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CAPITULO I: INTRODUGCAO



RESUMO

O crescimento da populacdo mundial e a tentativa de substituicdo parcial dos
combustiveis fésseis por novas fontes de energia tém levado a uma maior atencéo
gquanto a possivel escassez de alimentos e a caréncia de grandes areas disponiveis
para agricultura. Microalgas, por meio do metabolismo fotossintético, utilizam energia
solar e gas carbdnico como nutrientes para o crescimento. A microalga Spirulina pode
ser utilizada como suplemento alimentar, na biofixacdo de CO; como fonte de
biocombustiveis e no tratamento de efluentes. A digestdo anaerdbia da biomassa
microalgal produz biogas e os residuos deste processo podem ser utilizados como
substrato para novos cultivos da microalga. O objetivo deste trabalho foi estudar a
conversao de Spirulina sp. LEB-18 em biogas em escala piloto e produzir biomassa
microalgal utilizando os efluentes bicarbonato e dioxido de carbono do processo
anaerobio como fonte de nutrientes. Spirulina foi utilizada como substrato na digestao
anaerobia para producédo de biogas em escala piloto sob temperaturas variaveis (12-
38 °C). Efluente do processo anaerébio foi adicionado (20 %, v/v) como fonte de
carbono no cultivo da microalga para avaliar o crescimento e a composicdo da
biomassa. A seguir foi avaliada a capacidade da microalga de remover CO, presente
no biogéas através de biofixagdo para obtencéo do biocombustivel purificado. O biogéas
produzido sob as diferentes temperaturas apresentou entre 72,2 e 74,4 % de CHa,
guando realizado nas temperaturas 12 a 21 °C e 26 a 38 °C, respectivamente. A
reducdo na temperatura do processo anaerébio provocou um decréscimo na
conversdo de biomassa em biogas (0,30 para 0,22 g.g?), ocorrendo dentro da faixa
adequada e segura para as bactérias metanogénicas (pH 6,9; alcalinidade entre
1706,0 e 2248,0 mg.L* CaCO; e nitrogénio amoniacal 479,3 a 661,7 mg.L?). Os
cultivos de Spirulina sp. LEB-18 em efluente anaerébio contendo 20 % (v/v) e meio
Zarrouk modificado (NaHCOs; 2,8 e 5,3 g.L?') apresentaram velocidade especifica
maxima de crescimento entre 0,324 e 0,354 d, produtividade volumétrica entre 0,280
e 0,297 g.Lt.d? e produtividade areal entre 14,00 e 14,85 g.m2.d?, sem diferencas
significativas (p > 0,05) entre as diferentes condi¢cbes estudadas. Lipidios variaram
entre 4,9 e 50 % com proporcdo de &cido linoleico maximizada nos meios com
efluente e &cido alfa-linolénico reduzida nesses meios em comparagdo ao meio
Zarrouk completo. Nos ensaios para avaliar a capacidade da microalga Spirulina sp.
LEB-18 de remover CO, contaminante no biogas, as maximas concentracées celulares
e produtividades de biomassa variaram, respectivamente, entre 1,12 e 1,24 g.L! e
0,11 e 0,14 g.Lt.d?, ndo apresentando diferencas significativas (p > 0,05) entre os
ensaios. A maior fixacao diaria total (FDT) de dioxido de carbono obtida foi 58,01 %
(v/v) em cultivos com adicao de biogas contendo 25 % (v/v) CO.. Obteve-se biogas
com 895 % (viv) de CHs apds injecdo em cultivos de Spirulina, no qual
aproximadamente 45 % (v/v) do CO; injetado foi fixado pela microalga, gerando
biomassa para diversas aplicac6es e biogas purificado.

Palavras - chave: biogés, cianobactéria, digestdo anaerodbia, dioxido de carbono,
efluente anaerobio.



ABSTRACT

The world’s population increase and the attempt in partial substitution of fossil fuels for
new energy sources have been leading to a greater attention towards a possible food
shortage and lack of available lands for agriculture. Through the photosynthetic
metabolism, microalgae use solar energy and carbon dioxide as nutrients for their
growth. The microalgae Spirulina can be used as food supplement, on the biofixation of
COg, as source of biofuels and on the treatment of effluents. The anaerobic digestion of
the microalgae biomass produces biogas and its residues can be used as substratum
for new microalgae culture. The objective of this task was to study a Spirulina sp. LEB-
18 conversion into biogas in a pilot scale and to produce microalgae biomass using the
effluents bicarbonate and carbon dioxide of the anaerobic process as a source of
nutrients. Spirulina was used as substratum in the anaerobic digestion for the biogas
production in pilot scale under varying temperatures (12-38 °C). The process of the
anaerobic effluent has been added (20 %, v/v) as a carbon source in the microalgae
culture to evaluate the biomass’s growth and composition. Next, the microalgae’s
capacity of removing the resident CO; in the biomass through biofixation to obtaining
the refined biofuel has been evaluated. Produced under different temperatures, the
biogas has shown between 72.2 % and 74.4 % of CHs when accomplished with 12 to
21 °C and 26 to 38 °C temperatures, respectively. The reduction of the temperatures in
the anaerobic process caused a decrease in the conversion of biomass into biogas
(0.30 to 0.22 g.g?), occurring within the adequate and safe range for methanogenic
bacterias (pH 6.9; alkalinity between 1706.0 and 2248.0 mg.L?* CaCOs; and
ammoniacal nitrogen 479.3 to 661.7 mg.L?). The Spirulina sp. LEB-18 cultures into
anaerobic effluents containing 20 % (v/v) and Zarrouk modified medium (NaHCOs, 2.8
and 5.3 g.L ) showed specific maximum speed of growth between 0.324 and 0.354 d*,
volumetric productivity between 0.280 and 0.297 g.L'.d?! and areal productivity
between 14.00 and 14.85 g.m2.d, without signifying differences (p > 0.05) between
different studied conditions. Lipids vary between 4.9 and 5.0 % with maximized
proportion of linoleic acid in environments with effluent and reduced alfa-linoleic acid in
these environments in comparison to the complete Zarrouk one. On the essays to
evaluate microalgae Spirulina sp. LEB-18’s capacity of removing contaminant CO; on
biogas, the maximum cellular concentrations and productivities of biomass varied,
respectively, between 1.12 and 1.24 g.L?! and 0.11 and 0.14 g.Ld?, not showing
signifying differences (p > 0.05) between essays. The major total diary fixation (TDF) of
carbon dioxide obtained was 58.01 % (v/v) in cultures with the addition of biogas
containing 25 % (v/v) of CO.. Biogas has been obtained with 89.5 % (v/v) of CH, after
injection in Spirulina’s cultures, in which approximately 45 % (v/v) of CO- injected had
been fixed by the microalgae, generation biomass for multiple applications and refined
biogas.

Keywords: biogas, cyanobacterium, anaerobic digestion, carbon dioxide, anaerobic
effluent.



1.1 INTRODUCAO

O rapido aumento da concentracdo de gases poluentes na atmosfera,
principalmente o CO;, combinado com a deple¢do dos combustiveis fésseis, tem
aumentado o interesse em energias renovaveis e sustentaveis. Cientistas em varios
paises vem estudando novas tecnologias para o sequestro do CO; emitido
principalmente devido a atividade industrial, contribuindo assim com a reducdo do
aguecimento global.

Devido a alta produtividade de biomassa e por se reproduzirem em aguas
residuais, as microalgas podem unir estes temas, através da mitigacdo de CO;
utilizado para o crescimento fotossintético da biomassa, da produgédo de biomassa
com valor nutricional e com composi¢cdo adequada para utilizacdo na producdo de
biocombustiveis, como o biodiesel, bioetanol e biogas.

As microalgas sdo um dos mais eficientes sistemas biol6gicos de
transformacdo de energia solar em compostos organicos, por meio da fotossintese
(VONSHAK, 1997). Esses micro-organismos podem ser utilizados na biofixagcdo de
CO; (MORAIS; COSTA, 2007b) bem como no tratamento de efluentes (MATA et al.,
2012). Os biocombustiveis de microalgas, comparados com os combustiveis de
primeira e segunda geracéo, tém a vantagem de n&o contribuir com o desmatamento,
com 0 consumo excessivo de agua, podendo esta ser alcalina, salobra ou até mesmo
residual. Além disso, ndo competem com areas que poderiam ser utilizadas para a
producdo de alimentos (COSTA; MORAIS, 2011).

O biogéas pode ser produzido a partir de residuos sélidos ou liquidos, bem
como através de biomassa microalgal. As microalgas sdo substratos adequados para
processamento anaerébio, devido a sua elevada concentragdo de proteinas, lipidios e
carboidratos (SIALVE et al., 2009). A producdo de biogas a partir da digestao
anaerobia da biomassa de Spirulina é facilitada pela sua alta concentragdo de matéria
organica (cerca de 93 %, p/p) (COSTA et al.,, 2008). No processo de digestdo
anaerobia da biomassa o efluente produzido contém importantes nutrientes, como
carbono, nitrogénio e fésforo, que podem ser recuperados para a producdo de
biomassa da microalga (CONVERTI et al., 2009).

Duas fontes de carbono sdo geradas durante a producéo de biogas, HCOs
(bicarbonato) no efluente liquido e CO; gasoso no biogas. Embora a concentracédo de
carbono inorgéanico dissolvido no efluente liquido anaerébio seja menor do que a

indicada na formulacdo de meios de cultivo padrdo para a producédo de biomassa de



microalgas do género Spirulina, como o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), Radmann et
al. (2007) e Andrade et al. (2008) encontraram maiores produtividades para esta
microalga em meios de cultivo diluidos, abrindo assim a possibilidade da utilizagéo do
efluente anaerdébio para o crescimento de microalgas do género Spirulina e uma
alternativa para diminuicdo dos custos de producédo da biomassa. Segundo Chen et al.
(2008), microalgas cultivadas em efluente da producdo de biogas podem apresentar
elevadas concentracBes de proteinas, lipidios e carboidratos, podendo ser utilizadas
na producao de biocombustiveis.

Como produto final da digestdo anaerdbia, obtém-se biogas, com uma
combinacdo de metano, dioxido de carbono, tragos de outros gases (Hz, N2, Oz e H.S)
e acidos orgéanicos de baixo peso molecular (GE et al., 2011). Um dos aspectos
positivos da digestdo anaerdbia de microalgas é o fato do biogas apresentar elevada
concentracdo de metano (60-70 %) e minimas concentracdes de enxofre quando
comparado ao gas oriundo de outros substratos (SIALVE et al., 2009). Além disso, o
CO; produzido durante o processo pode ser consumido como nutriente para cultivos
de microalgas, aumentando assim, a pureza do biogas (KAO et al., 2012a).

Neste sentido, aliar o cultivo de microalgas para obtencdo de biomassa
microalgal, producédo de biogas e a reducao dos efluentes gerados durante o processo
anaerobio pode proporcionar uma alternativa promissora para producdo de
biocombustivel e de biomassa microalgal com reducao nos custos com fonte de
nutrientes. Ainda, esta biomassa pode ser fonte de biocompostos e biocombustiveis

para geracdo de energia renovavel.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Estudar a conversédo de Spirulina sp. LEB-18 em biogas em escala piloto e
produzir biomassa microalgal utilizando os efluentes bicarbonato e di6xido de carbono

do processo anaerébio como fonte de nutrientes.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a producdo de biogas em escala piloto em diferentes temperaturas
utilizando como substrato biomassa microalgal;

e Estudar o crescimento, composi¢do e o perfil de acidos graxos da microalga
Spirulina sp. LEB-18 em meio complementado com efluente da producdo de
biogas;

e Avaliar a capacidade de remocédo biolégica do CO, presente no biogas por
meio da microalga Spirulina sp. LEB-18 para obtencdo de metano purificado.



1.3 JUSTIFICATIVA

Clima, vegetagao, fauna e ecossistemas vem sendo afetados devido ao
aquecimento global nas ultimas décadas. Este fenbmeno é provocado pelo acimulo
de gases que sdo emitidos para a atmosfera devido a queima de combustiveis fésseis
como o carvdo mineral, 6leo diesel e a gasolina, sendo o CO- 0 gas lancado em maior
gquantidade.

A preocupacdo internacional devido as consequéncias do acumulo dos
gases do efeito estufa na atmosfera, fez com que, em 1997, fosse estabelecido o
Protocolo de Kyoto. Através deste Tratado, paises desenvolvidos assumiram um
compromisso em reduzir suas emissdes. Porém, somente em fevereiro de 2005,
entrou em vigor o Protocolo de Kyoto estabelecendo os primeiros passos para a meta
de reducdo de gases poluentes no planeta. Os paises que assinaram este Tratado se
comprometeram em reduzir as emissées de gases do efeito estufa para 5,2 % abaixo
dos niveis registrados em 1990. No entanto, paises como o Estados Unidos tem
dificultado o avanco destes acordos. Para que ocorra o cumprimento da reducao
desses gases, foram propostos 3 Mecanismos de Flexibilizacdo, o Comércio
Internacional de Emissdes (CIE), Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) e a
Implementacdo Conjunta (IC). O principal deles foi o MDL, o qual possibilita a
participacao dos paises em desenvolvimento, como o Brasil, no tratado. Esses paises
podem vender os créditos de carbono para paises desenvolvidos, contribuindo assim
para a reducéo de emissdes de CO..

Desenvolvimento de energia renovavel e mitigacdo de gases causadores
do efeito estufa estdo diretamente relacionados. Fontes de energias renovaveis, como
solar, edlica, hidrica e biomassa, podem potencialmente substituir a energia de
combustiveis fosseis, emitindo assim, menores concentracfes de gases para a
atmosfera.

Uma das culturas que tem recebido interesse crescente por parte de
grandes empresas e pesquisadores € o cultivo de microalgas. Devido a sua estrutura
celular e rpida taxa de crescimento, as microalgas apresentam eficiéncia na
biofixagdo de 10-50 vezes maior do que plantas terrestres e menores areas para
cultivo (LAM; LEE, 2013). A biomassa microalgal produzida pode ser utilizada como
alimento para humanos e animais, e também ser aplicada na producdo de

biocombustiveis e na obtencéo de diversos compostos com alto valor agregado, como



corantes e &cidos graxos (ZAMALLOA, et al., 2012; COLLA et al., 2004; RICHMOND,
2004).

Comparadas aos vegetais superiores, as microalgas apresentam maior
eficiéncia fotossintética e podem ser cultivadas em meio salino (OLGUIN et al., 2001).
Além disso, o cultivo de microalgas pode ser mais facilmente controlado, com altos
niveis de producado durante todo o ano, ao passo que o cultivo de vegetais depende de
condicbes climaticas regionais mesmo com modernos sistemas de irrigacao
(GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009).

O cultivo das microalgas necessita de area muito menor do que aquela
utilizada para producéo agricola. Uma estimativa mostra que podem ocupar apenas 1
% da &area que a soja utiliza hoje e produzir a mesma quantidade de biodiesel que ela
produz (QUINTELLA et al., 2009). Além disso, as microalgas apresentam elevadas
produtividades em biomassa, o que representa menor utilizagdo de area para o cultivo,
a regido de cultivo pode ser desértica e o solo pode estar degradado, ja que o0 mesmo
€ somente utilizado como suporte para o sistema de cultivo; a producdo da biomassa é
continua, ndo segue regime de safras; o meio de cultivo pode ser reaproveitado e
como fontes de carbono podem ser utilizados o CO; residual de processos (KAO et al.,
2012a; CONVERTI et al., 2009; BENEMANN, 1997) e fontes organicas residuais
(ANDRADE; COSTA, 2008).

A digestdo anaerdbia transforma matéria orgéanica em gas, produzindo
principalmente CH., e CO,. O bioprocesso anaerobio € tradicionalmente utilizado para
o tratamento de residuos agroindustriais e municipais com a finalidade de adequa-los
a exigéncias ambientais. No entanto, vem crescendo o interesse da utilizagdo do
bioprocesso anaerobio para a producdo de biocombustiveis, principalmente biogas e
bio-hidrogénio (PARMAR et al., 2011).

Comparado a outros biocombustiveis, o biogas apresenta a vantagem de
poder ser produzido por meio de processamento biologico de toda a fracdo orgénica
da biomassa microalgal ou da fracdo residual ap06s a extragcdo dos lipidios da
biomassa (EHIMEN et al., 2011). A digestdo anaerdbia, comparada a outros processos
de producdo de biocombustiveis, € operacionalmente mais simples e dispensa a
secagem e o pré-tratamento quimico da matéria-prima, com menor gasto energético e
menor geracao de residuos. O principal componente residual da digestao anaerdbia é
o diéxido de carbono (aproximadamente 25-45 % v/v), que pode ser utilizado como

substrato para os cultivos de microalgas, purificando o biogas.



A biomassa microalgal vem sendo estudada como substrato para a
digestdo anaerdbia em escala laboratorial (ZAMALLOA et al., 2012; RAS et al., 2011,
MUSSGNUG et al., 2010; SIALVE et al., 2009; COSTA et al., 2008). No entanto, ndo
hé registros da utilizacdo dessa biomassa para a producado de biogas em escala piloto
submetida a condicbes ambientais ndo controladas, principalmente devido a
guantidade de biomassa necessaria a ser utilizada diariamente como substrato.
Porém, o Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG, onde foi realizado este
trabalho, possui duas plantas pilotos de producdo de microalga, disponibilizando
assim, quantidade suficiente de biomassa para o estudo proposto.

No cultivo de Spirulina, os nutrientes sao 0s principais componentes dos
custos de producdo, principalmente o carbono (VONSHAK, 1997), que é fornecido aos
cultivos como bicarbonato (HCOs) ou CO,. Porém, estas duas fontes de carbono
inorgénico sdo geradas no processo de producdo do biogas a partir da propria
biomassa da microalga. O CO; contamina o biogas, reduzindo o poder calorifico do
mesmo, e HCO3™ esté presente no efluente liquido do processo.

1.4 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA NO LEB

O Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) vem estudando o cultivo de microalgas desde 1996. Ja foram
estudados substratos alternativos para o crescimento (FREITAS, 2012; ANDRADE;
COSTA, 2008, 2007; COSTA et al., 2003, 2001), configuracdes de fotobiorreatores e
modos de cultivo (HENRARD et al., 2011; ROSA, 2008; REICHERT et al., 2006;
COSTA et al.,, 2004), efeito de fatores como temperatura (COLLA et al., 2004),
ilumin&ncia (ANDRADE; COSTA, 2007), taxa de renovacao e concentracdo de corte
(HENRARD, 2009; REICHERT et al., 2006) no crescimento e composi¢cdo da
biomassa de microalgal. Foram realizados estudos de custos de producdo (COZZA,
1999), do potencial antitumoral (LOPES et al., 2004) e hipocolesterolémico (COLLA et
al., 2008) da microalga, modelagem matematica do crescimento de Spirulina
(CAMERINI, 2012; COSTA et al., 2002, 2000), producdo de acidos graxos (ROSA,
2012; MORAIS; COSTA, 2008a; RADMANN; COSTA, 2008) e o isolamento de uma
cepa nativa do extremo sul do Brasil (MORAIS et al., 2008). Foram desenvolvidos
produtos adicionados de biomassa microalgal para alimentagcdo humana (MORAIS et
al., 2006), alimentos para praticantes de atividades fisicas adicionados de Spirulina

(CARVALHO, 2010), a fixacdo microalgal de gas carbbnico de gases de combustédo
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(ROSA et al., 2011; RADMANN et al., 2011; MORAIS; COSTA, 2008b; RADMANN;
COSTA, 2008; CAMERINI, 2008), a selecao de microalgas para producéo de bioetanol
(MARGARITES, 2010), cultivo de microalgas para producdo de biossurfactantes
(RADMANN, 2011), potencialidade do sul do Brasil para o cultivo de Spirulina
(ANDRADE; COSTA, 2008), extracdo de biopolimeros para desenvolvimento de
nanofibras (MORAIS et al., 2013; MORAIS et al., 2010; MORAIS, 2008), entre outros
produtos.

A producdo de biogas através de biomassa microalgal comecou a ser
estudada em 2006 em escala de bancada, assim como a realizagdo dos primeiros
ensaios utilizando efluente liquido do processo anaerébio como fonte de nutrientes
(ANDRADE, 2009; COSTA et al., 2008).

A partir de uma parceria entre o LEB, empresas, prefeituras e
organizagbes ndo governamentais foi construida uma planta para producdo de
microalgas. Esta planta opera, desde 2004, no extremo sul do Brasil, as margens da
Lagoa Mangueira, possuindo 3 biorreatores de 15 m3, com uma producdo mensal de
50-70 kg de biomassa, utilizada para enriqguecimento de merenda escolar no municipio
de Rio Grande.

Em 2004 iniciou o convénio entre o LEB, a ELETROBRAS (Centrais
Elétricas Brasileiras S. A.) e a CGTEE (Companhia de Gerag¢do Térmica de Energia
Elétrica), localizada no municipio de Candiota — RS para desenvolvimento de
tecnologia para biofixacdo de CO. originado na combustdo do carvdo mineral por
microalgas. Como produto deste convénio foi projetada e montada a Planta Piloto de
Biofixacdo de CO. por microalgas, formada por um sistema modular composto por 2
containers-laboratério de 12 m (40 pés) cada, 2 biorreatores do tipo raceway, com
dimensdes de 15 x 3 x 0,4 m e volume de 18 m® e um biorreator, com dimensdes de 4
x 0,8 x 0,4 m e volume de 1 m?, para crescimento e manutencéo de in6culo. Em 2012,
foi firmado a continuidade do convénio através do projeto P&D da ANEEL (Agéncia
Nacional de Energia Elétrica) juntamente com a CGTEE, para colocar em operacédo a
Planta Piloto de Biofixacdo de gas carbonico.

Uma terceira planta de producdo de biomassa microalgal foi colocada em
operacdo na cidade de Ribeirdo Preto, para tratamento da vinhaca originada da
producado de bioetanol por microalgas. A planta piloto é formada por 2 biorreatores de
15 m?® e 2 biorreatores de 1 m3,

Estudos vém sendo realizados para producdo de bioetanol a partir de

biomassa microalgal, que pode se tornar a quarta geracao de obtencao deste alcool. O
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trabalho inclui parceria entre o LEB e o CTC (Centro de Tecnologia Canavieira),
unindo pesquisadores e infraestrutura das duas instituicdes. Ainda na linha de
biocombustiveis, no periodo 2006/2009 foi desenvolvido o projeto “Biodiesel a partir de
microalgas cultivadas em agua de produgdo/salobra”, convénio entre FURG e
PETROBRAS.

Em 2008 foi aprovado o projeto “Aquicultura de microalgas para a
biofixacdo do gas carbbnico gerado na queima do carvao e co-geracdo de biodiesel e
bioprodutos de alto valor agregado”, através do Edital MCT/CNPg/MPA 26/2008
(Selecao publica de propostas de pesquisa e tecnologias para producgdo de biodiesel a
partir de microalgas), o qual foi realizado através de uma parceria entre o Laboratério
de Engenharia Bioquimica da FURG, CGTEE (Companhia de Geragdo Térmica de
Energia Elétrica), Fundacdo ZERI e UPF.

Pesquisas sobre microalgas vem sendo desenvolvidas no LEB através dos
projetos “Cooperacao Técnica Para Obtencédo de Biomassa, Bioenergia e Produtos de
Alto Valor Agregado a Partir de Microalgas” e “Rede Integradora de Nanotecnologia e
Biotecnologia Microalgal Para o Desenvolvimento Cientifico/Tecnolégico e Formagéo

de Recursos Humanos”, aprovados pela CAPES.
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2.1 Matriz Energética

A energia € um requisito essencial para o desenvolvimento social e
econdmico de um pais, de modo que um dos indices de melhoria da qualidade de vida
€ 0 consumo de energia per capita. Nos Ultimos anos a energia renovavel vem
ganhando espaco na matriz energética de diversos paises, como a india e o Brasil.

Os padrbes atuais de producdo e consumo de energia sdo baseados nas
fontes fsseis, 0 que gera emissbes de poluentes locais, gases de efeito estufa e
pdem em risco o0 suprimento de energia a longo prazo no planeta. Na Tabela 1 tem-se
a contribuicdo percentual das diversas fontes de energia a energia total consumida no

Brasil e no mundo em 2009.

Tabela 1 Energia primaria no Brasil e no mundo.

Participacédo (%)
Energia Priméria

Brasil Mundo

Petrdleo 40,2 32,8
Carvao mineral 4,6 27,2
Gas natural 7,2 20,9
Nuclear 1,4 5,8
Biocombustiveis 32,1 10,2
Hidraulica 14,2 2,3
Geotérmica/solar/edlica 0,3 0,8

Fonte: IEA (2011).

Em 2010, o consumo médio anual de energia per capita no Brasil alcancou
52,9 GJ. Estados Unidos, China, Unido Européia e India destacam-se por
representarem mais de 60 % do consumo mundial de eletricidade. O consumo total de
energia no Brasil em 2010 foi cerca de 456 mil GWh. Apesar de estar entre os dez
maiores consumidores de energia no mundo, a IEA (International Energy Agency)
ressalta que o Brasil € um dos lideres no cenério global, em que a energia renovavel
representa 46,6 % da matriz energética nacional, enquanto a geragdo de energia

renovavel no mundo é de apenas 13,3 % (IEA, 2011). Esse numero é devido
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principalmente ao bioetanol, produzido através da biomassa de cana-de-agucar, e que
representa 19 % da matriz energética e pela energia hidrelétrica, representando
aproximadamente 14 % da matriz e que sustenta a geracao de energia elétrica no pais
(IBGE, 2012).

No Brasil, a geracdo de energia elétrica pela queima de carvdo mineral
representa uma estratégia importante na matriz energética nacional. Na regido onde
encontra-se instalada a Companhia de Geracdo Térmica de Energia Elétrica (CGTEE),
Empresa do Grupo Eletrobrds — Centrais Elétricas Brasileiras S.A., situa-se a maior
reserva carbonifera brasileira (Jazida Grande Candiota), com aproximadamente 12
bilhGes de toneladas, representando cerca de 38 % das reservas de carvao do pais. A
CGTEE possui duas unidades de producdo de energia no Rio Grande do Sul que
utiizam a queima de carvdo para a geragdo de energia elétrica. Estas unidades,
denominadas “Candiota” e “S&o Jerbnimo”, possuem capacidades de geracdo de 796
e 20 MWh, respectivamente.

O gas natural é constituido pelo metano de origem féssil e utilizado no
Brasil como GNV (géas natural veicular) e para a geracao de energia elétrica. Em 2010,
0 gas natural contribuiu com 10,8 % na matriz energética brasileira (IBGE, 2012). Além
das reservas naturais, o pais importa gas da Argentina e Bolivia. No entanto, o
consumo de gas natural traz consigo os problemas relacionados a emissdao de CO;
féssil e outros contaminantes como o mercdrio.

Biomassa é um termo usado no contexto de energia para uma gama de
produtos derivados da fotossintese. Os produtos podem ser classificados como
residuos sélidos urbanos de processos florestais e agrarios, especialmente plantacfes
como arvores e cana-de-acUcar, plantas aquéticas e algas (RICHMOND, 1990). A
energia obtida a partir da biomassa é renovavel, ao lado de outras formas, como eélica
e hidrelétrica (TOLMASQUIM, 2003).

2.2 Microalgas

As microalgas representam um grupo de micro-organismos autotroficos
que crescem através da fotossintese como as plantas terrestres. Sua estrutura
unicelular Ihes permite crescer rapidamente e converter a energia luminosa em
energia quimica (HARUN et al., 2010). Podem ser procariéticos (cianobactérias),
antigamente chamadas de algas azul-esverdeadas, e eucarioticos, conhecidas como

algas verdadeiras (LI et al., 2008). Sdo constituidas de células tipicas de bactérias
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gram-negativas e coloridas devido a presenca de pigmentos fotossintéticos, podendo
ser amplamente encontradas nos oceanos, aguas continentais e ambientes terrestres
(OLAIZOLA, 2003; TOMASELLI, 1997). Apesar da ocorréncia estimada de mais de
50.000 espécies de microalgas no mundo, apenas cerca de 30.000 ja foram
reconhecidas e estudadas (TOMASELLI, 2004).

Cianobactérias sdo reconhecidas como 0s seres vivos mais antigos do
planeta. Suas caracteristicas taléfitas (plantas que ndo possuem raizes, caules e
folhas), bem como a presenca de clorofila proporcionam as microalgas um mecanismo
fotossintético analogo ao de plantas superiores. Esta via € mais eficiente para estes
seres devido a estrutura celular e também ao ambiente aquatico, pois as células tém
grande facilidade de interagir com agua, dioxido de carbono e outros nutrientes
(CHISTI, 2007a).

O uso de microalgas por seres humanos comegou com 0s chineses ha
mais de 2.000 anos, que utilizavam biomassa de Nostoc como fonte de alimento
(SPOLAORE et al., 2006). No entanto, o cultivo comercial de microalgas em larga
escala s6 comecou nos anos 60 no Japao com a cultura de Chlorella, seguida nos
anos 70-90 pelo cultivo de Spirulina no México, Estados Unidos e China, onde estas
microalgas eram utilizadas como alimento (BOROWITZKA, 1999). Segundo
Borowitzka (1999), a microalga Dunaliella salina era cultivada para extracdo de B-
caroteno, Haematococcus pluvialis para extracdo de astaxantina e diversas outras
espécies de microalgas eram utilizadas como ra¢do na aquicultura.

Atualmente a biotecnologia microalgal tem sido desenvolvida para ser
utilizada em diferentes aplicagbes comerciais. Devido as microalgas apresentarem
clorofila em sua composi¢do, vem sendo utilizadas na formulagdo de alimentos e
cosméticos (MORAIS et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006), na indastria farmacéutica,
devido algumas espécies de microalgas apresentarem compostos bioativos, tais como
antioxidantes, antibidticos e toxinas e na extracdo de pigmentos e vitaminas
(SAJILATA et al., 2008; MENDIOLA et al., 2008; PATIL et al., 2008; CAMPO et al.,
2007). Além disso, estudos tém mostrado também sua aplicacdo na producdo de
biocombustiveis (LAM; LEE, 2013; COSTA; MORAIS, 2011; CHISTI, 2007a, 2007b),
entre os quais biogas (ZAMALLOA et al., 2012; MUSSGNUG et al., 2010; COSTA et
al., 2008), biodiesel (CERON-GARCIA et al., 2013; HARUN et al., 2011), bioetanol
(GUO et al., 2013; SUALI; SARBATLY 2012), bio-hidrogénio (RASHID et al., 2011) e
na mitigacdo de gases que causam o efeito estufa (RADMANN et al., 2011; ROSA et
al., 2011; MORAIS; COSTA, 2007a).
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Spirulina

A microalga Spirulina (Figura 1) é uma cianobactéria filamentosa, aerébia,
tipicamente procariética com parede celular, membrana celular, ribossomas e regiéo
nuclear, sem nucleo verdadeiro. Ao microscépio, esta microalga aparece como
filamentos verdes azulados e compostos por tricomas cilindricos multicelulares, é
regularmente espiralada, com didametro de 20 a 45 um, largura do filamento de 6 a 14
pum e comprimento total de 400 a 900 um (WU et al., 2012). A forma dos tricomas pode
mudar em funcdo de fatores ambientais e fisico-quimicos de cultivo, como o meio de
cultivo e a temperatura e varia também entre as diferentes cepas da microalga
(VONSHAK, 1997).

