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FIXACAO QUIMICA E BIOLOGICA DE CO2 UTILIZADAS NO CULTIVO DE
Spirulina

RESUMO

O balanco de energia radiativa emitida pelo sol e refletida pela terra esta em desequilibrio nas
ltimas décadas. Um dos protagonistas deste fato € o aumento das emissdes de dioxido de
carbono para atmosfera. Com isso, se tem como efeito mais preocupante o aquecimento global
que pode causar impactos severos, 0s gquais incluem o derretimento de geleiras polares, morte
de corais pelo aquecimento da agua, ondas de calor que afetam o setor agricola e a saude
humana. Na busca por melhores condi¢Ges ambientais, tem-se destinado pesquisas e projetos
em tecnologias de captura e armazenamento de COz que incluem a absor¢do quimica, separacao
por membrana, tecnologia de armazenamento subterraneo e a biofixacdo de CO: por
microalgas. Esta Gltima apresenta como vantagem a atenuacdo da concentracdo de CO»
atmosférico, concomitantemente a producdo de metabdlitos secundarios interessantes, podendo
produzir biocombustiveis. O objetivo desta dissertacéo foi aliar a fixagdo quimica e bioldgica
de CO2 em cultivos de Spirulina sp. LEB 18, avaliando o efeito do absorvente quimico e do
reciclo de meio na biomassa microalgal produzida. Para isso, a microalga foi submetida a
selecdo de concentracdo de absorvente quimico de CO> e ao cultivo semicontinuo com reciclo
dos nutrientes do meio de cultivo. O trabalho foi dividido em duas etapas correspondendo a
dois artigos cientificos. Na primeira etapa foram selecionadas as concentracbes de
monoetanolamina (MEA), avaliando a cinética de crescimento e a producdo de proteinas,
carboidratos e lipidios. A segunda etapa se deu com a realizagdo de cultivos semicontinuos com
adicdo de MEA (0,20 mmol.L por corte) com concentracdo celular de corte de 0,5 g.L* e
fracdo volumétrica de reciclo de meio de 0,5. Os cultivos foram conduzidos com a cianobactéria
Spirulina sp. LEB 18, meio Zarrouk sem NaHCO3, modo descontinuo (1% etapa) e modo
semicontinuo (22 etapa), por 13 d (12 etapa) e 25 d (22 etapa), a 30°C, 3,2 klx, fotoperiodo 12 h
claro/12 h escuro, 0,36 mLcoz.MLmeio2.d L. Com a 12 etapa foram selecionadas as concentragoes
de 0,10, 0,20 e 0,41 mmol.Lt de MEA, as quais foram também testadas com hidréxido de sodio
(NaOH). Nestas concentracdes de absorvente quimico, a concentracdo de carbono inorganico
dissolvido foi superior a obtida no ensaio controle e superior a obtida com NaOH. O teor
proteico na biomassa cultivada com MEA foi superior as biomassas produzidas em outras
condicOes deste trabalho, enquanto que a concentracdo de lipidios obtidos nas biomassas
cultivadas com MEA e a NaOH sdo superiores aos valores encontrados com este género de
microalga na literatura. Os maiores resultados cinéticos e de biofixagdo de CO> foram obtidos
com adicdo de MEA e em modo semicontinuo, assim como a maior concentracdo de
carboidratos (96,0% superior a biomassa produzida sem absorvente quimico). Frente ao
apresentado, acredita-se que Spirulina pode ser produzida com adicdo de absorvente quimico
de COo, reciclo de nutrientes e promover a reducdo das emissées de CO2 com seu cultivo. Desta
forma, vislumbra-se que a microalga Spirulina poderd vir a ser empregada ndo sé em
seguimentos de enriquecimento proteico, mas também em dareas que requeiram maiores
concentragdes de carboidratos.

Palavras-chave: Efeito estufa; Fixacdo de CO.; MEA; Microalga; Reciclo de nutrientes.



CHEMICAL AND BIOLOGICAL FIXATION OF CO2USED IN Spirulina
CULTIVATION

ABSTRACT

The balance of radioactive energy emitted by the sun and reflected by the earth is unbalanced
in recent decades. One of the protagonists of this fact is the increased emissions of carbon
dioxide to the atmosphere. Thus, it has the most worrisome effect of global warming that can
cause severe impacts, which include the melting of polar glaciers, coral death by water heating,
heat waves affecting the agricultural sector and human health. In the quest for better
environmental conditions, has been designed research and projects on CO> capture and storage
technologies including chemical absorption, membrane separation, underground storage
technology and CO; biofixate by microalgae. This latest has the advantage of mitigating
atmospheric CO2 concentration, concomitantly with the production of interesting secondary
metabolites, which may produce biofuels. The aim of this dissertation was to combine chemical
and biological CO> fixation in cultivations of Spirulina sp. LEB 18, evaluating the effect of the
chemical absorbent and medium recycle in the microalgal biomass produced. For this, the
microalga was subjected to selection of chemical absorbent concentration and semicontinuous
cultivation with nutrients recycles from the medium of cultivation. The work was divided into
two stages corresponding to two scientific papers. In first step were selected the
monoethanolamine (MEA) concentrations, evaluating the growth kinetics and production of
proteins, carbohydrates and lipids. In second step was accomplished by adding
monoethanolamine (0.20 mmol L for cut) in semicontinuous cultivations with blend
concentration of 0.5 g L™ and volume fraction of medium recycle of 0.5. The cultivations were
conducted with the cyanobacterium Spirulina sp. LEB 18, Zarrouk medium without NaHCO3,
discontinuous mode (1% step) and semicontinuous mode (2" step), for 13 d (1 step) and 25 d
(2" step), at 30°C, 3.2 klx, photoperiod of 12 h claro/12 h dark and 0.36 mLcoz.MLmeio2.d L. In
first step have been selected the concentrations of 0.10, 0.20 and 0.41 MEA mmol.L™?, which
were also tested with sodium hydroxide (NaOH). At these concentrations of chemical
absorbent, the concentration of dissolved inorganic carbon was higher than that obtained in
standard assay and greater than obtained with NaOH. The protein concentration in the biomass
cultivated with MEA was higher than the biomass produced in other conditions of this work,
while the concentration of lipids obtained in the cultivated biomass with MEA and with NaOH
are values higher compared with this genus of microalgae in the literature. The highest Kinetic
and the CO; biofixation results were obtained with addition of MEA and semicontinuos mode
as well as the higher carbohydrates concentration (96.0% more biomass produced without
chemical absorbent). Considering the presented, it is believed that Spirulina can be produced
with the addition of CO> chemical absorbent, recycle nutrients and promote the reduction of
CO2 emissions in your cultivation. In this way, one sees that the Spirulina microalgae could
well be employed not only in segments of protein enrichment, but also in areas which require
higher concentrations of carbohydrates.

Keywords: CO: fixation; Greenhouse effect; MEA; Microalga; Recycle nutrients.



LISTA DE TABELAS

CAPITULO Il
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1 —Potencial comparativo de aquecimento global de alguns gases de efeito estufa (GEE)

BITY DS TNIASSICA ettt e e e et e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e ee et eeeeeeeeaa e eeeeaeeeeaa e rereeens 25

CAPITULO Il
ARTIGO I - Selecdo da concentracdo de absorvente quimico para o cultivo e producao de
Spirulina sp. LEB 18

Tabela 1 — Resultados experimentais quanto ao crescimento e a realizagdo dos testes com
monoetanolamina (MEA) e hidréxido de sddio (NaOH) diante a 0,2, 0,4 € 0,6 g.L™* de Spirulina

Tabela 2 — Resultados médios obtidos de concentracdo celular maxima (Xmax) € produtividade
méaxima (Pmax) com diferentes concentracdes celular iniciais de Spirulina (Xo) e de diferentes
absorventes de CO2 (NaOH 0U MEA) ......ooiiiiiiiiii et 45
Tabela 3 — Resultados médios de concentragdo celular méxima (Xmax), produtividade méaxima
(Pmax), velocidade especifica méaxima de crescimento (Umax), tempo de geracdo (tg), taxa de
biofixacdo maxima de CO; (TBmax) e eficiéncia de utilizacdo de CO; (E) para o cultivo de
Spirulina com adicdo de diferentes absorventes de CO2 .....ceevuvveeriereniieseere e 49
Tabela 4 - Resultados médios elementares da concentracdo de carbono, hidrogénio, e

nitrogénio encontrados na biomassa de Spirulina cultivada com e sem adicao de absorvente de

Tabela 5 - Valores medios encontrados para concentracdo de proteinas, carboidratos e lipidios
em base seca na biomassa de Spirulina cultivada com e sem adicéo de absorvente de CO> .. 51

ARTIGO Il - Cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com monoetanolamina como absorvente

guimico de CO: e reciclo de nutrientes

Tabela 1 - Resultados médios entre as réplicas de velocidade especifica maxima de crescimento

(Umax), tempo de geragdo (tg), produtividade méxima de biomassa (Pmax), taxa de biofixagdo de



CO: (TB), eficiéncia de utilizacdo de CO2 (E) e biomassa gerada (Bg), obtidos com cultivo
semicontinuo de Spirulina com adi¢do de MEA e no cultivo controle...........cccocoonininncnnen. 65

Tabela 2 - Resultados médios de proteinas, carboidratos e lipidios, obtidos com a biomassa

seca ao final do dltimo ciclo de crescimento em cada condiGa0 ...........ccevevevievecieieesie e, 67
ANEXOS
Tabela Al - Concentracdo dos compostos quimicos do meio de cultura Zarrouk .................. 90

Tabela A2 - Concentracdo dos compostos quimicos do meio de cultura BG-11.................... 91



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO Il
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1 — Spirulina platensis UTEX1926 aumentada 400X ...........ccccovvreinireiininninieenennes 28

CAPITULO HII
ARTIGO I - Selecdo da concentracdo de absorvente quimico para o cultivo e producéo de
Spirulina sp. LEB 18

Figura 1 - Desenho esquematico dos ensaios com Spirulina sp. LEB 18 em fotobiorreator tipo
Erlenmeyer (a) e fotobiorreatores tubulares verticais (b): (1) cilindro de CO. industrial; (2)
valvula de abertura do cilindro; (3) manémetro e medidor de vazao; (4) valvula solendide; (5)
minicompressor de ar; (6) conjunto de rotametros; (7) fotobiorreator; (8) amostrador; (9)
ASPEISOr dE A OU 08 CO2..uiiuiiiiiiiii sttt bbbt ettt sbesnennean 39
Figura 2 — Perfis de concentracdo celular em funcdo do tempo para os ensaios com MEA e
concentragéo celular inicial de 0,20 (a), 0,40 (b) e 0,60 g.L! (c), com NaOH e concentracéo
celular inicial de 0,2 G.L™ (d).vvucueviceeecee ettt 44
Figura 3 - Perfis médios de concentracdo celular de Spirulina nos ensaios sem adicdo de

absorvente de CO; (ensaio controle) (o), com adigdo de 0,10 (), 0,20 (©), 0,41 (m) mmol.L™

de MEA (8) € de NAOH (10) ...c.eoiviiiiiiiiiieieee bbb 46
Figura 4 - Perfis médios de pH dos ensaios sem adicao de absorvente de CO: (ensaio controle)
(o), com adigdo de 0,10 (), 0,20 (), 0,41 (m) mmol.L* de MEA (a) e de NaOH (b) .......... 47

Figura 5 - Perfis médios de concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) sem adi¢édo
de absorvente de CO> (ensaio controle) (o), com adi¢ao de 0,10 (@), 0,20 (0), 0,41 (@) mmol.L"
Lde MEA (2) € de NAOH (10).......cuevieceieeeieicee ettt 48

ARTIGO II - Cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com monoetanolamina como absorvente

guimico de CO: e reciclo de nutrientes

Figura 1 - Perfis médios de concentracéo celular obtidos com o ensaios de Spirulina sp. LEB

18 em modo semicontinuo com adi¢do de MEA (a) e na condicdo controle (b)..........c.......... 63



Figura 2 - Perfis de pH (e) e concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID) (o) obtidos
nos ensaios com Spirulina sp. LEB 18 adicionado de MEA (a) e na condicéo controle (b)....64
Figura 3 - Perfis médios de concentracédo percentual de carbono e nitrogénio elementar (a) e de
proteinas e carboidratos (b) determinados na biomassa de Spirulina com adi¢do de MEA e no

CUILIVO CONTIOIE .., 66

APENDICE

Figura AP1 - Ensaios com a microalga Spirulina sp. LEB 18 na presenca dos absorventes de
CO2 MEA (a) e NaOH (b) com os fotobiorreatores tipo Erlenmeyer ............cccoocvvvvvveivinnnnn. 86
Figura AP2 - Ensaios com a microalga Spirulina sp. LEB 18 na presenca dos absorventes de
CO2 MEA (a) e NaOH (b) com os fotobiorreatores tubulares verticais...........ccccoccvveenvrvnnnnne. 86
Figura AP3 - Duplicata de ensaios com e sem adi¢cdo de monoetanolamina realizados com a
microalga Spirulina sp. LEB 18, em modo semicontinuo e reciclo de meio ..........cc.cccceeveuennee 87
Figura AP4 - Condicdo final dos ensaios com e sem adi¢do de monoetanolamina realizados
com a microalga Spirulina sp. LEB 18, em modo semicontinuo e reciclo de meio ................ 87
Figura AP5 - Perfis médios de concentracdo celular linearizados obtidos com Spirulina sp. LEB

18 em modo semicontinuo com adicdo de MEA (a) e na condicéo controle (b) ..........ccco...... 88



% m.m?

% v.v1

C2HNO

CID

CO,

CO2()

COa)

E

GE

GEE
HO-CH,CH,-NH;
HCOs

-NH(CO)0-
NaOH

p

pPpm

pH

Pméx

Px

R2

t

to

TB
TBmax

NOMENCLATURA

Concentracdo percentual em massa

Concentracédo percentual em volume

Biomassa gerada ()

Monoetanolamina (2-aminoetanolamina ou dietanolamina)
Carbono inorgéanico dissolvido (g)

diéxido de carbono gas

didxido de carbono gas

dioxido de carbono gas dissolvido no meio liquido
Eficiéncia de utilizagdo de CO> (percentual em massa)
Gés estufa

Gés de efeito estufa

Monoetanolamina (2-etanolamina ou dietanolamina)
bicarbonato

Logaritmo natural

[luminancia (kIx)

Massa molar de carbono (g.mol™?)

Massa molar de didxido de carbono (g.mol™?)
Monoetanolamina (2-aminoetanolamina ou dietanolamina)
Taxa massica de alimentagdo diaria com CO2 (mg.d™?)
Carbamato

Hidroxido de sodio

Nivel de significancia

Partes por milh&o

Potencial hidrogénio iénico (mol.L™?)

Maximo valor de produtividade volumétrica de biomassa (mg.L"

1dY)

Produtividade volumétrica de biomassa (mg.L™.d?)
Coeficiente de determinagéo

Tempo (d)

Tempo inicial (d)

Taxa de biofixacdo de diéxido de carbono (mg.Lt.d?)

