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Tabela 5.23 - Quantificag¢do da clorofila do Ensaio 8

Tempo (horas) Clorofila (mg/m?)
0 4,47
48 14,47
96 17,16
144 17,15
192 10,23
240 26,77

Por meio da Tabela 5.23, observa-se que a maior concentragdo de clorofila ocorreu
no final da fermentagdo, enquanto que os pontos entre 48 e 192 horas apresentam valores
proximos. Isto se deve a adi¢ao de meio fresco suplementado com PSL.

Neste ensaio diferentemente do Ensaio 7 foi verificada a sintese de etanol conforme

apresenta a Figura 5.37.
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Figura 5.37 - Evolucao do etanol do Ensaio 8.

Ja na Figura 5.37, verifica-se que o primeiro pico de etanol ocorreu no tempo de 48
horas, apds o reabastecimento com meio fresco, permanecendo praticamente constante até 96
horas. No entanto, uma concentracdo maxima de 1357 mg/L de etanol em 120 horas, cuja
produtividade foi de 5,89 mmol/L.dia de etanol foi verificada. Apods este periodo observa-se
um consumo acelerado de etanol, sendo totalmente consumido em 168 horas. E necessario

deixar claro que o meio fresco reabastecido ndo possuia etanol em sua composigao.
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Neste ensaio foi detectado a producdo de etanol, o que ndo ocorreu no experimento
anterior (Ensaio 7). Este fato pode ser decorrente dos reabastecimentos continuos de meio
fresco contendo lactose.

Comparando este ensaio com o experimento em escala reduzida (Ensaio 4), verifica-
se que nos dois ensaios houve a produgdo de etanol, entretanto, neste ensaio, submetido a
adicoes repetidas de meio fresco suplementado com lactose, observa-se uma maior
produtividade do produto alvo. Desta forma, surge a necessidade de explorar este tipo de
fermentagdo a fim de entender melhor o metabolismo da microalga, como também, induzir
uma rota metabodlica que favoreca a producao de etanol.

Para um melhor entendimento do aparecimento de etanol em fungdo da
suplementag¢do de actcar, ¢ necessario entender como ocorreu o consumo de lactose bem

como a evolucdo do acido acético, apresentados nas Figuras 5.38 ¢ 5.39.

Lactose (g/L)

0 . — .- .

T 1 ¥ —1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (horas)

Figura 5.38 - Consumo de lactose do Ensaio 8.

A partir da Figura 5.38, verifica-se ainda que a concentracao de lactose iniciou-se
com 5 g/L, sendo rapidamente reduzida nas 72 horas iniciais. No entanto, a partir deste
periodo, a cada 24 horas um pico de lactose foi observado. Isto ¢ devido a intencdo de se
manter concentracdo deste agucar em 5 g/L. E nitido identificar que o consumo de lactose foi
acelerado. Deve-se esclarecer que alguns reabastecimentos foram insuficientes para se

reestabelecer a concentracao de lactose em 5 g/L.
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Figura 5.39 - Evolucao do acido acético do Ensaio 8.

Em relagdo a evolucao do acido acético representado pela Figura 5.39, observa-se
um comportamento semelhante ao perfil de densidade das algas. A concentra¢do de acido
acético foi crescente nas 72 horas iniciais, atingindo 0,94 g/L. Em seguida um leve consumo
deste acido foi verificado, seguido novamente de um pico crescente alcangando 1,32 g/L em
168 horas. Logo depois, a concentracdo cai ¢ no final da fermentacdo novamente ocorreu a
producao de acido acético. Com isso, percebe-se que a concentragdo de acido acético ¢
elevada ap6s a adicdo do meio fresco suplementado com PSL, isto ocorre porque o meio
contém acido acético em sua composicao.

Complementarmente foi analisado o teor de nitrogénio total e o teor de carbono total
apresentados nas Figuras 5.40 e 5.41, respectivamente, a fim de entender como o metabolismo

da alga sintetiza estes dois componentes.
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Figura 5.40 - Evolucao do teor de nitrogénio total do Ensaio 8.
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Figura 5.41 - Evolugao do teor de carbono total do Ensaio 8.

Com base nas Figuras 5.40 e 5.41, observa-se que a concentragdo de carbono total
(Concentragao inicial de 3000 mg/L) foi mais elevada que a concentragao do nitrogénio total,
em func¢do dos reabastecimentos de lactose.

No entanto, foi verificado um consumo acelerado de nitrogénio nas 72 horas. Em
seguida, ocorreram flutuacdes de subida e descida, possivelmente em decorréncia dos
reabastecimentos de meio fresco que podem conter em sua composi¢do compostos de
nitrogénio. Entretanto, em relacdo ao teor de carbono total, verificou-se que nas 48 horas

iniciais esta varidvel permanece praticamente constante. No decorrer da fermentagdo
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ocorreram pequenas flutuagdes provenientes tanto da adi¢do da lactose, como da producdo de
etanol e de acido acético.