Figura 1 Fotomicrografia da microalga Spirulina.

Fonte: Laboratdrio de Engenharia Bioquimica — FURG.

Através da fotossintese, a Spirulina converte os nutrientes do meio em
material celular, liberando oxigénio (HENRIKSON, 1994). Sua reproducdo ocorre por
fissdo binaria, onde um tricoma sofre alongamento, acompanhando pelo aumento do
namero de células, seguido de quebra gerando varios filamentos (VONSHAK, 1997).
Diversos nutrientes sdo necessérios para o crescimento celular como fontes de
carbono, nitrogénio, fésforo, magnésio, ferro e outros micronutrientes.

A Spirulina é uma das microalgas mais cultivadas no mundo, pois € uma
fonte proteica alternativa utilizada como suplemento alimentar humano e animal
(PLAZA et al., 2009), apresentando caracteristicas de alta digestibilidade (até 85 %) e
teor proteico acima de 65 % (base seca). Além do alto teor proteico, a Spirulina
apresenta de 5 a 10 % de lipidios, onde os &cidos graxos constituem a principal
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porcao dos lipidios totais. O teor de carboidratos encontra-se entre 10 a20 % e 6 a9
% de minerais e oligoelementos (VONSHAK, 1997).

Varios autores relatam a ocorréncia natural de Spirulina sp. em diversos
paises como nos lagos Chad na Africa Central, Texcoco no México, Nakaru e
Elementeita no Quénia, Aranguadi e Kilotes na Etiépia (VONSHAK, 1997;
HENRIKSON, 1994). Mais recentemente, no extremo sul do Brasil, Morais et al. (2005)
registraram a ocorréncia de Spirulina na Lagoa Mangueira.

A microalga possui o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe),
podendo ser utilizada como alimento sem oferecer risco a saude. Desde 23 de junho
de 1981, Spirulina foi legalmente aceita pelo FDA (Food and Drug Administration) que
declarou “A Spirulina é uma fonte de proteinas e contém varias vitaminas e minerais.
Ela pode ser legalmente comercializada como alimento ou complemento alimentar,
desde que precisamente qualificada e livre de contaminantes e de adulteracdo com
substancias” (FOX, 1996).

Efeitos terapéuticos da microalga contra doengas tém sido relatados, entre
as quais hepatotoxicidade (KARADENIZ et al., 2009), rinite alérgica (CINGI et al.,
2008), hipercolesterolemia (COLLA, 2008), desnutricdo infantil (FOX, 1993), inclusive
em pacientes imunodeprimidos (SIMPORE et al., 2005), anemias (FALQUET, 1997) e
cancer (DEGBEY et al., 2004).

2.3 Fotossintese

Fotossintese é a rota pela qual quase toda a energia entra na biosfera.
Este processo realiza a transformacao de energia luminosa em energia quimica, que é
estocada pelos organismos fotossintetizantes autotréficos na forma de carboidratos. A
energia armazenada nessas moléculas é utilizada por algas, plantas superiores e
certas bactérias para impulsionar processos celulares e servir como fonte de energia
para animais ja que esses ndo podem utilizar a luz do sol para obtencédo de energia
(ALBERTS et al., 1997).

Na natureza, a fotossintese € o principal processo no qual a fixagdo de
CO. é observada. A fixagéo bioldgica de CO; por microalgas é considerada a melhor
forma de fixar esse gas, visto que o aproveitamento da energia solar € muito maior
gue em plantas terrestres que desempenham sua maxima capacidade fotossintética

apenas por um curto periodo do cultivo (DOUCHA et al., 2005). Segundo Vonshak
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(1997), a fotossintese € a principal rota de fixagdo de carbono da microalga Spirulina,
sendo a luz solar sua principal fonte de energia.
A reacdo global de fotossintese esté descrita na Equagéo 1:

6 CO; + 12 H,0 + energia luminosa — CgH1206 + 6 O2 + 6 H,O Equacédo 1

A fotossintese, no entanto, ndo ocorre em apenas uma reacao quimica.
Duas fases distintas podem ser identificadas: a fase clara e a fase escura (Figura 2).
As reacg0Oes da fase clara, conhecida como etapa fotoquimica, envolvem a captagéo da
energia luminosa e conversdo do ATP com reducdo de energia realizada pelo
transporte de elétrons da H,O para o NADP®. O local destas rea¢des que envolvem o
transporte de elétrons sdo as membranas tilacoides dispersas nas células. As reagdes
da fase escura, conhecida como etapa quimica, ocorrem no estroma dos cloroplastos,
sem necessidade de luz. Sdo de natureza enziméatica e utilizam a energia gerada das
reacOes da fase clara para converter CO, em carboidratos, através da reagdo entre o
gas carbdnico, NADPH e ATP (VONSHAK, 1997).

Energia P ——_
luminosa Reacdes dependenteSde Uz Reacdesindepententes deluz

0; CO,
Tilacoide NADP+ < Citosol-
ﬂDP#’I \\ | N Triacilglicerol
—p \
Fotosistema Il . | | \
/(Cadeia de transporte de elétrons RUBI,) = ?;-Fosfog!lcerato “ Glicerol-3
il - | s 7 fosfato
[ Fotosistema | 2 | - = Acid 2 |
T\ §, Estroma cidos graxos |
\ \\ ae 2N : |
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NaDPH 2 / \ 1 /
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Figura 2 Esquema da fotossintese, fixagdo de CO- e acumulo de carbono nas células
de microalgas (Adaptado de ZENG et al., 2011).

O carbono orgéanico gerado a partir da fotossintese fornece o esqueleto
carbbnico para a biossintese de compostos mais complexos como as proteinas e
lipidios, além de ser fonte de energia metabdlica, que move todos 0s processos
bioquimicos (LEHNINGER et al., 1995; ALBERTS et al., 1994).

Na auséncia dessa energia ou na deficiéncia de CO2, um composto de
reserva denominado a-1,4-glucano, similar ao glicogénio ou a fracdo amilopectina de

amido encontrado em plantas superiores € o principal produto de reserva que suporta
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o metabolismo em cianobactérias. Este € provavelmente sintetizado a partir das
ficobiliproteinas, sendo oxidado a partir do ciclo oxidativo das pentoses-fosfato,
fornecendo a energia necesséria para processos celulares. Por sua vez, a assimilagédo
do nitrogénio também depende da energia derivada da fotossintese. Embora os
metabolismos de carbono e nitrogénio sejam independentes, ambos podem ser
absorvidos simultaneamente em compostos como proteina e cianoficina (COLLA et al.,
2002).

2.4 Fatores fisico-quimicos no cultivo de microalgas

O desenvolvimento de um cultivo microalgal € resultado da interacdo entre
fatores bioldgicos, quimicos e fisicos. Os fatores biolégicos referem-se as proprias
taxas metabdlicas da espécie cultivada. Quanto aos fatores fisico-quimicos, os
principais que afetam o0 crescimento da biomassa microalgal s&o temperatura,
luminosidade, pH, salinidade e disponibilidade de nutrientes, demandando maior
estudo (SCHMITZ et al., 2012). Nao existe um meio de cultivo Unico para todas as
espécies de microalgas, uma vez que cada uma tem suas necessidades especificas
(RICHMOND, 2004).

2.4.1 Nutrientes

A microalga Spirulina, assim como outras microalgas, necessita de fontes
de carbono, nitrogénio, fésforo e de outros micronutrientes (HUANG et al., 2009).
Estudos sobre a nutricdo de microalgas permitem avaliar o papel dos vérios elementos
guimicos no crescimento e na produtividade do fitoplancton (LOURENCO, 2006).

O meio de cultivo deve fornecer nutrientes suficientes para o crescimento
microalgal. A concentracdo de nutrientes dissolvidos contribui para o aumento da
pressdo osmética do meio, influenciando na fisiologia da microalga, podendo ter efeito
no crescimento e na composi¢cdo da biomassa (ZENG et al., 2011; RICHMOND, 1986).
O Quadro 1 resume os elementos como, carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre, os

quais constituem os nutrientes mais importantes para as células microalgais.
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Quadro 1 Funcgdes dos principais nutrientes presentes nos meios de cultivos de

microalgas.
Nutriente Principais fontes Funcéo Faixa de concentracéao
Fonte de CO,, HCOg, Fornecer C a
1-16,8 g.L?
carbono COs* célula
Fonte de NO?*, Ureia, AA, Fornecer N a
A i 0,01-25¢9.L*
nitrogénio N2 célula
) PO, Fornecer P as
Fosforo _ ~ ] 0,01-0,5g.L*
hidrofosfato reacoes e células
Fornecer S a
Enxofre S0.* reacoes e 0,001-1,0 g.L*
proteinas
Sais Manter a estrutura
o K, Ca, Na, Mg N 0,1-1000 mg.L*
Inorganicos e atividade celular
_ Fe, Zn, Mn, Pb, Co-fatores
Oligoelementos o 0,01-10 mg.L*
Cd enzimaticos
o Auxiliar na diviséo
Vitaminas B,C E 0,01-1000 mg.L?

celular

Fonte: adaptado de Zarrouk (1966) e Zeng et al. (2011).

Outros elementos essenciais para o desenvolvimento de algumas espécies
de microalgas sao os metais como ferro, magnésio, manganés, cobalto e cobre (ZENG
et al., 2011; REBOLLOSO-FUENTES et al., 2001). O principal papel de alguns metais
€ participar da estrutura e da atividade de enzimas envolvidas em diferentes vias
metabdlicas das algas. Consequentemente, sdo identificados papéis diferenciados
para cada metal. Também, esses metais tem a func¢éo da participacdo na estruturacao
de certas organelas celulares, como os ribossomos (LOURENCO, 2006).

Para o acumulo de diferentes produtos na célula microalgal, alteracdes na
formulacdo do meio de cultura sdo necessarios. Para a producédo de biodiesel, por

exemplo, alta concentracdo de lipidios € o componente mais desejavel na célula,
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enquanto que, para obtencao de biomassa para aplicagdo em produtos relacionados a
alimentagéo e farmacos, deve-se manipular o meio de cultivo a fim de se obter uma

biomassa rica em proteinas, acidos graxos e vitaminas (SCRAGG et al., 2002).

2.4.2 Carbono no cultivo de microalgas

As microalgas podem apresentar diversos tipos de metabolismo e algumas
espécies sado capazes de alternar o tipo de metabolismo de acordo com as mudancas
gue podem ocorrer nas condigdes ambientais. O metabolismo do carbono pode ser
divido em quatro tipos, (1) fotoautotréfico, (2) heterotrofico, (3) fotoheterotréfico e (4)
mixotréfico. No cultivo fotoautotrofico, a Unica fonte de energia para producdo de
biomassa é a luz, a qual é convertida em energia quimica através da fotossintese e a
Unica fonte de carbono sdo compostos inorganicos. No cultivo heterotréfico, somente
compostos organicos sdo utilizados como fonte de carbono e energia. No cultivo
fotoheterotréfico a fonte de energia € a luz, necesséria para que as microalgas possam
utilizar compostos organicos como fonte de carbono. Em cultivos mixotréficos tanto o
metabolismo autotréfico quanto o heterotréfico podem ser usados dependendo da
concentracdo de compostos organicos e da intensidade de luz disponivel (MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011; ANDRADE; COSTA, 2007; CHOJNACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004).

A biomassa microalgal apresenta cerca de 50 % (em peso) de carbono na
sua composicdo. Assim, o fornecimento deste nutriente aos cultivos representa um
importante componente dos custos de producdo. O carbono em cultivo de microalgas
pode ser fornecido por adicdo de bicarbonato ao meio de cultura ou na inje¢do de
diéxido de carbono. Entre os meios de cultivos sintéticos para cultivo de Spirulina sp.,
o0 mais frequentemente utilizado é o meio Zarrouk, que contém carbono na forma de
bicarbonato de sédio, na concentracdo de 16,8 g.L. Porém, fontes alternativas deste
nutriente vém sendo estudadas, como CO, de gas de combustdo gerado em usinas
termelétricas (RADMANN et al., 2011; MORAIS; COSTA, 2007a), CO, presente no
biogas gerado em processos anaerdbios (KAO et al., 2012, CONVERTI et al., 2009),
aguas alcalinas (COSTA et al., 2002) e fontes organicas, como melaco (ANDRADE;
COSTA, 2008), glicerol (CABANELAS et al., 2013) e glicose (CHEIRSILP; TORPEE,
2012).

Carbono inorganico entra na célula através da assimilacéo direta de CO-

pela membrana plasmatica. A principal espécie quimica carbonada é o ion
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bicarbonato, que entra na célula por transporte ativo. Conforme a necessidade de
consumo celular, o bicarbonato acumulado é reconvertido em CO, através da acdo da
enzima anidrase carbonica e disponibilizado para as rea¢des em cadeia envolvidas na
fotossintese, conforme a Equacédo 2 (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Este CO; é
incorporado no ciclo de Calvin produzindo moléculas organicas, tais como
carboidratos, proteinas e lipidios (KAPLAN; REINHOLD, 1999).

CO; + H20 «» HCO3 + H* Equacéo 2

Embora a dissolucdo do CO; em agua resulte na acidificacdo, devido a
formacéo de &cido carbbnico (Equagéo 2), o processo fotossintético de fixacdo de CO-
provoca um aumento gradual do pH devido a liberacdo de OH" (MORAIS; COSTA,
2007a; GROBBELAAR, 2004).

O CO; dissolvido em agua gera um sistema tampdo bicarbonato-
carbonato. Esse sistema tampé&o é o mais importante, geralmente, presente em aguas
naturais e processos anaerobios. A distribuicdo entre as espécies de carbono
inorganico € uma fun¢do do pH. Em valores de pH proximos de 10,5, a espécie
predominante € o bicarbonato, enquanto que em valores de pH mais elevados,

predomina a formacéo de carbonato (COs%) (Figura 3).
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Figura 3 Espécies de carbono inorganico formadas em fung¢édo do pH (MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011).

Devido ao sistema tampéao bicarbonato-carbonato, o carbono é fornecido
para a realizacdo da fotossintese através das reacdes descritas nas Equacdes 3, 4 e
5:
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2HCO3 <> COs* + H,O + CO- Equacéo 3
HCO3z < CO.+ OH- Equacéo 4
CO3% + H20 «» CO, + 20H" Equacdo 5

Segundo Carmouze (1994), o carbono, independente da forma que seja
fornecido (CO2, HCOs ou CO3z%), uma vez dissolvido no meio de cultivo aquoso,
participa do equilibrio quimico COx(g <« H2.CO3 < HCO3; <« COz%, onde a soma de
todas as espécies representa o carbono inorganico total dissolvido. A concentracao de
cada espécie quimica no equilibrio pode ser determinada através da alcalinidade total

e do pH.

A concentracdo de CO; em equilibrio é cerca de 650 vezes maior que a de
H.COs. Assim, a soma das concentragfes das duas espécies é representada por CO».
Nas Equacdes 6 e 7 tem-se as constantes de equilibrio para as rea¢des do sistema
CO; <> H,0 < HCO3 « CO3?.

K1 K2

1= —[H []C[;I)C]O o] Equacao 6
2
+ -2
K = w Equagao 7

*~ [HCo;]

A 30 °C as constantes de equilibrio recebem os valores K; = 4,709.107 e
K, = 5,128.10*. As concentracdes de cada espécie (Eq. 8, 9, e 10) podem ser
calculadas a partir das fracdes de ionizacdo e da concentracdo total de carbono

inorgéanico (CT).

[cO,]=qa, *C, Equacéo 8
[HCO; ]: a, *C; Equacéo 9
[CO;Z]: a, *C, Equagéo 10

As fracBes de ionizacao (oco, o<1 € ocp) de cada espécie quimica no equilibrio
séo obtidas como uma funcdo do pH e das constantes de ionizacdo K; e K; (Eq. 11, 12
e 13).
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&y = L Equacao 11
K K,K
N j+ L2
( [[H*] [H*]Z}
a, = _ :.I' Equacédo 12
K, ) ]
1 Equacéo 13

BT

A concentragdo total de carbono inorganico dissolvido (CT) ndo € um dado

disponivel, mas pode ser substituido pela alcalinidade total (Equacéo 14).
Alc. =[HCO;]+2*[CO*]=0a, *C, +2a, *C, Equacéo 14

A concentragdo de cada espécie quimica de carbono no equilibrio é obtida
a partir das Equagfes 15, 16 e 17. A proporcao entre as espécies em fungéo do pH é

apresentada na Figura 3.

Alc
CO,|=a,* —F— E 0 15
[ 2] a, * (@, +2a,) quacéo
_ Alc ~
[HC03 ]: a, * (ql+—2002) Equacao 16
_ Alc ~
[C032 ]: a, * —(0‘1 N 2(;2) Equacéo 17

2.4.3 Temperatura e luminosidade

A temperatura € um dos fatores que mais afeta a taxa metabdlica dos
organismos, apresentando grande influéncia na producdo de biomassa, proteinas,
lipidios e compostos fendlicos a partir de microalgas (COLLA et al.,, 2002). A
temperatura do ambiente deve ser escolhida em funcdo das necessidades das
espécies presentes e da finalidade dos cultivos (LOURENCO, 2006).
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O crescimento microalgal depende diretamente da temperatura, exigindo
um valor ideal para o maximo crescimento celular (BITOG et al., 2011). Segundo Belay
(1997), a temperatura 6tima para o crescimento de Spirulina esta na faixa de 30 a 38
°C e este valor pode variar entre diferentes cepas. A taxa de crescimento da microalga
Spirulina a 18 °C é somente 46 % da taxa de crescimento a 20 °C. No entanto, quando
a microalga é submetida a temperaturas entre 22-32 °C a taxa de crescimento dobra,
permanecendo a mesma até 40 °C. Porém, acima desta temperatura, essa taxa
diminui drasticamente (RICHMOND, 1986).

A temperatura € um fator importante na dissociagcdo de carbono no meio e
na disponibilidade de carbono para a fotossintese (KOMMAREDDY; ANDERSORN,
2005). Além disso, a temperatura apresenta maior influéncia na respiragdo e
fotorrespiragcdo celular do que na fotossintese. No entanto, se o CO, ou a luz for
limitante para a realizacdo da fotossintese, a influéncia da temperatura pode ser
insignificante (BITOG et al., 2011; PULZ, 2001).

Colla et al. (2007) verificaram que cultivos de Spirulina platensis realizados
a 35 °C apresentaram efeito negativo nos parametros cinéticos de crescimento da
microalga, porém, foram obtidas maiores concentracdes de lipidios e proteinas em
relagéo a cultivos realizados a 30 °C.

Segundo Vonshak (1997), em baixas temperaturas ocorre um decréscimo
da atividade fotossintética nas células de microalga Spirulina. Segundo 0 mesmo
autor, o 6timo para o crescimento microalgal € 35 °C, porém, acima deste valor a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos e de proteinas em geral decresce,
enquanto aumentam as concentra¢des de carboidratos e lipidios.

A intensidade de luz em cultivo de microalgas é um dos fatores mais
importantes, pois esta relacionada a atividade fotossintética (ONCEL; SUKAN, 2008) e
exerce pouca influéncia no metabolismo respiratério, envolvendo a via glicolitica, o
ciclo de Krebs e a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (CHANG; YANG, 2003). A
Spirulina, assim como outras microalgas fotoautotroficas, dependem da luz como a
principal fonte de energia.

De acordo com a intensidade e qualidade da fonte luminosa, o conteudo
de pigmentos das microalgas pode sofrer variacbes (FABREGAS et al., 2001).
Olaizola et al. (1991) submeteram cepas de Spirulina a diferentes intensidades
luminosas e observaram que a quantidade de carotenoides era aumentada quando se

aplicavam altas intensidades. Segundo Goodwin (1980); Siefermann (1980) e Krinsky
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(1979) o aumento da concentragdo de carotenoides esté relacionado a uma adaptagéo
necessaria da célula a fim de proteger as moléculas de clorofila.

A intensidade de luz no cultivo esta diretamente relacionada com a
densidade celular no meio. A presenca de maiores concentracdes celulares resultara
na necessidade de altas intensidades luminosas na cultura (FAN et al., 2007). Cada
espécie microalgal necessita de uma faixa 6tima de luminosidade e quando esta se
apresenta acima da requerida para a realizacdo da fotossintese, ocorre a diminui¢éao
da capacidade fotossintética (ONCEL; AKPOLAT, 2006; CAMACHO et al., 2003). Este
fendbmeno é conhecido como fotoinibig¢ao.

Um dos principais problemas encontrados em cultivos de microalgas é o
fendbmeno conhecido como fotolimitagéo. Ocorre devido a limitagdo do crescimento em
culturas densas, onde ocorre sombreamento provocado pelas préprias células a
medida que ha o crescimento, impedindo que parte da cultura receba luz (MOHANTY
et al., 1997). Vonshak et al. (1982) encontraram 0,40-0,50 g.L! como étima
concentracao celular para a maxima eficiéncia fotossintética em cultivos de Spirulina e
nesta concentracdo € estimado que a 2-3 cm da superficie cerca de 80 % das células
seja exposta a escuridao completa durante alguns instantes.

Sistemas de culturas microalgais podem ser iluminados pela luz artificial,
luz solar ou ambas. Cultivos em larga escala, a melhor fonte de luz é a solar, no
entanto, essa fonte de luz ndo pode ser controlada (BITOG et al., 2011). Geralmente
séo sistemas de grandes areas superficiais, que incluem tanques abertos, placa plana
e horizontal, biorreatores tubulares horizontais na forma de serpentina e biorreatores
verticais (CHISTI, 2007a). Em escala laboratorial, a iluminagdo é realizada
artificialmente, através de lampadas fluorescentes, haldégenas, incandescentes e
diodos emissores de luz (LEDs), as quais foram encontradas como o sistema mais
eficiente e econdmico de iluminagdo (KOMMAREDDY; ANDERSON, 2003).

2.5 Biorreatores para cultivo de microalgas

Biorreator é definido como um sistema em que uma conversao bioldgica é
conduzida. Fotobiorreatores sdo usados para cultivar organismos fotoautotroficos e
conduzir reagdes fotobioldgicas (MATA et al., 2010).

Alguns critérios devem ser considerados no projeto de um fotobiorreator
com o objetivo de obter elevadas produtividades e eficiéncias fotossintéticas. Os

principais aspectos incluem a relagéo superficie e volume do fotobiorreator, inclinagéo,
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sistema de mistura, prevengao de crescimento das microalgas nas paredes, controle
de temperatura e tipo de material empregado na construcdo dos biorreatores
(MORAIS; COSTA, 2008b; MOLINA et al., 2004).

O fator critico no design de biorreatores € a superficie de exposicdo a luz
por unidade de volume. A selecdo do fotobiorreator depende da sua habilidade de
maximizar a produtividade e a eficiéncia fotossintética. Cada tipo de fotobiorreator
possui vantagens e desvantagens em termos de potencial utilizacdo da energia solar,
transferéncia de massa efetiva de oxigénio e diéxido de carbono, limpeza e aumento
de escala (SUALI; SARBATLY, 2012).

O cultivo microalgal pode ser realizado em sistemas abertos ou fechados.
Os sistemas abertos podem ser divididos em &guas naturais (lagos e lagoas) ou
tanques artificiais. Geralmente os biorreatores utilizados para o cultivo comercial de
microalgas, como Chlorella e Spirulina em grande escala sédo abertos, do tipo raceway.
Biorreator do tipo raceway é composto por canais que permitem a recirculacdo do
cultivo. Geralmente essa recirculagcao é realizada por um motor com pas rotativas.
Devido esse tipo de biorreator apresentar grande area de exposicdo a luz, diversos
materiais podem ser utilizados na constru¢cdo, como concreto e até mesmo terra
compactada, que podem ser revestidos com material plastico. Apesar do menor custo,
esse tipo de biorreator apresenta baixa produtividade de biomassa, baixo nivel de
controle, ocupam grandes areas e ndo podem ser operados por longos periodos,
devido a problemas de contaminacdo. Além disso, podem apresentar zonas de
estagnacdao da cultura, onde as células nédo recebem luz, afetando o processo
fotossintético e baixando a absor¢éo de CO», bem como o crescimento celular (HO et
al., 2011; MATA et al., 2010; SCHENK et al., 2008; CHISTI, 2007a; PULZ, 2001).

Os fotobiorreatores fechados tém sido testados para cultivo de biomassa
microalgal nas seguintes configuracdes: sistemas tubulares verticais, horizontais e
placas paralelas, os quais apresentam apropriada distribuicdo de luz (PIRES et al.,
2012; HO et al., 2011; MATA et al., 2010; MORAIS; COSTA, 2008b). As vantagens
dos fotobiorreatores fechados sobre os sistemas abertos sdo o melhor controle sobre
as condicdes de cultivo como pH, agitacdo, temperatura, concentraces de CO: e Oy,
maior contato entre a luz e o cultivo, menor evaporagdo da agua do meio de cultivo e
ocupam menor area que o raceway (PIRES et al.,, 2012; MORAIS; COSTA, 2008b;
2007a; ONO; CUELLO, 2004). Além disso, os fotobiorreatores fechados reduzem os
problemas de contaminacdo das culturas por outros micro-organismos e possibilitam

sustentar cultivos com concentracdes celulares e produtividade de biomassa elevada
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(HO et al., 2011; MATA et al., 2010; MORAIS; COSTA, 2007a). Porém, as principais
limitacbes sé@o a possibilidade de superaquecimento, acumulo de oxigénio, dificil
escalonamento e altos custos de construcdo e manutencdo. O Quadro 2 apresenta as
vantagens e desvantagens dos cultivos realizados em sistemas abertos e fechados.

Quadro 2 Comparacao entre cultivos realizados em sistemas abertos e fechados.

Parametro Sistemas abertos Sistemas Fechados
Capacidade de fixar CO- Baixo Alto
Produtividade de biomassa Baixo Alto
Taxa especifica de crescimento Baixo Alto
Risco de contaminacdo Extremamente alto Baixo
Perdas por evaporacao Alto Baixo
Eficiéncia fotossintética Alto Baixo
Controle do processo Dificil Facil
Custos de operacgéao Baixo Alto
Aumento de escala Facil Dificil
Espaco necessario Alto Baixo
Concentragdo biomassa Baixo Alto

Fonte: Adaptado de Pires et al. (2012) e Ho et al. (2011).

Em termos de producéo global a Spirulina é a microalga mais importante e
produzida geralmente em sistemas abertos. Esta microalga é produzida em tanques
tipo raceway no Lago Texcoco no México, nos Estados Unidos (Hawaii, Califérnia),
China, Taiwan e Jap&o. A microalga Chlorella é produzida em grande escala na Asia
(Japédo, Taiwan, China) em biorreatores tipo raceway ou circular, na Republica Checa
e Bulgéaria, em biorreatores com superficie inclinada e mais recentemente em

biorreatores tubulares na Alemanha (PULZ, 2001).
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2.6 Lipidios e acidos graxos obtidos da biomassa microalgal e suas aplicacdes

Nos sistemas bioldgicos, os lipidios funcionam como componentes de
membrana, produtos de reserva, metabdlitos e como fonte de energia sendo que
grande parte dos lipidios é constituida de acidos graxos. De acordo com 0S seus
constituintes, os lipidios se classificam em fosfolipidios, glicolipidios e triacilglicerdis.
Os triacilglicerdis (TAG) podem ser considerados a principal fonte energética da
maioria dos organismos (LEHNINGER, 2004).

Os lipidios séo alguns dos principais componentes das microalgas e
desempenham um importante papel nutricional como fonte de &cidos graxos
essenciais. Esses 4cidos graxos devem ser adicionados a dieta j4 que ndo podem ser
sintetizados pelo metabolismo humano e contribuem para prevengéo e atenuacéo de
problemas cardiacos, controle de colesterol, ativacdo do sistema imunologico e
crescimento celular. Além disso, os acidos graxos de microalgas podem ser usados
para producdo de biodiesel. As vantagens do uso de microalgas para obter acidos
graxos para producdo de biodiesel sdo sua alta produtividade, continua producao,
tolerancia a variacdo das condicbes ambientais, sistema fotossintético que sustenta a
cultura e uso de 4guas residuais ou salobras (BENEMANN, 1997).

Os acidos graxos, que sdo os componentes hidrocarbonicos dos lipidios,
sdo obtidos da hidrélise das gorduras e 6leos. Esses acidos graxos que ocorrem nas
gorduras contém namero par de atomos de carbono, por que eles sao sintetizados em
unidades de 2 carbonos, e sdo derivados de cadeia linear. A cadeia pode ser saturada
ou insaturada. Os acidos graxos saturados sdo preocupantes, pois elevam o nivel de
LDL e baixam o de HDL (MURRAY, 2002).

Acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) apresentam em sua cadeia trés ou
mais duplas liga¢des, contendo 18 ou mais carbonos e séo classificados em w-6 e w-
3, dependendo da posicdo da ultima ligagdo dupla proxima a extremidade metilica do
acido graxo. Estudos tém mostrado os beneficios na saude de manter um equilibrio
dietético apropriado entre as duas formas (CHI et al., 2009).

PUFAs, em particular o acido eicosapentaenoico (EPA: 22:5, ®-3) e o
acido docosahexaenoico (DHA: 22:6, ®-3) apresentam a Uultima dupla ligagédo
localizada no terceiro atomo de carbono do metil terminal e a configuracédo de todas as
duplas ligacbes sao cis. Além disso, sdo reconhecidos como componentes nutritivos
extremamente importantes e ajudam a impedir doencas cardiovasculares. Assim como

0s acidos graxos essenciais, a importancia do EPA esta relacionada aos eicosanoides.
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Os eicosanoides dos &cidos graxos EPA e araquiddnico (AA) sao diferentes
estruturalmente e funcionalmente e podem apresentar efeitos antagdnicos, portanto é
necessario que haja um balanco de EPA/AA para prevenir essa disfuncdo. O DHA,
junto com o acido araquidbnico (ARA: 20:4, »-6) sdo incorporados em alimentos
infantis em muitos paises devido o desenvolvimento neural e da retina (SINCLAIR et
al., 2005; WEN; CHEN, 2003). Na Tabela 2 pode-se observar o contetdo lipidico de

algumas microalgas.

Tabela 2 Concentragfes de 6leo encontradas em diferentes espécies de microalgas.

Conteudo lipidico

Microalga
(%, massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella vulgaris 10-45
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochysis sp. 25-33
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzchia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Scenedesmus obliquus 11-25
Spirulina platensis 11
Spirulina maxima 6-7
Synechococcus sp. 11
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: Adaptado de Lam; Lee (2013); Lam et al. (2012) e Chisti (2007a).
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Muitas microalgas sédo utilizadas para producdo de alimentos devido a
estas produzirem diversas substdncias como vitaminas, sais minerais, pigmentos,
lipidios e é&cidos graxos (MACEDO; ALEGRE, 2001). Dependendo da espécie, as
microalgas produzem diferentes tipos de lipidios, hidrocarbonetos e outros Oleos
complexos (GUSCHINA; HARWOOD, 2006; METZGER; LARGEAU, 2005;
BANERJEE et al., 2002). A composicdo e o perfil de acidos graxos extraidos da
biomassa microalgal podem ser influenciados por fatores como composicdo do meio,
concentracdo de nitrogénio e didxido de carbono, temperatura e intensidade luminosa
(GUZMAN et al., 2010; OTA et al., 2009; COLLA et al., 2004).