Maximo taxa de biofixacdo de didxido de carbono (mg.L2.d?)



vvm
Vi
Ve
Ves
Ven
Vil

Xo
Xi

Xcbm
Xn
X2
X3

Mméx

Tempo de geragdo ou tempo de duplicacdo celular (d)

volume de ar por volume de meio por minuto (v.vt.m¥)
Volume de cultivo removido no primeiro corte (L)

Volume de cultivo removido no segundo corte (L)

Volume de cultivo removido no terceiro corte (L)

Volume de cultivo removido no corte Gltimo corte (L)

Volume util do fotobiorreator (L)

Concentragéo celular (g.L ™)

Concentragéo celular inicial (g.L™)

Concentracdo de biomassa ao final de cada ciclo de crescimento
QL™

Concentracdo de biomassa no inicio de cada ciclo de crescimento
(gL

Fracdo massica de carbono elementar determinado na biomassa
Concentracéo celular no final do primeiro ciclo de crescimento
Concentracéo celular no final do segundo ciclo de crescimento
Concentracéo celular no final do terceiro ciclo de crescimento
Concentracao celular no final do ultimo ciclo de crescimento
Concentracdo celular no inicio do primeiro ciclo de crescimento
Concentracao celular no inicio do segundo ciclo de crescimento
Concentracao celular no inicio do terceiro ciclo de crescimento
Concentracao celular no inicio do tltimo ciclo de crescimento

Velocidade especifica maxima de crescimento (d)



SUMARIO

CAPTTULDO Lottt 17
L (0] 51007\ O 18
2 0BIETIVOS ..ottt s e bt b et b et et e be e r e neerenras 20
N R T | USROS 20
2.2 ESPECITICOS ...vrevieitieite ettt sttt ettt e e s s e s te e teese e s be et e aneesreenteeneenneeneas 20
SIUSTIFICATIVA ..ottt ettt se bt ereabe st e enease e 21
3.1 HISTORICO DO LABORATORIO ... 22
CAPTTULOD oottt 24
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oooiiiieiieieeinsies et 25
4.1 Efeito estufa e aquecimento global .............cccooveiieiiic i 25
4.2 Microalgas e biotecnologia microalgal ..............ccooveiiiiiiiiniiiiee e 26
A.2.0 SPITUIING. ...t b bbbttt ettt sttt b e eneas 27
4.2.2 ProduGao de SPITULING........ccuiiiiiiee ettt ee e e 28
4.3 FOUOSSINMEESE ...ttt ettt b e e b et bbbt bbbt et et e b st b e st benneenean 29
4.4 FIXAGA0 U CO2 .ttt ettt bbbttt ettt 30
4.4.1 FiXag80 qUIMICA 08 CO2 ...evireiiiiieiieieeie sttt 30
4.4.2 Biofixagdo de CO2 POr MICTOAIGAS. .......ccviiviriiiieiieieiete e 31
CAPTTULO ..ottt 33
5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO........cccciiiiiiceetse et 34
ARTIGO | - SELECAO DA CONCENTRA(;AO DE ABSORVENTE QUIMICO PARA O
CULTIVO E PRODUGCAO DE Spirulina sp. LEB 18 .........cccvvveverrvereseeseiissesssesiessenssneon, 35
RESUMO ..ottt sttt bttt s ettt ebe et et e seebe st e s enesbe e eneete st e 36
ABSTRACT ..ottt ettt b et st s et e bR e b et s et bt e b et renre s 36
LINTRODUGAO ...ttt s st n s sn e 37
2 MATERIAL E METODOS ..ottt 38
2.1 Micro-organismo € meio de CUMtIVO .........coouiiiiiiiic e 38
2.2 ManutenGa0 O INOCUID .........ccuiiiiieiieieee ettt sneenean 38
2.3 Absorventes, concentracfes celulares iniciais e fotobiorreatores...........ccoevvevereiiieiieenns 38
2.4 CONAIGOES A CUITIVO ...ttt 39
2.5 DeterminagOes @NAITTICAS. ........viiiieieieiee et eneas 40
2.5.1 Concentragdo de DIOMASSA ... ...ciuueuiriiiieie e e 40

2.5.2 Alcalinidade, pH e concentracéo de carbono inorganico dissolvido ...........cccccveeveivennnns 40



2.6 Respostas avaliadas do CUITIVO ..........ccoveiiiiiii s 40

2.6.1 Produtividade vOIUMELrica de DIOMASSA.........cccviveeeieiee e 41
2.6.2 Velocidade especifica maxima de CreSCIMENtO ..........cccvevveieieeieeie e se e 41
AT 10 oo I [N T=T =T Lo OSSR 41
2.6.4 Taxa de biofixacdo de didxido de carbon0 (TB) .....ccccevvereririiiiisieieesese e 41
2.6.5 Eficiéncia de utilizagdo de dioxido de carbon0 ..........c.ccoeiiiiiincncir e 41
2.7 Recuperagdo e caracterizacao da DIOMASSaA ........cccvevueeveiieiieeie e 42
2.7.1 Concentracdo de proteinas e carboidratos .........cccvevveieeiieieiieie e 42
2.7.1.1 Preparo da @MOSEIA ........ccueiuiiuirieiiieieeieiesie sttt bbbt b bbb 42
2.7.1.2 ConCeNntraGao de PrOtEINAS.......cereeeerieieesieste ettt et 42
2.7.1.3 Concentragdo de CarbOIratos. ........cveiieiuieiieiicie et 42
2.7.2 ConcentraGao de HPIAIOS ....ccvveveiieiiee ettt nas 42
2.7.3 ANALISE BIEMENTAT .....eeviiieiece sttt ra e et et et e renreeneanes 43
P O T o [N g o - To [ SRS 43
2.8 ANALISE BSTALISTICA ....vveveereesieiie ittt bbbttt bbb reanes 43
3 RESULTADOS E DISCUSSAD ..ot eeeiess s sesesses s sesas s sesansenssnensans 43
3.1 Selecgéo da concentracdo de biomassa de Spirulina e da concentragdo de monoetanolamina
.................................................................................................................................................. 43
3.2 Cultivo e caracterizacdo de Spirulina em fotobiorreatores tubulares verticais .................. 46
4 CONCLUSAD ..ottt 51
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooveeeieteeeeceeeeteeeses e ses st ss s s, 52
ARTIGO Il - CULTIVO DE Spirulina sp. LEB 18 COM MONOETANOLAMINA COMO
ABSORVENTE QUIMICO DE CO; E RECICLO DE NUTRIENTES ......ooeeveeeeceeeen. 55
RESUMO ...ttt bbbttt ettt e st be st e be st st neenenns 56
ABSTRARCT ..ottt bttt et e st et e b et s e e be e et e Re st et re bt ne et et 56
L INTRODUGAO .......cooeeeeeteteetee et es s s st ns s es s s s s senaees 57
2 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt en et n s 58
2.1 Micro-organismo € mMeio de CUITIVO........ccviiiiiiie i 58
2.2 ManutenGao O INOCUID .......cuiiiiiiicieiee ettt enes 58
2.3 CONAICOLS A CUITIVO ...t 58
2.4 DeterminagOes @NAITTICAS ........cceiiiiiieeeee b 59
2.4.1 Concentragdo de DIOMASSA. ........eiveeiiiiieiie e 59
2.4.2 Alcalinidade, pH e concentracdo de carbono inorganico dissolvido..........cccccvcervvvninane. 59

2.5 Respostas avaliadas do CUITIVO ..........ooviiiiiiiic s 60



2.5.1 Produtividade VOIUMELrica de DIOMASSA ......cccveveeeeeee e e 60

2.5.2 Velocidade especifica maxima de crescimento e tempo de geragao ..........cccceveeveeruenns 60
2.5.3 Taxa de biofixacao de dioxido de carbono (TB).......cccevviieiieiiiie e 60
2.5.4 Eficiéncia de utilizacdo de dioxido de carbono ..........ccccvviiiieiiiie s 61
2.5.5 BIomMassa gerada (Bg)........eoereriaiiieieie ittt 61
2.6 Recuperagdo e caracterizaGio da DIOmMasSa..........cocviieieiieiiniiere e 61
2.6.1 Concentracd@o de proteinas e CarbOIdratos. .........coveveiiereiie i 61
2.6.1.1 Preparo da @mMOSEIA........cccueiueiueeieiieseesieseeseeste e e te e tessee e e sse s e e steeseesneesseenaeeneenreeseas 61
2.6.1.2 CoNCeNtraGio de PrOtEINAS .......ccerueiririeieerie ettt 61
2.6.1.3 Concentragao de CarbOIAIALOS .........coveiveriiiiriirieiieie e 62
2.6.2 ANALISE BIEBMENTAT......ciiiiitiie ettt ettt e b nrenneas 62
2.6.3 ConcentraGdo de HPIAIOS .. ...ccveiureie et sre e 62
2.7 ANALISE ESEALISLICA. ..vvevveuieieiesie ettt st e e sa e e e e sae s besresreeneenaan 62
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 62
4 CONCLUSAD ..ottt 68
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooiieieteeeteeeseeeee e esesieseses s sesss s ssnen e 68
CAPITULOD IV ittt 72
6 CONCLUSAQ GERAL ....ovvviiiiiie ettt 73
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ...t 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oouiiieisiieiesissie s 75
APENDICE .....ovvottiaieeiseie et 84



CAPITULO |



18

1 INTRODUCAO

O aumento das emissdes de didxido de carbono para atmosfera acentua a cada dia
o efeito estufa (ZHANG; CHENG, 2009). Segundo o NOAA/ESRL (National Oceanic and
Atmospheric Administration/Earth System Research Laboratory), a concentracdo média de CO-
na atmosfera terrestre aumentou 53,3 ppm entre 1982 e 2012, atingindo 396 ppm em 2013
(DLUGOKENCKY; TANS, 2013). No setor industrial, pesquisas apontam que os investidores
poderdo requerer informacdes sobre uma empresa, antes de investir, nas quais sejam
demonstrados dados sobre remocao de carbono e do esforco realizado para reduzir as emissoes
de CO2 (ALCOCK, 2008).

A estabilizagcdo das concentracdes de gases de efeito estufa (GEE) na atmosfera
pode ser obtida utilizando recursos de energia renovavel, como energia solar e eblica. No
entanto, os altos custos associados com a producdo de energias renovaveis frente a abundancia
e disponibilidade de combustiveis fosseis deve dificultar a introducdo de formas energéticas
ambientais limpas (PIRES et al., 2011).

As tecnologias mais utilizadas para reduzir e estabilizar as concentracfes de CO>
na atmosfera abrangem processos bioldgicos, como a utilizacdo da fotossintese das arvores ou
microalgas para capturar CO2 (SKJANES et al., 2007; BILANOVIC et al., 2009). No entanto,
é comum associar as metodologias de sequestro e mitigacdo de CO2 bioldgicos com processos
ndo bioldgicos de captura de CO> a partir da combustdo féssil (PIRES et al., 2011).

A absorcao quimica usando solugdes de alcanolaminas € uma das técnicas utilizadas
para mitigacdo de CO- de gases de combustdo. A monoetanolamina (MEA) é o absorvente mais
empregado para este processo. Geralmente, uma solucdo de 30-40 % m.v! de MEA ¢é usada
para purificacdo do gas de combustdo por via Umida. No entanto, uma das principais
desvantagens do processo de absorcdo com MEA é o consumo de energia elevado para
regenerar o0 absorvente e separar 0 CO2 apés a absor¢do (MELDON; MORALES-CABRERA,
2011).

Embora a taxa de remogdo de CO2 em sistemas biol0gicos seja menor que em
sistemas quimicos (BILANOVIC et al., 2012), a biofixacdo de CO> utilizando microalgas é
uma tecnologia muito estudada, pois converte CO2 em biomassa por processo fotossintético. O
interesse em empregar microalgas para remover CO2 aumenta quando s&o reduzidos 0s custos
do processo com o uso de aguas residuais (DEVI; MOHAN, 2012), ou quando este bioprocesso

é realizado em condic¢des ambientais. Além disso, nestes bioprocessos também é possivel obter
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energia da biomassa microalgal convertendo lipidios a biodiesel (DELRUE et al., 2012;
OLGUIN, 2012) e carboidratos a bioetanol (FERREIRA et al., 2012), ou, por anaerobiose,
obtendo-se hidrogénio e metano (LAKANIEMI et al., 2011).

A presente dissertacdo teve o intuito de pesquisar, estudar e abordar fatores que
envolvem a fixacdo quimica e bioldgica de dioxido de carbono, bem como o reciclo dos
nutrientes do meio de cultivo, a fim de serem obtidas maiores bioconversdes de CO2 em

biomassa microalgal.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito da adi¢do de absorvente de CO2 nos parametros de crescimento e

na producao de biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18.
2.2 Especificos

Selecionar a concentragdo de absorvente quimico de CO. adequado para o cultivo
de Spirulina.

Produzir biomassa de Spirulina em modo descontinuo com adi¢do de absorvente de
COa.

Produzir biomassa de Spirulina em modo semicontinuo com adi¢do de absorvente
quimico de CO:z e reciclo de nutrientes.

Avaliar o efeito da adicao de absorvente quimico de CO2 na cinética de crescimento
de Spirulina e na concentracdo de proteinas, carboidratos e lipidios da biomassa da produzida

da microalga em modo descontinuo e semicontinuo.
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3 JUSTIFICATIVA

As taxas globais de consumo de energia ndo sdo sustentaveis considerando o
aumento da populacdo mundial. Isso porque o consumo e a dependéncia de energia das reservas
ndo renovaveis sdo continuos. Pesquisadores de todo mundo procuram substituicdes renovaveis
e rentaveis para o petréleo, gas natural e carvdo. Motivagdo adicional para a adogdo de niveis
sustentaveis de consumo de energia e combustiveis renovaveis é fornecida pela ligacéo entre o
uso de energia e producao de gases de efeito estufa (GEE), a mudanca climatica e a seguranca
energética (SUBHADRA, 2011).

O aquecimento global € causado, principalmente, devido as emissGes
antropogénicas dos GEE. Segundo as previsdes mais otimistas apresentadas pelo IPCC
(Intergovernmental Panel on Climate Change), a concentracdo de CO. na atmosfera
estabilizara entre 445 e 490 ppm em 2015 (IPCC, 2007). Estima-se que a temperatura média
global aumentara em 2,4 °C, resultando em um aumento médio do nivel do mar de 1,4 m (IPCC,
2007). Estas alteracdes podem causar inundacGes de cidades inteiras e extingdo de espécies
polares, entre outras catastrofes. Para que isso ndao ocorra, deve-se reduzir a concentracao deste
GEE na atmosfera até 350-370 ppm (BILANOVIC; HOLLAND; ARMON, 2012). Neste
cenario é necessario aprimorar e implantar tecnologias para reduzir as emissées de CO- para

atmosfera.

Dentre as principais estratégias para reduzir as concentracdes de CO2 na atmosfera
estdo incluidas as metodologias de captura e armazenamento de carbono. Estas metodologias
sdo realizadas em trés etapas: captura, transporte e armazenamento do CO; (Carbon Capture
and Storage - CCS). A captura é geralmente realizada em grandes fontes de CO2, como plantas
de geracdo de energia e instalacbes de fabricacdo de cimento. Varios métodos podem ser
aplicados com este objetivo: absorcdo, adsorcdo; separacao de gas por membranas e destilacdo
criogénica (THIRUVENKATACHARI et al., 2009), além do cultivo de microalgas.

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) no ano de 2005 firmou projeto com a Eletrobras e a Companhia de Geracéo
Térmica de Energia Elétrica (CGTEE). Desta parceria, surgiu a Planta Piloto de Biofixacao de
CO2 por microalgas, que consiste em um sistema modular composto por dois containers-
laboratdrio de 12 m cada, ocupando area de 6.000 m? na Usina Termelétrica Presidente Médici
(UTPM), na cidade de Candiota - RS. Parte desta area construida é ocupada por um laboratorio
de 70 m?, trés biorreatores do tipo Raceway, sendo dois destes com volume de 18 m® e um com

volume de 1 m®, para crescimento e manutencdo de inoculo, respectivamente. Este projeto,
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possibilitou ao LEB dar inicio as pesquisas sobre a biofixacdo de CO> oriundo da combustéo
do carvao mineral. Em 2011 esta parceria foi renovada por 18 meses com o intuito de reativar

a Planta Piloto de Biofixacéo de CO> por microalgas e dar continuidade as pesquisas.

Com o convénio renovado entre a FURG e a ELETROBRAS (CGTEE), além do
objetivo principal de diminuir as taxas de emissdo de CO> para a atmosfera, contribuindo com
a diminuicdo do aquecimento global, o LEB tem outras metas que englobam a condugéo do
processo de biofixacdo de CO (descontinuo, semicontinuo e continuo), recuperacdo da
biomassa, diversificacdo da utilizacdo do carvdo mineral da Usina e fornecer subsidios para a
obtencdo de energia a partir de biomassa microalgal. Além disso, esta parceria tem papel
fundamental na formacao de profissionais com visdo integrada na area de biofixacdo de CO>
por microalgas e aumentar o conhecimento cientifico da equipe do LEB e de outros
pesquisadores neste tema, por meio de publicacBes de artigos em periodicos nacionais e
internacionais. Neste contexto de biofixacdo de CO- esta inserida esta dissertacdo de mestrado,
a qual ira contribuir com o projeto e o estudo de meios para reducao do efeito estufa.

3.1 HISTORICO DO LABORATORIO

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) pesquisa o cultivo de microalgas desde 1996. Nestes anos foram estudados
diversos aspectos evolvendo condicdes de cultivo, utilizacdo de diversas cepas de microalgas,
conducéo e configuracédo de biorreatores, utilizacdo de biocompostos da biomassa, entre outros
(Andrade, 2009).

O LEB esta vinculado a Escola de Quimica e Alimentos da Universidade e é
composto por aproximadamente 50 pessoas. Dentre esses, professores, pés-graduandos em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos e estudantes de graduacdo dos cursos de Engenharia de
Alimentos e Engenharia Bioquimica. J& foram defendidas 33 disserta¢fes de mestrado, 8 teses
de doutorado, realizados 5 pds-doutoramentos e atualmente se encontram em desenvolvimento

quatro pos-doutoramentos, 10 dissertacOes e 9 teses.

Dentre as linhas de pesquisas desenvolvidas no laboratorio, a biofixacdo de CO>
por microalgas teve inicio no ano de 2005 por meio do convénio entre a Universidade Federal
do Rio Grande, por meio do Laboratério de Engenharia Bioguimica, com a Eletrobras e a
CGTEE. A partir deste convénio foram desenvolvidos diversos estudos relacionados a
biofixacdo de CO2 por microalgas, dentre eles 6 dissertacbes de mestrado (MORAES, 2014;
VAZ,2014; MOREIRA, 2014; CAMERINI, 2008; RADMANN, 2007; MORAIS, 2006), 1 tese
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de doutorado (MORALIS, 2008), 4 projetos de graduacao e artigos cientificos relacionados ao
assunto (MORAIS e COSTA, 2007a; MORAIS e COSTA, 2007b; MORAIS e COSTA 2007c;
MORAIS e COSTA, 2008a; MORAIS e COSTA, 2008b; RADMANN e COSTA, 2008; ROSA
etal., 2011; MORAIS, RADMANN e COSTA, 2011; RADMANN et al., 2011).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Efeito estufa e aquecimento global

A atmosfera terrestre é composta por particulas, gases em concentracfes
majoritarias (oxigénio e nitrogénio) ou traco (vapor de &gua, dioxido de carbono, metano e
oxidos de nitrogénio). Alguns destes gases sdo conhecidos como gases de efeito estufa (GEE)
ou simplesmente gases estufa (GE). O efeito estufa € um fendmeno natural que ocorre na terra
h& milhdes de anos e consiste no mecanismo de aquecimento do globo por meio da retencao de
parte da radiacdo solar incidente na terra e a refracdo de outra parte para o espaco (VIOLA,
PAIVA; SAVI, 2010). Com este balanco os GEE regulam a temperatura média do planeta em
15,0°C.

