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RESUMO

O dioxido de carbono (CO,) é considerado como um dos mais importantes gases de efeito
estufa (GEE). As emissbes de CO, provenientes de combustiveis fosseis, especialmente a
partir da combustdo de carvdo mineral contribuem para o aquecimento global tornando-se
uma questdo importante nos campos da ciéncia, meio ambiente, economia e politica nos
ultimos anos. Neste contexto, as microalgas podem capturar o CO,, contribuindo com a
reducdo do efeito estufa e gerando biomassa com diversas aplicacdes. O objetivo deste
trabalho foi promover o aumento da eficiéncia de biofixacdo de CO, por Spirulina sp. LEB
18. Para tal, o trabalho foi dividido em duas etapas, na primeira foi avaliado o desempenho de
quatro configuracGes de difusores (pedra sinterizada, cortina porosa, madeira porosa e anel
perfurado) e vazdes especificas de alimentacdo da corrente gasosa (0,05 e 0,3 vvm) na
transferéncia de CO, para o meio liquido, biofixacdo de CO, e na composicdo da biomassa
produzida de Spirulina. Em uma segunda etapa, foi desenvolvido um sistema composto por
membranas de fibra oca (MFO) para alimentacdo de CO, no cultivo de Spirulina sob dois
modos de agitacdo. O sistema foi avaliado quanto a biofixacdo de CO,, cinética de
crescimento e composicdo da biomassa produzida. Este foi comparado a ensaios com pedra
sinterizada (ensaio controle, CT). As mé&ximas eficiéncia de transferéncia do CO, (€) (26,0 %)
e produtividade de biomassa (Pma) (125,9 + 5,3 mg.L™.d*) foram observadas no ensaio com
a menor vazdo especifica (0,05 vvm) e o difusor cortina porosa. Os maiores resultados de taxa
de biofixacdo de CO, (Tcozmax) € eficiéncia de utilizacdo de CO, (Ecozmax) foram observados
na vazao de 0,05 vvm para difusores porosos (pedra sinterizada, cortina porosa e madeira
porosa). A méaxima concentrago de proteinas (78,6 + 0,1 % m.m™) na biomassa foi verificada
no ensaio com a madeira porosa e vazdo de 0,05 vvm. Os teores de carboidratos e lipidios
apresentaram incremento de 26 % e reducdo de 21 %, respectivamente, com aumento da
vazdo (0,3 vvm) no ensaio com a cortina porosa. O sistema de MFO com agitacdo por
borbulhamento de ar na vazdo de 0,05 vvm promoveu maior acimulo de carbono inorganico
dissolvido (CID) no meio (127,4 + 6,1 mg.L™) e também maiores resultados de Ppay (131,8 +
1,9 mg.Ld™), Teozmsx (231,6 + 2,1 mg.L™.d™?) e Ecoomax (86,2 + 0,8 % m.m™) quando
comparados ao CT na mesma vazdo. O ensaio CT na vazdo de ar de 0,3 vvm apresentou
maior concentracdo de lipidios (11,9 + 0,6 % m.m™). A aplicacdo de menor vazdo de ar no
ensaio com MFO proporcionou aumento de 58 % no teor de lipidios da biomassa de
Spirulina. Com os resultados obtidos foi possivel verificar que a aplicacdo de difusores
porosos e sistema de MFO concomitantemente com a menor vazdo no cultivo de Spirulina
podem resultar em maiores produtividades de biomassa e taxas de biofixagdo de CO.,
contribuindo com reducdo de custos de processo para a producdo de biomassa, bem como
para a atenuacao das emissdes deste gas de efeito estufa para atmosfera.

Palavras-chave: difusores, diéxido de carbono, Spirulina, transferéncia de massa, vazao.