Segundo Piorreck, et al. (1984), o nitrogénio tem uma forte influéncia no
metabolismo de lipidios e acidos graxos em varias algas. A deficiéncia de nitrogénio
leva ao acumulo de gordura. Recentes estudos envolvendo varias algas revelam que o
metabolismo de &cidos graxos e lipidios € influenciado pelo contetdo de nitrogénio do
meio. Foi observado que a baixas concentracdes de nitrogénio essas algas tém uma
tendéncia a sintetizar lipidios neutros e acidos graxos com um baixo grau de
insaturacéo. Em altas concentra¢gdes de nitrogénio a alga sintetiza predominantemente
lipidios polares como os monogalactosil diacilglicerol, diagalactosil diacilglicerol entre
outros. Em seus estudos, Piorreck et al. (1984) constataram que em baixas
concentracdes de nitrogénio, todas as algas verdes contém relativamente grandes
guantidades de lipidios totais (44-66 % do peso seco). Essas quantidades diminuem
significativamente com o aumento da concentracao de nitrogénio.

A fonte de nitrogénio, independente de qual seja, é incorporada no micro-
organismo como nitrogénio orgéanico para a sintese de proteinas. Desta forma, a
diminuicdo desta fonte acarretaria na diminuicdo da sintese de aminoacidos e,
consequentemente, do teor proteico (REINEHR, 2003).

Recentemente as microalgas vém em destaque como um O6timo recurso
para a bioenergia renovavel, principalmente biodiesel, ndo sé pelas altas taxas de
remocado do didéxido de carbono da atmosfera, mas também por apresentarem teores
mais elevados de lipidios na biomassa em relacdo aos vegetais (HALIM et al., 2012;
SINGH; SINGH, 2010). Os 6leos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas
fisico-quimicas e quimicas similares aos 6leos vegetais. A sua extragdo pode ser
realizada com solventes, exatamente como na inddstria alimenticia. Estudos ja
mostraram que o rendimento de 6leo depende da cultura e pode chegar a 85 %. De
modo geral, na composicao de lipidios produzidos por microalgas encontram-se acidos

graxos tais como: C14:0 (miristico), C14:1 (miristoleico), C16:0 (palmitico), C16:1
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(palmitoleico), C18:1 (oleico), C18:2 (linoleico), C18:3 (linolénico) e C20:5
(eicosapentaenoico) (QUINTELLA et al., 2009).

Radmann e Costa (2008) cultivaram as microalgas Chlorella vulgaris LEB-
106 e Spirulina LEB-18 com os gases CO2, SOz e NO e observaram que houve um
incremento de acidos graxos ha biomassa, podendo estas serem utilizadas tanto para
a alimentacdo, quanto para producdo de biocombustiveis. Morais e Costa (2008a)
relataram que, dependendo do género e espécie de microalga cultivada, a
concentracdo de CO- e a adicao de bicarbonato de s6dio ho meio podem ser variadas
de modo a incrementar a biossintese de acidos graxos saturados ou insaturados, de
acordo com a utilizagdo que se pretende dar a biomassa formada. Os autores ainda
reportam que, para a producdo de biodiesel, em que s&o desejadas altas
concentracdes de acidos graxos saturados, a microalga Spirulina sp., quando cultivada
com 18 % de CO, apresentou 81,6 % de &cidos graxos saturados. Yoo et al. (2010)
cultivaram as microalgas Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp.
adicionando CO. sintético e real e observaram que ocorreu um aumento na
concentracdo lipidica na biomassa de Botryococcus braunii, obtendo-se até 55 % de

acido oleico entre os acidos graxos avaliados.

2.7 Digestao anaerGbia

Digestdo anaerdbia € o bioprocesso pelo qual a matéria organica na
auséncia de O, sofre uma série de rea¢cdes sequenciais que sdo dependentes entre si
como requisitos de energia (DHAKED et al., 2010; SCHMIDELL et al., 2007). Cada
etapa é realizada por uma classe especifica de micro-organismos que culminam com a
formacédo de CH4 e CO, (SCHMIDELL et al., 2007). A Figura 4 mostra a sequéncia de
reacOes realizadas pelos micro-organismos.

A primeira etapa, chamada de hidrélise, as bactérias anaerdbias e
anaerobias facultativas denominadas formadoras de &acidos ou fermentativas dos
géneros Clostridium, Citrobacter, Enterobacter e Escherichea hidrolisam polimeros
complexos (polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos, lipidios) em moléculas
menores como acglcares, aminoacidos, acidos graxos e glicerol (SCHMIDELL et al.,
2007). Em geral as bactérias sdo incapazes de utilizar material orgénico particulado
sem antes ocorrer a quebra deste material em unidades menores. A hidrélise da
matéria organica insollUvel é necessaria para converter estes materiais a um tamanho

e forma que possam passar através da parede da célula bacteriana para utilizacao
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como fonte de nutrientes ou energia (KIM et al., 2003). O processo de hidrélise requer
a interferéncia das chamadas exo-enzimas que sdo excretadas pelas bactérias
fermentativas. As proteinas sdo degradadas por meio de polipeptidios para formar
aminodcidos. Os carboidratos se transformam em acucares sollveis e os lipidios séo

convertidos em acidos graxos de cadeia longa.

Biomassa microalgal

Carboidratos Proteinas Lipidios
Hidrolise
Acgucares e alcoois Aminoacidos Acidos graxos de
cadeia longa, glicerol
Amoénia H,S
Fermentagao
acidogénica

Acidos volateis (propiénico, P - oxidagao

butirico, valérico)

Oxidagao
acidogénica

- | Homoacetogénese |
Acido Acético H; + CO;
[~ |
Metanogénese — / Metanogénese
acetotrofica ou Biogas | hidrogenotrofica

acetoclastica

Figura 4 Etapas da transformacéo da biomassa para producéo de biogas.
Fonte: Adaptado de Andrade (2009).

Na segunda etapa, a acidogénese, os produtos sollveis da hidrélise sao
metabolizados em diversos compostos mais simples no interior das células
fermentativas, como Clostridium, e depois excretados. Tais compostos incluem acidos
graxos volateis, alcoois, acido latico, gas carbénico, hidrogénio, ambnia e sulfeto de
hidrogénio, além de novas células bacterianas.

Em seguida, na terceira etapa chamada acetonogénese, as bactérias
acetogénicas produtoras de hidrogénio, como Syntrobacter, Syntrophomonas e
Acetobacterium, oxidam os produtos gerados na fase acidogénica em substrato para

as bactérias metanogénicas. As bactérias acetogénicas convertem 0s compostos
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intermediarios (butirato, propionato, etc) em acetato, diéxido de carbono e hidrogénio.
Estas reagbes ocorrem naturalmente nos biorreatores anaerobios em virtude da
interacdo entre algumas espécies (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

A metanogénese consiste na producdo de metano pelas bactérias
metanogénicas acetoclasticas ou hidrogenotréficas, que convertem acetato, H, e CO»
em CHs e CO,. As bactérias acetoclasticas, como Methanococcus e Methanotrix (ou
acetotroficas), produzem metano por meio da descarboxilacdo do acetato (Equacao
18). As bactérias hidrogenotréficas, como Methanospirilum, Methanobacterium e
Methanobrevibacter, convertem di6xido de carbono e hidrogénio a metano
(Metanogénese hidrogenotréfica, Equacao 19) (SCHMIDELL et al., 2007). Os micro-
organismos acetoclasticos sdo 0s mais importantes, pois sédo 0s grandes responsaveis
pela remocdo da matéria orgénica existente no substrato, convertendo o acetato
sintetizado na fase acetogénica em metano. Os micro-organismos hidrogenotroficos
sintetizam o metano através do formiato, gas carbonico e hidrogénio, no caso dos dois
dltimos, em um processo conhecido como respiracdo anaerdbia (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005). Segundo Evans e Furlong (2003) a producdo de metano
envolvendo o sistema &cido/acetato é responsavel por cerca de 75 % do biogas

produzido, sendo o restante via diéxido de carbono e hidrogénio.

Acetoclasticas CH3;COO" + H,0O « CH4 + HCOgz Equacéo 18
Hidrogenotroficas 4 Hz + COz <> CH4 + 2H,0 Equacéo 19

Dependendo da composi¢cdo quimica do substrato, o processo pode ter
ainda outra fase, a sulfetogénese em que h& a reducdo de sulfato e formacéo de
sulfetos. Durante este processo, sulfato, sulfito e outros compostos sulfurados sao
reduzidos a sulfeto, devido a acéo de bactérias redutoras de sulfato.

A reducdo de sulfatos em biorreatores anaerobios resulta na formagéo de
gas sulfidrico ou &cido sulfidrico (H.S), sendo este um composto inibidor para
bactérias metanogénicas. As bactérias sulforredutoras possuem a caracteristica de
inibir ou favorecer a metanogénese, sendo que esta pode ser inibida quando as
concentracdes de sulfato sdo elevadas, pois as bactérias redutoras de sulfato
competem com as metanogénicas pelo mesmo substrato, como o hidrogénio e o
acetato, representada pela Equacao 20 (CHERNICHARO, 1997).

CH3COO + SO + 3H* - H,S+2H,0 + 2 CO; Equacéo 20



35

Para um bom desempenho no processo anaerébio, € imprescindivel que
0S compostos organicos sejam convertidos em precursores imediatos do metano.
Caso essa conversao ndo aconteca, a metanogénese nao ocorrerd, acarretando no
acumulo dos produtos da fase de hidrélise e fermentag&o no reator, comprometendo o
processo. Além disso, é importante que o biorreator anaerdbio seja inoculado com um
lodo rico em micro-organismos metanogénicos, de alta qualidade, melhorando
consideravelmente o sistema em relacdo a partida do mesmo (FORESTI, 2002).

O bioprocesso de digestdo anaerdbia é utilizado para o tratamento de
efluentes agroindustriais e municipais. Substratos para a digestdo anaerébia
normalmente utilizados envolvem efluentes domésticos, excrementos de animais e
residuos sélidos, como ervas daninhas, residuos de frutas e vegetais, folhas ou
madeira. Atualmente pesquisadores vém estudando digestdo anaerdbia de biomassa
de microalgas (ZAMALLOA et al., 2012; RAS et al., 2011; MUSSGNUG et al., 2010;
SIALVE et al.,, 2009; COSTA et al.,, 2008), residuos urbanos (KIM et al., 2011),
residuos industriais (RANI et al., 2012; AGLER et al., 2010) e dejetos suinos e bovinos
(ALVAREZ; LIDEN, 2009; AMON et al., 2007).

2.8 Biomassa metanogénica

A biomassa metanogénica € composta por micro-organismos presentes
em alta concentragdo em reatores anaerébios, aderidos uns aos outros, formando uma
espécie de granulos sedimentaveis, denominada de lodo anaerdbio. Além da forma
granular, a aglomeragdo pode ocorrer na forma de flocos ou filmes. O granulo
anaerdbio é definido como uma biomassa com propriedades adequadas para sistemas
anaerdbios, onde ocorre a metanogénese. Essa biomassa apresenta geralmente
formato esférico, superficie bem definida, com didmetros em torno de 5 mm,
observada a olho nu (SCHMIDT; AHRING, 1996).

Os gréanulos sdo formados por substancias poliméricas extracelulares,
principalmente carboidratos e proteinas (LIU et al., 2004), o que lhes confere
resisténcia mecénica, sdo densos e sedimentam facilmente. A estrutura granular
facilita a transferéncia de massa entre 0s micro-organismos, principalmente entre as
bactérias produtoras e consumidoras de hidrogénio (DE BOK et al., 2004) e protege 0s
mais sensiveis, como as bactérias metanogénicas, que se dispdem no interior do

granulo.
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A flora microbiana presente nos granulos é formada por diferentes grupos
de micro-organismos funcional e filogeneticamente diferentes, que realizam uma série
de processos complexos interligados paralela e sequencialmente. Os micro-
organismos metanogénicos, componentes microbianos importantes dos gréanulos
anaerébios, sdo afetados diretamente pela temperatura de operag¢do. Quando a
temperatura é diminuida para valores abaixo de 30 °C, a atividade dos micro-
organismos metanogénicos é reduzida. Esta é a principal razdo pela qual os reatores
mesofilicos devem ser operados em temperaturas entre 30 °C a 35 °C para que se
obtenha um bom desempenho no processo (LIU; TAY, 2004).

Reatores anaerdbios para producdo de biogads contendo granulos
metanogénicos formam camadas densas desses granulos, praticamente estacionarias
no fundo do reator. Para um bom desempenho do processo € necessario a realizagéo
de agitagdo desses granulos para evitar a formacdo de zonas mortas e para
proporcionar o contato entre o substrato e a biomassa metanogénica (DI MONACO,
2007).

Veronez et al. (2005) estudaram as mudangas nas caracteristicas dos
granulos presentes em biorreatores anaerobios em escala de bancada, operados em
modo continuo, batelada e batelada alimentada. Os granulos foram caracterizados
pelas propriedades fisicas e microbiolégicas como tamanho médio, tempo de
sedimentacdo e microscopia Optica e de fluorescéncia. Os ensaios em batelada e
batelada alimentada foram realizados em reator anaerdbio operado em batelada
sequencial (ASBR), utlizando tempos de ciclo de agitacdo de 8 e 6 h,
respectivamente. Os ensaios realizados em modo continuo foram realizados em
biorreator de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) sem e com recirculagdo da
fase liquida, utilizando-se tempos de retencéo hidraulica de 8, 6 e 4 h. Os resultados
indicaram que os granulos do biorreator operado em batelada e batelada sequencial,
com ou sem agitacdo mecanica, ndo sofreram mudancas fisicas nem microbiol6gicas.
No entanto, em funcdo do tempo de operagdo, os granulos no biorreator UASB
formaram aglomerados e acumulo de material viscoso, de provavel origem microbiana.
Dessa forma, os resultados indicaram caracteristicas positivas do biorreator operado
em modo batelada e batelada alimentada em relacdo ao modo de operacao continua,

referente a estabilidade das caracteristicas dos granulos.



37

2.9 Biorreatores anaerdbios

Inicialmente os reatores anaerébios foram concebidos para tratar residuos
semissolidos como estrume de animais, lixo doméstico e para estabilizacdo de lodos
provenientes dos tratamentos primarios e secundario de efluentes. Esses reatores sao
constituidos de tanques simples, sem recirculacdo de lodo ou com agitacdo. Sao
chamados de reatores convencionais, de baixa taxa.

A partir da década de setenta surgiu uma nova concepc¢do de reatores
anaerdbios para tratamento de efluentes liquidos, especialmente para tratamento de
aguas residuarias industriais. Eles se baseiam no principio de acumulo de biomassa
dentro do reator, pela retengdo ou recirculagdo. Atualmente existem varios tipos de
reatores, como: reatores de leito granular expandido e fluidificado, reatores de leito
fixo, reatores com recirculagdo interna, reatores de membrana e 0s reatores em
batelada sequencial (RODRIGUES et al., 2006).

2.9.1 Biorreator anaer6bio operado em batelada sequencial (ASBR)

Os reatores anaer6bios operados em batelada sequencial (ASBR -
Anaerobic Sequencing Batch Reactor), desenvolvidos por Dague et al. (1992) fazem
parte das configuracdes recentes de sistemas anaerdbios de tratamento de efluentes.
Este tipo de biorreator vem sendo amplamente estudado como alternativa aos
sistemas continuos, com algumas vantagens, como a eliminacdo da sedimentacdo
secundaria, maior retencdo de biomassa, facil operacdo e maior flexibilidade
(RODRIGUES et al., 2003; SHIZAS; BAGLEY, 2002).

Segundo Ndon e Dague (1997), a retencdo de biomassa granular € um
importante aspecto no ASBR, possibilitando maior remocao de solidos organicos com
baixos tempos de retencdo hidraulica. A caracteristica basica do ASBR é de ser
preenchido com substrato no inicio e esvaziado ao final do tempo previsto, repetindo-
se a operacdo com nova batelada. O contetdo no interior do reator € misturado com
0os granulos metanogénicos, permitindo maior contato do substrato com 0s micro-
organismos.

A operagdo convencional do ASBR é efetuada em um Unico reator, que
compreende basicamente as seguintes etapas: alimentacdo com o substrato a ser
digerido, tempo de reacgéo, decantacao do lodo anaerébio e retirada do efluente liquido
(Figura 5).
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Na etapa de alimentacdo, um volume pré-determinado de substrato é
adicionado no biorreator e misturado com os granulos metanogénicos presentes no
meio, para que na etapa seguinte, de reacdo, a matéria organica adicionada seja
convertida em metano. Na etapa de decantacdo, a agitagdo € interrompida, permitindo
que o proprio biorreator funcione como um decantador, permitindo a separacdo dos
sélidos e do efluente liquido que sera retirado na etapa seguinte. O volume de efluente
liguido retirado é geralmente igual ao volume adicionado na alimentacdo. Inicia-se
entdo um novo ciclo e, dessa maneira, a frequéncia dos ciclos dependera do tempo

gasto em cada etapa.

Biogéas
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Alimentacéo Reacdo Decantacdo Descarte
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Figura 5 Etapas do ciclo operacional do reator anaerébio operado em batelada
sequencial (ASBR) (DAGUE et al., 1992).

2.10 Fatotes fisico-quimicos na digestdo anaerdbia

2.10.1 Temperatura

A digestdo anaero6bia esta diretamente relacionada com a temperatura no
processo, a qual é normalmente pré-definida e constante. No entanto, existem
situacdes em que os biorreatores estdo sujeitos a variagBes climéticas. Geralmente,
biorreatores em grande escala de producdo de biogds encontram-se propensos a
flutuagbes de temperaturas durante o ano, principalmente em paises com clima
temperado (ALVAREZ; LIDEN, 2008).

O processo de digestdo anaerObia € normalmente classificado em 3
diferentes temperaturas, as psicroéfilas (< 20 °C), mesdéfilas (20-40 °C) e as termdfilas
(> 40 °C) (EL-MASHAD et al., 2004). A maioria das espécies de bactérias
metanogénicas ocorre na faixa meséfila e na terméfila (VAN HAANDEL; LETTINGA,

1994). Apesar da ocorréncia de formacdo de metano variar de 0 a 97 °C (ZEEMAN et
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al., 1988), a temperatura do processo deve ser controlada para que ndo afete e néo
prejudique o desempenho das bactérias metanogénicas. Embora a temperatura de 35
°C seja considerada otima para tal etapa, mesmo ndo sendo este o nivel 6timo para
outras fases, como a hidrolise e a acidogénese (30 °C), alguns estudos relatam que 35
°C tem conduzido aos melhores resultados (ALVAREZ et al.,, 2006; KAPARAJU;
RINTALA, 2003; OMER; FADALLA, 2003).

A temperatura influencia no metabolismo bacteriano, na atividade
enziméatica, nos equilibrios quimicos em meio liquido e na solubilidade de substratos,
principalmente lipidios (ANDRADE, 2009). Segundo Dhaked et al. (2010) as variagfes
da temperatura durante a metanogénese nao afetam apenas a estrutura dos micro-
organismos, mas também proporcionam mudancas na via de degradacdo da matéria
organica. A velocidade de hidrélise é altamente dependente da temperatura, uma vez
gue a hidrélise &€ uma reagdo quimica catalisada por enzimas, sensiveis a
temperatura. A temperatura de operacdo do biorreator tem um efeito substancial na
conversao da matéria organica em biogas (MAHMOUD et al., 2003).

A temperatura influencia ndo somente os micro-organismos formadores de
metano, mas também os formadores de acidos. Portanto, flutuacdes na temperatura
podem ser vantajosas para certos grupos e desvantajosas para outros. Desta forma, a
alteracdo na atividade de diferentes grupos de micro-organismos formadores de
acidos volateis resulta em alteracdo na quantidade relativa de acidos organicos e
alcoois, os quais séo utilizados direta ou indiretamente como substrato, afetando o
desempenho global do biorreator (GERARDI, 2003).

A atividade dos micro-organismos formadores de metano é afetada mais
intensamente pela variagdo na temperatura que em relacdo a temperatura de
operacdo constante. Para temperaturas inferiores a 32 °C deve-se analisar
periodicamente a relacdo entre os acidos volateis e alcalinidade (GERARDI, 2003).

Um dos maiores problemas encontrados nos biorreatores anaerdbios
operados sob baixa temperatura € a baixa producéo de biogéas, o que pode resultar em
baixa intensidade de mistura e um deficiente contato entre a biomassa e o substrato.
Segundo Lettinga et al. (2001), sob condi¢cbes psicrofilicas, as reagbes quimicas e
biol6gicas ocorrem mais lentamente do que sob condigbes mesofilicas. A maioria das
reacOes de biodegradacdo da matéria organica requer maior quantidade de energia
para ocorrer a baixas temperaturas (< 20 °C) que sob temperaturas 6timas (35 °C).
Entretanto, algumas reacfes, como reducdo hidrogenotréfica de sulfato, producéo

hidrogenotréfica de metano e formacdo de acetato a partir de hidrogénio e
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bicarbonato, conforme mostrado no Quadro 3, liberam mais energia em menores

temperaturas.

Quadro 3 Algumas conversdes anaerlGbias com os respectivos valores de Energia
Livre de Gibbs.

B AG (kJ.mol?)
Reacoes
37 °C 10 °C
4 Hy + SO4% + H* —» HS + 4H,0 -148,2 -157,1
4 H, + HCO3 + H* — CH4 + 3 H,O -131,3 -140,9
4 Hy; + 2 HCO3 + H" — CH3COO" + 4 H,0O -98,7 -111,8

Fonte: Lettinga et al. (2001).

2.10.2 pH

Durante os processos que ocorrem na digestao anaerébia, alguns fatores
devem sem considerados muito importantes, dentre eles a fermentacdo acida, que
tende a causar 0 abaixamento do valor do pH. Nessa etapa, na qual ocorre a hidrélise
e acidogénese, o pH 6timo encontra-se entre 5,5 e 6,5, devido a producao de acidos
graxos volateis e outros produtos intermediarios (KIM et al., 2003; YU; FANG, 2002).
Entretanto, a metanogénese somente se desenvolve quando o pH apresentar um valor
préximo ao ponto neutro (pH = 7). Segundo Omer e Fadalla (2003), o pH 6timo para a
etapa da metanogénese apresenta-se entre 6,8 e 7,5.

Segundo Van Haandel e Lettinga (1994), se por algum motivo a taxa de
remocdo de Acidos volateis por metanogénese ndo acompanhar a taxa de producao
dos mesmos, podera gerar uma instabilizacdo no processo, devido a producéo liquida
de &cidos, resultando na diminuicdo do valor do pH. Tal fato pode reduzir a atividade
metanogénica e aumentar a producdo liquida de &cido, ocasionando o que se
denomina de acidificacdo do meio, sendo a causa mais comum de falha operacional
em sistemas de tratamento anaerébio.

Quando o processo anaerébio é afetado pelo pH, esse fenbmeno pode
causar mudancas drasticas nas diferentes espécies de micro-organismos presentes no
reator (MU et al.,, 2006). O pH é fortemente dependente da capacidade de
tamponamento no meio liquido. O componente mais importante no tamponamento

para a manutencdo de um pH O6timo para as bactérias metanogénicas, é o
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bicarbonato. Além disso, a flora bacteriana também esté diretamente relacionada com
a concentragdo de acidos volateis presente no meio (HORI et al., 2006).

Valores de pH (acima de 8,3) muito distantes do 6timo para a
metanogénese podem causar a desintegracdo dos granulos metanogénicos
(SANDBERG; AHRING, 1992), além de aumentar a toxicidade do nitrogénio
amoniacal. Com isso, 0 processo tanto pode ser realizado em duas fases, uma
correspondendo a hidrélise e acidogénese e outra de metanogénese, como também
pode ocorrer em uma Unica etapa com pH favoravel na faixa de 6,8 e 7,5 (OMER;
FADALLA, 2003).

2.10.3 Alcalinidade

Os micro-organismos produtores de metano sao anaerdbios estritos e séo
extremamente sensiveis a alteracdes na alcalinidade, pH e temperatura. Portanto, as
condigbes operacionais devem ser periodicamente monitoradas e mantidas dentro de
faixas G6timas para uma atividade satisfatoria destes micro-organismos.

A alcalinidade é a capacidade tampdo do sistema e é importante para
suportar alteracbes na concentracdo de ions H* sem alterar o pH. Na digestdo
anaerobia a alcalinidade é oriunda de diversas espécies quimicas presentes no meio,
mas principalmente do equilibrio do carbono inorganico COg(ag) <> H2CO3 «» HCO3 «»
COs* e, em menor extensdo, no equilibrio do nitrogénio amoniacal NHz + H* <> NH,*
(ANDRADE, 2009).

Segundo Speece (1995), o aumento da alcalinidade no meio liquido
durante processo anaerdbio é o resultado do metabolismo da matéria organica
realizado pelos micro-organismos com a liberagcdo de um cation e um &anion. Na
digestdo anaerébia de compostos orgénicos nitrogenados, o aumento da alcalinidade
esta relacionado com a quantidade de amonia liberada durante o processo.

A alcalinidade é um dos parédmetros de extrema importdncia para a
digestdo anaerdbia. Os acidos graxos volateis devem estar em equilibrio com a
alcalinidade do sistema. Alcalinidade e pH estdo diretamente associados, porém
alcalinidade elevada n&o é sindnimo de pH elevado (SCHMIDELL et al., 2007).

Embora a medida do pH seja uma importante informacdo sobre o estado
do processo, a medida da alcalinidade informa sobre possiveis desequilibrios na
sequéncia de reacdes da digestdo anaerbbia, uma vez que o acumulo de &acidos

volateis causa um decréscimo na alcalinidade antes de alterar o pH (ANDRADE,
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2009). A inibicdo de um processo anaerdbio por &cidos volateis esta associada ao pH
do meio, pois baixos valores de pH estdo geralmente relacionados a presenca de altas
concentracdes de &cidos volateis. Segundo Chernicharo (1997), o monitoramento da
alcalinidade em biorreatores anaerébios é mais importante que a verificagdo do valor
do pH, pelo fato deste ser expresso em escala logaritmica.

Quando a alcalinidade do sistema esta suficientemente elevada, ocorre o
efeito de tamponamento do meio no reator, evitando assim que o acumulo dos 4cidos
volateis resulte na queda de pH. Faixa de alcalinidade entre 1000 a 5000 mg.L?
CaCOs; é considerada 6tima, no entanto se o processo for operado sem acumulo de
acidos volateis, é possivel se obter uma faixa de alcalinidade entre 500 a 1000 mg.L™*
CaCOs (SOARES; ZAIAT, 2007; SOUZA, 1984).

2.10.4 Nitrogénio amoniacal

O nitrogénio amoniacal (N-NH4) é a soma dos compostos nitrogenados que
participam do equilibrio NH; + H* < NHs*. A distribuicdo das espécies de aménia
presentes no meio aquoso depende da constante de equilibrio (K), no qual o logaritmo
do seu inverso é o pK (SILVA; JARDIM, 2007). A concentragdo de amoénia esté
reacionado com a temperatura e pH do meio (Figura 6) (FERNANDES et al., 2012).
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Figura 6 (a) proporcao entre as formas de nitrogénio amoniacal em func¢do do pH; (b)
porcentagem de amdnia presente em uma solugéo a 20, 35 e 55 °C variando o pH
(FERNANDES et al., 2012; TISDALE et al., 1985).

Nitrogénio amoniacal € um dos inibidores mais comuns encontrados
durante a digestdo anaerObia de substratos que contém altas concentracdes de

proteinas (FERNANDES et al., 2012). O acumulo de nitrogénio amoniacal no processo
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anaerobio é identificado como um dos principais problemas encontrados, pois pode
afetar a producdo de metano causando toxicidade para as bactérias metanogénicas
(GUENDOUZ et al., 2010). Segundo Kayhanian (1999), a ambnia € a espécie de maior
toxicidade para as bactérias metanogénicas. A aménia entra na célula por difusédo
através da membrana celular, inibindo o funcionamento das células, interrompendo o
equilibrio de prétons e potassio na célula, tornando, assim, a aménia como a principal
forma inibitéria para a metanogénese. Na literatura, as concentragfes inibitorias de
nitrogénio amoniacal para a digestdo anaerébia estdo entre 1200 a 4000 mg N-NH4
(KRYLOVA et al., 1997; ANGELIDAKI; AHRING, 1994; KOSTER; LETTINGA, 1984).
Segundo Obuli et al. (2012), o processo de degradagdo da proteina €
considerado lento, portanto o nitrogénio amoniacal liberado na digestdo anaerébia
tende a ficar acumulado no meio e ndo existe mecanismo especifico para remogéo,
exceto por diluicdo. O processo de diluicdo pode ser realizado através de adicdo de
agua no processo, no qual parte do nitrogénio amoniacal é removido na retirada do

efluente liquido que é igual ao volume adicionado.

2.11 Biogas

Biogas é o produto da biodigestdao anaerdbia da matéria organica,
constituido basicamente de 55-75 % de metano (CHa), 20-45 % de diéxido de carbono
(COy), tracos de sulfeto de hidrogénio (H.S) e acidos organicos de baixo peso
molecular (KAO et al., 2012; LAM et al., 2012; GE et al., 2011). Segundo Evans e
Furlong (2003), o poder calorifico tipico do biogéas, consistindo de aproximadamente
60 % de CH, e 40 % de CO; varia de 5,5-6,5 kW.m=, tornando a producéo desse gas
um atrativo como um meio de geragdo de energia renovavel.

O biogés € considerado um combustivel de alto potencial para geragéo de
energia. No entanto, um dos principais problemas encontrados no biogas € a presenca
de gases indesejaveis, como 0 CO; e H,S. Esses contaminantes, além de provocarem
corrosdo e vazamento em tubulagdes, compressores, tanques, equipamentos e
assessorios em geral, diminuem a qualidade do combustivel, podendo inviabilizar
economicamente sua compressdo para transporte a locais diferentes de onde é
produzido (KAPDI et al., 2005). O H,S é um gés téxico e também uma das principais
causas de odor na digestdo anaerbbia. Didxido de carbono é um gas inerte que

diminui o poder calorifico do biogas, além disso, se o biogas for utilizado como
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biocombustivel pode aumentar a emissdo de mondxido de carbono e de
hidrocarbonetos (KAO et al., 2012).

A purificacdo do biogas pode ser feita por métodos fisico-quimicos como
absorcdo fisica ou quimica, adsor¢do em superficies solidas, separacdo por
membranas, separacao criogénica e conversao quimica (KAPDI et al., 2005).

Um dos aspectos positivos da digestdo anaerébia de microalgas é o fato
do biogas apresentar elevada concentracdo de metano (60-70 %) e minimas
concentracdes de enxofre quando comparado ao gas oriundo de outros substratos
(SIALVE et al., 2009).