A presenca excessiva de GEE tende a romper o equilibrio entre energia radiativa
recebida e enviada do sol para terra, uma vez que estes gases sdo transparentes para a radiacéo
solar de onda curta, mas absorvem parte da radiacdo infravermelha emitida pela terra de volta
ao espaco (VIOLA; PAIVA; SAVI, 2010). Cada gas de efeito estufa apresenta determinado
potencial de aquecimento global devido a sua capacidade de reter a radiacdo solar. A Tabela 1
apresenta alguns gases de efeito estufa (GEE), seu tempo de permanéncia na atmosfera e seu

potencial de aquecimento global em 20, 100 e 500 anos.

Tabela 1 — Potencial comparativo de aquecimento global de alguns gases de efeito estufa (GEE)
em base massica

Potencial de aquecimento global (anos)

GEE Tempo de vida (anos)
20 100 500
CO2 Variavel 1 1 1
CH4 12 56 21 6,5
N20 120 280 310 170
*CHF3 264 9100 11700 9800
**SFe 3200 16300 23900 34900

*Trifluorometano; **Hexafluoreto de enxofre

Fonte: adaptado de HOUGHTON et al. (1996)

A Tabela 1 mostra que o dioxido de carbono é o GEE que apresenta o menor
potencial de aquecimento global. Porém, por ser produto da combustdo de toda matéria
organica, o CO; é produzido em maior quantidade que 0s outros gases, 0 que causa preocupacgao

a respeito do aumento de suas emissdes para atmosfera.
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O aquecimento global pelo aumento da concentracdo de CO. na atmosfera € o
principal desafio deste século. Os impactos do aquecimento global tém causado danos severos
para ecossistema, como o derretimento do gelo Artico e o aumento do nivel do mar. Isso traz
como consequéncia direta a inundacdo de ilhas baixas, morte de corais pelo aquecimento da
agua, ondas de calor que afetam o setor agricola e a salde humana em decorréncia das
frequentes secas e desertifica¢cdes (LAM; LEE; MOHAMED, 2012).

A busca por melhores condi¢des de seguranca do meio ambiente tem atraido a
atencdo mundial para tecnologias de captura e armazenamento de CO; (CCS) (PENG; ZHAO,;
LI, 2012). Estas tecnologias incluem a absor¢do quimica (PENG; ZHAO; LI, 2012), separacdo
por membrana (AL-MARZOUQI et al., 2008), combustdo com “looping” quimico (CLC)
(MATTISSON; LYNGFELT; CHO, 2001), tecnologia de armazenamento subterraneo
(HENDRIKS; BLOK, 1995), fixacdo por vegetacao terrestre (GILL et al., 2002) e biofixacao
por microalgas (MORAIS; RADMANN; COSTA, 2011).

4.2 Microalgas e biotecnologia microalgal

Microalgas sdo micro-organismos (1-10 um) fotossintéticos eucarioticos, que sao
seres vivos com nucleo celular individualizado. Logo, nesta definicdo as cianobactérias
(organismos procariéticos) ndo seriam incluidas como microalgas. No entanto, as
cianobactérias, deram origem aos cloroplastos das algas eucaridticas (e plantas terrestres) e
compartilham muitas caracteristicas, tais como a capacidade de conduzir a fotolise da dgua
fotossinteticamente e, assim, contribuir para a producdo de Oz atmosférico e carbono organico
reduzido (LARKUM et al., 2012). As algas (macroalgas) mais conhecidas sdo as multicelulares
verdes, marrons e vermelhas, no entanto, a maioria das algas € unicelular. Estimativas indicam
que existam 30.000 espécies de algas (macroalgas), ndo incluindo o fitoplancton, no qual as
microalgas se incluem. Estima-se que o numero real de espécies de algas (incluindo
cianobactérias) é muito maior do que 300.000 (BRODIE; ZUCCARELLO, 2007).

Microalgas, e as demais algas como um todo, se adaptaram a uma ampla gama de
condigdes que incluem agua doce, agua salina, ambientes terrestres, nascentes quentes e frias,
variedade de composic¢des de minerais, condi¢Ges de luz muito alta e muito baixa, entre outros
fatores ambientais. Por estes motivos, microalgas sdo seres com enorme recurso de variagdo
genética e diversidade quimica em sua composicdo (LARKUM et al., 2012).

A biotecnologia € uma area inter e multidisciplinar da ciéncia dependente da
colaboracdo de profissionais de diferentes areas de conhecimento como a bioquimica,

fisiologia, genética, microbiologia, ecologia e engenharia. A biotecnologia é o conjunto de
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conhecimentos, técnicas e métodos, com base cientifica ou pratica, que permite a utilizacdo de
micro-organismos como parte integrante e ativa da producgéo industrial de bens e servicos.
Produtos de biotecnologia variam de modificacbes em alimentos e bebidas, para produtos
industriais tais como solventes, &cidos organicos, ésteres, aminoacidos, polissacarideos,
enzimas, vitaminas, antibidticos, hormdnios e biocombustiveis. A utilizacdo de micro-
organismos e seus produtos metabdlicos € um dos mais importantes campos da atividade da
biotecnologia (COSTA; MORAIS, 2011).

As vantagens da biotecnologia de microalgas incluem a possibilidade de aumento
da eficiéncia fotossintética em local de terra ndo aravel (25 % da superficie da Terra) e 0 uso
de fontes de aguas salinas e residuais. Uma questdo crucial para o cultivo de microalgas, no
entanto, é tornad-lo economicamente viavel (LARKUM et al., 2012). Nos ultimos 30 anos a
biotecnologia de microalgas desenvolveu e diversificou significativamente. O cultivo de
microalgas se aplicada na obtencdo de produtos farmacéuticos, bioquimicos, fertilizantes,
alimentos para animais e humanos, e como fonte de biocombustiveis. Microalgas podem ser
combinadas para produzir metano (biogas), etanol, hidrogénio e, pela transesterificacdo dos
acidos graxos extraidos da biomassa, originar biodiesel (LAKANIEMI et al., 2011; FERREIRA
etal., 2012; DELRUE et al., 2012).

Spirulina é uma das cianobactérias mais importantes para biotecnologia de
microalgas. 1sso porque com a biomassa produzida deste género de microalgas € possivel se
obter elevada concentracdo de proteinas e produtos de interesse comercial como a clorofila a,

ficocianina, carotenoides e acidos graxos, como o acido y-linolénico (PULZ; GROSS, 2004).
4.2.1 Spirulina

Dentro do género Spirulina ha variabilidade na morfologia, principalmente devido
a fatores ambientais fisico-quimicos (como luz e temperatura). Em geral, o género Spirulina €
filamentoso, formado por arranjos de tricomas helicoidais (segmentos espiralados formados de
celulas cilindricas, curtas e largas, revestidas por uma membrana fina). Esses possuem
tamanhos e grau de enrolamento variavel, morfologia enrolada, desenrolada ou reta. O didmetro
dos filamentos varia entre 6 e 12 um, o comprimento entre 100 e 200 um. As células sdo
individualizadas e se reproduzem por divisdo binaria. Sua organizacdo celular é a de um
procarionte tipico e possui falta de organelas ligadas a membrana (TOMASELLI, 1997).

Spirulina, comercialmente, refere-se a biomassa seca (produto integro de origem
bioldgica) da cianobactéria Arthrospira platensis. A primeira estirpe isolada e cultivada desta

microalga (Spirulina platensis UTEX1926) foi obtida pela Universidade do Texas, em Austin
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nos E.U.A. (Figura 1). O taxon Spirulina é utilizado para descrever, principalmente, as espécies
A. platensis e A. maxima do género Arthrospira, as quais sdo geralmente utilizadas como
alimento e suplemento alimentar (BELAY, 2008).

Figura 1 — Spirulina platensis UTEX1926

aumentada 400x

@ UT-

UTEX LB #1926
Spirulina platensis

Fonte: http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaelD=4383

A concentragdo das principais macromoléculas de Spirulina pode variar de acordo
com a espécie, modo de cultivo e condicao nutricional. Em cultivos outdoor, cobertos por estufa
de filme transparente de polietileno, biorreator aberto Raceway e meio Zarrouk, Spirulina sp.
LEB 18 apresentou concentragdes médias, em m/m, de 62,0 %, 4,90 %, 22,0 % e 11,0 %, para
proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas, respectivamente (BORGES et al., 2013). Em torno de
47 % m/m das proteinas da biomassa de Spirulina é composta por aminoacidos essenciais. Dos
lipidios, 50 % m/m sao acidos graxos, predominantemente acidos palmitico, linolénico, y-
linolénico e oléico (COHEN, 1997).

A biomassa de Spirulina pode ser utilizada como suplemento alimentar humano e
animal (principalmente, para aves e peixes) (SOUNDARAPANDIAN; VASANTHI, 2008), por
possuir certificado GRAS (Generally Recognized as Safe) do FDA (Food and Drug
Administration). No Brasil, a biomassa de Spirulina é reconhecida como alimento pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

4.2.2 Producéo de Spirulina

A primeira geragdo de unidades de producdo de microalgas tém se concentrado na
producdo comercial de produtos de alto valor, tais como pB-caroteno (Dunaliella spp.),
suplementos alimentares (Spirulina), nutracéuticos e racdo para peixes (STEPHENS et. al,
2010; RICHMOND, 2004).

Os sistemas utilizados para maiores producdes de Spirulina, mesmo esses ndo

levando & concentragdes elevadas de biomassa, sdo reatores abertos tipo Raceway (AJAYAN;
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SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY, 2012). O cultivo em biorreatores Raceway é
realizado em lIsrael, Estados Unidos e China. Tanques circulares sdo usados no Jap&o, Taiwan
e Indonésia. Na China, a producao anual de 200 t de biomassa por uma empresa, corresponde
a 25 % da producdo nacional e 10 % da producdo mundial. A maior planta mundial de cultivo
de microalgas (Earthrise) esta localizada em Calipatria (CA, EUA), com area de 440.000 m?
(SPOLAORE et al., 2006; BELAY, 2008). No entanto, ha apenas informagdes limitadas a partir
de instalacBes comerciais de grande escala que produzem Spirulina em grandes tanques ao ar
livre. A producdo em pequena escala realizada em tanques experimentais é limitada, uma vez
que ndo se possui 0 conhecimento dos efeitos de colheita e reciclagem de nutrientes no
rendimento e qualidade do produto, numa base continua de produgdo (BELAY, 2008).

4.3 Fotossintese

A luz tem papel fundamental nos organismos procariotos e eucariotos, pois a
energia luminosa absorvida pelas clorofilas supre a energia necessaria para as reacoes
intracelulares. Em cianobactérias, como Spirulina, o pigmento fotossintético clorofila a é o
principal composto ativo fotoquimicamente. Esta clorofila funciona como receptor de luz para
conducéo da fotossintese (MACINTYRE et al., 2002).

Dentro do sistema de pigmentos do fotossistema, presente em organismos
fotossintetizantes, a luz pode sobrecarregar e interromper a alteracdo da sintese dos mesmos em
relacdo a captacdo de luz e degradacéo celular. Como resultado disso, se tem a producéo de
espécies reativas de oxigénio que causam fotoinibicdo e/ou morte celular por foto-oxidacéo
(TORZILLO et al., 2003).

A disponibilidade de luz, a medida que aumenta a profundidade do cultivo de
microalgas, é fortemente reduzida devido a absorcdo e dispersdo da energia radiativa.
Atenuacdo da intensidade da luz é dependente do seu comprimento de onda, concentracao das
células, a distancia de penetracdo da luz e a geometria do biorreator. No ponto de vista da
engenharia, a geometria do reator pode reduzir a atenuagdo da luz no cultivo de microalgas
(KUMAR et al., 2011).

O processo da fotossintese é composto por duas fases distintas (clara e escura). Na
etapa clara geram-se moléculas energéticas, a partir da excitacdo de seus elétrons pelos fétons
da luz (como a clorofila), ATP e também NADPH que € o agente redutor para fase escura;
enguanto que na etapa escura (puramente enzimatica), a qual se da sem a necessidade da luz,

mas utiliza a energia provinda dos fotons (armazenada nos ATPs e NADPHS) para transformar
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0 CO; até carboidrato e liberar O2 para atmosfera por meio da remocdo de elétrons da agua
(MOHANTY; SRIVASTAVA; KRISHNA, 1997; NELSON; COX, 2010; CAMPBELL;
FARRELL, 2006). A Equacdo 1 mostra o processo global da fotossintese, na qual dioxido de

carbono, agua e energia luminosa sdo convertidos a glicose e oxigénio.
6CO2 + 6H20 + energia luminosa - CsH1206 + 602 1)

O local para as reagdes envolvidas no transporte de elétrons (fase clara) sdo as
membranas tilacdides dispersas na célula. Ja a etapa sem a necessidade de luz ocorre no estroma
do cloroplasto (em plantas superiores) e no citoplasma de cianobactérias. Ao contrario de
plantas superiores, as membranas tilacdides das cianobactérias ndo estdo organizadas em
regidbes empilhadas (grana) e desempilhadas (estroma) (MOHANTY; SRIVASTAVA;
KRISHNA, 1997).

4.4 Fixacdo de CO2

Existem diversos estudos e técnicas utilizadas para diminuir, capturar e fixar o CO>
da atmosfera. Do ponto de vista energético, diminuir as emissdes de CO2 para atmosfera € mais
dificil, pois requer mudanca na matriz energetica baseada, atualmente, em combustiveis fésseis.
Por outro lado, para capturar e fixar CO> ja existe tecnologia tais como a absor¢do quimica
(PENG; ZHAO; LI, 2012), separagdo por membrana (AL-MARZOUQI et al., 2008),
armazenamento subterrdneo (HENDRIKS; BLOK, 1995), e biofixacdo por microalgas
(MORAIS; RADMANN; COSTA, 2011).

4.4.1 Fixacdo quimica de COz

A fixacao quimica é um dos métodos mais utilizados de remocédo do CO; de gases
de combustéo oriundo de processo industrial. Este método tem sido largamente utilizado devido
as suas vantagens de operacdo, elevada eficiéncia de absorcéo elevada e tecnologia consolidada.
Para reduzir custos de projeto e aumentar a eficiéncia de absorcdo quimica de CO2, um dos
aspectos imprescindiveis é selecionar o absorvente quimico adequado (PENG; ZHAO; LI,
2012). Geralmente, a capacidade de um absorvente quimico é relatada como a capacidade de
carregamento de CO2 ou H>S (gases acidos). Existe um ndmero consideravel de processos
comerciais disponiveis para a absor¢cdo de CO: baseada em um reagente quimico
(metildietanolamina ou carbonato de potassio, por exemplo) ou em um sistema composto por
mais de um (aminoetoxietanol e monoetanolamina; metildietanolamina e acelerador; K.COs e
aditivo organico) (RUFFORD et al., 2012).
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Processos quimicos de absor¢do com solucBes de amina séo as tecnologias mais
utilizadas de remoc&o de gas &cido na industria de gas natural (GPSA, 2004). Os processos de
absor¢do quimica dependem de reacdes do CO2 com o sorvente para formar compostos
intermediarios fracamente ligados. Desta forma as reacdes podem ser invertidas mediante a
aplicacdo de calor para libertar o CO> e regenerar o absorvente (OLAJIRE, 2010).

A reacdo que envolve monoetanolamina (MEA) e CO2 em meio liquido
normalmente eleva a concentracdo de carbono inorganico no meio, pois forma bicarbonato,
como mostram as Equacdes 2 e 3 (BLAUWHOFF et al., 1984; MELDON; MORALES-
CABRERA, 2011).

2HO-CH,CH>-NH; + CO2 » HO-CH,CH>-NHCOO" + HO-CH2CH2-NH3" (2)
HO-CH2CH2-NHCOO" + H20 - HO-CH2CH2-NH2 + HCO3 (3)

4.4.2 Biofixagédo de CO2 por microalgas

O uso de algas para sequestro de CO> apresenta como vantagem a atenuagéo da
concentracdo de CO- atmosférico, bem como potencialidade de producdo de biocombustiveis
e outros metabdlitos secundarios de interesse comercial. Estima-se que 1 kg de biomassa algal
utiliza cerca de 1,80 kg de CO: para ser produzida. Anualmente, entre 54,9-67,7 t de CO2 pode
ser sequestrado em reatores abertos tipo Raceway, 0 que corresponde a uma produtividade de
biomassa entre 30-37 t.hat.al. O principal problema associado a biofixacdo de CO2 de gases
de combustdo por microalgas sao as elevadas temperaturas do gas de saida, a presenca de NOX,
SOx, bem como outras impurezas do combustivel fossil utilizado (BRENNAN; OWENDE,
2010).

O cultivo de microalgas para o sequestro de CO; é realizado em reatores abertos e
fechados (KUMAR et al., 2011). O sistema aberto, normalmente, tem a desvantagem de néo ter
controlados parametros tais como a disponibilidade de luz, agitacdo, temperatura, pH e teor de
nutrientes, mas dispensa o gasto com iluminacdo artificial. No entanto, ocorrem flutuacdes na
temperatura e disponibilidade de luz devido a ciclos diurnos e variagdes sazonais sao problemas
para esta configuracéo de reator aberto (BRENNAN; OWENDE, 2010). Cultivos de microalgas
em sistemas abertos com Unico objetivo de biofixacdo de CO2 ndo estdo sendo muito utilizados,
pois o tempo de residéncia do gas é baixo. Em configuragdo de reator fechado
(fotobiorreatores), o grau de controle sobre os parametros fundamentais que influenciam a
cultura é elevado (CARVALHO et al., 2006). Além disso, biorreatores tubulares, normalmente,
oferecem maiores colunas de cultivo para transferéncia do CO2 da fase gasosa a fase liquida.