A partir dos resultados obtidos torna-se necessario compara-los com a literatura,
entretanto, deve-se ressaltar que a sintese de etanol por algas ¢ um assunto ainda pouco
explorado e com dados escassos. De acordo com o Quadro 5.1, € possivel obter uma melhor
visdo dos resultados encontrados no presente trabalho, sendo que o produto alvo ¢ excretado
de forma espontanea pela microalga C. reinhardtii a partir das condigdes avaliadas e, com
isso, foi realizada a comparacdo com dados da literatura utilizando outros sistemas

fermentativos.

Quadro 5.1 - Comparacdo da produ¢ado de etanol a partir de diferentes sistemas fermentativos

Presente Trabalho (Escala Reduzida) Literatura (COSTA et al., 2015)
.~ Concentracao de i Concentracao de
Condi¢do etanol (g/L) Condicdo etanol (g/L)
Ensaio 2 — TAP
isento de enxofre TAP isento de
com PSL e ghi:ose 1,19 enxofre com 0,1 g/L. 13,11
(concentragao de PSL
inicial de 1 g/L de
glicose e lactose)
Ensaio 2 — TAP
isento de enxofre .
com PSL TAP isento de Etanol nao foi
~ 0,9 enxofre com 1 g/L
(concentragao de PSL detectado
inicial de 1 g/L de
lactose)
Presente Trabalho (Escala Ampliada) Literatura (COSTA et al., 2015)
.~ Concentracio de . o~ Concentracio de
Condigao etanol (g/L) Condigao etanol (g/L)
Ensaio 8 — Efluente
proveniente da
fotofermentagdo da Sisterna Hibrido —
cabj;}zz ]iom Sobrenadante da
P ~ alga C. reinhardtii
PSL (concentragao .
. 1,357 como meio de 12,61
inicial de 5 g/L de fermentacdo para
lactose) como meio bactéria R
de fermentacao para capsi latuL;
alga C. reinhardtii — P
Uso de corte na
fermentagao
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o Quadro 5.1, percebe-se que na literatura (COSTA et al., 2015)
utilizando a alga verde C. reinhardtii através de um metabolismo celular em ciclo de
luz/escuro a 25 °C no meio TAP com deplecao de enxofre utilizando o PSL na concentragdo
de 0,1 g/L, a producao de etanol foi de 13,11 g/L, enquanto que ao aumentar a concentragao
da fonte de agticar para 1 g/L, o etanol ndo foi detectado, porém, ao analisar esta condi¢do no
presente estudo, o produto alvo foi de 0,9 g/L.

Na avaliacdo do sistema hibrido, foram utilizados a associagdo da alga verde
C. reinhardtii com a bactéria R. capsulatus, no entanto, a produgdo de etanol foi maior na
literatura, uma vez que os metabdlitos produzidos pela alga em meio TAP isento de enxofre
foram utilizados como meio de fermentagcdo para bactéria, em contrapartida com o presente
estudo, que ocorreu o inverso, ou seja, o efluente proveniente da fotofermentacdo da bactéria
foi utilizado como meio de fermentagdo para a alga.

Segundo os estudos de KHATTAK et al. (2014) sobre a produgdo de etanol a partir
de culturas de leveduras por meio de dois sistemas diferentes, em que a primeira condi¢ao
consistiu na lise de células de leveduras para a extragdo de enzimas, enquanto que a outra
condicao baseou-se no sistema de fermentagdo convencional com células de leveduras, com
agitacdo (150 rpm) e pH em 7,0, avaliando diferentes temperaturas. Na condi¢do da presenca
de enzimas livres de células a producdo de etanol foi de 3,83 + 0,22, 3,44 + 0,13 ¢
1,94 + 0,06 g/L de etanol para temperaturas de 40, 45 e 50 °C, respectivamente, utilizando
10 g/L de glicose. No entanto, para o sistema de fermentagdao convencional, a produgdo de
etanol foi de 0,48 + 0,12, 0,13 £ 0,01 e 0,05 = 0,01 g/L de etanol para temperaturas de 40, 45
e 50 °C, respectivamente, utilizando 10 g/L de glicose, sabendo que estas temperaturas nao

correspondem a condi¢do 6tima de produgao de etanol por culturas de leveduras.
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6 - CONCLUSAO

Com base nas diversas fermentagdes realizadas com a alga C. reinhardtii avaliando a
presenca de fontes de carbono mixotroficas, a supressao de enxofre e de acido acético, bem
como o uso de sistema hibrido contemplando a associagdo da alga com a bactéria
R. capsulatus, foi possivel obter uma melhor compreensdo do metabolismo da alga.