Costa et al. (2008), estudaram a utilizacdo de biomassa de Spirulina LEB-
18 como substrato Unico para a producdo de biogas sem a complementagdo do meio
com nutrientes. Os autores constataram a produgdo de aproximadamente 78 % de
metano a partir da decomposi¢éo da biomassa utilizada na alimentacédo, apresentando
uma conversdo do carbono da biomassa em biogas (0,59 g.g!) superior a de
substratos convencionais utilizados para a producao de biocombustiveis.

2.12 Remocdo biologica do CO; presente no biogas a partir de microalgas

O suprimento de carbono no cultivo de microalgas representa uma parte
consideravel dos custos de operacao do processo. A biofixacdo de didxido de carbono
por microalgas tem provado ser um método eficiente e econdémico, principalmente
devido a capacidade fotossintética desses micro-organismos para usar este gas como
fonte de nutrientes (SCHMITZ et al., 2012). Segundo Wang et al. (2008), um processo
gue combine a fixagdo de CO;, a producdo de biocombustiveis e o tratamento de
efluentes é apontado como uma alternativa promissora para as atuais estratégias de
mitigacdo de CO..

Alguns autores ja realizaram a injecdo de gas em cultivo de microalgas
para o consumo bioldégico do CO;, contaminante do biogas. Porém, esses estudos
foram realizados h& mais de uma década. Rovirosa et al. (1995) injetaram o biogas em
cultivos para producéo de biomassa proteica para a alimentacdo de animais. Wang et
al. (1991), estudaram a inje¢céo de biogas com 30 % de CO, em cultivos de Anabaena
e observaram aumento da produtividade da biomassa em 12,3 %. Travieso et al.
(1993) obtiveram reducao de 44-48 para 2,5-11 % no contetdo de CO- e gas com 88-

97 % de metano em cultivo de Arthrospira platensis.
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Recentemente alguns estudos vém sendo realizados quanto & remocao do
CO, presente no biogas por meio de cultivos microalgais. Segundo Markou e
Georgakakis (2011), o CO. pode ser fornecido as microalgas a partir da digestao
anaerobia de residuos agroindustriais, que contém entre 30 e 45 % (v/v) de diéxido de
carbono presente no biogas como contaminante, com duas finalidades: fornecer
carbono as algas como fonte de nutriente para producdo de biomassa e purificar o
biogas, através da remocéo do CO, presente.

Kao et al. (2012) estudaram a remocao bioldgica de dioxido de carbono em
biorreatores tubulares utilizando a microalga Chlorella sp. MB-9. O biogas injetado nos
cultivos apresentava aproximadamente 70 % (v/v) de CH4 e 30 % (v/v) de CO,. Os
autores observaram 86 % do CO: injetado foi removido, obtendo-se biogas purificado
nas concentragdes entre 85 a 90 % (v/v).

Atualmente microalgas vém sendo estudadas quanto a capacidade de
biofixar CO, de gases de combustdo proveniente de usinas termelétricas e industrias.
Porém, esses gases apresentam em sua composicdo NOx, SOx e particulados, os
guais sdo componentes indesejados quando presentes em concentracfes acima da
suportada pela microalga para o crescimento celular. O Quadro 4 apresenta algumas
espécies de microalgas usualmente utilizadas em estudos relacionados a biofixacdo
de CO., as quais podem ser utilizadas também para a purificacdo de biogas.

Douskova et al. (2009) cultivaram a microalga Chlorella vulgaris utilizando
como fonte de carbono CO, presente no gas efluente de uma planta de incineracao de
lixo urbano. O gas injetado nos cultivos apresentava concentracdes de CO; entre 11-
13 % (v/v), 8-10 % (v/v) de Oz, 79-80 % (v/v) de N2 e pequenas quantidades de outros
gases. Os autores obtiveram produtividades de 2,5 g.L.d? quando injetado o gas
efluente, valor maior que o obtido em cultivo padrédo (1,7 g.L.d?), no qual foi utilizado
uma mistura de CO: e ar, na concentracéo de 11 % (v/v) de CO..

Morais e Costa, (2007a) reportaram eficiéncia na biofixacdo de CO; de
53,29 %, em culturas de Spirulina em fotobiorreatores tubulares. Em cultivos
realizados por Vonshak e Richmond (1988), em biorreatores tipo raceway com a
microalga Spirulina, as maximas eficiéncias de conversédo de CO, em biomassa foram
de aproximadamente 80 %. No entanto, estes autores constataram que as altas

eficiéncias eram raramente obtidas em sistemas de grande porte.
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Quadro 4 Microalgas estudadas para biofixacdo de CO..

_ COinjetado CO; fixado _ o
Microalgas Fotobiorreator Referéncias
(%, v.v?) (g.L1.d?)
Chiang et al.
Anabaena sp. 10 1,01 Bolhas
(2011)
Chlorella sp. 5 0,7 Tubular vertical Ryu et al. (2009)
Chlorella . Lam e Lee
) 5 0,16 Colunas em série
vulgaris (2013)
Chlorella Sydney et al.
_ 10 0,25 Fermentador
vulgaris (2010)
Scenedesmus Tang et al.
_ 10 0,29 Erlenmeyer
obliquus (2011)
Spirulina Sydney et al.
_ 10 0,32 Fermentador
platensis (2010)
Spirulina Membrana de fibra Kumar et al.
: 15 0,92
platensis oca (2010b)
Spirulina sp. Rosa et al.
18 0,21 Raceway
LEB-18 (2011)
o Tubular vertical Morais e Costa
Spirulina sp. 12 0,41 .
em série (2007a)
Synechococcus Tubular vertical Radmann et al.
. 12 0,78 .
nidulans em série (2011)

2.13 Efluente da producéo de biogas e sua aplicacdo em cultivo de microalgas

Usar efluentes liquidos como fonte de nutrientes para o crescimento

microalgal pode representar um consideravel aumento na viabilidade da aplicacédo

comercial de microalgas. O efluente liquido, além de ser tratado durante o processo,

reduz a necessidade de meio de cultura sintético, pois possui em sua composi¢ao
carbono, nitrogénio e fésforo (CAI et al.,, 2013; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011,
CHAIKLAHAN et al. 2010).

A composicdo dos efluentes liquidos obtidos na digestao anaerdbia pode

variar de acordo com o substrato utilizado e com os fatores fisico-quimicos durante o

processo. No entanto, independente de outros fatores, o efluente liquido contém
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carbono inorganico como HCOs™ originado nas reacgdes biolégicas e na dissolugéo de
CO. (ANDRADE, 2009).

Segundo Chen et al. (2008), a utilizacdo de substrato proteico na digestdo
anaerobia proporciona a formag¢do de ions aménio (NHs*) no efluente, através da
decomposicao das proteinas. A fonte de nitrogénio nos meios de cultivo tipicamente
empregados para o crescimento de Spirulina € o nitrato de sodio (ZARROUK, 1966). A
substituicdo do nitrato por sais de ambnio em cultivos de microalgas vem sendo
estudada com o objetivo de reduzir custos de producdo, uma vez que esses micro-
organismos apresentam a capacidade de utilizar aménia como fonte de nitrogénio
(PARK et al., 2010; SASSANO et al., 2007).

Chang et al. (2013) cultivaram Spirulina platensis em meio contendo urina
humana e ureia diluida como fonte de nitrogénio e fésforo para avaliar o tratamento de
aguas residuais e producéo de biomassa microalgal. Os autores observaram que apos
7 d de cultivo, 97 % do N-NH.*, 96,5 % do fosforo total e 85,98 % da ureia na urina
foram removidos pelas microalgas.

Segundo Markou e Georgakakis (2011), em estudos anteriores o
bicarbonato de sddio foi adicionado em meios de cultivo para a microalga Spirulina, a
partir da digestdo anaerébia de residuos, nas concentracées de 9 a 17 g.L. Porém,
apos estudos recentes, a adicdo de 2 a 4 g.L* de bicarbonato durante o cultivo com
efluentes do processo anaerébio € considerada suficiente. Lincoln et al. (1996),
estudaram o cultivo de Spirulina em efluente da digestao anaerébia de dejetos suinos
e bovinos suplementado com bicarbonato de sddio e observaram que a adi¢éo de 0,5
% de bicarbonato no meio de cultivo é o suficiente para o crescimento da microalga.

Chaiklahan et al. (2010) estudaram o cultivo da microalga Spirulina
platensis em efluente da digestdo anaerébia de dejetos suinos. O efluente foi diluido
(20 %, v/v) e suplementado com bicarbonato de sédio (4,5 g.L?) e ureia (0,2 g.L?). Os
autores observaram que o meio de cultivo contendo o efluente e os sais adicionados,
apresentou as maiores produtividades e reducdo de custos de 4,4 vezes quando
comparado com o meio de cutivo Zarrouk tradicional.

Mezzomo et al. (2010) avaliaram o cultivo da microalga Spirulina platensis
em efluente de suinos com diferentes diluicdes, rico em fosforo e nitrogénio
inorganicos. Os autores verificaram que as maiores concentracdes celulares e taxas
de crescimento foram encontradas quando a microalga foi cultivada em concentracdes

de efluentes no meio de 5 e 8,5 %.
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Segundo Andrade (2009), o efluente da producdo de biometano pode ser
utiizado como fonte de carbono e nitrogénio no cultivo da microalga Spirulina,
reduzindo a concentracdo de meio de cultivo necesséria e contribuindo para a redugéo
de custos com seu tratamento para descarte. A injecdo de CO: (30 % vV/v)
complementando o efluente como fonte de carbono incrementou em 33 % a
produtividade em biomassa. Quando este autor utilizou o efluente como fonte de
nitrogénio os resultados de crescimento celular foram iguais aos obtidos com meio de

cultivo Zarrouk, porém em maior concentracdo de proteinas (66,08 %) na biomassa.
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3 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi dividido em 3 artigos. O primeiro artigo € intitulado
PRODUCAO DE BIOGAS UTILIZANDO BIOMASSA MICROALGAL EM ESCALA
PILOTO, onde foi estudada a conversdo da biomassa da microalga Spirulina LEB-18
em biogas, por digestdo anaerObia em escala piloto a temperatura ambiente, que
variou entre 12-38 °C. O segundo artigo foi intitulado CULTIVO DE Spirulina sp.
LEB-18 UTILIZANDO EFLUENTE DA DIGESTAO ANAEROBIA, apresentando o
estudo do crescimento, a composicdo da biomassa e o perfil de acidos graxos da
microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada em modo semicontinuo, em meio Zarrouk
(16,8 g.L* NaHCO3) e meio Zarrouk modificado substituido por 20 % (v/v) de efluente
oriundo da producédo de biogas, com concentra¢des reduzidas de NaHCOs3 (2,8 e 5,3
g.Lh). No terceiro artigo, intitulado PURIFICACAO DE BIOGAS EM
FOTOBIORREATOR TUBULAR VERTICAL EM SERIE, foi avaliada a capacidade da
microalga Spirulina sp. LEB-18 em biofixar o CO, presente no biogas. Os cultivos
foram realizados em meio Zarrouk sem a fonte de carbono, a qual foi suprida pela
injecdo de biogas sintético simulando o biogas produzido na digestdo anaerdbia em
escala piloto (75 % CHa (v/iv) e 25 % CO; (v/v)). Simultaneamente, foram realizados
cultivos idénticos, porém sem CH., injetando apenas CO; sintético, na mesma
concentracdo presente no biogas (25 % (v/v)). A Figura 7 mostra o biossistema para
conversao de Spirulina em biogas e geracédo de biomassa microalgal utilizando como
fonte de carbono bicarbonato do efluente liquido do processo anaerébio e o CO; do
biogas produzido.

Biogas

purificado
4

Cultivo
Microalgas

Biogas
(CH,+ CO,)

Bi Di a Biomassa » Balango

microalgal anaerobia I* gerada de massa

[t

Efluente
liquido

Cultivo
C como HCO-; Microalgas

Figura 7 Biossistema para producao de biogas e biomassa microalgal utilizando

efluentes do processo anaerébio.
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3.1 ARTIGO 1
PRODUCAO DE BIOGAS UTILIZANDO BIOMASSA MICROALGAL EM ESCALA
PILOTO
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PRODUCAO DE BIOGAS UTILIZANDO BIOMASSA MICROALGAL EM ESCALA
PILOTO

3.1.1 Resumo

Mudancas climéticas devido ao uso de combustiveis fésseis tém impulsionado a busca
por novas fontes de energia com menor impacto ambiental. Biogas € um combustivel
produzido pela digestdo anaerdbia da fracdo orgénica de biomassa, constituido
principalmente por metano e diéxido de carbono. Este trabalho teve como objetivo
estudar a conversdo de biomassa da microalga Spirulina sp. LEB-18 em biogas, por
digestdo anaerdbia em biorreator em escala piloto (310 L) sob temperatura ambiente,
que variou entre 12-38 °C. A maior conversdo da fragdo orgénica da biomassa de
Spirulina sp. LEB-18 em metano foi 0,30 g.g* e a decomposicdo da fracdo organica da
biomassa foi maior que 80 %. A concentragcdo de metano no gads aumentou com o
aumento da temperatura ambiente, obtendo-se 74,4 % quando o processo foi
conduzido em temperaturas entre 26-38 °C e 72,2 % de CHs no géas, quando
submetido a baixas temperaturas (12-21 °C). Os resultados foram comparados com
outros obtidos em escala de bancada (35 °C) e a decomposicdo da biomassa e
decomposigéo da fracdo organica da biomassa em escala piloto sob temperaturas de
26 a 38 °C foram semelhantes aos de escala laboratorial em condi¢bes 6timas, ndo
apresentando diferenga significativa, demonstrando potencialidade de aplicagédo da
biomassa de Spirulina para produzir biogas sob condigbes ambientais.

Palavras — chave: biomassa, biorreator, cianobactéria, digestdo anaerébia, metano.

PRODUCTION OF BIOGAS USING MICROALGAE BIOMASS IN PILOT SCALE

Abstract

Climate changes due to the usage of fossil fuel have boosted the search for new
sources of energy with less environmental impact. Biogas is a fuel produced by the
anaerobic digestion of the biomass’s organic fraction, consisting mainly by methane
and carbon dioxide. This task had as objective to study the microalgae Spirulina sp.
LEB-18’s biomass conversion into biogas by anaerobic digestion with bioreactor in pilot
scale (310 L) under ambient temperature, that varied between 12-38 °C. The major
conversion of the biomass’s organic fraction of Spirulina sp. LEB-18 in methane was
0.30 g.g* and the decomposition of biomass organic fraction was over 80 %. The
concentration of methane on the gas increased with the increase of the ambient
temperature, obtaining 74.4 % when the process was conducted in temperatures
between 26-38 °C and 72.2 % of CH4 on the gas when subjected to low temperatures
(12-21 °C). The results were compared to other obtained ones in bench scale (35 °C)
and the biomass decomposition and biomass’s organic fraction decomposition in pilot
scale under temperatures of 26 to 38 °C were similar to the laboratory scale ones in
great conditions, not showing signifying difference, demonstrating application
potentiality of Spirulina’s biomass to produce biogas under ambient conditions.

Keywords: anaerobic digestion, biomass, bioreactor, cyanobacterium, methane.
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3.1.2 Introducéo

A geracdo de energia a partir de combustiveis fosseis representa cerca de
60 % do total mundial de emissbes de gases de efeito estufa (IEA, 2009). O desafio
tem sido o desenvolvimento de pesquisas de novas fontes de energia direcionadas
para a reducdo das emissbes de gases causadores do efeito estufa, que poderao, no
futuro, desempenhar o papel que os combustiveis fésseis desempenharam até o
momento. Varios paises, destacam-se por apresentarem alto potencial de recursos
naturais geradores de energia, entre eles, edlica, solar, pequenas centrais hidrelétricas
e, principalmente, a biomassa, que € uma das fontes para producdo de energia com
maior potencial de crescimento nos proximos anos.

Uma alternativa para producdo de biocombustiveis € a utilizagdo de
biomassa como matéria-prima para a producdo de biogas por meio da digestdo
anaerobia. Biogas pode ser produzido a partir de residuos sélidos ou liquidos, bem
como por biomassa microalgal. As microalgas sdo substrato adequado para o
processamento anaerdbio, devido a sua elevada concentracdo de proteinas, lipidios,
carboidratos e a auséncia de lignina (SIALVE et al., 2009; SCHENK et al., 2008).

Microalgas vém sendo fonte sustentavel de matérias-primas para as
indastrias alimenticia e quimica, agentes biolégicos para mitigacdo de CO; e para
producdo de biocombustiveis (WIJFFELS; BARBOSA, 2010; CHISTI, 2007a;
SPOLAORE et al., 2006). Ap6s a extracdo do produto de interesse, a biomassa ou a
sua fracdo residual, também pode ser utilizada como substrato para producao de
biogas por digestdo anaerdbia (ZAMALLOA et al., 2011; SIALVE et al., 2009). Como
produto final da digestdo anaerdbia, obtém-se biogas, que é uma mistura de metano,
dioxido de carbono, tragos de outros gases e acidos organicos de baixo peso
molecular (GE et al., 2011; LIANHUA et al., 2010).

Um dos aspectos positivos da digestdo anaerébia de microalgas € o fato
de produzir biogds com elevada concentracdo de metano (60-70 %) e menores
concentragdes de enxofre quando comparado ao gas oriundo de outros substratos
(SIALVE et al., 2009). Além disso, o CO; produzido durante o processo, pode ser
utilizado como fonte de carbono para cultivos de microalgas, aumentando assim, a
pureza do biogas (KAO et al., 2012).

Estudos sobre digestdo anaerdbia em escala piloto de diversos substratos
vém sendo realizados (RAZAVIARANI et al., 2013; LIU et al., 2012; KIM et al., 2011;
SALOMONI et al. 2011; ALVAREZ; LIDEN, 2009). No entanto, ndo héa registros da
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producdo de biogas a partir de microalgas em escala piloto. Nesse tipo de escala,
normalmente a temperatura deixa de ser controlada, sendo o aquecimento realizado
pela energia solar e pelo proprio calor liberado no processo. Assim, alguns desafios
devem ser superados para aplicacdo da digestdo anaerdbia em escala piloto sob
condicbes ambientais naturais. Oscilacdes na temperatura podem apresentar grande
influéncia no metabolismo bacteriano, na atividade enzimatica, nos equilibrios
quimicos em meio liquido e na solubilidade de substratos (MCKEOWN et al., 2012).

Este estudo integra um biossistema de producéo e purificacdo de biogas
utilizando microalgas que esta sendo desenvolvido no Extremo Sul do Brasil. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de biogads em escala piloto sob
temperatura ambiente através de digestdo anaerdbia de biomassa da microalga
Spirulina sp. LEB-18.

3.1.3 Material e Métodos

In6bculo

O inéculo utilizado foi uma cultura mista de micro-organismos anaerobios
proveniente de um reator anaerdbio para tratamento de agua de parboilizacdo de arroz
da Empresa Nelson Wendt Alimentos (Pelotas — RS, Brasil). O in6culo foi adaptado a
biomassa de microalga Spirulina sp. LEB-18 sob temperatura média ambiente de 29
°C, até atingir o equilibrio no processo quanto a producao de biogas (15 d).

Substrato

Como substrato para alimentagdo do biorreator foi utilizado biomassa da
microalga Spirulina sp. LEB-18, cultivada em uma unidade piloto de producéo de
Spirulina, em Santa Vitéria do Palmar — RS, Brasil (33°30’S, 53°08'W) (MORAIS et al.,
2008). A microalga foi cultivada em 3 biorreatores abertos tipo raceway de 15 m?,
agitados por pas rotativas a 17 rpm e cobertos por uma estufa de filme transparente
com protecdo UV (MORAIS et al.,, 2010). Como meio de cultivo para producdo da
biomassa foi utilizada agua da Lagoa Mangueira complementada com meio Zarrouk
(ZARROUK, 1966).

A biomassa foi separada por filtracdo (200 mesh) e o meio de cultivo

filtrado retornou ao biorreator. Apds a colheita, a biomassa foi lavada com agua
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destilada para remocdo dos sais, seca a 40 °C, moida em moinho de bolas e
conservada sob refrigeracdo a 4 °C para posterior alimentacdo do biorreator
anaeroébio.

A biomassa de Spirulina sp. LEB-18 foi caracterizada quanto ao teor de
proteinas, umidade e cinzas segundo metodologia oficial (AOAC, 2000) e lipidios pelo
método de Folch (FOLCH et al., 1957). Carboidratos foram calculados por diferenca. A
Tabela 1 apresenta a composi¢cdo centesimal da biomassa de Spirulina sp. LEB-18

utilizada como substrato para producéo de biogas.

Tabela 1 Composigéo centesimal da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 utilizada como

substrato para producéo de biogas.

Componente Concentracao % (p/p)
Proteinas 60,4+1,3
Carboidratos 222+1,8
Lipidios 10,4+ 0,8
Cinzas 7,0£0,9

Para efeito de comparacdo, os resultados obtidos neste trabalho em
biorreatores de escala piloto, sem controle de temperatura, foram relacionados com
dados obtidos em biorreatores em escala de bancada, operados sob condi¢Bes 6timas
de temperatura (35 °C). Tais dados de operagdo em condi¢ges 6timas foram coletados
do trabalho de Andrade (2009), cuja producdo de biogds em escala de bancada foi
realizada em biorreator de 14 L, com volume util de 10 L. O biorreator foi operado em
batelada sequencial com ciclos didrios de alimentacdo (biomassa de Spirulina sp.
LEB-18, 7,0 g.L), reacdo (6 h), decantacdo (18 h) e esvaziamento de 10 % do
volume. A agitacdo foi intermitente, realizada a cada hora, durante o ciclo de reag&o. O
biorreator foi mantido em estufa termostatizada (indoor), sob temperatura constante

(35 °C) durante 50 d ap6s estabilizacdo do volume diario de biogas produzido.

Biorreatores e Condi¢cfes Operacionais

Producéo de biogas em escala piloto sob temperatura variavel

Os ensaios foram realizados em biorreator de 310 L, com volume util 280 L

(Figura 1). O biorreator foi operado em batelada sequencial com ciclos diarios de
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alimentacéo (biomassa de Spirulina sp. LEB-18, 7,0 g.L?), reacdo (6 h), decantagdo
(18 h) e esvaziamento de 10 % do volume. Durante o tempo de reagédo, a agitacao foi
realizada através de recirculacdo do meio liquido, por bomba submersa com vazéo de
2 mé.ht. O Ensaio 1 foi mantido sob condi¢cGes ambientais ndo controladas (outdoor),
durante os meses janeiro e fevereiro, quando as temperaturas no meio liquido
variaram entre 26-38 °C. No Ensaio 2, o biorreator foi operado durante os meses julho
e agosto com temperaturas no meio liquido variando entre 12-21 °C (outdoor). Cada
ensaio foi operado durante 50 d apds estabilizacdo do volume diario de biogas

produzido.

— YT

w

| 2

Figura 1 Aparato experimental utilizado para a producéo de biogas a partir de Spirulina
sp. LEB-18 (1) biorreator anaerébio de 310 L; (2) tubulagcédo de alimentacédo de
biomassa de Spirulina sp. LEB-18 e saida de efluente; (3) frasco de seguranca; (4)

fluxdbmetro.

Determinag¢fes Analiticas

A cada 84 h o efluente dos biorreatores foi analisado quanto ao pH,
alcalinidade, sdlidos totais e volateis conforme metodologia oficial (APHA, 1998) e
amonia pelo método de Nessler (NESSLER, 1856). O volume de biogas produzido foi
medido diariamente por fluxémetro (GO0,6, LAO, Brasil) acoplado ao biorreator (Figura
1). As temperaturas maximas e minimas do meio nos Ensaios outdoor (1 e 2) foram
medidas através de termdmetro de mercurio imerso no liquido. Apés a estabilizagédo
do volume diario de biogas produzido, a composi¢do do gas (CH4, CO2, H2S e H,) foi

determinada por cromatografia gasosa (GC CP3800 Varian, NDL).
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Respostas Avaliadas

A decomposicéo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 alimentada (Xr) e a
decomposicdo da fracdo organica dessa biomassa (Xoy) foram calculadas pelo
balanco de massa de solidos, considerando a entrada e a saida de biomassa nos
biorreatores.

A producéo especifica de biogas (Pe, d?) foi determinada pela razdo entre
o volume de biogas produzido por dia (Vgss, L.d?) e o volume Uutil do biorreator

(Vviorreator, L), através da Equacéo 1:

po=—% Equacio (1
E v quacao (1)

biorreator

A conversdo da fracdo organica da biomassa em metano (Ychaiorg) fOI
determinada pela razdo entre a massa de metano produzido (mchs, g) € @ massa da
fracd@o organica da biomassa decomposta (morg, 9), Segundo a Equacéo 2:

m

Y. —_CH Equacéo (2)

CH,
Org m

Org

Analise Estatistica

As médias dos resultados obtidos nas diferentes condi¢des experimentais
foram comparadas através da Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o teste de

Tukey, com 95 % de significancia estatistica (o), p < 0,05.

3.1.4 Resultados e Discusséao

A Figura 2 apresenta a producédo especifica de biogas (Pg) e a conversao
da fracdo organica da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 em metano (Ychaorg). AS
producgdes especificas de biogas nos Ensaios 1 e 2 foram, respectivamente, 0,27 d* e
0,19 d*. Quando esses resultados sdo comparados aos de escala bancada (0,38 d*?),
estes produziram, respectivamente, 29,9 % e 50 % menos biogas (p < 0,05) (Tabela
2). Entre os Ensaios em escala piloto, o Ensaio 1 produziu um total de 29,6 % a mais

de biogas durante os 50 d (Figura 2). No entanto, em ambos os testes em escala
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piloto, ocorreu producgéo de biogas aproximadamente constante durante as 7 semanas
(Figura 2a), demonstrando aclimata¢éo dos micro-organismos as condi¢des impostas.
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Figura 2 (a) Producéo especifica de biogas (Pe) e (b) converséo de biomassa (fracao
organica) em biometano (Ychaiorg) NOS ensaios: escala de bancada a 35 °C (m), escala
piloto com temperaturas entre 26-38 °C (o) e escala piloto com temperaturas entre 12-

21 °C (m). Os desvios padrdes sao apresentados sobre cada coluna.

A producéo especifica de metano no Ensaio 1, submetido a temperaturas
entre 26-38 °C, foi 0,27 d, valor superior ao encontrado por Ras et al. (2011) e Yen e
Brune (2007) que obtiveram 0,17 d* na digestdo anaer6bia de biomassa da microalga
Chlorella vulgaris e 0,14 d* quando produziram biogas através da digestdo anaerébia
de cultura mista das microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp.,
respectivamente. No Ensaio 2, o qual foi submetido a condicbes ambientais naturais
durante baixas temperaturas, a producdo especifica de metano (0,19 d?) foi

semelhante a encontrada por Ras et al. (2011) e Yen e Brune (2007) que produziram



59

biogads sob condicdes ideais de temperatura (35 °C). Os resultados de Pe obtidos
neste trabalho demonstraram que quando o processo foi submetido a condicdes
ambientais (Ensaios 1 e 2), apresentou valores abaixo que em condicdes ideais
(escala de bancada) (0,38 d?), porém, quando comparado o Pe (0,19 d*) do Ensaio 2
com resultados obtidos por Ras et al. (2011), estes foram iguais. A baixa producao
especifica de biogas durante o Ensaio 2 pode ter ocorrido devido a hidrélise da
matéria organica ocorre mais lentamente quando a digestdo anaerdbia é submetida a
baixas temperaturas, porém, existe uma certa adaptacdo das bactérias as condicdes

psicrofilicas que ocorre depois de um certo tempo de adaptacdo (Lettinga, 2001).

Tabela 2 Decomposi¢éo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 (Xr, %), decomposicéo
da fragé@o organica da biomassa (Xorg, %) € conversdo da fragédo organica da biomassa
em CHa (Ycraiorg, 9.92) obtidas durante a producéo de biogas a partir de Spirulina sp.

LEB-18, em escala de bancada e nos Ensaios 1 e 2.

Escala de Ensaio 1 Ensaio 2

bancada* (26-38 °C) (12-21 °C)

X1 (%) 75,7 + 3,12 73,2+ 1,32 59,8 + 3,6°
Xorg (%) 83,9 + 2,42 82,2 +1,5° 69,3 + 4,20
Y charorg (9.9™) 0,41 + 0,032 0,30 + 0,03° 0,22 + 0,02¢

Letras iguais dentro de cada linha referem-se a médias estatisticamente iguais (p > 0,05).
*Dados para comparacao (Andrade, 2009).

A conversdo da biomassa em biogas foi estatisticamente diferente (p <
0,05) para cada ensaio (Figura 2b, Tabela 2). Segundo a equacao proposta por Briand
e Morand (1997), que relaciona a composi¢ao quimica de um determinado substrato e
a producdo maxima teédrica de biogas a partir dele, a biomassa de Spirulina LEB-18
teria conversdo de sélidos em metano de 0,38 L.g. No entanto, expressando-se a
conversao Ycuaorg €m volume (na CNTP), as conversdes nos testes 1 e 2
correspondem, respectivamente, a 0,34 e 0,22 L.g™.

Rani et al. (2012) estudaram a digestdo anaerdbia de residuos lacteos e
relataram producdo de metano 0,22 L.g?. Ras et al. (2011) em testes realizados
utilizando biomassa de Chlorella vulgaris atingiram produgéo de metano de 0,24 L.g™.
Em outro estudo, Zamalloa et al. (2012) avaliaram a digestdo anaerdbia da microalga

de &gua doce Scenedesmus obliquus e da alga marinha Phaeodactylum tricornutum
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em diferentes temperaturas e alcancaram 0,13 e 0,27 L.g?, respectivamente, sob
condic6es mesodfilas e 0,17 e 0,29 L.g?, respectivamente, sob condi¢Ges termdfilas.

A decomposicdo de biomassa (X1, %) e a decomposi¢cdo da fracdo
organica da biomassa (Xor, %) obtida no Ensaio 1 ndo apresentou diferenca
significativa quando comparada com os resultados em escala de bancada (Tabela 2).
Mesmo quando o processo foi realizado em escala piloto e temperaturas variaveis
(26-38 °C), a decomposicdo da biomassa da microalga Spirulina no Ensaio 1 (73,2 %
+ 1,3 %) foi igual & obtida em escala de bancada (75,7 % + 3,1 %) e temperatura
constante de 35 °C. Quando o processo foi realizado em escala piloto e baixas
temperaturas (12-21 °C), Xt (aproximadamente 60 %) foi superior aos encontrados por
Ras et al. (2011) que estudaram a digestao anaerdbia da microalga Chlorella vulgaris
a 35 °C, obtendo decomposicdo de 51 % da biomassa. Segundo Sialve et al. (2009)
um dos fatores limitantes na digestao anaerébia de microalgas esta na resisténcia da
parede celular do substrato. Porém os resultados obtidos neste trabalho estdo de
acordo com Ong et al. (2002) e Costa et al. (2008), que estudaram a digestédo
anaerobia da microalga Spirulina e notaram que a biomassa de Spirulina apresenta
compostos de facil hidrélise, e que, uma vez hidrolisada a matéria organica, 0s
granulos a processam até a metanogénese.