No entanto, com sistemas fechados a biotecnologia microalgal é mais dispendiosa que com
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biorreatores abertos. A biofixacdo de CO2 por microalgas em fotobiorreatores é o foco de
estudos em escala de bancada (HO et al., 2010).



CAPITULO 11l

33



34

5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

A presente dissertacdo esté dividida em duas etapas, correspondentes a um artigo
cientifico cada.

Artigo 1: Selecdo da concentracdo de absorvente quimico para o cultivo e producao
de Spirulina sp. LEB 18.

Artigo 2: Cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com monoetanolamina como absorvente

quimico de COz e reciclo de nutrientes.
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ARTIGO I - SELECAO DA CONCENTRACAO DE ABSORVENTE QUIMICO PARA
O CULTIVO E PRODUCAO DE Spirulina sp. LEB 18
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RESUMO

O aumento das emissdes de CO. para atmosfera é oriundo, principalmente, da producéo e
utilizacdo de combustiveis fosseis. Neste cenario se faz necessario o desenvolvimento de
tecnologias capazes de maximizar a biofixacao de carbono em uma sociedade que € dependente
desta fonte energética. O objetivo deste trabalho foi selecionar a concentragéo de absorvente
quimico de CO. adicionado ao cultivo de Spirulina sp. LEB 18, avaliando seu efeito no
crescimento e na composicdo da biomassa. Para isso, foram testadas trés concentragoes
celulares iniciais (Xo), oito concentra¢des de monoetanolamina (MEA) e trés concentragdes de
NaOH. Os ensaios foram realizados em modo descontinuo, meio de cultivo Zarrouk sem
NaHCO3, a 30°C, 3,2 kix, fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro. A selec¢éo das concentragdes
dos absorventes foi realizada em Erlenmeyer de 0,250 L, por 5 d, enquanto que a batelada com
as concentracOes selecionadas foi realizada em fotobiorreatores tubulares verticais de 2,0 L, por
13 d e com adigdo de 0,36 mLco2.MLmeio.d™2. As concentracBes selecionadas de MEA nao
inibiram o crescimento de Spirulina e dobraram as concentracGes de carbono inorganico
dissolvido no meio em relacdo ao ensaio com NaOH. A concentracdo de proteinas na biomassa
cultivada como MEA foi em média 13 % superior a obtida com NaOH. O teor de lipidios
encontrados nas biomassas é trés a quatros vezes maiores que os valores encontrados para este
género de microalga. Assim, ficou constatado que as concentracbes dos absorventes
selecionadas ndo diminuem a produtividade de Spirulina sp. LEB 18 e podem aumentar a
concentracdo de alguma das trés macromoléculas avaliadas.

Palavras-chave: Absorvente de CO2, MEA, Microalga, Produtividade de biomassa.

ABSTRACT

The increase of CO2 emissions to the atmosphere is derived mainly from the production and
use of fossil fuels. In this scenario it is necessary develop technologies that maximize carbon
biofixation in a society that is dependent on this energy source. The aim of this work was to
select the concentration of CO> chemical absorbent added to the Spirulina sp. LEB 18
cultivation, assessing the effect on growth and biomass composition. For this, three initial cell
concentrations, eight concentrations of monoethanolamine (MEA) and three concentrations of
NaOH were tested. The assays were performed in a batch mode, Zarrouk cultivation medium
without NaHCOs, at 30°C, 3.2 kix, photoperiod of 12 h light/12 h dark. The selection of the
absorbent concentrations was performed in Erlenmeyer of 0.250 L, for 5 d, whereas that the
batch with the selected concentration was carried out in vertical tubular photobioreactors of 2.0
L, per 13 d, with the addition of 0.36 mLcoz MLmeio™ d™. The selected MEA concentrations did
not inhibit the Spirulina growth and doubled the concentrations of dissolved inorganic carbon
in the medium in relative to the test with NaOH. The protein concentration in the biomass grown
as MEA was on average 13 % higher than that obtained with NaOH. The lipid content found in
biomass is three to four times higher than values found for this genus of microalgae. Thus, was
evidenced that absorbents concentrations selected not decreases the Spirulina sp. LEB 18
productivity and can increase the concentration of any of the three available macromolecules.

Keywords: CO> absorbing, MEA, microalga, biomass productivity.
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1 INTRODUCAO

O aquecimento global devido ao aumento da concentracdo de CO2 na atmosfera
tem sido identificado como um dos principais desafios deste seculo. Nos ultimos anos, 0s
impactos do aquecimento global tém causado danos severos ao ecossistema, incluindo o
derretimento do gelo artico, o aumento do nivel do mar, resultando em inundacdo de ilhas
baixas, a agua mais quente causando morte macica de corais, ondas de calor extremas
continuam dificultando o setor agricola e afetando a saide humana e a ocorréncia de frequentes
secas e desertificacdo (LAM; LEE; MOHAMED, 2012).

A produgdo de biocombustiveis de microalgas estd sendo muito estudado nas
ultimas décadas, pois pode apresentar alta eficiéncia de producdo de biomassa a partir da
biofixacdo de CO; utilizando grandes areas de cultivo (STEPHENS et al., 2013) inapropriadas
para agricultura, por exemplo. A biomassa produzida pode ser utilizada na conversdo
termoquimica (BILLER; ROSS, 2012), ou derivacdo bioquimica, para produzir combustiveis
liquidos (FRANK et al., 2011). A exemplo disso cita-se o bioetanol (FERREIRA et al., 2012),
biogas (RAMOS-SUAREZ; CARRERAS, 2014) e o biohidrogénio (ONWUDILI et al., 2013).
Outro fim para os compostos carbonaceos da biomassa é a geracao de fertilizantes nitrogenados
(STEPHENS et al., 2013).

A cianobactéria Spirulina é filamentosa e fotossintetizante que cresce em corpos
d’agua com pH em torno de 10. Uma caracteristica marcante deste género é o arranjo de
tricomas cilindricos multicelulares (VONSHAK, 1997). Devido ao alto valor nutricional e a
presenca de biocompostos de interesse comercial, Spirulina é uma das microalgas mais
estudadas. (BELAY, 2008). Além disso, em cultivos de Spirulina j& foi comprovada a producéo
de biomassa utilizando CO> como fonte de carbono (ROSA et al., 2011). Contudo, existem
lacunas de estudos a respeito do cultivo desta microalga que maximizem a producdo de
biomassa e a biofixacdo de CO>. Isso é comprovado, pois a producdo de biomassa em grande
escala é realizada em biorreatores abertos onde o tempo de residéncia do COz() é insuficiente
para que o mesmo seja retido no meio liquido e participe do equilibrio quimico (COzg) <«
CO2(ag) <> H2CO3 «<» HCO3™ «» CO3%), o qual possibilita a microalga converter o carbono em
biomassa.

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi selecionar a concentracao de absorvente
quimico de CO> adicionado ao cultivo de Spirulina e avaliar o seu efeito no crescimento e na

concentracdo das principais macromoléculas produzidas da microalga.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada para os cultivos foi Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al.,
2008), fornecida pela Colecédo de Culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da FURG.
Esta cianobactéria foi mantida em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) sem a fonte de carbono
do meio (NaHCO3) e com adicéo de CO2(g).

2.2 Manutencao do indculo

A microalga Spirulina sp. LEB 18 foi mantida com COq industrial (pureza
minima de 99,5 %) como fonte de carbono em substitui¢éo a fonte de carbono do meio Zarrouk
(NaHCO:s). Para isso, a microalga foi concentrada por decantacdo ao passo que o sobrenadante,
contendo em torno de 90 % v.v* do indculo, foi removido e o decantado recuperado (cerca de
10 % v.v do in6culo). Este agregado de células foi ressuspendido em meio Zarrouk modificado
(sem carbono) e submetido a vazéo especifica diaria de 0,12 mLcoz.MLmeio2.d?%, 1 min, a cada
1 h, durante o periodo claro.

2.3 Absorventes, concentracdes celulares iniciais e fotobiorreatores

O absorvente quimico (Monoetanolamina P.S., teor minimo de 99,0%), assim como
o0 absorvente de CO> (Hidréxido de s6dio micropérolas P.A.-PCS, teor minimo 99,0%), foram
adquiridos junto a Vetec Quimica Fina Ltda.

A fim de avaliar a tolerancia de Spirulina ao MEA, primeiramente foram testadas
maiores concentracfes deste absorvente. Contudo, como a tolerdncia da microalga esta ligada
diretamente a quantidade de células existentes do micro-organismo, foi também testada
diferentes concentrages celulares iniciais (Xo). Para tanto, foram realizados testes em
duplicatas, em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer com volume total de 0,25 L e volume util de
0,20 L.

As concentragdes de MEA testadas foram 4,92, 3,28, 1,64, 1,23, 0,82, 0,41, 0,20,
0,10 mmol.L. Estes teores de absorvente quimico foram baseados no Gnico trabalho
envolvendo absorvente quimico e cultivo de microalgas realizado por Choi, Kim e Lee (2012),
com a microalga Scenedesmus sp. As concentracgdes celulares iniciais testadas foram 0,2, 0,4 e
0,6 g.L %, ou seja, dois valores acima do utilizado normalmente com Spirulina (Colla et al.,
2007; Rosa et al., 2011; Borges et al., 2013). Estes ensaios foram realizados em ordem crescente
de concentracéo celular inicial e decrescente da concentracdo de MEA até ser encontrada uma

relagdo de concentracdo de microalga e de absorvente em que ndo existisse morte celular.
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O hidréxido de sodio (NaOH) foi também testado como absorvente de CO> junto
ao meio de cultivo, para efeito de comparagdo com a monoetanolamina. As concentracdes de
NaOH testadas foram 4,92, 3,28, 1,64 mmol.L™.

A cada batelada de testes, com MEA e NaOH, foi conduzido um ensaio controle, o
qual ndo possuia adicdo de nenhum dos absorvente de COx.

A partir das concentragbes dos absorventes selecionadas foi testada uma
configuracdo mais adequada de reator para biofixacdo de CO,. Nesse, chamado de
fotobiorreator tubular vertical (FBRT), com 2,0 L de volume total e 1,8 L de volume dtil
(MORAIS; COSTA, 2007), foi conduzido duplicatas de ensaios com concentracdes de
absorventes e celular inicial selecionadas e também duplicata de ensaios controles, 0s quais ndo

tiveram adicdo de nenhum absorvente de CO..
2.4 Condic0es de cultivo

A Figura 1 mostra o desenho esquematico dos cultivos realizados nos
fotobiorreatores tipo Erlenmeyer e dos tubulares verticais. O aparato experimental deste

trabalho € mostrado nas Figuras AP1 e AP2 do Apéndice.

Figura 1 - Desenho esquematico dos ensaios com Spirulina sp. LEB 18 em fotobiorreator tipo
Erlenmeyer (a) e fotobiorreatores tubulares verticais (b): (1) cilindro de CO2 industrial; (2)
valvula de abertura do cilindro; (3) mandmetro e medidor de vazao; (4) valvula solendide; (5)
minicompressor de ar; (6) conjunto de rotametros; (7) fotobiorreator; (8) amostrador; (9)
aspersor de ar ou de CO>

4
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Os ensaios, em Erlenmeyer e FBRT, foram mantidos a 30°C, fotoperiodo 12 h
claro/12 h escuro, 3,2 kix (RADMANN; COSTA, 2008) e agitacdo promovida pela injecdo de
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ar comprimido. O tempo de duragdo dos ensaios foi 5 d e 13 d, com fotobiorreatores tipo
Erlenmeyer e FBRT, respectivamente.

A selecdo das concentracdes de MEA foi conduzida em modo descontinuo e 0s
ensaios realizados nos FBRT foram conduzidos em modo descontinuo alimentado com CO>
industrial (pureza minima de 99,5 %). A alimentacdo com CO., na vazao especifica diaria de
0,36 MLcoz.MLmeio 2.d (0,05 vvm, 28 mL.mint), foi realizada por 2 min, a cada 1h, durante o
periodo claro. Com intuito de aumentar o tempo de residéncia da fonte de carbono no meio
liquido, a aeracdo dos ensaios foi interrompida 1 min antes e 1 min depois da adi¢do de CO;

aos cultivos.
2.5 Determinac0es analiticas

Todos os foram acompanhados diariamente pela determinacdo da concentracdo de
biomassa e medida de pH. Nos ensaios realizados nos FBRT foi determinada também a

concentracédo de carbono inorganico dissolvido (DIC) a cada 3 d.
2.5.1 Concentracéo de biomassa

A concentracao de biomassa em todos os ensaios foi obtida por espectrofotometria,
com curva padrdo determinada previamente com o indculo mantido com CO». Esta curva foi
obtida com a densidade Optica do inéculo em espectrofotdmetro (QUIMIS Q798DRM,
Diadema - SP - Brasil), com comprimento de onda de 670 nm, relacionando densidade Otica e
massa seca de biomassa, como realizado por Costa et al., 2002.

2.5.2 Alcalinidade, pH e concentracdo de carbono inorganico dissolvido

A concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) foi calculada a partir das
fragdes de ionizacdo do carbono no meio, por meio da medida de alcalinidade total (APHA,
1998) e pH (APHA, 1998) dos ensaios, de acordo com Carmouze (CARMOUZE, 1994).

2.6 Respostas avaliadas do cultivo

Os perfis de crescimento celular de Spirulina sp. LEB 18 forneceram subsidio para
obter a concentracdo celular maxima (Xmax, g.L ) e avaliar a produtividade volumétrica de
biomassa (Px, g.L™.d™), velocidade especifica maxima de crescimento (umax, dX) € tempo de
geracao (tg, d) para os ensaios em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer e tubulares (FBRT). Com
os cultivos em FBRT foram também calculadas a taxa de biofixacdo de CO, (TB, mg.L .d?%) e

a eficiéncia de utilizagdo de CO; (E, % m.m™).
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2.6.1 Produtividade volumétrica de biomassa

A produtividade volumétrica de biomassa foi obtida segundo a Equacdo I-1
(BAILEY; OLLIS, 1986), onde X ¢ a concentragio de biomassa (g.L™) no tempo t (d) e Xo é a
concentracdo de biomassa (g.L™) no tempo to (d). A produtividade volumétrica maxima de
biomassa (Pmax, 9.L1.d%) foi 0 méaximo valor de produtividade obtida por cada ensaio em cada
batelada.

(32

2.6.2 Velocidade especifica maxima de crescimento

A velocidade especifica maxima de crescimento (Mmax, d) foi calculada por
regressdo linear aplicada a fase logaritmica de crescimento em um perfil In X (g.L ™) vs t (d).
Nesta curva, o coeficiente angular é a pmax (SCHMIDELL et al., 2001).

2.6.3 Tempo de geracao

O tempo de geracdo, ou duplicacéo celular, foi determinado na fase exponencial de

crescimento da microalga, de acordo com a Equacéo I-2 (BAILEY; OLLIS, 1986).
_In2 (1-2)

M maéax

tg
2.6.4 Taxa de biofixacéo de didxido de carbono (TB)

A taxa biofixacdo de CO (TB, mg.L™.d?) pela microalga foi calculada segundo a
Equacdo 1-3, em que Pmax (mg.L™t.d?) foi o maximo resultado de produtividade volumétrica
determinado em cada ensaio, Xcom foi a fracdo massica de carbono determinada pela analise
elementar da biomassa, Mco2 € a massa molar de dioxido de carbono e Mc é a massa molar do
carbono. A taxa de biofixacdo de CO, maxima (TBmax, mg.L2.d?) foi o méaximo valor de
biofixacdo de didxido de carbono obtido por cada ensaio em cada batelada.
Mco,

Mc

TB = Pmax *Xcbm * (1-3)

2.6.5 Eficiéncia de utilizacao de dioxido de carbono

A eficiéncia de utilizagdo de CO; (E, % m.m™) foi calculada segundo a Equagio I-
4, em que TB foi a taxa de biofixacdo de CO; diaria (mg.L.d™%), Vi foi o volume dtil de
trabalho do fotobiorreator (L) e rh foi taxa massica de alimentago diaria com CO2 (mg.d™).
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_ (TB V) B*.Vﬂt“) *100 (1-4)
m

2.7 Recuperacdo e caracterizacdo da biomassa

Ao final dos experimentos nos fotobiorreatores tubulares verticais a biomassa foi
centrifugada (HITACHI himac CR-GIII, Toquio - Japdo) a 152009, por 15 min a 20°C,
ressuspendida em &gua destilada e novamente centrifugada nas mesmas condi¢6es. Para maior
eficiéncia na remocédo dos sais do meio de cultivo, este procedimento foi repetido uma vez.
Posteriormente, a biomassa foi concentrada a 50 mL em recipiente esteril, congelada a -80°C,

liofilizada e armazenada a -20°C até sua caracterizacao.
2.7.1 Concentracdo de proteinas e carboidratos
2.7.1.1 Preparo da amostra

A analise de proteinas e carboidratos foi realizada a partir de extratos preparados
com 5 mg de biomassa da microalga e 10 mL de agua destilada, sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER CPX 130 — Illinois — USA), com 10 ciclos de funcionamento,
sendo 1 min ligado e 1 min desligado. Este procedimento foi utilizado para liberar o material

intracelular de Spirulina no meio liquido.
2.7.1.2 Concentracao de proteinas

A concentracdo de proteinas na biomassa de Spirulina foi determinada a cada corte
e ao final dos ensaios, a partir do método colorimétrico de Lowry, utilizando curva padrao de
albumina de soro bovino (LOWRY et al., 1951).

2.7.1.3 Concentracao de carboidratos

A concentracao de carboidratos presente na biomassa da microalga foi determinada
pelo método fenol-sulfarico de Dubois, utilizando curva padrdo de glicose (DUBOIS et al.,
1956).