Em relacdo a densidade algal, observou-se que a alga ja encontrava-se plenamente
adaptada ao meio TAP, atingindo valores de biomassa final em torno de 1,2 g/L, sendo que
com a adicdo de fontes de agucar, estes valores encontravam-se elevados, aproximadamente
1,8 g/L. Contudo, quando a alga foi exposta em meio TAP com supressdao de acido acético,
verificou-se que o crescimento celular foi comprometido pela falta deste nutriente, sendo que
mesmo com adi¢do de lactose, houve um aumento nos valores de densidade algal, mas que
nao foram expressivos. Da mesma forma, na avaliacdo do sistema hibrido, os valores de
biomassa foram muito baixos (0,2 g/L) mesmo com a adi¢cdo de aglcares, indicando a
dificuldade da alga em manter-se no meio RCV metabolizado.

No que diz respeito as fontes de carbono mixotroficas utilizadas, identificou-se que a
microalga C.reinhardtii metabolizou rapidamente a lactose, atingindo os maiores valores de
biomassa. E necessario destacar também que o aparecimento de etanol ocorreu somente na
presenga de fontes de agucar, seja glicose ou lactose, confirmando a importancia destas para a
produgdo deste biocombustivel.

Ja na andlise em escala reduzida da supressdo de enxofre na presenca de fontes de
acucar (PSL e/ou glicose), a produg¢dao de etanol foi potencializada, sendo o maximo
produzido de 1189,91 mg/L, no meio suplementado com PSL e glicose, sendo que nesta
condicdo a concentragdo inicial de glicose e lactose foi de 1 g/L para cada acucar. Deve-se
mencionar que a alga foi exposta a condi¢do de estresse, no caso a supressao de enxofre, logo
seu metabolismo foi preparado para um periodo de reserva, controlando o consumo de
nutrientes presentes no meio, como também induzindo a sintese de etanol para uma possivel
necessidade de consumi-lo.

Pela analise das fermentagcOes em escala reduzida avaliando diferentes fontes de
lactose suplementadas no meio TAP, verificou-se que para a sintese de etanol foi necessario
uma maior concentragdo de aglicar no meio, no caso foi utilizado 5 g/L de lactose. Entretanto,
quando foi suplementado 1 g/L de glicose e/ou lactose no meio TAP a produgdo de etanol foi
insignificante, uma vez que o consumo dos aglcares foi direcionado para o crescimento

celular.



CONCLUSAO

Observou-se também em escala reduzida a nitida importancia da presenga de acido
acético no meio fermentativo da alga, j& que, mesmo na sua auséncia a alga foi capaz de
sintetiza-lo para manutencao de seu metabolismo. Contudo, ainda com a adi¢cdo de fontes de
acucar (PSL) no meio com supressao de acido acético, a densidade das algas continuou baixa,
além de ndo ter sido detectada a sintese de etanol.

Além disso, a andlise do sistema hibrido empregado em escala reduzida indicou a
possibilidade de sintese de etanol, como também a sintese de acido acético, verificado nas
condigdes em que o meio RCV metabolizado foi suplementado com fontes de agticar (PSL ou
glicose). No entanto, a maxima producao de etanol foi verificada em escala ampliada, sendo
de 1357 mg/L de etanol e a produtividade volumétrica obtida foi de
5,89 mmol de etanol/L.dia. Nesta fermentacao, o emprego do sistema hibrido ocorreu em
reator de 1,5 L, em que o efluente proveniente da fotofermentacao da bactéria R.capsulatus
foi suplementado com PSL e disponibilizado para a alga. Nesta condi¢do a concentracao
inicial de lactose foi de 5 g/L. Vale ressaltar ainda que a cada 48 horas houve o
reabastecimento de meio fresco suplementado com PSL a fim de que a concentracao inicial de

lactose fosse mantida no valor supracitado.
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7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se inicialmente uma andlise mais aprofundada do emprego do sistema
hibrido, utilizando outras espécies de bactérias, como também outros micro-organismos, por
exemplo, as leveduras, com o objetivo de otimizar a producdo de etanol, além de fornecer
informagdes adicionais em relacdo ao comportamento metabolico das algas para a sintese de
outros produtos.

De forma complementar, a avaliacdo de outras condigdes de estresse para que a
microalga C. reinhardtii seja exposta, haja vista que na literatura muitos autores relatam que
esta microalga ¢ capaz de acumular amido e triacilglicerdis quando submetida a privagao de
nitrogénio, alta salinidade, esgotamento de enxofre ou ainda na presenca de luz elevada.

Outra sugestao de trabalho futuro ¢ a avaliacao da adicao de outras fontes de carbono
e do uso de efluentes como meio de fermentacdo a fim de potencializar a sintese de
biocombustiveis. Além disso, deve-se destacar a necessidade de explorar outras configuragdes

de sistemas fermentativos como reatores de coluna de bolhas.
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