Embora a temperatura ambiente tenha variado entre 15 °C e 43 °C durante
o Ensaio 1, a temperatura do meio manteve-se entre 26 °C e 38 °C (Figura 3a). Para a
producao de biogas durante o Ensaio 2, a temperatura ambiente variou entre 3 e 33 °C
e, no interior do biorreator, entre 12 e 21 °C. Os maiores picos de producdo de biogas
foram obtidos em dias em que foram registradas as maiores temperaturas em ambos
experimentos (Figura 3a e 3b).

A producdo especifica de biogads alcancada neste trabalho sob
temperaturas variaveis 26-38 °C (Ensaio 1) e 12-21 °C (Ensaio 2) foi superior a
encontrada na literatura para producdo de biogas a partir de outros substratos. Alvarez
e Lidén (2009) estudaram a digestdo anaerébia de dejetos bonivos/ovinos e obtiveram
Pe de 0,27 d?! quando a digestdo anaerébia foi realizada a 25 °C e Pe de 0,16 d*
gquando a temperatura utilizada durante o processo foi de 18 °C. Os resultados obtidos
neste trabalho e pelos autores citados demonstram que a temperatura € um dos
fatores ambientais mais importantes na digestdo anaerdbia, uma vez que afeta os
processos biolégicos de diferentes maneiras.

Dentre os principais efeitos da temperatura incluem-se as alteragbes na

velocidade do metabolismo das bactérias, no equilibrio ibnico e na solubilidade dos
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substratos, principalmente de lipidios. O parametro cinético diretamente afetado pela
temperatura é a velocidade especifica de consumo do substrato. Entre 20 °C e 25 °C,
esse parametro pode assumir valores inferiores & metade daqueles a 35 °C. E
possivel, no entanto, que a baixa velocidade especifica de consumo de substratos
soliveis ndo seja o0 parametro limitante do processo na digestdo anaerbbia. A
temperaturas inferiores a 20 °C, a solubilizacdo da matéria organica é lenta, podendo
se constituir na etapa limitante do processo. Caso esses constituintes ndo sejam
solubilizados, poderdo ficar acumulados junto a superficie do biorreator (SOUZA,
1984).
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Figura 3 (a) Producéo especifica de biogas (Pg, d*) para o Ensaio 1 (A) e Ensaio 2

(m). (b) Temperaturas registradas durante o Ensaio 1 (A) e Ensaio 2 (0O).

As concentracdes de CH, no biogas produzido no presente trabalho foram
diferentes (p < 0,05) nos diferentes ensaios (Tabela 3) e encontram-se no intervalo 69-
75 %, também observadas em outros estudos em que biomassa de microalga foi
usada como substrato, destacando a potencialidade da biomassa para fornecer biogas
com alto teor de metano. Zamalloa et al. (2012) estudaram digestdo anaerdbia
utilizando como substrato as microalgas Scenedesmus obliquus e Phaeodactylum
tricornutum e obtiveram 74,3 % (viv) e 75,1 % (v/v) de metano no biogas,
respectivamente. Costa et al. (2008) utilizaram biomassa de Spirulina sp. LEB-18
como substrato para producéo de biogas a 35 °C, e obtiveram 77,67 % (v/v) de CH4 no

biogds. Comparando o teor de metano no gas obtido da digestdo anaerdbia da
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microalga (69-75 %) e de outros substratos, como residuos sélidos urbanos (57-68 %,
KIM et al., 2011) e dejetos bovinos e ovinos a baixas temperaturas (18-25 °C) (47-55
%, ALVAREZ; LIDEN, 2009), observa-se que os teores de metano encontrados no
presente trabalho (Tabela 3) sdo superiores, mesmo quando o processo foi submetido

a baixas temperaturas (12-21 °C, Ensaio 3).

Tabela 3 Composicao do biogas produzido na digestdo anaerdbia da biomassa de

Spirulina sp. LEB-18 em escala de bancada e nos Ensaios 1 e 2.

Composicéo do Ensaio 1 Ensaio 2
o Escala de bancada*
biogas (%, v/v) (26-38 °C) (12-21 °C)
CHa4 77,8 +0,6% 74,4 +0,7° 72,2 £ 0,5°
CO: 22,1+0,12 25,4 +0,1° 27,6 £ 0,3°
H.S 0,05 + 0,00? 0,04 + 0,00? 0,05 + 0,012
H: 0,01 + 0,002 0,09 + 0,03° 0,11 +0,01°

Letras iguais dentro de cada linha referem-se a médias estatisticamente iguais (p > 0,05).

*Dados para comparacao (Andrade, 2009).

A composicdo do biogas também depende da quantidade de CO:
dissolvido na fase liquida do sistema, através do equilibrio CO2@q) <> H2CO3 <> HCO3
« COs%, que esta fortemente relacionada com o pH. Segundo Sialve et al. (2009) o
pH é um fator importante para que o biogas apresente elevado teor de metano. Se o
pH é elevado, devido a alta alcalinidade e a liberacdo de NHs, isso acarretara maior
dissolugcéo de CO; na fase liquida e maior concentragdo de CH4 no gés.

As concentracbes de CO, no gas diferiram significativamente (p < 0,05)
nos 3 ensaios (Tabela 3). No Ensaio 2, realizado sob as menores temperaturas (12-21
°C), a concentracdo de CO; no gas foi maior em relacdo ao Ensaio 1 e escala de
bancada. A temperatura € um importante fator fisico-quimico na digestdo anaerébia,
influenciando o metabolismo bacteriano, a atividade enzimatica e a solubilidade dos
gases. Os melhores resultados de producdo de metano sdo geralmente verificados a
35 °C, temperatura 6tima para as bactérias metanogénicas, as mais sensiveis a
temperatura no processo (ALVAREZ et al.,, 2006). Segundo Fernandes e Oliveira
(2006), temperaturas na regido psicréfila (< 20 °C) podem afetar o consumo de
acetato, H, e CO- e a producdo de metano pelas bactérias metanogénicas.

Uma alternativa para reduzir a concentracdo de CO; e aumentar o teor de

metano no biogds é sua injecdo em cultivos de algas, pois além de aumentar seu
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poder calorifico, evita a emissdo do CO, presente no mesmo para a atmosfera, devido
a biofixacdo; e produz biomassa potencialmente aproveitavel. Travieso et al. (1993)
estudaram a capacidade da microalga Arthrospira sp. purificar biogas resultante da
digestdo anaerébia de melagco. O biogas injetado continha 55-71 % (v/v) de CHs e,
apos a passagem pela cultura, o teor de metano aumentou até 88-97 % (v/v),
enquanto a concentracao de diéxido de carbono diminuiu para 2,5-11,5 % (v/v). Kao et
al. (2012) injetaram biogas sintético contendo 71 % (v/v) CHs e 20 % (v/v) CO; em
cultivo da microalga Chlorella sp. e obtiveram biogas com 87,4 % (v/v) de metano apés
passagem pelo cultivo.

As concentracdes de H,S foram iguais (p > 0,05) nos 3 ensaios (Tabela 3),
e menores que valores encontrados na produgdo de biogas com outros substratos,
como dejetos suinos (0,2-0,3 %, Feng et al.,, 2008). Biogas produzido utilizando a
microalga Spirulina como substrato dificilmente apresentara maior concentracdo de
H.S quando comparado a outros substratos organicos, devido a biomassa microalgal
apresentar minimas quantidades de aminoacidos sulfurados (BECKER, 1988).
Segundo Andrade (2009), a baixa concentracdo de enxofre na biomassa de Spirulina
(0,44 %) e a forma reduzida em que se encontra em suas biomoléculas € um aspecto
favoravel para sua utilizacdo como substrato para o bioprocesso anaerdbio. Briand e
Morand (1997) estudaram a producdo de biogas utilizando a macroalga Ulva, que
contém de 2,8 a 4,4 % de enxofre na biomassa, e obtiveram biogas com 2 % de H,S,
valores superiores ao encontrado no presente trabalho.

Assim como para a remocgao de CO,, uma das alternativas para a remogao
de H2S do biogas seria a injecdo do gas em biorreatores com cultivos de microalgas.
Travieso et al. (1993) estudou a injecdo do biogas em cultivo de Arthrospira sp. e
observaram reducéo de 1 % para 0,3-0,4 % (v/v) no teor de HS.

Como comentado anteriormente, o pH influencia na composig&o do biogas,
cujos resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4. O pH em
todos os ensaios permaneceu dentro da faixa 6tima para as bactérias metanogénicas
que, segundo Omer e Fadalla (2003), est4 entre 6,8-7,5. Quedas do pH ocorrem
devido a taxa de consumo de acidos volateis ndo acompanhar a taxa de producéo dos
mesmos, causando acumulo de &cidos seguido de diminuicdo da atividade
metanogénica.

Em contrapartida, a alcalinidade do meio atua na capacidade de
tamponamento e neutralizacdo dos acidos em solucao, sendo um fator de seguranca a

possiveis quedas de pH. Ela é oriunda principalmente do carbono inorganico
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dissolvido que estabelece o equilibrio quimico: COz@q) <> H2CO3 «+» HCO3 «+» CO3% e

do nitrogénio amoniacal: NHs" <> NHz + H".

Tabela 4 pH, alcalinidade e nitrogénio amoniacal durante a digestao anaerébia da

biomassa de Spirulina sp. LEB-18 em escala de bancada e nos Ensaios 1 e 2.

Escala de Ensaio 1 Ensaio 2
bancada* (26-38 °C) (12-21 °C)
pH 7,3+0,12 6,9+ 0,1° 6,9+0,2°

Alcalinidade (mg.L1CaCOs;) 2247,6 £176,9% 2248,1+171,1% 1706,0 + 195,6°
Nitrogénio amoniacal (mg.L™) 740,7 £ 53,92 661,7 + 68,7° 479,3 + 48,2°¢

Letras iguais dentro de cada linha referem-se a médias estatisticamente iguais (p > 0,05).
*Dados para comparacao (Andrade, 2009).

Zamalloa et al. (2012) estudaram a digestdo anaerébia da microalga
Scenedesmus obliquus em condi¢cdes mesdfilas (33 °C + 2 °C) e termofilas (54 °C + 2
°C) e obtiveram pH na faixa de 7,2 e 7,4, respectivamente. Porém, para a digestéo
anaerdbia de biomassa de Spirulina LEB-18 nos Ensaios 1 e 2 expostos a diferentes
temperaturas, o pH manteve-se em 6,9, independente da temperatura registrada, nédo
diferindo significativamente (p > 0,05).

A alcalinidade no Ensaio 1 ndo apresentou diferenga significativa quando
comparada com 0 ensaio em escala de bancada. Ja o Ensaio 2, apresentou menores
valores que o0 Ensaio 1 e escala de bancada (Tabela 4). A diferenca entre os Ensaios
1 e 2 ocorreu devido a alguns distUrbios provocados pela variacdo da temperatura (12-
38 °C) durante a digestdo anaerdbia. Mesmo assim, a alcalinidade obtida nos ensaios
realizados no presente trabalho foi semelhante a obtida na digestdo anaerdbia de
residuo municipal (1578-2004 mg.L! CaCOs) estudada por Coelho et al. (2011).
Segundo Chernicharo (2007), os principais indicadores de distlrbios nos processos
anaerobios sdo o aumento na concentracdo de &acidos volateis, acréscimo da
porcentagem de CO: no biogas, diminuicdo do pH, queda na producéo total de gas e
diminuicao na eficiéncia do processo. A funcao da alcalinidade é manter o sistema em
equilibrio, para que néo varie o pH mesmo com a producéo de H* no meio. O principal
fator de tamponamento na digestdo anaerdbia € o sistema géas carbdnico/bicarbonato.
Uma alcalinidade adequada previne quedas de pH que, abaixo de 6,0 ocorre a rapida
formacéo de &cidos volateis devido ao retardo da metanogénese (como por exemplo,
o resultado de uma queda de temperatura) (CHERNICHARO, 2007).
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Além de ser resultante do equilibrio quimico do carbono inorganico
dissolvido a alcalinidade é resultante também da degradacdo de proteinas e seu
aumento € proporcional a quantidade de amoénia liberada (SIALVE et al., 2009). A
combinacdo dos valores de pH e alcalinidade nos ensaios indica que a biomassa de
Spirulina sp. LEB-18 proporciona condi¢des favoraveis para as bactérias participantes
de todas as etapas envolvidas na producdo do biogas. O equilibrio na atividade da
flora microbiana no sistema anaerébio nas diferentes condi¢cdes estudadas pode ser
atribuido a composicdo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18. A biomassa apresenta
0S macroelementos necessarios ao crescimento das bactérias, como carbono,
nitrogénio, fésforo e minerais, como calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre, cromo,
manganés e potassio. Além disso, a biomassa microalgal contém vitaminas somando-
se a auséncia de compostos toxicos (TOKOSOGLU; UNAL, 2003).

A concentracdo de nitrogénio amoniacal foi diferente nos trés ensaios (p <
0,05) (Tabela 4). Resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos
alcancados por outros autores, que estudaram digestdo anaerdbia de biomassa
microalgal. Ras et al. (2011) durante a digestdo anaerdbia da biomassa da microalga
Chlorella vulgaris observaram concentragées de nitrogénio amoniacal de 820 mg.L™.
Costa et al. (2008) utilizaram biomassa de Spirulina sp. LEB-18 como substrato para
producdo de biogas e relataram concentracdo de nitrogénio amoniacal de 670,79
mg.L* + 76,46 mg.L™.

Substratos com alto teor proteico podem ser um desafio para a producéo
de biogas devido ao efeito inibitério do nitrogénio amoniacal (SIALVE et al., 2009). A
inibicdo da atividade bacteriana causada pela amonia (NHs) depende da concentracdo
de nitrogénio amoniacal total (N-NH4*) que representa a soma de NH; e NHs* em
equilibrio no liquido e do pH do meio. No entanto, apesar da biomassa de Spirulina
apresentar alta concentracdo de proteinas (60,4 %), a concentracdo de nitrogénio
amoniacal (479,3-740,7 mg.L) permaneceu abaixo de valores inibitérios relatados por
Angelidaki e Ahring (1993). Segundo estes autores concentracdes de 3000 a 4000

mg.L"* N-NH,4, dependendo do pH, néo prejudicam o processo.
3.1.5 Concluséo
A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB-18 pode ser utilizada como

substrato para produzir biogas em escala piloto e temperaturas variaveis. A digestao

anaerobia em escala piloto e operagdo em temperaturas ndo controladas entre 26-38
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°C conduziram a resultados de decomposi¢cédo de biomassa (73,2 %) e decomposicdo
da fracdo organica da biomassa (82,2 %) significativamente igual aos obtidos em
escala de bancada (75,7 e 83,9 %) submetido a temperatura 6tima. A conversdo dos
sélidos volateis da biomassa em CH, para ambos os ensaios (26-38 °C e 12-21 °C)
foram 0,30 e 0,22 g.g* e a concentracdo de metano no gas foi 74,4 % e 72,2 %,
respectivamente.

A producdo de biogas a partir de Spirulina sp. LEB-18 em ambas as
temperaturas estudadas resultou em fatores fisico-quimicos como pH (6,9),
alcalinidade (1706,0-2248,0 mg.L* CaCOs) e concentracdo de nitrogénio amoniacal
(479,3-661,7 mg.L?) dentro da faixa adequada e segura para o desenvolvimento do
processo anaeroébio.

Com os resultados obtidos no presente trabalho da digestdo anaerdbia da
biomassa de Spirulina em escala piloto, mesmo que em temperaturas abaixo do 6timo,
foi possivel levantar dados de grande importancia para digestdo sob condicbes
mesofilicas e psicrofilicas, demonstrando potencial para aplicacdo de biomassa
microalgal em processos sob estas condi¢des.
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CULTIVO DE Spirulina sp. LEB-18 UTILIZANDO EFLUENTE DA DIGESTAO
ANAEROBIA

3.2.1 Resumo

A fonte de carbono € o principal componente dos custos de producédo de Spirulina, e
efluentes de digestdo anaerdbia contém este nutriente como HCO3s. O objetivo deste
trabalho foi estudar a cinética de crescimento, a composi¢cdo e o perfil de acidos
graxos da microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada em meio Zarrouk (NaHCO; 16,8
g.LY) e em meio Zarrouk modificado substituido por 20 % (v/v) de efluente com
concentracdes reduzidas de NaHCO; (5,3 e 2,8 g.L%). A utilizacdo de efluente e
menores concentragbes de HCOs é uma alternativa para diminuicdo dos custos de
producdo de Spirulina, pois ndo houve diferencas significativas nos parametros de
crescimento (Umax 0,324-0,354 d*?; Pmax 0,280-0,297 g.Lt.d?), nos diferentes meios
utilizados. Lipidios variaram entre 4,9 e 5,0 % com propor¢gdo de &cido linoleico
maximizada nos meios com efluente e 4cido alfa linolénico reduzida nesses meios em
comparagéo ao meio padréo.

Palavras — chave: fonte de carbono para Spirulina, perfil de &cidos graxos, microalga.

Spirulina sp. LEB-18 CULTURE USING EFFLUENT FROM THE ANAEROBIC
DIGESTION

Abstract

The carbon source is the most expensive nutrient for Spirulina production; effluents
from anaerobic digestion contain this nutrient in the form of HCOs. The aim of this
study was to assess the growth kinetics, composition and fatty acid profile of Spirulina
sp. LEB-18 grown in Zarrouk medium (NaHCO3 16.8 g L) and in Zarrouk medium
modified replaced with 20 % (v/v) effluent with reduced concentrations of NaHCO; (5.3
and 2.8 g L?). The use of effluent and lower concentrations of HCO3™ was found to be
an alternative to reduce the costs of Spirulina production, because there were no
significant differences in growth parameters (Umax 0.324-0.354 d%; Pmax 0.280-0.297 g L
1 d?1), in the different culture medium used. Lipids ranged between 4.9 and 5.0 %; the
media with effluent had higher levels of linoleic acid compared to the standard medium.

Keywords: carbon source for Spirulina, fatty acid profile, microalga.
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3.2.2 Introducéo

Microalgas s&o micro-organismos fototroficos, incluindo as bactérias
procaridticas fotossintéticas, denominadas cianobactérias (TOMASELLI, 2004). Esses
micro-organismos tém sido explorados devido ao seu potencial para enriquecer
alimentos, biofixar diéxido de carbono (MORAIS; COSTA, 2007), tratar efluentes
domésticos e industriais (VALDERRAMA et al., 2002) e gerar biocombustiveis. Os
biocombustiveis de microalgas, comparados com os combustiveis de primeira e
segunda geracdo, tém a vantagem de n&o contribuir com o desmatamento, com o
consumo excessivo de 4gua e ndo competir com areas que poderiam ser utilizadas
para a producéo de alimentos (COSTA; MORAIS, 2011).

Spirulina € uma cianobactéria com forma espiralada e, devido suas
propriedades e alto valor nutricional da biomassa, constitui-se como uma das
microalgas mais estudadas atualmente. Sua producdo comercial € normalmente
realizada em biorreatores abertos de até 5 hectares, com utilizacdo de luz solar como
fonte luminosa.

A producdo de biogas a partir da digestdo anaerdbia da biomassa de
Spirulina é facilitada pela sua alta concentracdo de matéria organica (COSTA et al.,
2008). No processo de digestdo anaerbbia da biomassa é produzido um efluente
contendo importantes nutrientes, como carbono, nitrogénio e fésforo, que podem ser
recuperados para a producéo de biomassa da microalga (CONVERTI et al., 2009).

Dentre as necessidades nutricionais para o crescimento de Spirulina a
fonte de carbono é a principal, ja que as células da microalga possuem em torno de 50
% (p/p) deste elemento em sua composi¢do. Assim, a fonte de carbono é o principal
componente dos custos de producdo de Spirulina, e para o crescimento autotroéfico,
gue é mais adequado para cultivos abertos em grande escala, carbono pode ser
fornecido como CO,, carbonato ou bicarbonato. Se for utilizado como bicarbonato,
este representa 60 % do custo com nutrientes (ALAVA et al., 1997), o que motiva o
estudo dos efeitos da reducéo na concentracdo da fonte de carbono (ANDRADE et al.,
2008) e da utilizacdo de fontes alternativas do nutriente, como melaco (ANDRADE;
COSTA, 2008, 2007), CO; residual (FERREIRA et al., 2012) e CO; sintético (ROSA et
al., 2011).

A concentragdo de carbono inorgéanico dissolvido no efluente anaerdbio
encontra-se em menor quantidade do que a indicada na formulacdo de meios de

cultivo padréo para a producdo de biomassa de microalgas do género Spirulina, como
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0 meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). No entanto, o efluente geralmente precisa ser
diluido devido aos efeitos toxicos de altas concentragbes de amonia, requerendo
suplementagdo com carbono. Em estudos realizados com culturas de Spirulina, com
adicdo de 2 g.L* de NaHCO3z a 2 % (v/v) de efluente anaerébio (OLGUIN et al., 2001),
4,5 g.Lt de NaHCO3 em 20 % (v/v) de efluente anaerdbio (CHAIKLAHAN et al., 2010),
4-10 g.L* de NaHCOs3, em concentracdes de 0 a 100 % (v/v) de efluente anaerdbio,
os melhores resultados para o crescimento microalgal foram obtidos com adicédo de 8
g.L* de NaHCO3; e 10 % (v/v) de efluente (CHEUNBARN; PEERAPORNPISAL, 2010).
Porém, Radmann et al. (2007) e Andrade et al. (2008) encontraram maiores
produtividades para esta microalga em meios de cultivo diluidos, abrindo assim a
possibilidade de se testar baixas concentracdes de carbono como complemento em
meios de cultivo com efluente.

Hé& estudos na literatura sobre o cultivo de microalgas, tais como Chlorella
sp. (WANG et al., 2010), Chlorella vulgaris (KUMAR et al., 2010a), Scenedesmus sp.
(PARK et al., 2010) e um consorcio de microalgas (SINGH et al., 2011) em efluentes
anaerobios, mas ndo existem estudos sobre cultivo de microalgas em efluentes
proveniente da digestdo anaerdbia de sua prépria biomassa. Contudo, qualquer
alteracéo nas condi¢des de crescimento de microalgas, como por exemplo, a fonte de
nutrientes ou sua concentragdo no meio podem implicar em diferentes respostas
cinéticas e de composicdo da biomassa (VONSHAK; TORZILLO, 2004). Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, composicao (quimica e elementar) e
o perfil de acidos graxos da microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada em efluente da

digestao anaerdbia.

3.2.3 Material e Métodos

Efluente de processo anaerobio

O efluente foi obtido de um biorreator anaerdbio (310 L) para producédo de
biogas a partir de biomassa de Spirulina sp. LEB-18, operado em batelada sequencial
com ciclos diarios de alimentacdo (biomassa de Spirulina sp. LEB-18, 7,0 g.L}),
reacdo (6 h), decantacdo (18 h) e esvaziamento de 10 % do volume. O efluente foi
coletado diariamente e armazenado em garrafas de polietiieno mantidas sob

congelamento (-18 °C) até posterior utilizacdo. Ap6s descongelamento e



75

homogeneizacéo, o efluente foi centrifugado por 30 min a 4700 xg (HITACHI CT6EL,
Taiwan) para remogéo de sélidos, e caracterizado.

O pH do efluente foi medido em pHmetro digital (QUIMIS Q400H, Brasil). A
alcalinidade foi determinada através da titulacao potenciométrica com solucdo de HCI
(APHA, 1998). A concentracdo de bicarbonato foi determinada a partir dos valores de
pH e alcalinidade (ANDRADE et al., 2008). O teor de nitrogénio amoniacal foi
determinado pelo método de Nessler, e fosfato segundo o método do acido ascérbico
(APHA, 1998), utilizando o reagente PhosVer 3 Phosphate Reagent Powder Pillow.

Cultivo de Spirulina sp. LEB-18

Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a microalga Spirulina sp. LEB-18 isolada da
Lagoa Mangueira em Santa Vitéria do Palmar, extremo Sul do Brasil (33°30’13"S;
53°08'59"W), adaptada em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) e em meio Zarrouk
substituido por 30 % (v/v) de efluente.

Meios de cultivo

Foi realizado cultivo da Spirulina em meio Zarrouk (16,8 g.L™* de NaHCO3),
para efeito de comparagéo (Ensaio 1). Para os ensaios com uso do efluente e redugéo
na concentragdo da fonte de carbono, o meio de cultivo foi composto por 20 % (v/v) de
efluente e 80 % (v/v) de meio Zarrouk modificado com concentracdo da fonte de
carbono (NaHCOs) reduzida, para 5,3 g.L? (Ensaio 2) e 2,8 g.L! (Ensaio 3) de
NaHCO; (Tabela 1).

Tabela 1 Composicdes dos meios de cultivo utilizadas nos experimentos.

Ensaio
1 2 3
Concentracéo da fonte de carbono (g.L* NaHCOs3) 16,8 5,3 2,8
Efluente (% v/v) 0 20 20

Meio Zarrouk (% v/v) 100 80 80
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Biorreatores e condi¢cdes operacionais

Foram utilizados biorreatores abertos do tipo raceway (Figura 1),
construidos em acrilico transparente com volume total 6 L, volume util 4 L, &rea
superficial 0,08 m? e altura 0,05 m. A agitacdo foi realizada mecanicamente por pas
rotativas a 17 rpm. Os biorreatores foram dispostos em estufa de filme transparente e
os cultivos foram mantidos por 19 d, em modo semicontinuo com concentracdo celular

de corte de 1,0 g.L! e taxa de renovacéo de meio de 50 %.

Figura 1 Desenho esquematico do biorreator tipo raceway de 6 L.

Determinacfes analiticas

A concentracdo de biomassa (g.L?!) foi determinada diariamente por
medida da densidade 6tica do meio liquido em espectrofotometro (FEMTO 700 Plus,
Brasil) a 670 nm (COSTA et al., 2000), o pH foi medido em pHmetro digital (Quimis
Q400H, Brasil) e a alcalinidade medida por titulacdo potenciométrica com solugéo de
HCl (APHA, 1998). A temperatura ambiente e do meio foram medidas com

termdémetros de mercurio.

Parametros de crescimento

A partir da concentragdo de biomassa determinada experimentalmente
foram obtidas a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) pOr regressao
exponencial da fase logaritmica da curva de crescimento (BAILEY; OLLIS, 1986); a
produtividade volumétrica (Py, g.L..d?') (Equacdo 1), em que X:; (g.L?) é a
concentracdo de biomassa no tempo t (d) e Xo (g.L) é a concentracdo de biomassa
inicial no tempo to (d) (SCHMIDELL et al., 2001); e a produtividade areal Pa (g.m2.d%)

(Equacéo 2), que é um importante fator para a producdo de biomassa em grande
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escala. Na Equacéo 2, Py (g.L*.d?) é a produtividade volumétrica, e “h” (m) é a altura

da coluna de liquido no reator.

X, —-X
P, =| —/——2 Equacéo 1
t—t,

P,=P,*h Equagcéo 2
Caracterizacdo da biomassa produzida

A biomassa de Spirulina sp. LEB-18 produzida foi separada do meio
liquido por centrifugagéo durante 20 min a 4700 xg (HITACHI CT6EL, Taiwan), lavada
com agua destilada para remoc¢ao de sais do meio de cultivo, seca a 40 °C por 48 h
em estufa com circulacdo forcada de ar (Quimis Q314D242, Brasil) e moida para
posterior caracterizacao.

Ao final dos cultivos, os teores de proteinas e cinzas da biomassa foram
determinados conforme metodologia oficial (AOAC, 2000). Lipidios foram
determinados pelo método de Folch e carboidratos foram calculados por diferenca. A
composicao elementar (CHN) foi determinada em analisador elementar (Perkin Elmer
2400, USA) utilizando como padrado acetanilida (71,09 % carbono, 6,71 % hidrogénio e
10,36 % nitrogénio). O perfil de acidos graxos foi determinado em cromatégrafo
gasoso modelo Varian STAR 3400CX (USA) equipado com detector de ionizagdo de
chama e coluna de silica fundida contendo fase estacionaria de polietileno glicol com
30 m de comprimento e 0,32 mm de diametro. O gas de arraste foi nitrogénio a 0,5
mL.mint. As temperaturas do injetor e do detector foram 250 e 280 °C,
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 100 °C a seguir houve aumento
de 8 °C.min! até 230 °C permanecendo por 20 min. Os A&cidos graxos foram
identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo com padrdes e quantificados
por normalizacdo de &reas.

Os padrdes de &cidos graxos utilizados (Sigma Supelco; Belle-fonte, EUA)
foram &cido caproico (C6:0); &cido caprilico (C8:0); acido caprico (C10:0); acido
undecanoico (C11:0); acido laurico (C12:0); acido miristico (C14:0); acido miristoleico
(C14:1); acido palmitico (C16:0); acido palmitoleico (C16:1); acido margarico (C17:0);
acido margaroleico (C17:1); acido estearico (C18:0); acido elaidico (C18:1 trans);

acido oleico (C18:1); &cido linoleico (C18:2); acido a - linolénico (C18:3 n-3); &cido y -
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linolénico (C18:3 n-6); &cido araquidico (C20:0); acido gadoleico (C20:1); acido
eicosadienoico (C20:2); acido eicosatrienoico (C20:3); &cido araquidbnico (C20:4);
acido eicosapentaenoico (C20:5); acido beénico (C22:0); &cido erucico (C22:1); &cido
docosadienoico (C22:2); acido docosahexaenoico (C22:6); &cido lignocérico (C24:0);

acido lignoceroleico (C24:1).

Andlise estatistica

Os efeitos causados pela utilizacdo das diferentes concentragbes de
carbono sobre o crescimento e caracterizagdo da biomassa produzida foram
analisados por andlise de variancia (ANOVA), sendo utilizado o teste de Tukey em p <

0,05 para avaliar as diferengas significativas entre os resultados.

3.2.4 Resultados e Discussao

Caracterizagado do efluente anaerobio

Efluentes de processo anaerdbio sdo constituidos principalmente de
compostos inorganicos, e a presencga e concentracdo desses compostos dependem
das caracteristicas dos substratos e das condi¢cdes de operacdo do processo. O alto
teor de proteinas do substrato utilizado no processo de digestdo anaerdbia (biomassa

de Spirulina) resultou em baixa relagdo C/N no efluente (Tabela 2).

Tabela 2 Caracterizacédo do efluente de processo anaeroébio utilizado para os cultivos
de Spirulina sp. LEB-18.