2.7.2 Concentracdo de lipidios

A concentracado de lipidios foi determinada pelo método de Folch (FOLCH; LEES;
STANLEY, 1957) adaptado por Colla (2002) para biomassa de Spirulina. Este método baseia-
se na extracdo dos lipidios apolares pela mistura de solventes cloroformio:metanol (2:1) e dos
lipidios polares pela mistura de solventes metanol:agua (2:1), ndo degradando o conteudo da

macromolécula por ser realizado a frio.
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2.7.3 Andlise elementar

As concentragdes elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) foram
determinados na biomassa liofilizada de Spirulina em Analisador Elementar CHNS/O Serie
2400 da Perkin Elmer, utilizando acetanilida como padréo, no Laboratério de Hidroquimica da
Universidade Federal do Rio Grande. Esta determinacdo baseia-se no método de Pregal e
Dunas, no qual as amostras sofrem combustdo em ambiente com oxigénio puro e 0S gases
resultantes do processo sdo separados por cromatografia frontal e medidos por detector de
condutividade térmica (CULMO, 1988; BAUMGARTEN; WALLNER-KERSANACH;
NIENCHESKI, 2010).

2.7.4 Teor de umidade

O teor de umidade da biomassa foi determinado por metodologia oficial da AOAC
(2000).

2.8 Analise estatistica

As respostas obtidas foram avaliadas por meio de andlise de variancia, seguida por

teste de Tukey, com nivel de 95 % de confianca.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecdo da concentracdo de biomassa de Spirulina e da concentracdo de

monoetanolamina

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados dos testes de tolerancia de
diferentes concentragdes celulares de Spirulina sp. LEB 18 frente as concentracGes de MEA e
NaOH testadas.

Tabela 1 — Resultados experimentais quanto ao crescimento e a realizacdo dos testes com
monoetanolamina (MEA) e hidroxido de sodio (NaOH) diante a 0,2, 0,4 € 0,6 g.L™! de Spirulina

. MEA (mmol.L?)
Xo(@.L%) " 492 3.28 164 123 082 041 020 010

0,2 - - - - - + + +
0,4 - - - - + + + +
0,6 - - - + d.r. d.r. d.r. d.r

NaOH (mmol.L?)
4,92 3,28 1,64 1,23 0,82 0,41 0,20 0,10
0,2 + + + d.r. d.r. d.r. d.r. d.r.

Xo (g.LY)
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A Figura 2 mostra 0s ensaios com as trés concentragdes celulares testadas (Xo) (0,2,
0,4 e 0,6 g.LY) frente as diferentes concentragdes de MEA (Figura 2a, 2b e 2c), bem como
mostra os testes com Xo=0,2 g.L ! e 1,64, 3,28 e 4,92 mmol.L™* de hidroxido de sodio (Figura
2d).

Figura 2 — Perfis de concentracdo celular em funcéo do tempo para os ensaios com MEA e
concentragéo celular inicial de 0,20 (a), 0,40 (b) e 0,60 g.L* (c), com NaOH e concentragio
celular inicial de 0,2 g.L™* (d)
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O crescimento dos ensaios com 0,2 g.L? de concentragdo celular inicial (Xo)
(Figura 2a) foi inibido com adicdo de 0,82, 1,23, 1,64, 3,28 e 4,92 mmol.L *de MEA no segundo

dia de experimento. Quando Xo = 0,4 g.L™ (Figura 2b), o crescimento de biomassa foi inibido
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com as quatro maiores concentracdes de MEA testadas, enquanto que com 0,6 g.L ™ de Xo
(Figura 2c) a inibicdo da multiplicacéo celular se deu nas trés maiores concentragdes testadas.
A morte celular de Spirulina foi constatada devido a coloragdo amarela do cultivo e auséncia
de células Spirulina, confirmada ao microscopio eletrénico.

A Tabela 2 apresenta os parametros de crescimento avaliados para os cultivos de
Spirulina sp. LEB 18: com as concentracdes de MEA toleradas pela microalga e trés diferentes
concentragdes celular inicial (Xo, 0,2, 0,4 e 0,6 g.L™); e cultivos com Xo = 0,2 g.L e adicio de

trés diferentes concentracdes de NaOH.

Tabela 2 — Resultados médios obtidos de concentracdo celular méxima (Xmax) e produtividade
maxima (Pmax) com diferentes concentracdes celular iniciais de Spirulina (Xo) e de diferentes
absorventes de CO2 (NaOH ou MEA)

Xo NaOH MEA Xméx Prméx
(g.Lh) (mmol.LY) (mmol.LY) (g.Lh (mg.L.d?)
1,64 0,87+0,012 169,8+0,9?
0,2 3,28 - 0,68+0,01° 124,2+0,2°
4,92 0,70+0,01° 129,5+3,0P
0,10 0,64+0,02° 114,0+12,4°
0,2 - 0,20 0,69+0,02° 122,9+6,1°
0,41 0,68+0,02° 119,2+8,5°
0,10 1,07+0,01¢ 167,8+10,3¢
04 ] 0,20 1,19+0,00° 199,1+16,2¢
' 0,41 1,21+0,01¢ 216,0+20,6¢
0,82 1,16+0,02¢ 207,0+2,2¢
0,6 - 1,23 1,0740,01 154,3+13,3

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95%
de confianca (p>0,05).

Os parametros de crescimento avaliados para o cultivo de Spirulina com Xo = 0,2
g.L%, na presenca de 0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™ de MEA, ndo diferiram estatisticamente
(p>0,05). Logo, as concentragdes inferiores de MEA adicionadas ao cultivo com a minima
concentracdo celular inicial, além de tolerdveis & microalga, ndo alteram seu crescimento e
producéo de biomassa. Com o aumento do Xo houve aumento na tolerancia da microalga ao
MEA, como esperado. Quando Xo foi 0,4 g.L ™ os pardmetros Xmax € Pmax de Spirulina foram
superiores com as trés maiores adigdes de MEA (sem diferenca significativa, p>0,05), mas a

concentragéo celular maxima foi inferior na presenca de 0,10 mmol.L™.
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3.2 Cultivo e caracterizagdo de Spirulina em fotobiorreatores tubulares verticais

A primeira etapa de cultivos realizados em Erlenmeyer selecionou as concentragoes
de MEA toleradas pela microalga (0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L) e a concentragdo celular inicial
(0,2 g.LY). A morfologia da microalga, em certas concentracdes de biomassa, tende a causar
sombreamento prejudicial a passagem de luz ao cultivo (CHEN et al., 2013). Com Spirulina sp.
LEB 18 isso pode ocorrer em torno de 1,0 g.L?, dependendo da geometria do biorreator
utilizado.

Os ensaios adicionados de MEA néo apresentaram fase de adaptacdo (Figura 3a).
Sendo assim, a fase log de crescimento ocorreu entre 0 1° e 0 6° dia de cultivo nos ensaios
adicionados de MEA (Figura 3a). Nos ensaios com NaOH, houve fase de adaptagéo e a fase log
ocorreu entre 0 3° e 0 8° dia de ensaio (Figura 3b). A partir do 10°-11° dia de experimento todos
os cultivos apresentaram tendéncia a entrarem na fase estacionaria de cultivo. Este fato pode
ocorrer em cultivos de microalgas em reatores fechados, pois a intensidade de luz tende a
diminuir rapidamente devido aos efeitos de blindagem resultantes ao aumento da concentragédo
de biomassa (CHEN et al., 2013), ocasionando a fotolimitacdo da cultura e estagnacdo de
crescimento e biomassa. N&o obstante, quando se utiliza CO, como fonte de carbono, o tempo
de residéncia do gas no meio liquido deve ser maximizado a fim de que se obtenha a barreira

fisica gas/liquido ultrapassada.

Figura 3 - Perfis médios de concentracdo celular de Spirulina nos ensaios sem adicao de
absorvente de CO; (ensaio controle) (o), com adigio de 0,10 (e), 0,20 (), 0,41 (m) mmol.L*!
de MEA (a) e de NaOH (b)
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O cultivo de Spirulina sp. LEB 18, durante os 13 d de ensaio, quando adicionado
de MEA apresentou pH minimo de 7,0 e pH méaximo 8,4 (Figura 4a), enquanto que quando
houve a adicdo de NaOH nos experimentos, o parametro variou entre 0 minimo de 6,6 e 0
méaximo de 8,4 (Figura 4b). Estes intervalos de pH ndo contemplam aquele propicio (9,0-10,0)
para producdo de biomassa de espécies de Spirulina (FERRAZ; AQUARONE; KRAUTER,
1985). Todavia, quando ndo é utilizado o meio padrdo, a utilizacdo de CO2 como fonte de
carbono proporciona 0 comportamento esperado, visto que quando este gas se dissolve no meio
liquido, forma acido carbdnico e anula 0 aumento do pH durante o crescimento da microalga
(ZENG et al., 2012).

Figura 4 - Perfis médios de pH dos ensaios sem adi¢do de absorvente de CO> (ensaio
controle) (o), com adicdo de 0,10 (e), 0,20 (), 0,41 () mmol.L* de MEA (a) e de NaOH (b)
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As concentracfes celulares médias ao longo dos 13 d de ensaio, obtidos com 0s
cultivos de Spirulina adicionados de diferentes concentracdes de MEA e NaOH, demonstraram
que a microalga apresentou crescimento muito semelhante em todas as condic¢Ges. Os perfis
médios de concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) (Figura 5), contudo, mostram
que a fixacao de carbono no meio foi mais elevada nos cultivos adicionados de MEA.

O perfil da concentracdo de carbono inorgéanico dissolvido (CID) se manteve
praticamente constante durante todo o tempo de experimento com os dois absorventes de COa.
Mas, o perfil de CID nos ensaios com MEA, em relacdo aos ensaios com NaOH, foi
praticamente duas vez maior (Figura 5). Isto ocorreu, possivelmente, porque o MEA se liga
instantaneamente ao CO:, formando HCOs (BLAUWHOFF et al., 1984; MELDON,;
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MORALES-CABRERA, 2011) e, consequentemente, aumentando a concentracdao de carbono
inorganico dissolvido no meio. Logo, os resultados deste trabalho confirmam que o teor de
carbono disponivel para microalga aumenta com a quantidade de MEA adicionado ao meio,

quando se adiciona CO> continuamente.

Figura 5 - Perfis médios de concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) sem adicao
de absorvente de CO: (ensaio controle) (o), com adigdo de 0,10 (e), 0,20 (©), 0,41 (m)
mmol.L? de MEA (a) e de NaOH (b)
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Os ensaios de Choi, Kim e Lee (2012), com Scenedesmus sp. em meio BG-11,
mostraram aumento 300 mg.L™? de CID promovido pela adicdo de 4,92 mmol.L* de MEA.
Embora as concentragGes de MEA utilizadas no presente estudo, 0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L?,
sd0 49,2, 24,6 e 12 vezes inferiores a concentragdo de 4,92 mmol.L™? de MEA utilizados nos
cultivos de Choi, Kim e Lee (2012), foi atingido 200 mg.L* de CID nos cultivos com Spirulina
sp. LEB 18 (Figura 5a) até na menor concentracéo de absorvente testada.

Os valores médios de Pmax ndo apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 95 %
de confianga, mesmo no ensaio com maior quantidade de MEA (Tabela 3). Para os cultivos
com NaOH, foi obtido valor superior de Pmax, com diferenca significativa (p<0,05), quando se
utilizou 0,41 mmol.L™* do absorvente (Tabela 3). Colla et al. (2007) em cultivos com Spirulina
platensis LEB-52 obtiveram produtividade maxima de biomassa (30,2 + 0,7 mg.Lt.d?)
inferiores a todas as condic@es testadas no presente estudo. Demonstrando assim, que a cinética
de crescimento da microalga utilizada no presente estudo foi beneficiada pelo tipo e

concentracédo de absorvente utilizados.
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Tabela 3 — Resultados médios de concentracdo celular maxima (Xmax), produtividade maxima
(Pmax), velocidade especifica méxima de crescimento (Umax), tempo de geracao (tg), taxa de
biofixacdo maxima de CO; (TBmax) e eficiéncia de utilizacdo de CO (E) para o cultivo de

Spirulina com adicédo de diferentes absorventes de CO>

MEA (mmol.L1)

Parametro Controle
0,10 0,20 0,41
Xmax (g.L1) 1,40 £ 0,05~ 1,28 +0,05°A 1,25+0,05>* 1,30+ 0,07°~
Pmax (Mg.L1.d?) 1102 +4,0*A 108,1+7,9%4 1082+ 12>  110,2 +4,2%A
Hméax (d2) 0,25+ 0,004 0,25+ 0,02*A 0,27 0,01 0,29 +0,01°*
tg (d) 2,80+0,04%A 2, 77+0,17%* 256+0,05>A 2,39 +0,08°*
At (d)” 0-4 0-4 0-4 0-4
R2* 0,985+0,002  0,999+0,001  0,993+0,007 0,994+0,004
TBmax (Mmg.L1.dl) 1907 £6,9*A 1977 +14,0A 197,0+1,6* 197,346,134
Emax (%6 m.m?) 28,9 +1,1%A  299+21%  298+0,2%A 29,8 + 0,9%A
A NaOH (mmol.L?
Parametro Controle 0.10 0,2(0 ) 041
Xmax (9.L1) 1,40 £ 0,04%A 1,37 +0,022>8 134 +0,05*8 1,46 +0,02%B
Pmax (Mg.L1.d?) 1132+ 7,504 1147 + 45204 109,9 +10,7%* 121,34 0,58
Hmax (d1) 0,18 £+0,01*8 0,21 +0,01® 0,20 +0,01°2 0,21 +0,02"B
tg (d) 3,84+0,25*8 328+0,08*® 341+025°%  331+0,04°B
At (d)* 2-7 2-7 2-7 2-7
R2* 0,989+0,003  0,992+0,003  0,992+0,005 0,988+0,008
TBmax (Mmg.L1.dl) 1954 + 12,624 1982+ 7,64 182,7 +12,3**  209,7 + 0,98
Emax (%0 m.m?) 29,6 £1,98PA 30,0 +1,13PA 276+ 1,9%A 31,7 +0,1%8B

Letras minGsculas sobrescritas iguais na mesma linha, e letras maidsculas sobrescritas na mesma coluna para o
mesmo parametro, indicam que as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95 % de confianca (p>0,05).
*At: inicio-fim da fase exponencial de crescimento; **Coeficiente de determinacdo da regressdo linear aplicada a
fase logaritmica de crescimento.

As respostas Xmax € Pmax frente as diferentes concentragdes de MEA adicionadas
nos cultivos nos fotobiorreatores tubulares verticais foram estatisticamente iguais (p>0,05)
(Tabela 3). Este fato ndo ocorreu no ensaio com adicdo de NaOH, pois como o aumento da
concentragdo deste absorvente de CO2 no meio, maior foi 0 pardmetro Xmax € Pmax (Tabela 3).
Nos ensaios com adicdo de MEA, este comportamento diretamente proporcional entre o
aumento da concentracdo do absorvente e da resposta também ocorreu com O Mmax €,
consequentemente, comportamento inversamente proporcional com o tg. Logo, 0 aumento das
concentracdes de MEA testadas favoreceu o aumento da velocidade de crescimento e da
duplicacdo celular de Spirulina sp. LEB 18, mas a biofixacao de CO- e a eficiéncia de utilizagédo

de CO2 ndo aumentaram significativamente (p<0,05). Os resultados dos parametros Xmax, Pmax
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e TBmax (Tabela 3) estdo de acordo com os encontrados no cultivo de Spirulina platensis em
fotobiorreatores tipo frascos convencionais (CHEN et al., 2013).

Os resultados de pmax € tg, obtidos neste trabalho, foram semelhantes aos
encontrados por Morais e Costa (2007) quando cultivaram Spirulina sp. com 9,72
MLcoz.MLmeio 2.mint (6,23 vezes maior que o utilizado nos cultivos deste trabalho) em FBRT.
A biomassa de Spirulina possui cerca de 50 % m.m de carbono na sua composicdo (BORGES
et al., 2013). Este fato foi observado em todos os ensaios com os FBRT, pois a fracdo massica
de carbono elementar determinado na biomassa (Tabela 4) foi proxima 0,5, ndo diferindo

significativamente entre os ensaios com MEA e com NaOH (p>0,05).

Tabela 4 - Resultados médios elementares da concentracdo de carbono, hidrogénio, e
nitrogénio encontrados na biomassa de Spirulina cultivada com e sem adi¢do de absorvente de
CO>

Componente elementar

MEA (mmol.L?)

(% m.m-?) Controle 0,10 0,20 0,41
Carbono 47,240,084  49,9+0,1°A  49,7+0,3"A 48,8+0,5"A

Hidrogénio 6,4+0,2%A  8,1+0,1°A 8,0+0,0°4 7,4+0,6%0A
Nitrogénio 11,7#0,00A  12,4+0,1°*  12,3+0,1°A 12,040,220

Componente elementar Controle NaOH (mmol.L?)

(% m.m™?) 0,10 0,20 0,41
Carbono 47,140,137 47,140,138 45 441 73A 47,240,134

Hidrogénio 6,3+0,02A  6,4+0,2%B 6,2+0,3%B 6,540,124
Nitrogénio 11,6+0,02* 11,5+0,1*B  10,5+0,7%A 11,5+0,3*4

Letras sobrescritas iguais na mesma linha e letras mailsculas sobrescritas na mesma coluna, para 0 mesmo
parametro, indicam que as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95 % de confianca (p>0,05).