Valor
pH 7,80+0,19
Alcalinidade (mg.L™* CaCOs) 1427,13 + 176,59
Bicarbonato (expresso como mg.L'* HCOg3) 2383,10 £ 301,42
Nitrogénio amoniacal (mg.L* N-NH4*") 361,35 £ 61,01
Fosfato (mg.L* PO4*) 86,01 + 3,17
C/IN (p/p) 5,49

Carbono orgéanico 67,63 £ 0,99
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Os valores de pH, alcalinidade e nitrogénio amoniacal determinados no
efluente (Tabela 2) foram semelhantes aos encontrados por Chaiklahan et al. (2010)
em efluente da digestdo anaerdbia de dejetos suinos utilizado para o cultivo de
Spirulina platensis (pH 7,97; alcalinidade 1040 mg.L* CaCOs e nitrogénio amoniacal
144 mg.L' N-NH.), enquanto a concentracdo de fosfato encontrada (Tabela 2)
corresponde a 32 % da concentracdo no meio Zarrouk. A alcalinidade no efluente
deve-se principalmente a presenca de carbonatos (COs?) e bicarbonatos (HCO3) que,
em cultivos de microalgas, sdo absorvidos a partir da conversao destes a COa..
Carbono organico foi encontrado no efluente em baixa concentracdo (67,63 mg.L?,
Tabela 2), o que é tipico de efluentes anaerébios. No entanto, com a diluicdo do
efluente (20 %, v/v) em meio Zarrouk para a preparacdo dos meios de cultivo, a
concentracdo de carbono organico no meio resultou na concentracdo de 0,07 g.L?.
Devido a grande diferenca entre a concentracdo de carbono orgénico e as
concentracdes da fonte de carbono inorganico utilizado (NaHCOs 2,8, 5,3 e 16,8 g.L?),
foi considerado neste estudo apenas o crescimento heterotrofico da microalga. A
concentrac@o de nitrogénio amoniacal no efluente corresponde a soma das espécies
NHs; e NHs" presentes. A concentracdo de cada espécie depende da constante de
equilibrio da reagcdo: NHs + H* < NH,*, e da temperatura e pH do meio. A forma nao
ionizada (NHs), em altas concentracdes, pode inibir o crescimento microalgal. Esse
composto pode ser convertido a nitrato e assim ser consumido pelas microalgas. No
entanto, a taxa de absorcdo de nitrogénio amoniacal geralmente € inferior a do nitrato
devido a toxicidade da aménia (GROBBELAAR, 2004).

Microalgas assimilam o0s compostos inorganicos de carbono
(carbonatos/bicarbonatos), nitrogénio e fésforo, sendo cada vez mais objetos de
estudo como alternativa para o tratamento de efluentes de processo anaerébio. Em
estudos para biorremediacdo de aguas residuais por cianobactérias, Forlani et al.
(2011) relataram a capacidade de remocao de 50 % de géneros fosfato anti-corrosivos
por culturas de Spirulina. Park et al. (2010) observaram crescimento semelhante de
Scenedesmus sp. utilizando nitrogénio amoniacal e nitrato em estudo para remocéo de
amonia de efluente de processo anaerébio (pH 8,4; alcalinidade 5562 mg.L* CaCOs e

nitrogénio amoniacal 1196 mg.L™* N-NH4*).
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Crescimento de Spirulina sp. LEB-18

Tanto no cultivo em meio Zarrouk (Figura 2a) quanto nos cultivos com
utiizacdo de efluente (Figuras 2b e 2c), a microalga apresentou crescimento
imediatamente apos o inicio dos ensaios. Nao houve diferencas significativas entre os
resultados de velocidade especifica maxima de crescimento e produtividade maxima
dos ensaios em meio Zarrouk e em meio Zarrouk modificado com efluente e reducao
na concentracéo de carbono (Tabela 3).
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Figura 2 Curvas de crescimento de Spirulina sp. LEB-18 em: (a) meio Zarrouk; (b)
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meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de efluente e 5,3 g.L"! de NaHCO3; e (c)

meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de efluente e 2,8 g.L'* de NaHCOs.

Comparando os parametros cinéticos de crescimento de Spirulina sp. LEB-
18 (Tabela 3) com os resultados obtidos em outros trabalhos que utilizaram efluentes
anaerobios e/ou reducdo na concentracdo da fonte de carbono para cultivo da
microalga, verificou-se que as produtividades volumétricas Py obtidas neste trabalho
(0,280 g.L*.d?) foram maiores. Andrade et al. (2008) cultivaram Spirulina sp. LEB-18
em meio Zarrouk contendo 2,8 g.L* de bicarbonato e obteve produtividade volumétrica
Pv de 0,145 g.L1.d®. As microalgas Chlorella sorokiniana, Scenedesmus bijuga e
Chlorella minutissima foram cultivadas em 6 % (v/v) de efluente proveniente de
estrume de galinha diluido em agua deionizada, e foram obtidas Py entre 0,063-0,076
g.L1.d? (SINGH et al., 2011); Spirulina sp. foi cultivada em 2 % (v/v) de efluente do
processo anaerdbio de dejetos suino e obteve-se Py de 0,182 g.L™.d"* (OLGUIN et al.,
1997); cultivo de diferentes microalgas em esgotos municipais utilizados para
producdo de biocombustiveis, foram obtidos valores de Py entre 0,120-0,275 g.L.d?
(ZHOU et al., 2011).

A produtividade areal (Pa) obtida neste trabalho foi de aproximadamente
14,00-14,85 g.m?2.d?, apresentando-se menor que em estudos anteriores. Spirulina
platensis cultivada em modo semicontinuo, em meio contendo 20 % (v/v) de efluente,
4,5 g.L't de NaHCOs; e 0,2 g.L! de ureia forneceu Pa max 19,9 g.m2.d* (CHAIKLAHAN
et al., 2010). Para o cultivo descontinuo de Spirulina platensis, Mezzomo et al. (2010)
utilizaram efluente suino encontrando pmax 0,415 d* em meio 8,5 % (v/v) de efluente e

6,5 g.L! de NaHCOs;. Sem utilizar efluentes anaerébios, o cultivo descontinuo de
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Spirulina platensis em meio Schldsser modificado (sem NaHCOs; e Na,COsz) e CO:2
como Unica fonte de carbono, forneceu Pamax 22,3 g.m?2.d e pmax 0,25 d* (BINAGUI et
al., 2003).

Tabela 3 Parametros cinéticos nos cultivos da microalga Spirulina sp. LEB-18.

Ensaio Mmax (d) Pvmax (g.L1.d ™) Pamax (g.m2.d?)
1 0,325 + 0,0642 0,297 £ 0,0712 14,85 + 3,552
2 0,354 + 0,0602 0,280 £ 0,0542 14,45 + 2,702
3 0,324 + 0,0552 0,280 = 0,0642 14,00 £ 3,202

Mmax: Velocidade especifica maxima de crescimento; Pv max: produtividade méxima volumétrica;
Pa max: produtividade méxima areal. Ensaios 1: Cultivo em meio Zarrouk; 2: Cultivo em meio
Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de efluente e 5,3 g.L* de NaHCOg3; 3: Cultivo em meio
Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de efluente e 2,8 g.L'* de NaHCOa. Letras sobrescritas
iguais na mesma coluna indicam que os resultados n&o apresentam diferenca significativa a p
<0,05.

De acordo com Lee (2001) produtividades areais de 40 g.m?2.d? foram
encontradas em cultivos experimentais, porém, normalmente, sdo relatadas Pa max
entre 20-25 g.m2.d! em biorreatores raceway. No entanto, a altura da coluna de
liguido nos biorreatores raceway utilizados em escala experimental (50 mm), sdo bem
menores que as alturas da coluna de liquido em reatores deste tipo para cultivo em
grande escala, que alcangcam 400-500 mm, resultando em maiores produtividades
areais. Em resultados citados por Lee (2001), Spirulina maxima alcangou Py max 0,18
g.Lr.d! (menor que os resultados encontrados neste trabalho), € Pa max 27 g.m?2.d*
(maior que os resultados encontrados neste trabalho).

A temperatura e o pH sdo alguns dos fatores que podem influenciar o
crescimento e a composicdo das microalgas, além da disponibilidade de nutrientes,
salinidade e intensidade da luz (HU, 2004). Os valores de pH nos cultivos com
utilizacéo de efluente no meio (Ensaios 2 e 3) tiveram maiores faixas de variacao (9,3-
11,5 e 9,5-11,8, respectivamente) que no cultivo em meio Zarrouk (Ensaio 1) que
variou entre 9,2-10,5 (Figura 3b). A temperatura ambiente variou entre 26 e 44 °C,
enquanto as temperaturas do meio liquido nos cultivos variaram entre 25 e 37 °C,
contemplando o intervalo 6timo para o crescimento de Spirulina, que, de acordo com
Tomaselli (1997), est4 entre 30 e 35 °C. Richmond e Grobbelaar (1986) relatam
valores de pH ideais para a microalga entre 9,5 e 10,5. Tais valores s&o ratificados por

estudos sobre os efeitos desses dois fatores na producdo de Spirulina, nos quais
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foram observadas maiores concentragdes de biomassa em pH 10,0 (CELEKLI et al.,
2009) e temperatura de 30 °C (OGBANDA et al., 2007). Rafiqul et al. (2005) também
estudaram os efeitos desses dois fatores, encontrando maior crescimento de Spirulina
platensis em pH 9,0 e temperatura de 32 °C.

Embora o pH nos cultivos com utilizacdo de efluente (Ensaios 2 e 3) tenha
atingido valores superiores (11,5 e 11,8) aos valores étimos encontrados na literatura
(9,5-10,5), o crescimento da microalga nesses ensaios foi semelhante ao ensaio em
meio de cultivo padrdo. A medida que ocorre o aumento da concentracdo de biomassa
(Figura 2), a concentracao de bicarbonato diminui (Figura 3a), devido ao seu consumo
pela microalga, e hd um aumento nos valores de pH (Figura 3b). Esse aumento ocorre
devido ao consumo de carbono pelas microalgas ser realizado essencialmente a partir
do CO que é a espécie quimica com menor resisténcia a difusdo através das
membranas celulares (GIORDANO et al., 2005; MILLER; COLMAN, 1980). Como as
espécies quimicas de carbono inorganico em meio aquoso participam do equilibrio
COz(aq) <> H2CO3 «+» HCO3 «» COs?, 0 consumo de CO, faz com que o sistema reaja
no sentido de sua formagdo, consumindo ions H* do meio e, consequentemente,
aumentando o pH. Assim, quanto mais elevada a atividade fotossintética, maior
incremento nos valores de pH, fato observado nos cultivos com utilizacdo de efluente e
concentracdes reduzidas de carbono (Ensaios 2 e 3). Os altos valores de pH também
implicam em menores perdas de carbono inorganico para a atmosfera, pois para
valores de pH acima de 10,5 a espécie quimica dominante no equilibrio passa a ser o
COs?, havendo menor concentragdo de CO, no meio e, portanto, menor o gradiente
de concentracéo de CO; entre o meio e a atmosfera, que impulsiona a perda do gas
(ANDRADE et al., 2008).
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Figura 3 Variagéo da concentragdo de HCOs3 (a) e pH (b) dos cultivos de Spirulina sp.
LEB-18 em: meio Zarrouk (¢); meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de
efluente e 5,3 g.L ! de NaHCOjs (e); e meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de
efluente e 2,8 g.L* de NaHCOs (x).

Em relagdo a caracterizacdo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18, ndo
houve diferenca no teor de proteinas na biomassa cultivada, sendo acima de 60 % em
todas as condicdes experimentais (Tabela 4). A concentracdo de proteinas pode
atingir até 74 % do peso seco da microalga Spirulina (COHEN, 1997). Em estudo para
remocado de nutrientes de aguas residuais por meio de microalgas imobilizadas, Ruiz-
Marin et al. (2010) relatam, inclusive, um aumento no teor de proteinas da biomassa
de Scenedesmus obliquus cultivada em modo semicontinuo (30 %), quando
comparado a biomassa da microalga cultivada em modo descontinuo (16 %). Os altos
teores de proteinas nos ensaios com efluente sdo superiores aos encontrados por
Colla et al. (2007) (57,6 %) e Rafiqul et al. (2005) (58,6 %) ao produzirem Spirulina
platensis em meio Zarrouk e temperaturas de 30 e 32 °C, respectivamente. No
entanto, Olguin et al. (2001) observaram um decréscimo de 46 % no teor de proteinas
de Spirulina sp. cultivada com 2 % de efluente de processo anaerdbio em relacdo a
biomassa produzida em meio Zarrouk.

Embora a concentracdo da fonte de carbono nos cultivos com efluente
(Ensaios 2 e 3) tenha sido reduzida para 31,6 % e 16,7 % da concentragdo no meio
Zarrouk (Ensaio 1), a concentragdo de carbono elementar na biomassa foi 95,1 % e
91,6 %, respectivamente, da concentracao encontrada na biomassa cultivada em meio
Zarrouk (Tabela 4).
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Tabela 4 Caracterizagéo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 produzida.

, Proteinas Lipidios Carboidratos Cinzas C H N
Biomassa
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 62,3 + 0,82P 4,9 21,6+15 11,2+12° 453 94 98
2 63,6 + 0,32 5,0 152+04 16,2+0,3* 43,1 92 89
3 60,3 + 2,6° 5,0 19,1+26 156+0,2* 415 8,7 8,7

1: Cultivo em meio Zarrouk; 2: Cultivo em meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de
efluente e 5,3 g.L** de NaHCOg3; 3: Cultivo em meio Zarrouk modificado contendo 20 % (v/v) de
efluente e 2,8 g.L'! de NaHCOs. *: Determinagéo realizada sem réplicas. Letras sobrescritas
iguais na mesma coluna indicam que os resultados n&o apresentam diferenga significativa a p
<0,05.

A alta concentragcdo de matéria organica na biomassa microalgal produzida
(88,8 %, Ensaio 1; 83,8 %, Ensaio 2; 84,4 %, Ensaio 3) possibilita a sua utilizacdo para
a producéo de biogéas, processo pelo qual micro-organismos anaerébios decompdem a
fragdo organica da biomassa produzindo CHs e CO2. No entanto, outro fator a ser
considerado na digestdo anaerdbia é a relagdo C/N, em que os valores adequados
para o processo estdo entre 20 e 30 (YANG et al., 2009). Essa relagdo na biomassa
produzida variou entre 4,62 (p/p) (Ensaio 1) e 4,84 (p/p) (Ensaio 2), sendo estes
valores caracteristicos de biomassas com alto teor de proteinas. Ainda assim, Costa et
al. (2008), utilizando biomassa de Spirulina com razdo C/N 4,37, produziram biogas
com 78 % de CHa..

O teor lipidico (Tabela 4) foi semelhante em todas as condi¢cdes
experimentais. O teor de lipidios em biomassa de Spirulina produzida em condi¢des
6timas varia entre 6 e 13 % (COHEN, 1997) e pode ser manipulado através da
concentracdo de nitrogénio no meio, temperatura e salinidade (COLLA et al., 2004).
Olguin et al. (2001) produziram Spirulina sp. em agua do mar enriquecida com 2 %
(v/v) de efluente de dejetos suinos e iluminancia de 66 pumol.m?.s, obtendo 28,6 % de
lipidios, enquanto o cultivo em meio Zarrouk forneceu 8,0 % de lipidios.

O perfil de acidos graxos da biomassa produzida (Tabela 5) apresentou
predominancia de acido palmitico (C16:0) (37,77 %, Ensaio 1; 38,48 %, Ensaio 2;
36,70 %, Ensaio 3). Nas trés condicOes experimentais, foi detectada a presenca dos
acidos graxos linoleico (C18:2c w-6) e y-linolénico (C18:3 w-6) sendo encontrados
maiores teores de &cido linoleico nos ensaios com utilizagcao de efluente (Ensaios 2 e
3). Resultados semelhantes foram encontrados por Olguin et al. (2001) que

detectaram 44,0 % de &cido palmitico em Spirulina sp. cultivada em meio Zarrouk e
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43,4 % em meio com efluente; altas propor¢cdes de acido y-linolénico e queda deste
valor em meio com efluente (28,1 %) comparado ao valor encontrado em meio Zarrouk
(31,2 %).

Tabela 5 Perfil de acidos graxos (%) da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 produzida
em meio Zarrouk (1), 20 % (v/v) de efluente e 5,3 g.L* de NaHCOs (2) e 20 % (v/v) de
efluente e 2,8 g.L** de NaHCOs (3).

Ensaio
1 2 3
Acidos graxos saturados
C10:0 2,90 5,32 1,72
C12:.0 ND ND 0,28
C13:.0 ND ND 0,73
C14.0 1,27 ND 1,48
C15:0 0,33 ND 0,55
C16:0 37,77 38,48 36,70
C20:0 1,28 ND 0,50
Acidos graxos monoinsaturados
Cl4:1 ND ND 0,22
Ci15:1 1,86 ND 1,69
Ci16:1 9,8 7,73 9,33
Ci18:1c 1,01 3,36 1,90
C18:1t 1,74 4,93 2,66
Acidos graxos poli-insaturados
C18:2c (w-6) 10,83 14,24 12,94
C18:2t (w-6) 7,24 12,88 12,10
C18:3 (w-6) 6,00 5,34 5,76
C18:3 (w-3) 11,97 5,78 7,53
C20:2 1,77 ND 0,60
C20:3 (w-6) 0,86 ND 0,61
C20:3 (w-3) 1,25 ND 0,93
C20:4 (w-6) ND ND 0,29
C22:2 1,67 1,93 1,47

C10:0, acido decanoico (caprico); C12:0, acido duodecanoico (laurico); C13:0, &cido
tridecanoico; C14:0, acido tetradecanoico (miristico); C15:0, acido pentadecanoico; C16:0,
acido hexadecanoico (palmitico); C20:0, acido eicosanoico (araquidico); C14:1, &cido cis-9-
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tetradecaenoico (miristoleico); C15:1, acido cis-9-pentadaecenoico; C16:1, acido cis-9-
hexadecaenoico (palmitoleico); C18:1c, acido cis-9-octadecaenoico (oleico); C18:1t, acido
trans-9-octadecaenoico (elaidico); C18:2cw-6, acido cis-9, cis-12-octadecadienoico (linoleico);
C18:2tw-6, acido trans-9, trans-12-octadecadienoico (linolelaidico); C18:3w-6, acido 6,9,12-
octadecatrienoico (y-linolénico); C18:3w-3, acido 9,12,15-octadecatrienoico (a-linolénico);
C20:2, acido 8,11-eicosadienoico; C20:3w-6, &cido 5,8,11-eicosatrienoico; C20:3w-3, &cido
8,11,14-eicosatrienoico; C20:4w-6, acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico (araquidbnico); C22:2,
acido docosadiendico; ND: ndo detectado.

A microalga Spirulina € uma conhecida fonte de 4cidos graxos essenciais,
principalmente do acido y-linolénico. Nos ensaios com efluente (Ensaios 2 e 3) 19,6 e
18,7 % dos &cidos graxos foi composto pela soma dos acidos graxos linoleico e y-
linolénico.

No grupo dos &cidos graxos w-6 (6mega-6), o principal acido graxo é
linoleico (C18:2c), pois a partir deste os mamiferos sintetizam outros acidos graxos
como o y-linolénico (C18:3 w-6) e araquidbnico (C20:4 w-6); enquanto no grupo dos
w-3 (bmega-3), 0 acido graxo essencial responsavel pela sintese de outros acidos
graxos de cadeia mais longa € o a-linolénico (C18:3 w-3). Esse bioprecursor de acidos
graxos w-3 esta presente em peixes, plantas e algas, e nos mamiferos é o precursor
dos acidos EPA (C20:5 w-3) e DHA (C22:6 w-3). O &cido a-linolénico foi o acido graxo
em maior proporgdo na biomassa produzida em meio Zarrouk (Ensaio 1) (Tabela 5).
Acido araquidénico foi detectado (0,29 %) na biomassa de Spirulina produzida com
efluente e a menor concentracdo da fonte de carbono testada (2,8 g.L? NaHCOs,
Ensaio 3).

As proporcdes de &cidos graxos Omega-6 (w-6) e O6mega-3 (w-3)
encontradas no 6leo da biomassa foram de 2:1 (Ensaio 1), 6:1 (Ensaio 2) e 4:1
(Ensaio 3). Segundo a WHO (World Health Organization) e a FAO (Food and
Agriculture Organization) WHO/FAO (1995), a proporgcdo recomendada de w-6:w-3
para nutricdo humana esté entre 5:1 e 10:1.

A utilizacdo de meio Zarrouk substituido por 20 % de efluente e 2,8 g.L* de
NaHCO; (Ensaio 3) resultou em maior concentracdo de acidos graxos insaturados
(AGI, 58,03 %) e poli-insaturados (AGPI, 42,23 %). Esses resultados foram superiores
aos encontrados por Radmann e Costa (2008), com 53,51 % de AGI e 29,37 % de
AGPI na biomassa de Spirulina sp. LEB-18 cultivada com os gases CO,, SO, e NO em
fotobiorreatores tubulares em série; e por Morais e Costa (2008a), com 37,50 % de
AGI e 9,60 % de AGPI, ao cultivar a microalga substituindo a fonte de carbono padrao
(NaHCO3) por 6 % (v/v) de COso.
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Embora os &cidos graxos insaturados apresentem grande importancia
nutricional, a presenca de acidos graxos insaturados € indesejada para a producéo de
biodiesel devido as suas caracteristicas de alta volatilidade, pouca estabilidade a
oxidacéo e tendéncia a formacdo de gomas (HALIM et al.,, 2011). Ao contrario da
maioria dos Oleos vegetais, 6leos de microalgas, geralmente contém maiores
concentracdes de acidos graxos insaturados e baixa estabilidade oxidativa dos &cidos
graxos insaturados com menor numero de ligacBes duplas (por exemplo, acido
linoleico e linolénico) (CHISTI, 2007a). A biomassa de Spirulina produzida nas
diferentes condi¢des apresentou entre 56,00 % (Ensaio 1) e 58,03 % (Ensaio 3) de
acidos graxos insaturados no perfil. Apenas um acido graxo insaturado com quatro
ligagbes duplas foi encontrado (0,29 % C20:04 w-6; ensaio 3). Resultados
semelhantes foram obtidos por Halim et al. (2011), que avaliaram o perfil de acidos
graxos da microalga Chlorococcum sp. para producdo de biodiesel, encontrando
C18:1 (63 %), C16:0 (19 %), C18:2 (4 %), C16:1 (4 %) e C18:0 (3 %).

No presente trabalho, a biomassa de Spirulina produzida apresentou baixa
concentracao de lipidios (5,0 %). Segundo a literatura, outras microalgas apresentam
maior teor de lipidios como Scenedesmus obliquus (58,3 %) (MANDAL; MALLICK,
2009), Choricystis minor (60,0 %) (SOBCZUK; CHISTI, 2010), Nannochloropsis
oculata NCTU-3 (50,4 %) (CHIU et al., 2009) e Chlorella protothecoides (55,2 %) (XU
et al., 2006). Além do teor de lipidios, outros fatores devem ser considerados na
escolha da microalga para a producdo de biodiesel, como a produtividade, a
capacidade de crescer em condicdes ambientais especificas, facilidade de
recuperacao da biomassa a partir do meio liquido e a composi¢éo do 6leo (AMARO et
al., 2011). A obtencéo de lipidios de microalgas para producgéo de biodiesel vem sendo
amplamente estudada, com foco na reducédo dos custos de producdo da biomassa e
manipulacdo das condigbes de cultivo para maximizacdo do ter lipidico. Neste
contexto, a utilizacdo do efluente anaerébio para o cultivo de microalgas € uma

alterativa para reducdo de custos com nutrientes para producéo de Spirulina.
3.2.5 Concluséo
A reducdo na concentracdo da fonte de carbono (NaHCO3) e a

complementagdo do meio com efluente anaerdbio para o cultivo semicontinuo de

Spirulina sp. LEB-18 é uma alternativa para redu¢do dos custos com nutrientes e
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obtencdo de biomassa com cinética de crescimento e composicdo semelhante as
obtidas em meio Zarrouk.

Os cultivos semicontinuos de Spirulina sp. LEB-18 com 20 % (v/v) de
efluente anaerdbio e reducdo na concentracédo da fonte de carbono (NaHCO; 2,8 e 5,3
g.LY) apresentaram velocidade especifica maxima de crescimento entre 0,324 e 0,354
d?, produtividade volumétrica entre 0,280 e 0,297 g.L*.d! e produtividade areal entre
14,00 e 14,85 g.m2.d?, sem diferencas significativas entre as condi¢cdes estudadas. A
biomassa de Spirulina produzida com efluente e a maior redu¢do na concentracao de
carbono (NaHCO3 2,8 g.L 1) apresentou 5,0 % de lipidios, alto teor proteico (60,3 %),
perfil de acidos graxos com 41,96 % de acidos graxos saturados, 42,23 % de poli-
insaturados, e 12,94 % de acido graxo essencial linoleico.

Os resultados obtidos no presente trabalho contemplam a capacidade de
utilizacdo da biomassa de Spirulina produzida como fonte de biocombustiveis, com
destaque para o biogas devido a alta concentracdo de matéria organica encontrada,
para a producdo de biodiesel, e para a extracdo de &cidos graxos. Embora a alta
concentracdo de proteinas na biomassa, seu uso como farmacos e alimento deve

atender a legislacao, incluindo analises de composi¢éo e microbioldgica.
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PURIFICACAO DE BIOGAS EM FOTOBIORREATOR TUBULAR VERTICAL EM
SERIE

3.3.1 Resumo

O biogas em sua forma bruta apresenta entre 25-45 % (v/v) de CO, como principal
contaminante. As microalgas ja demonstraram eficiéncia na biofixacdo de CO; de
gases de combustdo. Esta caracteristica é um potencial a ser aproveitado para a
purificacdo de biogas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da microalga
Spirulina sp. LEB-18 em remover CO. de biogés para obtencdo de metano purificado.
Foram realizados cultivos da microalga em fotobiorreatores tubulares em série, sendo
testadas diferentes fontes de carbono: NaHCO; (3 g.L %), ar enriquecido com 25 %
(v/v) CO e biogéas sintético contendo 25 % (v/v) CO2 e 75 % (v/v) CHs em meio
Zarrouk modificado. As maximas concentracdes celulares e produtividades de
biomassa variaram, respectivamente, entre 1,12-1,24 g.L! e 0,11-0,14 g.L*.d?, néo
apresentando diferengas significativas entre os ensaios, mostrando que adicionar
carbono no cultivo como NaHCO3;, CO; puro ou presente no biogas nao altera os
parametros cinéticos de crescimento microalgal. A maior fixag&do diaria total de dioxido
de carbono obtida foi 58,01 % (v/v) quando cultivada com adi¢do de biogas contendo
25 % (viv) CO,. O cultivo microalgal mostrou-se como uma alternativa para obtencao
de biogas purificado, pois aproximadamente 45 % do CO, presente no biogas foi
removido pela microalga Spirulina sp. LEB-18, obtendo-se biogas com 89,5 % (v/v) de
CHa..

Palavras — chave: biofixacéo, dioxido de carbono, fotobiorreator, metano, microalga.

BIOGAS REFINING IN VERTICAL TUBULAR PHOTOBIOREACTOR IN SERIES

Abstract

The biogas in its raw form shows around 25-45 % (v/v) of CO; as its main contaminant.
Microalgae had already shown efficiency on biofixation of CO, in combustion gases.
This technical feature is a potential to be availed in biogas refinement. The objective of
this task was to evaluate the capacity of Spirulina sp. LEB-18 microalgae in removing
CO; from biogas to obtain refined methane. Cultivation of microalgae was performed in
tubular photobioreactors in series, being tested different sources of carbon: NaHCOs
(3.0 g.L ), enriched air with 25 % (v/v) CO- and synthetic biogas containing 25 % (v/v)
CO; and 75 % (v/v) CHas in modified Zarrouk medium. The maximum cellular
concentration and productivities of biomass vary, respectively, around 1.12-1.24 g.L*
and 0.11-0.14 g.L.d?, not showing signifying differences between essays, showing
that adding carbon into the culture as NaHCOs, raw CO, or present in biogas do not
change kinetic parameters of microalgae growth. The major total daily fixation of
carbon dioxide obtained was 58.01 % (v/v) when cultivated with the addition of biogas
containing 25 % (v/v) CO.. The microalgae cultivation showed to be an alternative into
obtaining raw biogas, because approximately 45 % of the present CO; in biogas was
removed by the microalgae Spirulina sp. LEB-18, obtaining biogas with 89.5 % (v/v) of
CH..

Keywords: biofixation, carbon dioxide, photobioreactor, methane, microalgae.
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3.3.2 Introducéo

O estudo para o desenvolvimento de biocombustiveis e novas fontes de
energia renovavel é cada vez mais difundido entre pesquisadores como forma de
minimizar os efeitos da utilizacdo de recursos naturais e da poluicdo produzida pela
populacdo. Biocombustiveis como biomassa, biogas, biodiesel e bioetanol podem ser
produzidos a partir de produtos agricolas, residuos organicos e agroindustriais, o que
muitas vezes representa uma alternativa para o destino de compostos que causariam
poluicdo se descartados no meio ambiente.

Nesse contexto, as microalgas sdo capazes de produzir energia mediante
a conversao de carbono inorganico na presenca de fonte luminosa. Além de auxiliar na
diminuicdo do aquecimento global com a retirada de CO, da atmosfera, esses micro-
organismos produzem biomassa que pode ser aplicada na producdo de outros
biocombustiveis, alimentos, biopolimeros para producdo de nanofibras e uma
variedade de outros biocompostos (COSTA; MORAIS, 2011; DEMIRBAS, 2010;
MORAIS et al., 2010).

Entre as microalgas, a cianobactéria Spirulina é uma das mais estudadas
devido a sua facilidade de recuperagédo do meio de cultivo e sua composi¢ao rica em
proteinas, &cidos graxos poli-insaturados e vitaminas. No que diz respeito ao aporte de
substratos para esta microalga, carbono € necessario em maior quantidade,
representando a maior parcela dos custos com nutrientes, sendo o bicarbonato de
sédio a fonte usualmente utilizada (ZARROUK, 1966). No entanto, estudos relatam a
capacidade de biofixacdo do dioxido de carbono por microalgas, que podem ter
parametros cinéticos incrementados a partir da injecdo desse gas no meio de cultivo
(RADMANN et al., 2011; ROSA et al., 2011; MORAIS; COSTA, 2007a).

Os principais constituintes do biogads, gerado a partir da digestao
anaerobia, sdo CH4 e CO,, podendo conter também, dependendo da composicao da
biomassa decomposta, tracos de H,S (KAO et al., 2012a). A presenca de CO, no
biogas inviabiliza sua compressdo e estocagem, fazendo com que, na maioria das
instalagBes, a combustdo do gas ocorra no mesmo local onde é produzido. Portanto,
usos mais nobres, como, em substituicdo ao GNV (Gas Natural Veicular) de origem
féssil dependem de técnicas de purificacdo, preferencialmente de baixo custo. Dentre
as formas de se obter biogas purificado estd a remocado biologica de CO. por
microalgas, com a vantagem, em comparacao a outros métodos, de produzir biomassa

potencialmente aproveitavel.
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Um dos sistemas que podem ser utilizados na purificacdo do biogas é o
cultivo com microalgas em fotobiorreatores verticais. Esse tipo de sistema mantém o
CO; em contato com 0 meio de cultivo por mais tempo, aumentando a eficiéncia de
utilizacdo desse gas como fonte de carbono. Outra maneira de se obter maior eficacia
na purificacdo do metano através da biofixacdo de CO, é o cultivo microalgal em
fotobiorreatores em série, no qual o diéxido de carbono que nao foi removido no
primeiro fotobiorreator, passa a ser nutriente para a microalga no fotobiorreator
subsequente. Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da Spirulina sp.
LEB-18 em remover biologicamente o CO, contaminante no biogas e estudar a

cinética de absorgdo do gés e de crescimento da microalga.

3.3.3 Material e Métodos

Micro-organismo e meio de manutencgao

O micro-organismo utilizado foi a microalga Spirulina sp. LEB-18 isolada da
Lagoa Mangueira em Santa Vitoria do Palmar, extremo Sul do Brasil (33°30°13”S;
53°08'59"W) (MORAIS et al., 2008). A microalga foi adaptada em dois meios de
manutencdo, meio Zarrouk modificado quanto a concentracdo da fonte de carbono
(2,8 g.L* NaHCOs3) (Zarrouk, 1966) e em meio Zarrouk modificado sem fonte de
carbono, a qual foi substituida por CO; (10 %, v/v) injetado durante 1 min a cada hora
da fase clara (12 h) por 7 d.

Biogas

Foi utilizado biogas sintético (White Martins, Brasil) nos cultivos de
Spirulina sp. LEB-18 cuja composi¢ao foi definida a partir do biogas real produzido na
digestdo anaerdbia em escala piloto submetida a temperaturas entre 26-38 °C (Tabela
3, Artigo 1).

Fotobiorreatores e condigdes operacionais
Os cultivos foram realizados em duplicatas, em fotobiorreatores tubulares

verticais (FBRTS), construidos de acrilico transparente com volume de 2 L, volume (til
1,8 L, em série de 3 FBRTSs (Figura 1).
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Figura 1 Desenho esquematico dos cultivos da microalga Spirulina sp. LEB-18 nos
FBRTs de 2 L em série: (1) cilindro de CO; ou biogés; (2) bomba pneumatica; (3)
valvulas solenoide; (4) rotametros; (5) entrada do gas e/ou ar; (6) FBRTs em série; (7)
saida do gés e/ou ar.

Os fotobiorreatores foram mantidos em estufa termostatizada a 30 °C com
fotoperiodo 12 h claro/escuro (REICHERT et al., 2006) durante 8 d. A concentracéao
inicial de Spirulina nos cultivos foi 0,22 g.L* + 0,02 g.L%. A agitacdo foi realizada por
injecdo de ar por bomba pneumatica (BOYU — ACQO003) distribuido por aspersor
sinterizado fixado na base dos FBRTs, com vazdo de 90 mL.min' medida através de
rotdmetros (Cole-Parmer, USA) e controlada por valvula solenoide (Danfoss,
Denmark) (Figura 1). A injecdo dos gases (CO. ou biogéas) foi realizada através de
cilindro industrial (White Martins, Brasil). A vazédo de gas (90 mL.min) foi medida por
rotametros e controlada por valvulas solenoide. A injecdo de gés foi realizada 2 min a
cada 30 min durante o periodo claro (12 h). lluminancia de 3,2 klux foi fornecida aos
cultivos através de lampadas fluorescentes tipo luz do dia de 40 W.

No Ensaio 1 (E1) a agitacdo foi realizada por injecdo de ar (0,05 min?)
durante todo o cultivo. Como fonte de carbono, foi utilizado NaHCOs3, alimentado por
pulsos diarios de 20 mL de solugdo estoque (150 g.L* NaHCOs) no meio liquido em
cada FBRT. A concentracdo de NaHCOg3 utilizada neste ensaio foi definida através da
concentracdo de carbono injetada nos ensaios E2 e E3. A Tabela 1 apresenta as

condi¢gOes experimentais testadas nos cultivos da microalga Spirulina sp. LEB-18.
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Tabela 1 Condigbes experimentais dos cultivos com a microalga Spirulina sp. LEB-18.

Ensaio Fonte de Carbono Concentracdo
El NaHCO3 3g.d?
E2 CO; sintético Ar enriquecido 25 % (v/v) CO3
E3 Biogas sintético 25 % (v/v) CO2 e 75 % (v/v) CH4

No Ensaio 2 (E2) a agitacdo foi realizada através da injecdo de ar (0,05
min) durante 30 min. Apds, a agitacdo foi interrompida durante 1 min e logo ap6s
iniciou-se a injecdo de 90 mL.min de ar enriquecido com 25 % (v/v) CO; sintético
durante 2 min. ApGs adi¢do da mistura, aguardou-se 1 min para iniciar novamente a
agitacdo nos cultivos através da injecao de ar.

No Ensaio 3 (E3) o procedimento de agitacdo dos cultivos foi idéntico ao
Ensaio 2 (0,05 min durante 30 min). Ap6s agitacdo, aguardou-se 1 min para iniciar a
injegdo do biogas (90 mL.min* durante 2 min) com mistura primaria de 25 % (v/v) CO-
e 75 % (v/v) CHa4. ApGs adicao do biogas, esperou-se 1 min para se iniciar novamente
a agitacao nos cultivos através da injecao de ar.

Para efeito de comparacédo, em todas as condi¢cdes experimentais (E1, E2
e E3) a concentracao diéria de carbono adicionada aos cultivos foi a mesma (0,44 g.d°

.

Determinac6es analiticas

A concentracdo da biomassa de Spirulina nos cultivos (g.L?) foi
determinada diariamente através da medida da densidade 6tica do meio liquido em
espectrofotbmetro (Quimis Q798DRM, Brasil) a 670 nm (COSTA et al., 2000). O pH foi
determinado através de pHmetro digital (Lutron PH-221, Taiwan) e a alcalinidade, por

titulacdo potenciométrica com solucao de HCI (APHA, 1998).

Caracterizacdo da biomassa produzida

A biomassa de Spirulina sp. LEB-18 produzida foi separada do meio
liquido por centrifugacdo durante 30 min a 18782 xg (HITACHI CR22Glll, Taiwan),
lavada com agua destilada (3 vezes) para remoc¢ao de sais do meio de cultivo, seca a
40 °C por 48 h em estufa com circulacao forcada de ar (Quimis Q314D242, Brasil) e

moida em gral e pistilo para determinacdo da composicéo elementar (CHN).
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A composicdo elementar da biomassa foi determinada em analisador
elementar CHN (Perkin Elmer 2400, USA), utilizando como padrdo acetanilida (71,09
% carbono, 6,71 % hidrogénio e 10,36 % nitrogénio).

Tratamento de dados
Parametros de crescimento

A partir da concentragdo de biomassa determinada experimentalmente foi
calculada a produtividade da biomassa (g.L*.d?), definida como a massa celular
formada em determinado volume na unidade de tempo (SCHMIDELL et al., 2001),

segundo a Equagéo 1:

X, —X
P:(—tt—t Oj Equacéo 1

0
onde:

Xt: concentragdo celular (g.L™) no tempo t (d);

Xo: concentracdo celular inicial (g.L™*) no tempo to (d).
Remocéao de CO;

Foi determinada a fixacao diaria maxima (FDM) e a fixacdo média (FM) de
CO; em cada FBRT e na série e acimulo de CO; fixado, segundo Morais e Costa
(2007a). Os calculos de fixacdo foram baseados no volume do fotobiorreator, na
guantidade de CO. adicionada, na concentracdo celular da microalga e na
concentracdo de carbono obtida na andlise de CHN da biomassa. O acumulo de CO

fixado em cada FBRT (FA, g COy) foi determinado segundo a Equacéo 2:

M
FA = (Xt - Xo)*mcbm*VFBRT*[%J Equacéo 2
c



onde:

Xt: concentragdo celular (g.L™) no tempo t (d);

Xo: concentracao celular (g.L?) inicial;

Meom: fracdo massica de carbono na biomassa microalgal (g.g™);
VesrT: VOlume de meio no fotobiorreator (L);

Mcoz: massa molar do diéxido de carbono (g.mol?);

Mc: massa molar do carbono (g.mol?).
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A fixacdo diaria de CO, em cada FBRT (FD, g CO:; fixado.g! CO;
injetado.d?) e a fixacdo total diaria de CO. na série (FDT, g CO; fixado.g! CO,

injetado.d?) foram obtidas através das Equacdes 3 e 4:

(FAwy—FA)

(t+1)

m

FD =

CO,d

FAL,, +FA2,, +FA3, |- (FAL, +FA2,

m

. n FA3(t))

(t+1) )

FDT:(

co,d

onde;:

FA¢+1): acumulo de CO: fixado (g CO-) no tempo t+1 (d);

FA:: acimulo de CO; (g CO2) no tempo t (d);

Mcozd: Massa de CO; (g) injetada diariamente;

FAl¢.1): acumulo de CO: fixado (g CO2) no FBRT1 no tempo t+1 (d);
FA21): acumulo de CO; fixado (g CO2) no FBRT2 no tempo t+1 (d);
FA3+1) acumulo de CO; fixado (g CO2) no FBRT3 no tempo t+1 (d);
FA1:: acimulo de CO; (g CO2) no FBRT1 no tempo t (d);

FA2:: acimulo de CO; (g CO2) no FBRT2 no tempo t (d);

FA3:: acumulo de CO; (g CO2) no FBRT3 no tempo t (d).

Equacédo 3

Equacéo 4

A fixacdo didria maxima (FDM) e a fixacdo média (FM) séo,

respectivamente, 0 maximo valor de fixacdo diaria e a média dos valores de fixacao

diaria encontrado em cada FBRT e na série.
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A concentracdo de metano no biogas purificado (CHs4, %) para cada dia
apés a remogdo do CO; pela microalga Spirulina sp. LEB-18 na série foi calculada
através da Equacao 5:

CH, = [{ FDT J*CCOZ in] +Cei, in Equacéo 5

Mco g

onde:

FDT: fixacdo diaria total de CO- na série de FBRTs (g CO; fixado.g* CO;injetado.d?);
Mcozd: Massa de CO; (g) injetada diariamente;

Cco2in: concentracdo de CO; na entrada da série dos FBRTSs (%, V/v);

Cchain: concentracao de CH4 na entrada da série dos FBRTS (%, V/V).

Andlise estatistica

Os resultados obtidos a partir dos dados experimentais foram avaliados
por analise de variancia (ANOVA), sendo utilizado o teste de Tukey em p < 0,05 para

avaliar as diferencas significativas entre os resultados.
3.3.4 Resultados e Discusséo
Crescimento da microalga Spirulina sp. LEB-18

A maior concentracdo celular (1,24 g.L?) foi obtida no FBRT2 do E3,
guando a microalga Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada com injecdo de biogas sintético
(25 % (v/iv) CO; e 75 % (v/v) CH,) (Tabela 2), ap6s 8 d de cultivo. Nos ensaios com
adicdo diaria de NaHCOg3; (E1) e com injecdo de ar enriquecido com 25 % (v/v) CO;
sintético (E2), ocorreu crescimento celular até o ultimo dia de cultivo, sem apresentar
diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores maximos de crescimento celular
entre todos os FBRTs em série (Tabela 2). Pulsos diarios de NaHCO3; foram utilizados
com a finalidade de n&o ocorrer a perda de carbono para a atmosfera e proporcionar
ao micro-organismo concentragdes de carbono proximas aos ensaios subsequentes
em que foram injetados CO, como fonte de carbono (E2 e E3). Andrade et al. (2008)

avaliaram o crescimento da biomassa e a perda de carbono em cultivos da microalga
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Spirulina sp. LEB-18 e observaram que a menor perda quimica de CO, para a
atmosfera e o0s maiores parametros de crescimento (concentragdo celular,
produtividade e velocidade de crescimento) da microalga ocorreram no ensaio com a
menor concentracdo de carbono testada (NaHCOs 2,8 g.L?). Os autores relatam
também que a manutencdo dos cultivos em baixas concentracdes de carbono
inorganico dissolvido pode resultar em maior eficiéncia no consumo do nutriente pela

microalga Spirulina.

Tabela 2 Concentragéo celular maxima (Xmax, g.L™) e produtividade maxima (Pmax, 9.L°
1.d1) para a microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada com diferentes fontes de
carbono: NaHCO; (E1), CO; sintético (E2) e biogas sintético (E3) nos FBRTs em série.

Ensaio Pa.ré,m.etros FBRT1 FBRT2 FBRT3
cinéticos
Xmax 1,16 £ 0,034 1,10 £ 0,09** 1,08 £0,13*4
=1 Pmax 0,11 +0,00># 0,11 +0,02** 0,10+ 0,01>*
Xmax 1,12+ 0,142 4 1,19+0,26** 1,21 +0,1924
=2 Pmax 0,11 +0,02>#  0,14+0,03**  0,13+0,03**
E3 Xméx 1,16 £ 0,212 4 1,24 +0,2124 1,18 +0,0724
Pmax 0,12 +0,02»4  0,13+0,02** 0,13 + 0,00**

Letras mindsculas sobrescritas iguais dentro de cada linha e letras mailsculas sobrescritas
dentro de cada coluna referem-se, respectivamente, a médias estatisticamente iguais (p > 0,05)

para cada parametro cinético.

Comparando o crescimento celular da microalga Spirulina com os obtidos
em outros trabalhos que utilizaram biogéas (CO. e CH4) ou CO: sintético como fonte de
carbono, verificou-se que os resultados encontrados neste trabalho foram maiores
(Tabela 2). Converti et al. (2009) avaliaram o crescimento da microalga Spirulina
platensis cultivada com biogas como fonte de carbono, no qual a concentragcéo de CO-
variou entre 24-30 % (v/v) na composi¢do do biogés, e obtiveram concentragéo celular
até aproximadamente 2,0 g.L* apds 53 d de cultivo. Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada
em 6, 12 e 18 % de CO: (v/v) sintético e foram obtidas, respectivamente,
concentracdes celulares de 0,81; 0,78 e 0,64 g.L ! ap6s 20 d de ensaio (ROSA et al.,
2011). Radmann et al. (2011) cultivaram a microalga Spirulina sp. em fotobiorreatores
em série com injecdo de 12 % (v/v) de CO: sintético, 60 ppm de SO, e 100 ppm de

NO, simulando gas de combustdo gerado em termelétrica e observaram que a
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microalga apresentou crescimento celular (1,59 g.L?) até o dltimo dia de cultivo (20°
d).

A Figura 2 mostra as curvas de crescimento da microalga Spirulina sp.
LEB-18 nos ensaios realizados com adi¢ao de pulsos diarios de NaHCO3 (E1), injecao
de ar enriguecido com 25 % (v/v) CO: (E2) e injecdo de biogas sintético contendo 25
% (v/iv) CO2 (E3).

1.4 1.4 4

Biomassa (g.L")
Biomassa (g.L)

0 0 T I T I T I T I 0 0 T I T I T I T I
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
tempo (d) tempo (d)
(a) (b)

Biomassa (g.L")

tempo (d)
(€)

Figura 2 Curvas de crescimento para a microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada em
FBRTs em série com diferentes fontes de carbono: E1: (a) pulsos diarios de NaHCOs,
FBRT1 (X), FBRT2 (+) e FBRT3 (¢); E2: (b) ar enriquecido com 25 % (v/v) COo,
FBRT1(e),FBRT2 (m) e FBRT3 (A) e E3: (c) biogas (25 % (v/v) CO2 e 75 % (v/v) CH.),
FBRT1 (o), FBRT2 (o) e FBRT3 (A).
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Tanto no cultivo em meio Zarrouk com pulsos diarios de NaHCO3 (Figura
2a) quanto nos cultivos com injecdo de ar enriquecido com 25 % (v/v) CO; sintético
(Figura 2b) e biogas (25 % (v/v) CO2 e 75 % (v/v) CH,) (Figura 2c) como fonte de
carbono, a microalga apresentou crescimento logo apés o inicio dos ensaios, sem fase
de adaptacao. Isso pode ser justificado pela aclimatacdo prévia dos indculos durante 7
d com NaHCOj3; e COg, respectivamente. Em ensaios realizados por Morais e Costa
(2007a), cultivos da microalga Spirulina sp. com 6 e 12 % (v/v) de CO, foram
aclimatados durante 7 d com ar enriquecido com 1 % (v/v) de CO; e ndo apresentaram
fase lag, apresentando crescimento imediatamente apds o inicio dos ensaios. Sydney
et al. (2010) cultivaram Spirulina LEB-12 com 5 % (v/v) de CO, durante 14 d e
obtiveram crescimento celular desde o inicio do experimento, no entanto, 0s autores
ndo relatam se houve adaptacao prévia do inoculo.

A maior produtividade obtida neste trabalho foi 0,14 g.L.d?, quando a
microalga foi cultivada com injecdo de ar enriquecido com 25 % (viv) CO: (E2,
FBRT2). Nos FBRTs 1 e 3 (E2), as produtividades obtidas foram, respectivamente,
0,11 e 0,13 g.L*.d*. No entanto, ndo houve diferenga significativa entre as maximas
produtividades obtidas nos ensaios E1, E2 e E3 para todos os FBRTs (Tabela 2).
Durante os 8 d de cultivo, a produtividade obtida em todos os ensaios variou entre
0,05 e 0,14 g.Lt.d? (Figura 3a, 3b e 3c). No ensaio E1, do primeiro ao terceiro dia de
cultivo, a produtividade aumentou de 0,05 a 0,11 g.L*.d? e logo apés, manteve-se
entre 0,09 e 0,11 g.L.d*. Para os ensaios E2 e E3, observa-se que, mesmo quando o
FBRT1 recebeu maior quantidade de CO. por ser o primeiro FBRT da série, as
produtividades nos trés FBRTs apresentaram-se estatisticamente iguais (p > 0,05),
mostrando que a massa de diéxido de carbono fornecida foi suficiente para alimentar o
cultivo em toda a série de FBRTs (Figura 3b e 3c).

Kao et al. (2012a) avaliaram o crescimento da microalga mutante Chlorella
sp. MM-2 com injecdo de biogas sintético contendo 20 % (v/v) de CO- e 20; 40; 60 e
80 % (v/v) de CHs e observaram que a microalga apresentou, respectivamente,
produtividades 0,16; 0,15; 0,12 e 0,11 g.L*.d?, resultados estes, semelhantes aos
encontrados no presente trabalho. Morais e Costa (2007a) cultivaram a microalga
Spirulina sp. em FBRTs em série com inje¢&o de ar (0,038 % (v/v) CO>), 6 e 12 % (v/V)
CO. e observaram que a adicdo de dioxido de carbono influenciou no crescimento
celular, resultando em produtividades maximas, respectivamente, de 0,14 g.Lt.d*
(FBRTs 2 e 3), 0,22 g.L*.d* (FBRT2) e 0,18 g.L*.d* (FBRT3). Spirulina platensis foi
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cultivada com injecdo de biogas oriundo de processo anaerdbio contendo 71,3-76 %
(v/v) CH4 e 13,2-18,7 % (v/v) CO- a qual resultou em produtividade média de biomassa
0,041 g.L*.d* (CONVERTI et al., 2009).
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Figura 3 Produtividade diaria da microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada em FBRTs
em série com diferentes fontes de carbono: E1: (a) pulsos diarios de NaHCOs, FBRT1
(X), FBRT2 (+) e FBRT3 (0); E2: (b) ar enriquecido com 25 % (v/v) CO2, FBRT1(e),
FBRT2 (m) e FBRT3 (A) e E3: (c) biogas (25 %(v/v) CO2 e 75 % (v/v) CH.), FBRT1
(o), FBRT2 (o) e FBRT3 (A).
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Em todos os ensaios realizados, independente da fonte de carbono
adicionada, a microalga apresentou crescimento celular. Observou-se também que o
metano presente no biogas ndo apresentou efeito inibitério ou morte celular no
crescimento microalgal. Dentre os gases que constituem o biogas e que podem causar
influéncia durante a injecdo em cultivos microalgais esta o H,S. Porém, quando
presente em pequenas quantidades, este gas nao oferece risco para o
desenvolvimento celular. Alguns autores estudaram a influéncia desse gas no
processo fotossintético microalgal e até qual concentracdo poderia causar inibicdo no
crescimento ou morte celular. Travieso et al. (1993) cultivaram a micralga Arthrospira
sp. com biogas como fonte de carbono e avaliaram o efeito do H,S no cultivo. Os
autores observaram que o HS foi reduzido de 1 % (v/v) para 0,3-0,4 % (v/v) apés
passagem pelo meio liquido sem causar qualquer inibicdo ou morte celular. Kao et al.
(2012a) cultivaram a microalga Chlorella sp. MM-2 em diferentes concentragfes de
H.S (0, 50, 100, 150 e 200 ppm) com a finalidade de determinar até que concentracao
a microalga apresentaria crescimento celular. Os autores observaram que até 100
ppm de H,S a microalga apresentou producéo de biomassa durante todo o cultivo.

Os valores de pH para o ensaio E1, com adicdo de pulsos diarios de
NaHCOs (Figura 4a), em todos os FBRTs foram semelhantes, variando de 9,83 + 0,04
a 9,86 + 0,08. Os valores de pH para os ensaios com injecao de CO; e biogas (E2 e
E3) (Figuras 4b e 4c), apresentaram-se abaixo dos valores encontrados no ensaio E1.
O pH médio nos ensaios E2 e E3 foram, respectivamente, 7,63 + 0,09 e 7,48 + 0,03. O
pH é um dos fatores que pode influenciar no crescimento e na composicao celular,
além da disponibilidade de nutrientes e intensidade de luz (HU, 2004). Segundo
Richmond e Grobbelaar (1986), o pH 6timo para a microalga Spirulina encontra-se
entre 9,5 e 10,5. Celekli et al. (2009) avaliaram o efeito do pH na producdo de
Spirulina e observaram que as maiores concentragdes de biomassa foram obtidas em
pH 10,0. Radmann et al. (2011) cultivaram a microalga Spirulina sp. em
fotobiorreatores em série com adigédo de 12 % (v/v) CO- e obtiveram pH variando entre
8 e 9. Morais e Costa (2007a) avaliaram a capacidade de biofixacdo da microalga
Spirulina sp. com injecdo de 12 % (v/v) CO- durante 15 min a cada 2 h durante a fase
clara de cultivo e observaram que no primeiro dia de ensaio, o pH no meio liquido foi

7,08 e até 0 21° d de experimento, o valor de pH aumentou para 8,76.
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Figura 4 pH nos cultivos da microalga Spirulina sp. LEB-18 nos FBRTs em série: (a)
E1: FBRT1 (X) FBRT2 (+) FBRT3 (0), (b) E2: FBRT1(e) FBRT2 (m) FBRT3 (A) € (C)
E3: FBRT1 (o) FBRT2 (o) FBRT3 (A).

Embora o pH nos cultivos com injecdo de gas néo tenha sido mantido em
valores ideais para o crescimento da microalga (E2 e E3) e tenha atingido valores
inferiores aos 6timos encontrados na literatura (9,5-10,5), o crescimento celular nesses
ensaios ndo diferiram estatisticamente (p > 0,05) com 0 ensaio em que a microalga foi
cultivada em meio Zarrouk modificado com adicdo de NaHCOs (E1).

Os valores de alcalinidade determinados nos 3 ensaios variaram,
respectivamente, entre 845-6581 mg.L? CaCOs, 221,6-562,2 CaCO; e 266,3-602,6
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CaCOs3 quando adicionados aos cultivos da microalga com adigédo de pulsos diarios de
NaHCO; (ensaio E1), ar enriquecido com 25 % (v/v) CO, (ensaio E2) e biogéas
contendo 25 % (v/v) CO: (ensaio E3), respectivamente. As maiores concentragdes de
carbono inorgéanico dissolvido no meio de cultivo (CID) (calculadas através de valores
de alcalinidade e pH) encontradas para os ensaios com injecao de ar enriquecido com
25 % (viv) CO: (E2) e adicdo de biogas contendo 25 % (v/v) CO. (E3) foram,
respectivamente, 140,7 mg.L! + 10,8 mg.L*? CO; (Figura 5a) e 144,7 mg.L* + 8,5
mg.L? CO; (Figura 5b).
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Figura 5 Concentragéo de carbono inorganico dissolvido no meio para os FBRTs em
série durante os 8 d de ensaio: E2: (a) ar enriquecido com 25 % (v/v) CO2, FBRT1(e),
FBRT2 (m) e FBRT3 (A) e E3: (b) biogas (25 %(v/v) CO, e 75 % (v/v) CH4), FBRT1
(o), FBRT2 (o) e FBRT3 (A).

Segundo Richmond (1990), do carbono inorganico total dissolvido em
culturas microalgais, o HCOs é a espécie predominante, devido ao pH destas
solugdes. A concentracdo de HCOs no meio de cultivo determina a taxa de formacéo
de CO.. Se a concentragdo de HCOs € alta, a taxa de formagédo de CO; supera a taxa
de consumo deste pela microalga, favorecendo a perda de carbono e inibindo o
crescimento celular. Por outro lado, se a concentracdo de HCOs; € baixa, o
crescimento da microalga é limitado pela falta de nutriente.

O pH esta diretamente relacionado com a forma de carbono inorganico

disponivel no meio. Em meio alcalino a forma disponivel encontrada € o bicarbonato
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(HCOx3), apresentando-se em torno de 80 % a um pH entre 7,0 e 9,0. As formas de
CO:; livre e carbonato (CO3z*) predominam quando o pH esta abaixo ou acima destes
valores, respectivamente (KIRK, 1994). Kaplan et al. (1990) relataram que no cultivo
descontinuo ou em batelada de microalgas, geralmente ocorre a diminuicdo na
concentracdo de carbono total e aumento do pH, provocando perturbacdes no sistema
tampédo de carbonato. Quando o pH atinge valores préximos a 11,0 ocorre reducéo e
inibicdo do crescimento da microalga Spirulina, devido ao carbono inorganico presente
no meio tornar-se indisponivel para o micro-organismo. No entanto, esse fendmeno
nao ocorreu em nenhum dos ensaios realizados neste trabalho, pois o pH variou entre
7,47 e 9,86.

O componente presente em maior concentragdo (v/v) no biogas injetado
nos cultivos da microalga Spirulina foi CHs (75 %, v/v). Segundo Lehninger et al.
(1995), este gas pode penetrar na célula por difuséo devido a sua apolaridade. Porém,
ndo ha registros de efeito toéxico de CH, em microalgas. Segundo alguns autores
(HUNTER, 1978; KAMENS; STERN, 1973; PENNINGTON; FUERST, 1971),
concentracdes de até 10.000 ppm séo biologicamente inertes para células animais e
vegetais.

Além disso, a solubilidade de CH4 em meio liquido na temperatura (30 °C)
em que foram realizados os ensaios, é baixa (25,3 mg.L?) (PERRY; GREEN, 1997).
Outro fator importante que deve ser considerado quanto a solubilidade desse gas em
cultivos de Spirulina é a salinidade presente no meio, uma vez que a salinidade em
meios liquidos influencia na solubilidade de CH. (CONNELL, 2005). No presente
trabalho, o meio Zarrouk utilizado nos ensaios apresenta diversos sais dissolvidos.
Campos (2009) estudou a solubilidade do CH4 em H>O e em soluc¢do aquosa de NaCl
1 M a 30 °C e observou que, quando adicionado NaCl no meio liquido, esta
solubilidade foi reduzida. Assim, devido a baixa solubilidade do CH4 no meio liquido e
por apresentar-se como um gas inerte na concentracao utilizada, biogas apresenta-se
potencialmente como fonte de carbono na forma CO;, para produzir biomassa
microalgal.

A composicdo elementar (CHN) da biomassa produzida nos 3 ensaios foi
estatisticamente igual (p > 0,05) (Tabela 3). As maiores concentracbes de C nos
ensaios E1, E2 e E3 foram, respectivamente, 50,1 % + 2,3 % (p/p) (FBRT1), 44,1 % *
4,1 % (p/p) (FBRT3) e 45,9 % + 0,6 % (p/p) (FBRT1). As concentracdes de H e N nos

ensaios variaram, respectivamente, entre 4,9 % e 6,8 % (p/p) € 9,7 % e 11,1 % (p/p).
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Tabela 3 Composigéo elementar da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 cultivada com
diferentes fontes de carbono: NaHCOs3 (E1), CO: sintético (E2) e biogéas sintético (E3)
nos FBRTs em série.

Ensaio FBRT C (%, p/p) H (%, p/p) N (%, p/p)
FBRT1 50,1 + 2,32 6,8 £0,3? 9,7+0,52

El FBRT2 47,4 + 0,62 49+1 43 10,7 £ 0,02
FBRT3 48,2 + 0,82 6,8 £ 0,02 11,0 £ 0,02

FBRT1 432+ 3,72 6,2 0,82 10,7 £ 1,02

E2 FBRT2 42,8+ 2,92 6,0 £ 0,52 10,7 £ 0,62
FBRT3 44,1 + 4,12 6,2+0,8 10,9 £ 0,92

FBRT1 45,9 + 0,6 59+1,22 11,0+ 0,72

E3 FBRT2 44,6 + 0,92 6,0 £ 0,82 11,0+ 0,62
FBRT3 42,1 +1,52 6,0 £ 0,42 11,1+ 0,22

Letras sobrescritas iguais dentro de cada coluna referem-se a médias estatisticamente iguais
(p > 0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados por Radmann et al. (2011) que
obtiveram valores de C entre 40,2 % e 47,8 % (p/p), H entre 4,5 % e 6,9 % (p/p) e N
na faixa de 7,3 % e 8,2 % (p/p) quando cultivaram a microalga Spirulina sp. com
injecdo de ar enriquecido de 12 % (v/v) CO,. Sydney et al. (2010) avaliaram o
crescimento da microalga Spirulina LEB-12 com adi¢do de 10 % (v/v) CO. durante 15
d de cultivo e produziram biomassa com 50 % (p/p) de C. Converti et al. (2009)
cultivaram Spirulina platensis injetando biogas produzido através de processo
anaerobio e obtiveram biomassa com 48,12 % (p/p) de C. A inje¢do de biogas como
fonte de carbono estudada neste trabalho resultou em concentracdes de CHN
semelhantes as obtidas pelos demais autores que utilizaram diferentes fontes de
carbono nos cultivos. Este resultado € importante, pois demonstra que, além de ser
possivel a utilizacdo de biogds como fonte de carbono para Spirulina, a biomassa
produzida tem aproximadamente a mesma composi¢cdo elementar obtida a partir de

outras fontes de CO..

Biofixacdo de CO; e purificagdo de biogas por Spirulina sp. LEB-18

A méxima fixacao diaria de CO;, (FDM) (22,7 %) pela microalga Spirulina
sp. LEB-18 foi obtida no quarto dia de cultivo (FBRT2) quando foi injetado ar
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enriquecido com 25 % (v/v) CO. (ensaio E2) (Tabela 4). Quando o biogas foi
adicionado nos cultivos (ensaio E3), as FDM foram iguais nos 3 FBRTs (p > 0,05),
variando de 19,83 % a 20,20 % (Tabela 4). Porém, ndo houve diferenca significativa (p
> 0,05) entre os valores de FDM de CO- pela microalga nos ensaios E2 e E3 em todos
os FBRTs. A fixacdo média (FM) de CO; em todos os ensaios (Tabela 4), foi
estatisticamente igual (p > 0,05). A maior FM de CO; (15,7 %) ocorreu no FBRT2
quando a microalga foi cultivada com injecdo de biogas contendo 25 % (v/v) CO;
(ensaio E3). Quando a microalga Spirulina foi cultivada com adicéo de ar enriquecido
com 25 % (v/v) CO: (ensaio E2), a FM pela Spirulina em cada FBRT variou entre 11,7
% + 3,5% e 13,9 % + 3,4 % de CO; (Tabela 4).