A adicdo de MEA nos cultivos de Spirulina incrementou a concentracdo de
proteinas e diminuiu a concentracdo de carboidratos presentes na biomassa em relacdo a
biomassa microalgal obtida quando os cultivos foram adicionados de NaOH (Tabela 5). A
concentracdo média de proteinas presente na biomassa de Spirulina, no entanto, ndo apresentou
grande variabilidade para os ensaios com MEA (entre 74,6 % m.m™ e 76,5 % m.m™) e com
NaOH (entre 62,3 % m.m™ e 67,0 % m.m™). Estes valores encontrados situam-se entre os
encontrados por Colla et al. (2007) (57,6 + 1,16 % m.m™) e Morais et al. (2009) (86 % m.m™)
com 0 mesmo género de microalga.

Os maiores teores de carboidratos, determinados na biomassa de Spirulina, foram

encontrados com adicdo de NaOH em relacdo ao MEA. Entre as adigdes de hidréxido de sodio,



51

com 0,20 (15,1 + 5,3 mm™) e 0,41 mmol.L? (11,0 + 0,7 % m.m™) foram encontrados 0s

maiores teores da macromolécula, sem diferenga significativa (p>0,05).

Tabela 5 - Valores médios encontrados para concentracao de proteinas, carboidratos e lipidios
em base seca na biomassa de Spirulina cultivada com e sem adicao de absorvente de CO-

MEA (mmol.L1)

Macromolécula (% m/m)  Controle

0,10 0,20 0,41
Proteinas 78,4+3,5° 74,641,284 74,7+4 434 76,541,424
Carboidratos 9,5+1,1% 7,4+0,3%A 8,6+0,33¢A 8,540,204
Lipidios 12,3+1,02 11,0+0,22bA 8,7+1,15A 9,4+0,0°¢A

. NaOH (mmol.L?)
(o)

Macromolécula (% m/m)  Controle 0.10 0.20 041
Proteinas 75,7 + 2,43~  623+14°B  634+15°¢B 67 0+2,4°B
Carboidratos 7,9+ 1,9%A 8,740,628 15,1453 11,0+1,12PB
Lipidios 12,4 + 1,28~ 10,9+0,420A 9,6+0,0>A 11,3+1,5°A

Letras minGsculas sobrescritas iguais na mesma linha, assim como letras maitsculas sobrescritas iguais na mesma
coluna, para a mesma macromolécula, indica que as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95 % de
confianca (p>0,05).

Para a concentracdo de lipidios, determinados na biomassa de Spirulina, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os absorventes de CO; testados. Contudo, as
concentracOes encontradas desta macromolécula, mesmo sem a adicéo de absorvente de CO»,
sdo elevadas para biomassa de Spirulina, a qual apresenta em média de 3,3 (MORAIS et al.,
2009) a 4,3 % m.m™* (BELAY, 2008) de lipidios em sua composi¢&o.

4 CONCLUSAO

As concentracdes de monoetanolamina selecionadas com Spirulina sp. LEB 18
foram 0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™Y. Com estas concentragdes de MEA e NaOH ndo houve
inibicdo da cinética de crescimento da microalga. Foi possivel perceber que com o aumento das
contracdes de MEA, houve aumento na velocidade de crescimento e na duplicacdo celular. A
concentracdo de proteinas na biomassa cultivada com MEA foi 17 % maior que na biomassa
cultivada com NaOH. O teor de lipidios, apresentados pelas biomassas cultivadas como MEA
e a NaOH séo de trés a quatro vezes maiores aos valores encontrados na literatura com este
género de microalga.

Assim, foi possivel determinar que os absorventes estudados ndo diminuem a
produtividade de Spirulina. O emprego de absorventes quimicos pode ir ao encontro da
substituicdo da fonte de carbono convencional utilizada com Spirulina (NaHCO3) por CO3,

principalmente aquele oriundo de processo de geracdo de energia. Desta maneira € possivel
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reduzir custos de produgdo de biomassa, agregar valor ao processo energético e reduzir as
emissdes deste gas estufa.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA) - Standard Methods. For The
Examination of Water and Wastewater. 20 Ed. American Public Health Association.
Washington, 1998.

AOAC - Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists,
17th HORWITZ, W.; ed. Maryland: Association of Official Analytical Chemists, 2000.

BAILEY, J. E., OLLIS, D. F. Biochemical Engineering Fundamentals. 22 ed., Singapore:
McGraw-Hill, p.397-398, 1986.

BAUMGARTEN, M. G. Z.; WALLNER-KERSANACH, M.; NIENCHESKI, L. F. H.
Manual de Anélises em Oceanografia Quimica. Rio Grande: Editora da Furg, 2010.

BELAY, A. Spirulina platensis (Arthrospira): production and quality assurance. In:
GERSHWIN, M. E.; BELAY, A. Spirulina in human nutrition and health. Portland: Taylor
& Francis, 2008. Cap. 1, p. 2-23.

BILLER, P.; ROSS, A. B. Hydrothermal processing of algal biomass for the production of
biofuels and chemicals. Biofuels, v. 3, n° 5, p. 603-623, 2012.

BLAUWHOFF, B. R.; VERSTEEG, G. F.; VAN SWAAIJ, P. M. A study of the reaction
between CO- and alkanolamines in aqueous solutions. Chemical Engineering Science, v. 39,
p. 207-225, 1984,

BORGES, J. A,; ROSA, G. M.; MEZA, L. H. R.; HENRARD, A. A,; SOUZA, M.R. A. Z;;
COSTA, J. A. V. Spirulina sp. LEB-18 culture using effluent from the anaerobic digestion.
Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 30, No. 2, p. 277-287, 2013.

CARMOUZE, J. P. O metabolismo dos ecossistemas aquaticos: fundamentos teoricos,
métodos de estudo e analises quimicas. Sdo Paulo: Editora Edgard Blucher: FAPESP,
253p., 1994.

CHEN, C-Y.; KAO, P-C.; TSAI, C-J.; LEE, D-J.; CHANG, J.-S. Engineering strategies for
simultaneous enhancement of C-phycocyanin production and CO> fixation with Spirulina
platensis. Bioresource Technology, v. 145, p. 307-312, 2013.

CHOI, W.; KIM, G.; LEE.K. Influence of the CO. absorbent monoethanolamine on growth
and carbon fixation by the green alga Scenedesmus sp. Bioresource Technology, v. 120, p.
295-299, 2012.

COLLA, L. M. Influéncia das Condicdes de Crescimento sobre o Potencial Antioxidante
da microalga Spirulina platensis e seu Potencial na Reducéo da Hipercolesterolemia.
2002. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) — Fundagao Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, 2002.



53

COLLA, L. M.; REINEHR, C. O.; REICHERT, C.; COSTA, J. A. V. Production of biomass
and nutraceutical compounds by Spirulina platensis under different temperature and nitrogen
regimes. Bioresource Technology, v. 98, p. 1489-1493, 2007.

COSTA,J. A. V., COLLA, L. M., DUARTE FILHO, P., KABKE, K., WEBER, A. Modeling
of Spirulina platensis growth in fresh water using response surface methodology. World
Journal Microbiology Biotechnology, v.18, p. 603-607, 2002.

CULMO, R. F. Principle of operation — the Perkin-Elmer PE2400 CHN Elemental Analyser.
Elemental Analysis Newsletter. Perkin EImer Publication EAN-2, 4 p, 1988.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A;; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analitical Chemistry, v. 28, n.3,
p. 350-356, 1956.

FERRAZ, C. A. M.; AQUARONE, E.; KRAUTER, M. Efeito da luz e do pH no crescimento
de Spirulina maxima. Revista de Microbiologia, v. 16, n° 2, p. 132-137, 1985.

FERREIRA, L. S.; RODRIGUES, M. S.; CONVERTI, A.; SATO, S.; CARVALHO, J. C. M.
Arthrospira (Spirulina) platensis cultivation in tubular photobioreactor: Use of no-cost CO>
from ethanol fermentation. Applied Energy, v. 92, p. 379-385, 2012,

FOLCH J.; LEES, M.; STANLEY, G. H. S. A simple method for isolation and purification of
total lipids from animal tissues. Journal of Biological Chemistry, v.226, p.497-509, 1957.

FRANK, E; WANG, M.; HAN, J.; ELGOWAINY, A.; PALOU-RIVERA, I. Life-Cycle
Analysis of Algal-Based Fuels with the GREET Model. Energy Systems Division, Argonne
Laboratory, San Francisco, USA, 2011. Disponivel em:
http://www.egnret.ewg.apec.org/workshops/AlgalBiofuels/Michael%20Wang.pdf, acesso: 25
de setembro de 2013.

LAM, M. K,; LEE, K. T.; MOHAMED, A. R. Current status and challenges on microalgae-
based carbon capture. International Journal of Greenhouse Gas Control, v. 10, p. 456-469,
2012.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein
measurement with the Folin-Phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry, v. 193,
p. 265-276, 1951.

MELDON, J. H.; MORALES-CABRERA, M. A. Analysis of carbon dioxide absorption in
and stripping from aqueous monoethanolamine. Chemical Engineering Journal, v. 171, p.
753-759, 2011.

MORAIS, M. G.; COSTA, J. A. V. Carbon dioxide fixation by Chlorella kessleri, C. vulgaris,
Scenedesmus obliquus and Spirulina sp. cultivated in flasks and vertical tubular
photobioreactors. Biotechnology Letters, v. 29, p. 1349-1352, 2007.

MORAIS, M. G.; RADMANN, E. M.; ANDRADE, M. R.; TEIXEIRA, G. G.; BRUSCH, L.
R. F.; COSTA, J. A. V. Pilot scale semicontinuous production of Spirulina biomass in
southern Brazil. Aquaculture, v. 294, p. 60-64, 2009.



54

MORAIS, M. G.; REICHERT, C. C.; DALCANTON, F.; DURANTE, A. J.; MARINS, L. F,;
COSTA, J. A. V. Isolation and characterization of a new Arthrospira strain. Zeitschrift fir
Naturforschung, v.63, p. 144-150, 2008.

PENG, Y.; ZHAO, B.; LI, L. Advance in post-combustion CO- capture with alkaline solution:
a brief review. Energy Procedia, v. 14, p. 1515-1522, 2012.

RADMANN, E. M; COSTA, J. A. V. Contetdo lipidico e composicao de &cidos graxos de
microalgas expostas aos gases CO2, SOz e NO. Quimica Nova, v. 31, n° 7, p. 1609-1612,
2008.

RAMOS-SUAREZ, J. L.; CARRERAS, N. Use of microalgae residues for biogas production.
Chemical Engineering Journal, v. 242, p. 86-95, 2014.

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.

STEPHENS, E.; NYS, R.; ROSS, I. L.; HANKAMER, B. Algae fuels as an alternative to
petroleum. Journal Petroleum Environmental Biotechnology, v. 4, p. 1-7, 2013.

ONWUDILI, J. A.; LEA-LANGTON, A. R.; ROSS, A. B.; WILLIAMS, P. T. Catalytic
hydrothermal gasification of algae for hydrogen production: composition of reaction products
and potential for nutrient recycling. Bioresource Technology, v. 127, p. 72-80, 2013.

VONSHAK, A. Spirulina: Growth, Physiology and Biochemistry. In: VONSHAK, A.
Spirulina platensis (Arthrospira) Physiology, cell-biology and biotechnology. London:
Taylor & Francis, 1997. Cap. 3, p. 43-66.

ZARROUK, C. Contribution a I’étude d’unecyanophycée. Influence de diversfacteurs
physiques et chimiquessur la croissance et photosynthese de Spirulina maxima Geitler.
Ph.D. Thesis, University of Paris, 1966.

ZENG, X.; DANQUAH, M. K.; ZHANG, S.; ZHANG, X.; WU, M.; CHEN, X. D.; NG, I-S.
JING, K.; LU, Y. Autotrophic cultivation of Spirulina platensis for CO; fixation and
phycocyanin production. Chemical Engineering Journal, v. 183, p. 192-197, 2012.



ARTIGO Il - CULTIVO DE Spirulina sp. LEB 18 COM MONOETANOLAMINA
COMO ABSORVENTE QUIMICO DE CO2 E RECICLO DE NUTRIENTES

55



56

RESUMO

A absorcéo quimica de CO> utilizando solugdes de monoetanolamina (MEA) é uma técnica
utilizada para mitigacdo deste gas de efeito estufa presente em gases de combustdo. Este
processo de absorcdo, no entanto, consome elevada energia para regenerar o absorvente e
separar o0 CO2. Embora a taxa de remog&o de CO2 em sistemas bioldgicos seja menor que em
sistemas quimicos, a biofixacao de dioxido de carbono por microalgas € uma tecnologia muito
estudada, pois converte CO2 em biomassa por processo fotossintético. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo investigar o cultivo semicontinuo de Spirulina sp. LEB 18 e
producéo de sua biomassa com adigao de MEA. Para isso, foram conduzidos cultivos em modo
semicontinuo, diariamente alimentados com CO2 (0,36 mLco2 MLmeio® d1) e a cada ciclo de
crescimento com 0,20 mmol.L"? de MEA. Os ensaios foram realizados com concentragéo
celular inicial de 0,20 g.L, em fotobiorreatores tubulares de 2,0 L, mantidos a 30°C,
fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro, 3,2 kix, com tempo de duracéo de 25 d. A concentracdo
celular de corte foi 0,5 g.L? e a fragdo volumétrica de reciclo de meio 0,5. Para efeito de
comparacdo foi conduzida, nas mesmas condi¢fes experimentais, duplicata de ensaios sem
adicdo de MEA (ensaio controle). A partir dos perfis de crescimento celular da microalga foi
avaliada a cinética de crescimento, a concentracdo de proteinas, carboidratos e lipidios. Os
ensaios com adicdo de MEA proporcionaram os melhores resultados de tempo de geracdo (2,14
d), produtividade de biomassa (62,1 mg.L™2.d!), biomassa gerada (3,35 g), taxa de biofixac&o
de CO2 (104,0 mg.Lt.d?) e eficiéncia de utilizagdo de CO, (15,8 %). A concentracio de
proteinas no ensaio com adi¢cdo de MEA foi em torno de 37,0 % inferior ao ensaio controle,
todavia a concentracdo de carboidratos obtidos foi quase 96,0 % superior. Frente ao
apresentado, foi demonstrado que Spirulina pode ser produzida com reciclo de nutrientes e
adicdo de monoetanolamina, promovendo assim a reducao das emisses de CO; e alcangcando
areas que requeiram maiores concentracGes de carboidratos, tal como a producédo de bioetanol.

Palavras-chave: Biofixacdo de CO2, MEA, Microalga, Reaproveitamento de nutrientes,

semicontinuo.

ABSTRACT

The CO2 chemical absorption using solutions of monoethanolamine (MEA) is a technique used
for the mitigation this greenhouse gas present in the combustion gases. This absorption process,
however, consumes higher energy and to regenerate the adsorbent and separating the CO..
Although the rate of CO, removal in biological systems is less than in chemical systems, the
carbon dioxide biofixation by microalgae is a technology much studied, for converting biomass
into CO2 by photosynthetic process. In this context, this work aimed to investigate the
semicontinuous cultivation of Spirulina sp. LEB 18 and its biomass production with the
addition of MEA. For this purpose, cultivations were conducted in semicontinuous mode, CO>
fed daily (0.36 mLcoz MLmeio* d) and each growth cycle with 0.20 mmol L of MEA. The
assays were carried out with initial cell concentration of 0.20 g L%, in tubular photobioreactor
of 2.0 L, maintained at 30°C, photoperiod of 12 h claro/12 h dark, 3.2 kIx, with duration of 25
d. The blend concentration was 0.5 g L™ and the volume fraction of medium recycle was 0.5.
For comparison effect was conducted under the same experimental conditions, duplicate assays
with no adding of MEA (control assay). From the cell growth outline of microalga was
evaluated the growth kinetics and the concentration of proteins, carbohydrates and lipids. The
tests with the addition of MEA provided the best results of generation time (2.14 d), biomass
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productivity (62.1 mg L™ d?), biomass generated (3.35 g), CO> biofixation rate (104.0 mg L™
d 1) and CO; utilization efficiency (15.8 %). The protein concentration in the assay with addition
of MEA was around 37.0 % less than the control test, nevertheless the concentration of
carbohydrates obtained was almost 96.0 % higher. To the presented, it was demonstrated that
Spirulina can be produced with recycled nutrients and addition of monoethanolamine, thereby
promoting the reduction of CO2 emissions and reaching areas that require higher carbohydrates
concentrations, such as the bioethanol production.

Keywords: CO; biofixation, MEA, microalga, nutrients reuse, semi-batch.

1 INTRODUCAO

O aumento na demanda por combustiveis fésseis nos ultimos anos, aliado ao
crescimento da populacdo mundial, desperta o interesse crescente em fontes renovaveis de
energia baseadas na transformacéo de biomassa (ELLIOTT et al., 2013; COLLET et al. 2011).
Entre estas, a biomassa de microalgas tem potencial para fornecer energia renovavel, oriunda
do biodiesel, bioetanol, biohidrogénio e biogas, por meio da producdo de diferentes vetores
energéticos. Além disso, estes micro-organismos tém a capacidade de sintetizar moléculas
bioativas, tais como carotenoides, acidos graxos, antioxidantes, anti-inflamatérios e outros
compostos organicos valiosos, 0s quais podem ser utilizados na alimentagdo, em produtos
farmacéuticos e cosméticos, bem como compor biomateriais e nanoestruturas (FERREIRA et
al., 2013).