Tabela 4 Fixacéo diaria maxima (FDM, %) e fixacdo média (FM, %) de CO: pela
microalga Spirulina sp. LEB-18 cultivada com injec&o de CO: sintético (E2) e biogas

sintético (E3) nos FBRTs em série.

E2 E3
FBRT
FDM (%) FM (%) FDM (%) FM (%)
FBRT1 16,5+ 3,4~ 11,7+35%A 198+28%A  150+3,1%A
FBRT2 22,7+34%A 138+6,1%* 20,0%8,1%A 157 +3,5%A
FBRT3 18,6 +52%A 139+34%A 202+2,78A  137+3,7%A

Letras mindsculas sobrescritas iguais dentro de cada linha e letras mailsculas sobrescritas
dentro de coluna referem-se, respectivamente, a médias estatisticamente iguais (p > 0,05) para

cada resposta avaliada.

Morais e Costa (2007c) cultivaram a microalga Spirulina sp. em FBRT de 4
L com adicao de 6, 12 e 18 % (v/v) de CO; sintético durante 15 min a cada 2 h na fase
clara de cultivo e obtiveram FDM, respectivamente, 9,15; 5,44 e 3,48 % (v/v) de CO..
Li et al. (2013) avaliaram a eficiéncia de fixagdo de CO, da microalga Chlorella vulgaris
com injecdo de 15 % (v/v) de gas com vazdo 0,05 L.mint em biorreator tipo raceway
fechado e obtiveram 36 % de eficiéncia na remocdo de CO,. Ramanan et al. (2010)
cultivaram a microalga Spirulina platensis com injecdo de 10 % (v/v) de CO: e
observaram que aproximadamente 15 % do dioxido de carbono adicionado no cultivo
foi removido pela micro-organismo. Spirulina sp. foi cultivada com ar enriquecido com
12 % (v/v) de CO, e a FDM obtida foi 0,21 gcozfixade.g  cozinjetado.d™ (ROSA et al., 2011).
Resultados superiores foram encontrados neste trabalho, em que a microalga

cultivada com injecdo de ar enriguecido com CO; (ensaio E2) apresentou FDM 0,27
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dcoziixado-0 cozinjetado.d™® £ 0,06 Qgcoziixado-0 cozinjetado.d™* N0 5° dia de cultivo e quando
cultivada com adicdo de biogas contendo 25 % (v/v) (ensaio E3), esse micro-
organismo fixou 0,31 gcozfixado-g  cozinjetado-d™ £ 0,02 gcoziixado-g  cozinjetado-d™ NO 4° dia de
ensaio.

A FM de CO; pela microalga Spirulina apés 8 d de cultivo, ao final da série
de FBRTSs, para os ensaios E2 e E3 foram, respectivamente, 39,4 % e 44,4 % de COy,
apresentando-se semelhante a estudos anteriores. Morais e Costa (2007a) estudaram
a biofixacdo de Spirulina sp. em FBRTs em série com injecdo de 6 % e 12 % (v/v) CO;
durante 15 min a cada 2 h no periodo claro de cultivo e observaram valores de fixacao
média (FM) de diéxido de carbono ao final dos trés FBRTSs variando, respectivamente,
de 27,14 % a 37,9 % e 6,7 % a 17,06 %.

A maior biofixacdo diaria total (FDT) (58,01 %) de CO pela Spirulina sp.
LEB-18 apos os 3 FBRTs foi observada no 5° dia de cultivo, quando a microalga foi
cultivada com injec&o de biogas contendo 25 % (v/v) CO: (ensaio E3) (Figura 6). No
cultivo com adicdo de ar enriquecido com 25 % (v/v) CO; (ensaio E2), a maior FDT
(51,23 %) foi obtida no 6° dia de cultivo (Figura 6), ndo diferindo significativamente do
ensaio E3 (p > 0,05). Radmann et al. (2011) utilizaram 12 % (v/v) CO- nos cultivos de
Spirulina sp. e Chlorella vulgaris em FBRTs em série e obtiveram, respectivamente,
14,85 % e 13,43 % de CO, removido pelas microalgas. Spirulina sp. foi cultivada em
FBRTs em série e biofixou 53,29 % de CO; no 7° dia de cultivo quando adicionado 6
% CO; e 45,61 % de CO, com injecdo de 12 % (v/v) de CO, (MORAIS; COSTA,
2007a). Sydney et al. (2010) cultivaram Spirulina LEB-12 em biorreator aberto de 8 L
com injecdo de 10 % (v/v) CO. encontrando eficiéncia de biofixagdo de 39 %. Lam e
Lee (2013) avaliaram a capacidade da microalga Chlorella vulgaris em biofixar CO- (5
%, vIv) em 5 FBRTs em série com recirculacdo do meio nos cultivos e observaram que
apos o 5° FBRT a eficiéncia de remocéo de CO- foi 12 %.

Segundo Pires et al. (2012) a eficiéncia de remocao de CO- por microalgas
pode ser aumentada com a recirculacdo do CO, em sistemas de FBRTs em série. No
entanto, o CO; fornecido deve estar sempre acima do minimo necessario para o
crescimento celular da microalga com a finalidade de n&o limitar a realizacdo da
fotossintese pelo micro-organismo presente no FBRT seguinte. Outro fator importante
e que pode causar a inibicdo do crescimento celular € o O, produzido durante a
fotossintese, pois esse oxigénio tende a se acumular no sistema devido a recirculacao
de gases, e deve, portanto ser removido para evitar altas concentracfes desse gas no

meio. Pode-se observar no presente trabalho que a quantidade de CO. fornecida
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durante os ensaios foi maior que o necessério para o desenvolvimento celular da
microalga.
80 -
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Figura 6 Fixagédo diaria total (FDT, %) de CO; para a microalga Spirulina sp. LEB-18
apos os trés FBRTs em série para: E2 (m): ar enriquecido com 25 % (v/v) CO2 e E3
(m): biogas (25 % (v/v) COz e 75 % (v/v) CHa).

Durante o crescimento autotrofico de microalgas, a iluminancia € um dos
pré-requisitos para a realizacdo da fotossintese, com a finalidade de fornecer energia
necessaria para o crescimento celular e para a fixacdo de CO, no ciclo de Calvin
(SOLETTO et al., 2008). Um fator relacionado a intensidade luminosa é a densidade
da cultura, pois em cultivos com concentragdes elevadas de micro-organismos podem
ocorrer o efeito de sombreamento das células, reduzindo assim, o nivel de
luminosidade no FBRT e por consequéncia a fixacdo de CO, pelas microalgas
(CHENG et al., 2006; COSTA et al., 2004). No presente trabalho este fenbmeno pode
ter sido um dos fatores da reducdo na remocédo do CO; pela microalga Spirulina, pois
no quarto dia obteve-se a maior FDT de CO: e logo ap6s observou-se uma reducao na
eficiéncia de remocédo do gas (Figura 6). Porém, mesmo assim encontrou-se FDT de
CO, proximas as relatadas por outros autores, variando entre 25,33-51,23 % quando a
microalga foi cultivada com ar enriquecido com 25 % (v/v) CO; (ensaio E2) e 21,53-
58,01 % para o cultivo com injecdo de biogas (ensaio E3).

A maior concentracdo de metano no biogas (89,5 %) obtida ap6s a

remocao biolégica do CO; pela microalga Spirulina sp. LEB-18 na série de FBRTSs foi
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observada no 4° dia de ensaio (Figura 7). Apds passagem do biogas pelo FBRT1, a
microalga apresentou uma fixagdo média (FM) de CO, de 15,0 % (v/v), obtendo-se
biogas com 78,8 % (v/v) de CHs. A maior concentracdo de CH4 no biogas apds o
FBRT1 foi 80,0 % (v/v), obtida no 4° dia de ensaio (Figura 7). Quando o biogas passou
pelo segundo FBRT da série (FBRT2), observou-se que 15,7 % (v/v) do CO; presente
no biogas foi removido pela microalga, resultando em 82,7 % (v/v) CH4 ha mistura. A
maior concentracdo de CH, obtida no FBRT2 foi 84,5 % (v/v) (4° dia de cultivo). No
FBRT3, obteve-se concentracdo média de CH4 de 86,1 % (v/v), apos 8 d de ensaio,

com FM do CO; presente na corrente gasosa de 13,7 % (v/v).
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Figura 7 Concentragdo de metano purificado no ensaio E3 realizado em FBRTs em

série apos remocgao biolégica do CO; pela microalga Spirulina sp. LEB-18 em cada

FBRT: (e) concentragdo de CH, na entrada do FBRT1; (+) concentragcdo de CH. na

saida FBRT1,; (X) concentragédo de CH4 na saida FBRT2 e (A ) concentragdo de CH,
na saida FBRT3.

Converti et al. (2009) avaliaram a capacidade da microalga Spirulina
platensis em remover o CO, do biogds como contaminante e observaram que
aproximadamente 95 % do carbono presente na biomassa microalgal foi obtido
através da biofixagdo do CO; contido no biocombustivel. Kao et al. (2012b) cultivaram
a microalga mutante Chlorella sp. MB-9 em biogas contendo 69,4 % (v/v) CH4 e 20,3

% (v/v) CO,, aplicando quatro vazdes de biogas (0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 vwm) e
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observaram que a maior concentracdo de CHs4 no gas (91,1 %, v/v) foi obtida quando
utilizado 0,05 vvm, aumentando a concentracdo de CH4 no biogas em até 70 % em
relacdo a concentracdo inicial (69,4 %). Segundo os autores, isso ocorreu devido a
coalescéncia das bolhas de gas no meio, pois com a diminuicdo do fluxo de gés
aumentou o tempo de retencdo do biogads no FBRT. Arthrospira sp. foi cultivada com
injecao de biogas resultante da digestao anaerdbia de melacgo. Foi injetado biogas com
duas diferentes concentracfes de CHa4: 55 % e 71 % (v/v); apos injecdo na cultura
microalgal o teor de CH4 aumentou até 88 % e 97 % (v/v), respectivamente, enquanto
a concentragdo de dioxido de carbono diminuiu para 11,5 % e 2,5 % (v/v),
respectivamente (TRAVIESO et al., 1993). No presente trabalho, os resultados foram
semelhantes aos encontrados por estes autores. A microalga Spirulina, ao final do
processo de purificagcdo, removeu 44,4 % (v/v) do CO; da mistura, aumentando assim,
a concentracdo de CH. no biogas para aproximadamente 90 % (v/v), tornando este

gas um combustivel de maior valor agregado e destinando-o para fins mais nobres.

3.3.5 Conclusao

A injecdo de biogas composto por CHs e CO; no cultivo de Spirulina sp.
LEB-18 resultou em paradmetros cinéticos de crescimento iguais aos obtidos em
cultivos com diferentes fontes de carbono (NaHCO; e CO:; sintético), podendo esta
microalga ser utilizada para obtencdo de metano purificado.

A maior concentracdo celular (Xmax, 1,24 g.L!) foi obtida quando a
microalga foi cultivada com inje¢do de biogas contendo 25 % (v/v) de CO.. A méaxima
produtividade (Pmax) variou de 0,11 a 0,14 g.L%.d?, nos cultivos realizados com as
diferentes fontes de carbono, porém, sem diferenca estatistica, indicando que os
cultivos com biogas sintético apresentam parametros de crescimento superiores ou, no
minimo iguais aqueles obtidos com utilizacdo das outras fontes de carbono.

Cultivos da microalga Spirulina em fotobiorreatores em série apresentaram
fixacdo diaria total (FDT) de CO. de 58,01 % (v/v) e 51,23 % (v/v) nos ensaios
realizados com injecdo de biogas e ar enriquecido com CO, como fonte de carbono,
respectivamente.

Nas condi¢des presentes nesse estudo foi possivel obter biogas com 89,5
% (v/v) de CHya, partindo da injecdo do combustivel com 75 % (v/v) de CH4 em cultivos
de microalga Spirulina, no qual aproximadamente 45 % (v/v) do CO: injetado foi fixado

pelas células, gerando biomassa para diversas aplicacdes e biogas purificado.



119

Agradecimento: Os autores agradecem ao CNPg - Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico, a FAPERGS - Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul e a CAPES - Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — pelo apoio financeiro para a

realizacao deste trabalho.

3.3.6 Referéncias bibliograficas

ANDRADE, M. R., CAMERINI, F. V., COSTA, J. A. V. Perda quimica de carbono e
cinética do crescimento celular em cultivos de Spirulina. Quimica Nova. v. 31 (8), p.
2031-2034, 2008.

CAMPOS, C. E. P. S. Estudo do equilibrio de fases do sistema ternario gas +
hexadecano + agua de producéo: dados experimentais e modelagem termodinamica.
Tese de Doutorado em Engenharia Quimica — COPPE, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, 2009.

CHENG, L., ZHANG, L., CHEN, H., GAO, C. Carbon dioxide removal from air by
microalgae cultured in a membrane-photobioreactor. Separation and Purification
Technology. v. 50, p. 324-329, 2006.

CONNELL, D. W. Basic Concepts of Environmental Chemistry. Second edition. Boca
Raton: CRC Press, 2005.

CONVERTI, A., OLIVEIRA, R. P. S., TORRES, B. R., LODI, A., ZILLI, M. Biogas
production and valorization by means of a two steps biological process. Bioresource
Technology. v. 100, p. 5771-5776, 2009.

COSTA, J. A. V., MORAIS, M. G. The role of biochemical engineering in the production

of biofuels from microalgae. Bioresource Technology. v. 102, p. 2-9, 2011.

COSTA, J. A. V., COLLA, L. M., DUARTE-FILHO, P. Improving Spirulina platensis
biomass yield using a fed-batch process. Bioresource Technology. v. 92 (3), p. 237-
241, 2004.

COSTA, J. A. V., LINDE, G. A,, ATALA, D. I. P., MIBIELLI, G. M., ARRIECHE, L.,
KRUGER, R. T. Modelling of growth conditions for cyanobacterium Spirulina platensis
in microcosms. World Journal of Microbiology & Biotechnology. v. 16 (1), p. 15-18,
2000.



120

CELEKLI, A., YAVUZATMACA, M., BOZKURT, H. Modeling of biomass production by
Spirulina platensis as function of phosphate concentrations and pH regimes.
Bioresource Technology. v. 100, p. 3625-3629, 2009.

DEMIRBAS, A. Use of algae as biofuel sources. Energy Conversion and Management.
v. 51, p. 2738-2749, 2010.

HU, Q. Environmental effects on cell composition. In: Richmond, A., Handbook of
Microalgal Culture: Biotechnology and Applied Phycology. USA: CRC Press. p. 577,
2004.

HUNTER, D. The diseases of occupations. 6" ed. London: Hodder and Stoughton. p.
630-632, 1978.

KAMENS, R. M., STERN, A. C., Methane in air quality and automobile exhaust
emission standards. Journal of The air Pollution Control Association. v. 23 (7), 592-
596, 1973.

KAO, C.-Y., CHIU, S.-Y., HUANG, T.-T., DAI, L., WANG, G.-H., TSENG, C.-P., CHEN,
C.-H., LIN, C.-S. A mutant strain of microalga Chlorella sp. For the carbon dioxide
capture from biogas. Biomass and Bioenergy. v. 36, p. 132-140, 2012a.

KAQO, C.-Y., CHIU, S.-Y., HUANG, T.-T., DAI, L., HSU, L.-K., LIN, C.-S. Ability of a
mutant strain of the microalga Chlorella sp. to capture carbon dioxide for biogas
ungrading. Applied Energy. v. 93, p. 176-183, 2012b.

KAPLAN, D., RICHMOND, A. E., DUBINSKY, Z., AARONSON, S. Algal Nutrition. In:
RICHMOND, A. Handbook of Microalgal Mass Culture. Boston: CRC Press, 174-198,
1990.

KIRK, J. T. O. Light and photosynthesis in aquatic ecosystems. Camberra: Cambridge
University Press, p. 509, 1994.

LAM, M. K., LEE, K. T. Effect of carbon source towards the growth of Chlorella vulgaris
for CO, bio-mitigation and biodiesel production. International Journal of Greenhouse
Gas Control. v. 14, p. 169-176, 2013.

LEHNINGER, A. L., NELSON, D. L., COX, M. M. Principios de Bioquimica. 2a. ed. S&o
Paulo: Sarvier, ISBN 85-7378-026-6, 1995.

LI, S., LUO, S., GUO, R. Efficiency of CO; fixation by microalgae in a closed raceway

pond. Bioresource Technology. In press. 2013.



121

MORAIS, M. G., STILLINGS, C., DERSCH, R., RUDISILE, M., PRANKE, P., COSTA,
J. A. V., WENDORFF, J. Preparation of nanofibers containing the microalga Spirulina
(Arthrospira). Bioresource Technology. v. 101, p. 2872-2876, 2010.

MORAIS, M. G., COSTA, J. A. V., MARINS, L. F. F., REICHERT, C. C., DALCANTON,
F., DURANTE, A. J. Isolation and caracterization of a new Arthrospira strain. Zeitschrift

fur Naturforschung. Journal of Biosciences. v. 63c, p. 144-150, 2008.

MORAIS, M. G., COSTA, J. A. V. Biofixation of carbon dioxide by Spirulina sp. and
Scenedesmus obliquus cultivated in a three-stage serial tubular photobioreactor.
Journal of Biotechnology. v. 129, p. 439-445, 2007a.

MORAIS, M. G., COSTA, J. A. V. Carbon dioxide biofixation with Chlorella kessleri, C.
vulgaris, Scenedesmus obliquus and Spirulina sp. cultivated in flasks and vertical
tubular photobioreactors. Biotechnology Letters. v. 29 (9), p. 1349-1352, 2007c.

PENNINGTON, K., FUERST, R. Biochemical and morphological effects of various
gases on rabbit erythrocytes. Archives of Environmental & Occupational Health. v. 22,
p. 476-481, 1971.

PERRY, R. H., GREEN, D. W. Perry’s Chemical Engineers’ Handbook. Seventh
edition. McGraw-Hill, 1997.

PIRES, J. C. M., ALVIM-FERRAZ, M. C. M., MARTINS, F. G., SIMOES, M. Carbon
dioxide capture from flue gases using microalgae: Engineering aspects and biorefinery

concept. Renewable and Sustainable Energy Reviews. v. 16, p. 3043-3053, 2012.

RADMANN, E. M., CAMERINI, F. V., SANTOS, T. D., COSTA, J. A. V. Isolation and
application of SOx and NOx resistant microalgae in biofixation of CO, from
thermoelectricity plants. Energy Conversion and Management. v. 52, p. 3132-3136,
2011.

RAMANAN, R., KANNAN, K., DESHKAR, A., YADAV, R., CHAKRABARTI, T.
Enhanced algal CO, sequestration through calcite deposition by Chlorella sp. and
Spirulina platensis in a mini-raceway pond. Bioresource Technology. v. 101, p. 2616-
2622, 2010.

REICHERT, C. C., REINEHR, C. O., COSTA, J. A. V. Semicontinuous cultivation of the
cyanobacterium Spirulina platensis in a closed photobioreactor. Brazilian Journal of
Chemical Engineering. v. 23 (1), p. 23-28, 2006.



122

RICHMOND, A., GROBBELAAR, J. U. Factors affecting the output rate of Spirulina
platensis with reference to mass cultivation. Biomass. v. 10, p. 253-264, 1986.

ROSA, A. P. C., CARVALHO, L. F., GOLDBECK, L., COSTA, J. A. V. Carbon dioxide
fixation by microalgae cultivated in open bioreactors. Energy Conversion and
Management. v. 52, p. 3071-3073, 2011.

SCHMIDELL, W., LIMA, A. U., AQUARONE, E., BORZANI, W. Biotecnologia Industrial.
v.2. Sao Paulo: Edgard Blicher LTDA, 2001.

SOLETTO, D., BINAGHI, L., FERRARI, L., LODI, A., CARVALHO, J. C. M., ZILLI, M.,
CONVERTI, A. Effect of carbon dioxide feeding rate and light intensity on the fed-batch
pulse-feeding cultivation of Spirulina platensis in helical photobioreactor. Biochemical
Engineering Journal. v. 39 (2), p. 369-375, 2008.

SYDNEY, E. B., STURM, W., CARVALHO, J. C., THOMAZ-SOCCOL, V., LARROCHE,
C., PANDEY, A., SOCCOL, C. R. Potential carbon dioxide fixation by industrially
important microalgae. Bioresource Technology. v. 101, p. 5892-5896, 2010.

TERASAKA, K., HIRABAYASHI, A., NISHINO, T., FUJIOKA, S., KOBAYASHI, D.
Development of microbubble aerator for waste water treatment using aerobic activated
sludge. Chemical Engineering Science. v. 66, p. 3172-3179, 2011.

TRAVIESO, L., SANCHEZ, E. P., BENITEZ, F., CONDE, J. L. Arthrospira sp. intensive
cultures for food and biogas purification. Biotechnology Letters. v. 15, p. 1091-1094,
1993.

XU, Q., NAKAIJIMA, M., LIU, Z., SHIINA, T. Biosurfactants for microbubble preparation
and application. International Journal of Molecular Sciences. v. 12, p. 462-475, 2011.

ZARROUK, C. Contribution a I'’étude d’'une cyanophycée. Influence de diveurs facteurs
physiques et chimiques sur la croissance et photosynthese de Spirulina maxima
Geitler. 1966. Ph.D. Thesis, University of Paris.



CAPITULO IV: CONCLUSAO GERAL



124

4 CONCLUSAO GERAL

A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB-18 pode ser utilizada como
substrato para produzir biogds em escala piloto e em temperaturas variaveis. A
digestao anaerdbia em escala piloto sob temperaturas ndo controladas (26-38 °C e 12-
21 °C) conduziu a resultados de decomposicdo de biomassa (82,2 % e 69,3 %),
converséo dos sélidos volateis da biomassa em CH4 (0,30 e 0,22 g.g?) e concentragédo
de metano no gas (74,4 % e 72,2 %), respectivamente. A producéo de biogas a partir
de Spirulina sp. LEB-18, em ambas as temperaturas estudadas, resultou em fatores
fisico-quimicos como pH (6,9), alcalinidade (1706,0-2248,0 mg.L* CaCO3) e
concentracédo de nitrogénio amoniacal (479,3-661,7 mg.L!) dentro da faixa adequada
e segura para as bactérias anaerdébias.

A reducdo na concentracdo da fonte de carbono (NaHCOs) e a
complementagdo do meio com efluente anaerdbio para o cultivo semicontinuo de
Spirulina sp. LEB-18 é uma alternativa para redu¢do dos custos com nutrientes e
obtencdo de biomassa com cinética de crescimento e composicdo semelhante as
obtidas em meio Zarrouk. Os cultivos da microalga em efluente anaerébio (20 %,v/v) e
com fonte reduzida de carbono (NaHCOs; 2,8 e 5,3 g.L!) apresentaram velocidade
especifica maxima de crescimento entre 0,324 e 0,354 d, produtividade volumétrica
entre 0,280 e 0,297 g.L1.d* e produtividade areal entre 14,00 e 14,85 g.m?2.d?, sem
diferencas significativas entre as diferentes condigbes estudadas. A biomassa de
Spirulina produzida com efluente e a menor concentracdo de carbono (NaHCOs 2,8
g.L'Y) apresentou 5,0 % de lipidios, alto teor proteico (60,3 %), perfil de acidos graxos
com 41,96 % de acidos graxos saturados, 42,23 % de poli-insaturados, e 12,94 % de
acido graxo essencial linoleico.

A injecdo de biogas composto por CHs e CO: no cultivo de Spirulina sp.
LEB-18 em fotobiorreatores em série resultou em parametros cinéticos de crescimento
iguais aos obtidos em cultivos com diferentes fontes de carbono (NaHCOs; e CO»
sintético), podendo esta microalga ser utilizada para obtencéo de metano purificado. A
maior concentracdo celular (Xmax, 1,24 g.L?) foi obtida quando a microalga foi cultivada
com injecdo de biogas contendo 25 % (v/v) de CO.. A méaxima produtividade (Pmax)
variou de 0,11 a 0,14 g.L™.d?, nos cultivos realizados com as diferentes fontes de
carbono, porém, sem diferenca estatistica. As fixacdes diarias totais (FDT) de CO;
pela microalga Spirulina foram, respectivamente, 58,01 % (v/v) e 51,23 % (v/v) nos

ensaios realizados com injecdo de biogas e ar enriquecido com CO, como fonte de
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carbono. Foi possivel obter biogds com 89,5 % (v/v) de CH4, através da injecao de
biogas sintético com 75 % (v/iv) de CH, em cultivos de Spirulina, no qual
aproximadamente 45 % (v/v) do CO; injetado foi fixado pela microalga, gerando
biomassa para diversas aplicacfes e biocombustivel gasoso purificado.

Os resultados obtidos no presente trabalho intensificam o potencial de
utilizacdo da microalga Spirulina como fonte de biomassa para producéo de biogas em
escala piloto, mesmo que em temperaturas abaixo da 6tima. Foi possivel levantar
dados de grande importancia para digestdo anaerdbia sob condigcbes mesofilicas e
psicrofilicas, demonstrando potencial para aplicacdo de biomassa microalgal em
processos sob estas condi¢cdes. Além disso, a microalga Spirulina sp. LEB-18
apresentou-se como uma alternativa para obtencéo de metano purificado através da
remocdo de CO: presente no biogds como contaminante e capaz de consumir

nutrientes do efluente liquido do processo anaerébio.
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4.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar outras configuracdes de biorreatores anaerébios para producéo de
biogas utilizando biomassa microalgal como substrato;

Produzir biogas a partir de biomassa microalgal residual, apds extracédo de
lipidios para producao de biodiesel;

Avaliar economicamente o potencial de utilizacdo da biomassa microalgal
para producéo de biogas;

Realizar modelagem matematica do processo anaerobio em condigbes nédo

controladas a partir dos dados aqui apresentados;

Avaliar o consumo de outros nutrientes presentes no efluente anaerébio

em cultivo microalgal com a finalidade de reducédo de custos com meios de cultura;

Estudar a remocg&o biolégica de CO, do biogas através de microalgas em

cultivo semicontinuo utilizando fotobiorreatores em série em escala piloto;

Automatizar o controle do pH dos cultivos, no qual a injecdo do biogas seja

acionada de acordo com a variacdo do pH no meio;

Estudar outras formas de transferéncia de CO, para o meio utilizando

micro e nanobolhas, fotobiorreatores de membrana, etc;
Caracterizar a biomassa de microalgas cultivadas em efluente anaeroébio e
injecdo de biogas quanto a sua composicdo microbiolégica para avaliar a

aplicabilidade da biomassa.
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FOTOS DOS ENSAIOS

Figura Al Reator anaerébio de 310 L utilizado nos Ensaios 1 e 2.

Figura A2 “Sample bag” utilizado para coleta do gas e envio & andlise cromatogréfica.
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Figura A3 Cultivo da microalga Spirulina sp. LEB-18 em meio Zarrouk modificado com

efluente da producéo de biogas.

Figura A4 Cultivo da microalga Spirulina sp. LEB-18 em meio Zarrouk modificado com
adicao diaria de NaHCOs.
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Figura A5 Cultivo da microalga Spirulina sp. LEB-18 em meio Zarrouk modificado com

CO:; sintético.

Figura A6 Cultivo da microalga Spirulina sp. LEB-18 em meio Zarrouk modificado com
biogas sintético.
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Meio Zarrouk (Zarrouk, 1966).

Tabela A1 Composi¢céao do Meio Zarrouk.

Reagentes Quantidade (g.L™?)
NaHCOs 16,8
KoHPO4 0,50

NaNOs 2,50
K2S0O4 1,00
NaCl 1,00
MgSQ.. 7H.0 0,20
CaClz 0,04
FeSO,. 7TH,0O 0,01
EDTA 0,08
Solucdo A5 1mL
Solucédo B6 1mL

Fonte: ZARROUK (1966).

Solugdo A5: (g.LY): HsBOs: 2,86; MnCl,. 4H,O: 1,81; ZnSO.. 7H:0: 0,222;
CuC04.5H,0:0,079; MnOs: 0,015.

Solugdo B6: (mg.L™?): NHsVOs: 22,86; KCr(SO4).. 12 H,O: 192; NiSO4. 6H.0: 44,8;
Na;WOs. 2H20: 17,94; TiOSO4. 8H.0: 61,1; CO(NO3)2. 6H.0: 43,98.



Resultados de acompanhamento dos ensaios
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Figura A7 pH no Ensaio 1: 26-38 °C (e) e Ensaio 2: 12-21 °C (o).
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160



161

3.0
1! o
D 2.0 o o
K2 o o © oo
2 o ©
\©
3 —1° ] e} O O
>
8 . ° ® o0’
o °
3 1.0 ° o ® . e
o) ®
7]
0.0 — T T T " T T T 1
0 10 20 30 40 50
tempo (d)

Figura A9 Sélidos Volateis no Ensaio 1: 26-38 °C (e) e Ensaio 2: 12-21 °C (o).
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Figura A10 Decomposicao da biomassa (Xr) de Spirulina sp. LEB-18 no Ensaio 1: 26-
38 °C (@) e Ensaio 2: 12-21 °C (o).
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Figura A11 Decomposicéo da fracdo organica (Xorg) da biomassa de Spirulina sp. LEB-
18 no Ensaio 1: 26-38 °C (e) e Ensaio 2: 12-21 °C (o).
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Figura A12 Producéo de biogas (Vgss produzido) NO ENsaio 1: 26-38 °C (e) e Ensaio 2: 12-
21 °C (o).
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Figura A13 Converséao da fracdo organica da biomassa em biogéas (Y craiorg) NO Ensaio
1: 26-38 °C () e Ensaio 2: 12-21 °C (o).
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Figura A15 Nitrogénio amoniacal (N-NH4) no Ensaio 1: 26-38 °C (e) e Ensaio 2: 12-21
°C (o).
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Figura A16 Acumulo de CO; fixado (FA) em cada FBRT pela microalga Spirulina sp.
LEB-18 nos FBRTs em série: (a) E2: FBRT1(e) FBRT2 (m) FBRT3 (A) e (b) E3:
FBRT1 (o) FBRT2 (o) FBRT3 (A).
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Figura A17 Fixagao diéria de CO- (FD) em cada FBRT pela microalga Spirulina sp.
LEB-18 nos FBRTs em série: (a) E2: FBRT1(e) FBRT2 (m) FBRT3 (A) e (b) E3:

FBRT1 (o) FBRT2 (o) FBRT3 (A).
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Figura A18 Fixacéo diéria de CO- (FD) em cada FBRT pela microalga Spirulina sp.
LEB-18 nos FBRTs em série: (a) E2: FBRT1(e) FBRT2 (m) FBRT3 (A) e (b) E3:
FBRT1 (o) FBRT2 (o) FBRT3 (A).
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