O cultivo semicontinuo é um sistema em que uma porcdo do meio de cultivo é
removido periodicamente e o restante € utilizado como o ponto de partida para a continuacdo
da cultura. A quantidade relativa de meio novo adicionado é chamada de “taxa de renovagao”
e a concentracdo de biomassa no momento da adicdo deste meio novo é chamada "concentracdo
de corte” (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006). Este modo de cultivo favorece para que
ndo ocorra baixa taxa de divisao celular no inicio do processo, bem como diminui as limitacfes
no que se refere aos nutrientes e a penetragdo da luz na fase posterior (HO; LU; CHANG, 2012).
Contudo, a adi¢do de meio de cultivo novo a cada corte traz como consequéncia 0 aumento da
pressdo osmoética do meio, o que, segundo Sudhir et al. (2005), prejudica o aparato
fotossintético de microalgas como Spirulina.

O aumento da pressdao osmatica no meio também diminui a solubilidade do CO;
(GREEN; PERRY, 2008), a qual é governada pelo equilibrio termodinamico da dissociagéo do
acido carbénico. Logo, considera-se que a biofixacdo de CO2 por microalgas seria melhorada

se a quantidade do gas dissolvido no liquido fosse aumentada além do limite de equilibrio
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natural da cultura de algas (KIM et al., 2013). Ao encontro disso, a utilizagdo de absorventes
quimicos, como a monoetanolamina (MEA) podem aumentar a mitigacdo de CO> para 0 meio
liquido (PUXTY; ROWLAND; ATTALLA, 2010). Neste contexto, cultivar microalgas em
modo semicontinuo com reciclo de nutrientes e adicdo de absorvente quimico pode ser uma
saida para reduzir os custos com nutrientes e maximizar a biofixacdo de CO..

Diante disso, o corrente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da adi¢do de
monoetanolamina na cinética de crescimento e na produc¢éo de biomassa de Spirulina em modo

semicontinuo com reciclo de nutrientes.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

O micro-organismo utilizado para os cultivos foi a cianobactéria Spirulina sp. LEB
18 (MORAIS et al., 2008), pertencente a Colecdo de Culturas do Laboratério de Engenharia
Bioguimica da FURG. O meio de cultivo utilizado nos ensaios foi 0 meio Zarrouk (ZARROUK,
1966) modificado sem a fonte de carbono (NaHCO3).

2.2 Manutencao do indculo

A microalga Spirulina sp. LEB 18 foi mantida com COg(g) industrial (pureza minima
de 99,0 %) como fonte de carbono, em substituicdo ao bicarbonato de sddio do meio Zarrouk.
Isso foi alcangado por decantagdo do indculo de Spirulina, removendo-se cerca de 90 % v.v?!
do sobrenadante e recuperando-se cerca de 10 % v.v! do decantado. Este agregado de células
colhido foi ressuspendido em meio Zarrouk sem carbono e submetido a nova fonte de carbono
(CO2) com vazdo especifica diaria de 0,12 mLco2.MLmeio™.d ™, 1 min, a cada 1 h, durante o

periodo claro.
2.3 Condic0es de cultivo

Os ensaios foram realizados em duplicatas nos fotobiorreatores tubulares verticais
(FBRT) de 2,0 L, com 1,8 L de volume util (MORAIS; COSTA, 2007), em modo semicontinuo
alimentado com CO; industrial (pureza minima de 99,0 %). O absorvente quimico empregado
foi a monoetanolamina P. S. (MEA, C>H7NO) da marca Vetec, com pureza minima de 99,0 %.
Logo, foram realizados ensaios com adi¢do de MEA e sem adi¢éo de MEA (ensaio controle).

A concentracdo celular inicial dos ensaios foi 0,20 g.L™, mantidos a 30°C,
fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro, 3,2 kix, agitacdo promovida pela inje¢do de ar comprimido
(RADMANN; COSTA, 2008), realizado por 25 d.
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A fonte de carbono (CO;) foi adicionada em vazdo especifica de 0,36
MLcoz.MLmeio 2.d (0,05 vvm, 28 mL.min), por 2 min, a cada 1h, durante o periodo claro. A
alimentacdo com didxido de carbono foi realizada quando a agitacdo dos ensaios era
interrompida 1 min antes e 1 min depois da adi¢do do gas, com intuito de aumentar o tempo de
residéncia da fonte de carbono no meio liquido.

A concentragdo celular de corte foi 0,5 g L™? (REICHERT; REINEHR; COSTA,
2006) e a fracdo volumeétrica de reciclo de meio foi 0,5. Assim, a cada variacdo entre as
concentracdes celulares de 0,25 g.L ™ se obteve um ciclo de crescimento (N) para o cultivo de
Spirulina. A cada reciclo de meio foi adicionado a concentragdo de 0,20 mmol.L! de MEA, a
qual foi selecionada em estudos anteriores (artigo 1) como aquela que proporcionou maiores
teores de carbono inorganico dissolvido no meio.

O aparato experimental desta etapa esta mostrado na Figura AP3 do apéndice.
2.4 Determinac0es analiticas

Os ensaios foram acompanhados diariamente pela determinagdo da concentracéo
de biomassa, medida de pH e alcalinidade. Nos dias em que a concentracdo de biomassa atingia
a concentracdo de corte foram retiradas amostras também ap0s a realizacdo do corte para

determinacdo das mesmas trés analises.
2.4.1 Concentracédo de biomassa

A concentracdo de biomassa nos ensaios foi determinada por espectrofotometria a
partir de curva padrdo predeterminada com o inoculo de Spirulina sp. LEB 18 mantido com
CO:o. Esta curva foi obtida com a densidade 6ptica do in6culo em espectrofotdometro (QUIMIS
Q798DRM, Diadema - SP - Brasil), com comprimento de onda de 670 nm, relacionando
densidade 6tica e massa seca de biomassa, como realizado por Costa et al., 2002.

2.4.2 Alcalinidade, pH e concentracdo de carbono inorgéanico dissolvido

A alcalinidade foi determinada por titulagdo potenciométrica e o pH por medicédo
direta da amostra com pHmetro digital (PH-221, LUTRON - Taiwan) segundo metodologia
oficial (APHA, 1998). A concentragdo de carbono inorgénico dissolvido (CID) foi calculada a
partir das fragdes de ionizagdo do carbono no meio, a partir da medida de alcalinidade total e
pH dos ensaios de acordo com Carmouze (CARMOUZE, 1994).
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2.5 Respostas avaliadas do cultivo

A partir dos perfis de crescimento celular de Spirulina sp. LEB 18 foram obtidos a
produtividade volumétrica de biomassa (Px, mg.L™.d?), velocidade especifica maxima de
crescimento (umax, dt), tempo de geraco (tg, d), taxa de biofixagio de CO2 (TBcoz, mg.L1.d?)
e a eficiéncia de utilizagdo de CO2 (E, % m.m™). Estes parametros foram calculados em cada
ciclo de crescimento. A partir dos méaximos valores obtidos neste intervalo de experimento foi
calculada a média e o desvio padrao de cada parametro em cada condi¢do (adicdo de MEA e

ensaio controle).
2.5.1 Produtividade volumétrica de biomassa

A produtividade volumétrica de biomassa foi obtida segundo a Equacdo II-1
(BAILEY; OLLIS, 1986), onde X é a concentragdo de biomassa (g.L™) no tempo t (d) e Xo é a

concentracio de biomassa (g.L™) no tempo to (d).

pX:(X—Xoj (11-1)

t—tp

2.5.2 Velocidade especifica maxima de crescimento e tempo de geracéo

A velocidade especifica maxima de crescimento foi calculada por regressdo linear
aplicada a fase logaritmica de crescimento de cada corte, obtendo-se um perfil Ln X (g.L™?) vs
t (d) no qual o coeficiente angular obtido foi pumax (BAILEY'; OLLIS, 1986). A partir deste perfil
obtido foi também calculado o tempo de geracédo (tg) ou duplicacdo celular de acordo com a
Equacéo 11-2 (BAILEY; OLLIS, 1986).

ty = In2 (11-2)

M maéax

2.5.3 Taxa de biofixacéo de didxido de carbono (TB)

A taxa biofixagdo de CO, (TB, mg.L™.d}) foi calculada segundo a Equacéo 11-3, a
partir de Pmax (mg.L.dY), xeom (fragdo massica de carbono na biomassa, determinada por
anélise elementar) e das massas molares de dioxido de carbono e carbono (Mco2 e M,

respectivamente).

M
TB = Py * X * —— (11-3)
Mc
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2.5.4 Eficiéncia de utilizacao de dioxido de carbono

A eficiéncia de utilizagio de CO- (E, % m.m™) foi calculada segundo a Equacdo 11-
4, em que TB foi a taxa de biofixacdo de CO, diaria (mg.L™.d?), Vi foi o volume dtil de

trabalho do fotobiorreator (L) e h foi taxa massica de alimentagdo diaria com CO2 (mg.d™?).

AT B*.Vﬂt“) *100 (11-4)
m

2.5.5 Biomassa gerada (Byg)

A biomassa gerada ao final dos ensaios (Bg, g) (Equacdo 11-5) foi calculada com a
concentracio de biomassa obtida ao final de cada ciclo de crescimento (X#i, g.L?Y), a
concentracgdo de biomassa no inicio de cada ciclo de crescimento (Xii, g.L 1) e o volume de
cultivo retirado em cada corte (Vci, L).

Bg = ZI(Xf1 = Xj1)Ve1 + (X2 = Xj2)Ve2 +-- + (Xfn = Xin)Ven] (11-5)

2.6 Recuperacdo e caracterizacdo da biomassa

A biomassa obtida a cada corte e ao final dos experimentos foi separada por
centrifugacdo (HITACHI himac CR-GIII, Téquio - Japdo) a 15200 g, 15 min e 20 °C,
ressuspendida em agua destilada e novamente centrifugada nas mesmas condi¢fes. Com intuito
de aumentar remocdo dos nutrientes do meio de cultivo, esta etapa foi repetida. Posteriormente,
a biomassa foi concentrada a 50 mL em recipiente estéril, congelada a -80°C, liofilizada e

armazenada a -20°C até sua caracterizacdo descrita a seguir.
2.6.1 Concentracéo de proteinas e carboidratos
2.6.1.1 Preparo da amostra

A analise de proteinas e carboidratos foi realizada a partir de extratos preparados
com 5 mg de biomassa da microalga e 10 mL de agua destilada, sonicados em sonda
ultrassénica (COLE PARMER CPX 130 — lllinois — USA), com 10 (dez) ciclos de
funcionamento, sendo 1 min ligado e 1 min desligado. Este procedimento foi utilizado para

liberar o material intracelular de Spirulina no meio liquido.
2.6.1.2 Concentracdo de proteinas

A concentracdo de proteinas da biomassa de Spirulina foi determinada a cada corte
e ao final dos ensaios, a partir do método colorimétrico de Lowry, utilizando curva padréo de
albumina de soro bovino (LOWRY et al., 1951).
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2.6.1.3 Concentracéo de carboidratos

A concentracdo de carboidratos presente na biomassa da microalga foi determinada
pelo método fenol-sulfurico de Dubois, utilizando curva padrdo de glicose (DUBOIS et al.,
1956).

2.6.2 Anélise elementar

A biomassa liofilizada, obtida a cada corte e ao final dos ensaios, foi utilizada para
determinar, em Analisador Elementar CHNS/O Serie 2400 da Perkin Elmer, as concentracdes
elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN), utilizando acetanilida como padréo. A
determinacédo elementar CHN realizada neste trabalho baseia-se no método de Pregal e Dunas
na qual as amostras sofrem combustdo em ambiente com oxigénio puro e 0s gases resultantes
do processo sdo separados por cromatografia frontal e medidos por detector de condutividade
térmica (CULMO, 1988; BAUMGARTEN; WALLNER-KERSANACH; NIENCHESKI,
2010).

2.6.3 Concentracdo de lipidios

A concentracdo de lipidios foi determinada pelo método de Folch (FOLCH; LEES;
STANLEY, 1957) adaptado por Colla (2002) para biomassa de Spirulina. O método de Folch
baseia-se na extracdo, a temperatura ambiente, dos lipidios apolares pela mistura de solventes
cloroférmio:metanol (2:1) e dos lipidios polares pela mistura de solventes metanol:agua (2:1).

2.7 Andlise estatistica

As respostas obtidas foram avaliadas por meio de analise de variancia, seguida por

teste de Tukey, com nivel de 95 % de confianca.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis de concentracédo celular e concentracdo celular linearizada pelo tempo de
experimento sdo mostrados na Figura 1 e na Figura AP5 do Apéndice, respectivamente. Nessas,
cada ciclo de crescimento foi caracterizado pela média e o desvio padrdo amostral entre as
réplicas do ensaio com MEA e do ensaio controle.

O experimento com adicdo de MEA apresentou pequena fase de adaptacdo de
crescimento de 1 d e 8 ciclos de crescimento (Figura 1a). Estes intervalos de crescimento foram
considerados em fase exponencial de crescimento, todos com coeficiente de determinagéo (R?)
médio > 0,94 (Tabela AP1 do apéndice). O ensaio controle apresentou 5 ciclos de crescimento

(Figura 1b). O primeiro, caracterizado pela presenca de fase lag nos trés primeiros dias e fase
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log nos quatro dias seguintes. No segundo, terceiro e quarto ciclo de crescimento foi obtida fase
de multiplicagdo maxima celular, com R? > 0,98 (Tabela AP1 do apéndice). No Gltimo ciclo de
crescimento (5°) foi obtido fase log nos quatro primeiros dias e fase de compensacdo de

biomassa a partir do 20° d (Figura 1b).

Figura 1 - Perfis médios de concentracdo celular obtidos com o ensaios de Spirulina sp. LEB
18 em modo semicontinuo com adi¢do de MEA (a) e na condicéo controle (b)
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O retardo do crescimento pode ocorrer devido ao periodo de adaptacéo fisiologica
provocado por mudancas nas condicdes de nutrientes (LEE; SHEN, 2004), como por exemplo,
o reciclo de meio. A existéncia de fase log em todos os ciclos de crescimento no ensaio com
MEA mostrou que a adicdo de 0,2 mmol.L* do absorvente quimico a cada corte, combinado
com o reciclo de nutrientes, pode ser benéfico a multiplicacdo celular da cepa de Spirulina
estudada. Contudo, em ambas as condicdes testadas neste trabalho, como ou sem adicéo de
absorvente quimico, houve uma deposi¢do demasiada de matéria orgénica na superficie lateral
interna dos biorreatores (Figura AP4 do Apéndice). Este fato pode ter inibido a disponibilidade
de luz para o crescimento da microalga, em ambas as condi¢des proporcionadas, devido a
blindagem (CHEN et al. 2013) deste material organico presente e propiciado o desenvolvimento
de organismos oportunistas.

O meio de cultivo BG-11 (RIPPKA et al., 1979) (ANEXO, Tabela A2) sem carbono
e adicionado de MEA converte maior concentragéo de CO2() em carbono inorganico dissolvido
(CID) em relacdo ao meio BG-11 (CHOI; KIM; LEE, 2012; KIM et al., 2013). As condigdes

empregadas para o cultivo de Spirulina com o meio Zarrouk, no presente estudo, no entanto,
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ndo mostraram diferenca evidente entre a adicdo de MEA (Figura 2a) e o cultivo controle
(Figura 2b) no que diz respeito a concentragdo de CID, j& que os valores iniciais e finais foram
muito semelhantes (62,4+0,01 mg.L* e 62,0+0,03 mg.L !, 178,4+4,9 mg.L e 185,2+0,8 mg.L

! respectivamente).

Figura 2 - Perfis de pH (e) e concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) (o)
obtidos nos ensaios com Spirulina sp. LEB 18 adicionado de MEA (a) e na condicdo controle
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A solubilidade do diéxido de carbono no meio liquido diminui com o aumento da
temperatura e da concentracdo salina (GREEN; PERRY, 2008). O meio Zarrouk (ANEXO,
Tabela Al) é composto por uma concentracdo mais elevada de sais inorganicos que o meio BG-
11. Desta forma, o primeiro meio oferece uma pressao osmotica superior ao segundo meio,
limitando a dissolucdo de gases mesmo na presenca de absorvente quimico de CO2. Além disso,
a concentracdo de MEA empregada em ensaios com o0 meio BG-11 (CHOI; KIM; LEE, 2012;
KIM et al., 2013) foram superiores a empregada neste estudo com o meio Zarrouk devido a
baixa tolerancia apresentada por Spirulina sp. LEB 18 frente a maiores concentracdes do
absorvente quimico empregado (Artigo 1). O pH do ensaio com adi¢do de MEA e do ensaio
controle apresentaram comportamento semelhante ao longo do cultivo semicontinuo de
Spirulina (Figuras 2a e 2b). Este parametro variou entre 7,1+0,1 e 8,9+0,0 para 0 ensaio com
absorvente quimico e entre 6,9+0,0 e 8,8+0,1 para 0 ensaio controle.

O crescimento celular ndo aumentou proporcionalmente com o aumento das
concentragdes de CID, mesmo com a adigdo de MEA a cada ciclo de crescimento. Constatou-

se, entdo, que a disponibilidade de carbono para a absor¢do da microalga foi suficiente e, assim,
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a dissolucgdo de CO- ndo foi limitante a biofixacéo de carbono por Spirulina. Logo, o0 aumento
médio de 31,4 % de biomassa gerada pelo ensaio com MEA (3,35 + 0,25 g), em relacéo ao
ensaio controle (2,55 + 0,11 g), foi proporcionado pelo maior nimero de ciclos de crescimento
apresentado. Os valores médios dos pardmetros de crescimento avaliados (pmax € tg), assim
como os parametros de biofixacdo de CO> (TB e E), com e sem adi¢do de MEA, ndo diferiram
estatisticamente ao nivel de 95,0 % de confianca (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados médios entre as réplicas de velocidade especifica maxima de crescimento
(Umax), tempo de geragdo (tg), produtividade méxima de biomassa (Pmax), taxa de biofixacao de
CO: (TB), eficiéncia de utilizacdo de CO; (E) e biomassa gerada (Bg), obtidos com cultivo

semicontinuo de Spirulina com adi¢ao de MEA e no cultivo controle

Condicdo  Ciclo ?drf'f; (to?) (m gpli”alx & (m g-:-_Bl &y (% mE m)
1 0,206 £ 0,004 3,37 +0,07 62,1+2,6 104,045,0 15,8+0,8
2 0,240 £+ 0,001 2,89+0,01 41,2+3,3 69,0+4,7 10,4+0,7
3 0,324+0,008 2,14+0,05 295+1,4 49,6+1,9 7,50,3
4 0,291 +£0,016 2,39+0,13 23,3x0,4 39,3+0,7 5,940,1
< 5 0,256 + 0,004 2,71+0,05 19,5+1,0 33,7t1,4 5,1+0,2
UEJ 6 0,250+ 0,005 2,77 £0,06  16,3+0,6 27,1+1,1 4,1+0,2
g 7 0,182 + 0,008 3,80+0,16 13,6+0,8 22,5+1,7 3,4+0,3
O 8 0,190 + 0,020 3,68 + 0,40 5,6%0,9 9,4+1,4 1,4+0,2
Maximo 0,324 3,80 62,1 104,0 15,8
Minimo 0,182 2,14 5,6 9,4 1,4
Média 0,242? 2,972 26,32 44 32 6,72
d.p.* 0,049 0,60 0,9 1.4 0,2
Condicdo  Ciclo kld”ff; (té*) (mgii”f a) (mg.-:-_l‘Bl. & (% mE.m‘l)
1 0,191 + 0,002 3,63+0,03 44,0+25 73,640 11,1+0,6
2 0,297 +£0,009 2,34+0,07 37,2+0,8 62,6+2,9 9,5+0,4
3 0,285+0,001 2,44+0,01 27,8404 46,9+0,5 7,1+0,1
% 4 0,248 + 0,027 2,82+0,30 21,5+2,0 36,3+3,5 5,5+0,5
= 5 0,192 +0,025 3,62+0,48 14,8+0,3 24,8+0,7 3,7+0,1
S Maximo 0,297 3,64 44,0 73,6 11,1
Minimo 0,191 2,43 14,8 24.8 3,7
Média 0,242? 2,972 29,1° 48,82 7,42
d.p.* 0,050 0,63 1,0 1,9 0,3

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna, para as mesmas respostas, indicam que as médias ndo diferiram
estatisticamente ao nivel de 95 % de confianga (p>0,05); *d.p.: desvio padrdo amostral

A produtividade de biomassa de Spirulina apresentou comportamento decrescente
ao decorrer dos ciclos de crescimento, semelhante nas duas condigdes testadas (Tabela 1), sendo

que o valor medio entre os ciclos de crescimento foi superior significativamente no ensaio
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controle (p<0,001). Porém, o maximo valor de pmax € 0 minimo valor de ty foram encontrados
no ensaio com adigédo de MEA, sendo estes 13,3 % maior e 11,9 % menor que 0s parametros
encontrados no ensaio sem adi¢do do absorvente de COa.

Reichert, Reinehr e Costa (2006), em cultivo semicontinuo com Spirulina sp. cepa
Paracas, com renovacdo de meio a cada corte, obtiveram velocidade especifica maxima de
crescimento (0,101+0,011 d) e produtividade maxima (37,0+4,6 mg.L™.d%) inferiores ao do
corrente trabalho. Isso ressalta que o uso de meio novo ndo promove maiores taxas de
crescimento e de produtividade de biomassa, ja que a taxa de absor¢do de nutrientes por
microalgas é limitada por sua demanda bioguimica celular.

A concentracdo de proteinas aumentou na biomassa produzida com MEA e no
cultivo controle até o segundo ciclo de crescimento. A partir do 3° ciclo de crescimento, o teor
proteico da biomassa produzida no ensaio controle aumentou até estabilizar no Gltimo ciclo
obtido por esta condicdo (Figura 3b). Com a biomassa produzida com MEA, do terceiro ciclo
até o oitavo, houve reducdo na concentracdo de proteinas (Figura 3b). O teor médio final de
proteinas (44,4 + 6,9 % m.m™), encontrado na biomassa cultivada com MEA (Tabela 2), esta
abaixo do que normalmente se encontra em biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (60-70% m.m™)
segundo ensaios de Borges et al (2013), mas o ensaio controle (60,8 * 4,0% m.m™) se manteve

dentro deste intervalo de concentragéo proteica.

Figura 3 - Perfis médios de concentracdo percentual de carbono e nitrogénio elementar (a) e
de proteinas e carboidratos (b) determinados na biomassa de Spirulina com adi¢édo de MEA e
no cultivo controle
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As microalgas em condigbes de estresse de nutrientes tendem a acumular
compostos como lipidios e carboidratos (TANZI; VIAN; CHEMAT, 2013). O perfil da
concentracdo de carboidratos ao longo dos ciclos de crescimento (Figura 3b) nos ensaios com
MEA indicam que o reciclo de nutrientes, proposto neste trabalho, pode ter privado Spirulina
da fonte de nitrogénio do meio, priorizando sua rota metabdlica a formacdo de compostos de
reserva. Este fato foi ratificado pela concentragéo final de carboidratos, na biomassa cultivada
com MEA (8° ciclo) ter sido superior aguela da biomassa cultivada sem MEA (5° ciclo) (Tabela
2). Seguindo esta ideia, Klok et al (2013) perceberam que a deplecéo de nitrogénio no cultivo
de microalgas causa desperdicio de luz pela célula por dissipacdo de energia na forma de calor
e luz na forma de fluorescéncia. Sendo assim, a microalga perderia eficiéncia no processo
fotossintético, causando diminuicdo da producdo média biomassa (Tabela 1) e compostos

nitrogenados como proteinas (Figura 3b e Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados médios de proteinas, carboidratos e lipidios, obtidos com a biomassa
seca ao final do ultimo ciclo de crescimento em cada condicao

Condicdo  Proteinas (% m.m*)  Carboidratos (% m.m?) Lipidios (% m.m™)

Com MEA 44,4+ 6,9° 28,2377 8,3+14%

Controle 60,8 + 4,0° 14,4 +1,4° 10,0 +1,22

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianc¢a (p>0,05)

A concentracdo de lipidios na biomassa do corrente trabalho, cultivada com MEA
(8,3+1,4 % m.m?) e sem MEA (10,0 + 1,2% m.m™), foi superior ao encontrado por Borges et
al (2013) (5,0% m.m™) e Morais et al (2009) (3,3% m.m™) com esta cepa de microalga. Estes
autores cultivaram Spirulina em reatores abertos, o que implicaria segundo Chisti (2007) em
menor produtividade de biomassa, mas ndo justificaria os baixos teores de lipidios em relacdo
ao encontrados nos presentes experimentos. Desta forma, assim como ocorreu com a
concentracdo de carboidratos, Spirulina pode ter aumentado a concentracdo de lipidios, nas
duas condicdes testadas, por escassez ou perda de algum nutriente devido ao reciclo de meio.

Os resultados obtidos para as trés macromoléculas analisadas na biomassa de
Spirulina indicam que a adi¢cdo de MEA a cada ciclo de crescimento ndo exerceu influéncia
significativa sobre a concentracdo de lipidios (p=0,1140), mas aumentou significativamente o
teor de carboidratos (p=0,00007) e diminui significativamente a concentracdo de proteinas

(p=0,00007). Uma possivel explicacdo para este fato é que o efeito da deficiéncia de fosforo €
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semelhante a de nitrogénio nas células eucaridticas e procarioticas, isto €, nestas condi¢des sao
obtidas baixas concentrag6es de clorofila a e aumento do contetido de carboidratos (HU, 2004).
Complementando esta ideia, entende-se que a reducéo de clorofila esta ligada a parte da reducéo
de proteinas, pois segundo Masojidek; Koblizek e Torzillo (2004) estes pigmentos verdes sdo

compostos lipofilicos associados em complexos proteicos.
4 CONCLUSAO

A adicdo de monoetanolamina (MEA) e o reciclo de meio de cultivo
proporcionaram a obtencdo de 8 ciclos de crescimento em fase logaritmica no cultivo de
Spirulina sp. LEB 18. Nesta condicéo foi alcangado o menor tempo de geracao (2,14 d), maiores
resultados de produtividade de biomassa (62,1 + 2,6 mg.L™.d}), biomassa gerada (3,35 + 0,25
g), taxa de biofixacdo de CO> (104,0 + 5,0 mg.L*.d?) e eficiéncia de utilizagdo de CO- (15,8 +
0,8 % m.m™). A concentracéo de lipidios de Spirulina cultivada com MEA foi de 8,3 + 1,4 %
m.m, a concentragdo de proteinas (44,4 + 6,9 % m.m™) foi cerca de 37,0 % inferior ao ensaio
controle (60,8 + 4,0% m.m™), mas a concentracio de carboidratos obtidos foi quase 96,0 %
superior no ensaio com absorvente quimico.

O cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 em modo semicontinuo, com adi¢do
de MEA e com reciclo de nutrientes do meio de cultura pode ser uma alternativa para maximizar
a producéo de biomassa microalgal enriquecida com carboidratos. Neste contexto, a producao
de biomassa de Spirulina pode ser obtida com menores custos com nutrientes, atingindo um
espaco em bioprocessos que requeira maiores concentracdes desta macromolécula como, por

exemplo, a producdo de bioetanol combustivel.
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6 CONCLUSAO GERAL

Os ensaios desta dissertacdo selecionaram as concentragdes de monoetanolamina
(MEA) (0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™) que n3o afetam a cinética de crescimento de Spirulina sp.
LEB 18. A adicdo de MEA aumentou a concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID)
no meio de cultivo, em relacdo ao meio com hidréxido de s6dio (NaOH), em cerca de 100 %.
O cultivo semicontinuo de Spirulina sp. LEB 18 com adicdo de MEA proporcionou maior
numero de ciclos de crescimento (N=8), menor tempo de geracdo (2,14 d), maiores resultados
de produtividade de biomassa (62,1 + 2,6 mg.L™1.d%), biomassa gerada (3,35 + 0,25 g), taxa de
biofixagdo de CO, (104,0 + 5,0 mg.L1.d?) e eficiéncia de utilizagdo de CO, (15,8 + 0,8 % m.m
1.

O teor de lipidios nas biomassas produzidas em modo descontinuo e modo
semicontinuo nao diferiram significativamente (p>0,05) entre si, dentro de cada batelada de
experimentos, sendo em média 100 a 200 % maiores que os valores encontrados na literatura
para 0 mesmo género de microalga devido, provavelmente, a adicdo de MEA. A concentracao
de proteinas obtida na presenca de MEA foi similar ao ensaio adicionado de NaOH (conducéo
descontinua) e inferior ao ensaio controle (conducdo semicontinua). Contudo, a concentracédo
de carboidratos obtidos em Spirulina em modo semicontinuo com adi¢do de MEA foi 28,2 +
3,7 % m.m, cerca de 96,0 % superior em relacéo ao experimento controle (14,4 + 1,4 % m.m"
1.

Frente ao apresentado foi possivel comprovar que os absorventes de CO; estudados
(MEA e NaOH) nédo diminuem a produtividade de Spirulina e podem aumentar a concentracao
de proteinas ou carboidratos. Foi demonstrado também que o cultivo de Spirulina sp. LEB 18
em modo semicontinuo, adicionado de MEA, CO2 e com reciclo de nutrientes do meio de
cultura, pode ser uma alternativa para maximizar a producdo de biomassa microalgal
enriquecida com carboidratos. Neste contexto, a biomassa de Spirulina pode ser obtida com
menores custos com nutrientes e promover a reducdo das emissdes do CO2 com seu cultivo.
Desta forma, demonstrou-se que Spirulina tem potencial para bioprocessos que requeiram
maiores concentracGes de carboidratos como a producdo de biocombustiveis, ndo ficando

restrita somente ao enriquecimento proteico alimenticio.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar outras microalgas frentes a toleréncia de diferentes concentracBes de
absorventes de CO,.

Estudar o consumo de absorventes quimicos como fonte de carbono para
microalgas.

Desenvolver um biorreator que permita e facilite a assepsia durante um cultivo
semicontinuo com reciclo de meio.

Desenvolver uma configuracao de biorreator que aumente o tempo de retencao do
CO2 no cultivo e do tempo de reacdo com o absorvente quimico.

Implementar o sistema de fixagdo quimica e biolégica de CO2 em escala industrial.

Desenvolver um sistema integrado pela utilizacdo de carbono, o qual una os
processos de fixacdo quimica e bioldgica de CO2 por microalgas.

Desenvolver método capaz de quantificar compostos como a monoetanolamina.

Desenvolver sistema automatizado que detecte a demanda de nutrientes, como o

diéxido de carbono, a serem alimentados ao cultivo de microalgas.
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Tabela AP1 — Coeficientes de determinacéo (R?) dos modelos de primeira ordem ajustado a
cada réplica dos ciclos de crescimentos linearizados dos cultivos semicontinuos de Spirulina
sp. LEB 18

Ciclo de

Ensaio = i orto *n R:? R2? Rmédio? **d.p.
1 5 0,9854 0,9927 0,989 0,005
2 4 0,9889 0,9998 0,994 0,008
3 3 0,9985 0,9849 0,992 0,010
4 4 0,9807 0,9637 0,972 0,012
Com MEA
5 4 0,9548 0,9631 0,959 0,006
6 4 0,9707 0,9660 0,968 0,003
7 4 0,9473 0,9376 0,942 0,007
8 3 0,9807 0,9097 0,945 0,050
1 5 0,9946 0,9966 0,996 0,001
2 4 0,9988 0,9985 0,999 0,000
Controle 3 4 0,9899 0,9840 0,987 0,004
4 4 0,9898 0,9759 0,983 0,010
5 4 0,9613 0,9975 0,979 0,026

*namero de pontos utilizado em cada intervalo; **desvio padrdo amostral
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Figura AP1 - Ensaios com a microalga Spirulina sp. LEB 18 na presenca dos absorventes de
CO2 MEA (a) e NaOH (b) com os fotobiorreatores tipo Erlenmeyer

2

(b)

Figura AP2 - Ensaios com a microalga Spirulina sp. LEB 18 na presenca dos absorventes de
CO2 MEA (a) e NaOH (b) com os fotobiorreatores tubulares verticais
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Figura AP3 - Duplicata de ensaios com e sem adi¢cdo de monoetanolamina realizados com a
microalga Spirulina sp. LEB 18, em modo semicontinuo e reciclo de meio

Figura AP4 - Condicao final dos ensaios com e sem adicdo de monoetanolamina realizados
com a microalga Spirulina sp. LEB 18, em modo semicontinuo e reciclo de meio
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Figura AP5 - Perfis médios de concentracdo celular linearizados obtidos com Spirulina sp.
LEB 18 em modo semicontinuo com adicdo de MEA (a) e na condigdo controle (b)

Ln X (g.L1)
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4 "".4 1
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*In (0,25) = -1,39; In (0,50) = -0,69
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Tabela Al - Concentracdo dos compostos quimicos do meio de cultura Zarrouk

NUmero Nomenclatura Férmula quimica  Concentragao
1 Bicarbonato de sodio NaHCO3 16,8 g.L*
2 Fosfato de potéssio dibasico K2HPO4 059.L*
3 Nitrato de sodio NaNOs 25¢9.L1
4 Sulfato de potassio K2S04 1,09.L?
5 Cloreto de sodio NaCl 1,0g.L?
6 Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0O4.7H20 0,29.L*
7 Cloreto de célcio CaCl; 0,04 ¢g.L*
8 Sulfato ferroso heptahidratado FeS04.7H20 0,01g.L"?
9 EDTA dissadico EDTA 0,08 ¢g.L*

A5 Solucdo de micronutrientes * 1,0 mL.L?
B6 Solucéo de metais *x 1,0 mL.L*?

Fonte: Zarrouk (1966)
*Solugdo A5 (g.L™): H3BOs (2,86), MNnCl2.4H,0 (1,81), ZnS0.4.7H,0 (0,222), NaMoO; (0,015), CuSO4. 5H,0
(0,079). **Solugdo B6 (mg.L™Y): NHsVO; (23,0), KoCr2(SO4)2.24H,0 (96,0), NiSO4.7H,0 (48,0), Na;W04.2H,0
(18,0), TiOS04.H,S04.8H20 (61,1), Co(NO3)2.6H20 (44,0).
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Tabela A2 - Concentracdo dos compostos quimicos do meio de cultura BG-11

NUmero Nomenclatura Formula Quimica  Concentragdo
1 Nitrato de sodio NaNOs 1,59.L*
2 Fosfato de potéssio dibasico trihidratado K2HPO4.3H,0 0,040 g.L*!
3 Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQO4.7H20 0,075¢.L*
4 Cloreto de célcio bihidratado CaCl2.2H20 0,036 g.L™
5 Citrato férrico amoniacal CeH11FeNO7 0,006 g.L*!
6 EDTA dissodico C10H14N2Na20s.2H,O 0,001 g.L*!
7 Carbonato de sodio Na>2COs 0,020 g.L*t
8 Acido citrico CeHsO7 0,006 g.L*

A5+Co Solucdo trago+cobalto * 1mL.L?

Fonte: RIPPKA et al. (1979)
*Solugdo A5+Co (g.L™): HsBOs (2,86), MnCl..4H,0 (1,81), ZnS04.7H,0 (0,222), NaMoOs (0,015), CuSOs.
5H,0 (0,079), Co(NO3).6H,0 (0,0494).