CO; BIOFIXATION EFFICIENCY INCREASE BY MICROALGAE
ABSTRACT

Carbon dioxide (COy) is regarded as one of the most important greenhouse gases (GHG). CO,
emissions from fossil fuels, especially from the combustion of coal contributes to global
warming becoming a major political issue in the fields of science, environment, and economy
in current years. In this context, microalgae can capture the CO,, contributing to the reduction
of greenhouse gases and generating biomass for various applications. The aim of this study
was to promote CO, biofixation efficiency increase by Spirulina sp. LEB 18. To this end, the
work was divided into two stage, the first performance was evaluated four settings diffusers
(sintered stone, porous curtain, perforated ring and porous wood) and specific flow rates of
feed gas stream (0.05 and 0.3 vvm) the CO, transfer to the liquid medium, CO, biofixation
and the composition of the Spirulina produced biomass. In a second stage, a system composed
of hollow fiber membranes (HFM) to CO, feed in the Spirulina cultivation under two modes
of stirring was developed. The system was evaluated for CO, biofixation, growth kinetics and
composition of the biomass produced. This was compared to assays with sintered stone
(control assay, CA). The CO, transfer efficiency (£) (26.0 %) maximum and biomass
productivity maximum (Pma) (125.9 + 5.3 mg L™ d™*) were observed in the assay with the
lowest specific flow rate (0.05 vvm) and the porous diffuser curtain. The highest rate results
CO; biofixation (Tcozmax) and CO, use efficiency (Ecozmax) Were observed at a flow rate of
0.05 vvm for porous diffusers (sintered stone, porous curtain and porous wood). The
maximum protein concentration (78.6 + 0.1% w w™) in biomass was observed in the assay
with the porous wood and flow of 0.05 vvm. The carbohydrate and lipids showed an increase
of 26 % and 21 % reduction, respectively, with flow rate increasing (0.3 vvm) on assay the
porous curtain. The HFM system stirred by bubbling air at a flow rate of 0.05 vvm provided
the concentration of dissolved inorganic carbon (DIC) in the medium (127.4 + 6.1 mg L™*) and
also higher results Pmay (131.8 £ 1.9 mg L™ d™), Tcoomsx (231.6 + 2.1 mg L™ d™) and Ecozmax
(86.2 + 0.8 % w w') compared to CA in the same flow. The CA the air flow rate of 0.3 vwvm
showed higher lipid content (11.9 + 0.6 % w w™). The application of lower air flow in the
assay with HFM provided 58% increase in lipid content of the Spirulina biomass. It was
possible with the obtained results to check that application of porous diffusers and HFM
system concurrently with the lowest flow in the Spirulina cultivation may result in highest
biomass productivity and CO, biofixation rates, contributing to cost reduction process for
producing biomass, as well as to mitigate emissions of this greenhouse gas to the atmosphere.

Keywords: carbon dioxide, diffusers, flow rate, mass transference, Spirulina.
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Maximo valor da taxa de biofixacdo de didxido de carbono

Tempo de geracdo ou tempo de duplicacéo celular (d)
Usina Termelétrica Presidente Médici

Volume util do fotobiorreator (L)

volume da corrente gasosa por volume de meio por minuto
Concentracdo celular (g.L™)

Méaxima concentracdo celular (g.L™)

Concentragdo celular inicial (g.L™)

Concentragéo celular no tempo t (g.L™)

Fracdo massica de carbono elementar determinado na biomassa
Fracdo massica de didxido de carbono na corrente gasosa
Velocidade especifica maxima de crescimento (d™)
Velocidade especifica de crescimento (d™)
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1 INTRODUCAO

O aquecimento global, induzido pela alta concentracdo de gases do efeito estufa
na atmosfera, tem sido tema de grande preocupacdo mundial. A utilizacdo continua de
combustiveis fosseis (petréleo, géas natural e carvdo) e a sua combustdo tem sido fonte de
emissdo de gases de efeito estufa (GEE), tais como o dioxido de carbono (CO,), 6xidos de
nitrogénio (NOx), metano (CH,), didxido de enxofre (SO;) e compostos organicos volateis
(CAROLINO, 2011; VERMA et al., 2010). As emissdes de CO, dos processos de combustao
e industriais contribuiram com cerca de 78 % das emissdes totais dos GEE entre 1970 e 2010,
sendo esta contribuicdo semelhante ao espero para o periodo de 2000 a 2100 (IPCC, 2014).

Com o aumento do desmatamento das florestas, 0 meio ambiente apresentou
limitagcdo na capacidade em absorver a carga extra de CO; liberada para a atmosfera
(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013). Consequentemente, ocorreram graves alteracfes
climaticas e efeitos nocivos a salde humana que tornaram necessario a captura e
armazenamento do carbono emitido na atmosfera pelos sistemas globais de energia
(CAROLINO, 2011).

Durante as duas ultimas décadas, véarias estratégias de mitigacdo de CO, que
foram investigadas por pesquisas tinham incluidas abordagens em relacao a reacdes quimicas,
processos bioldgicos, o emprego de fontes de energia renovaveis e injecdo direta do CO, em
grandes profundidades, como oceanos e formacdes geoldgicas (SINGH; AHLUWALIA,
2012; ZHENG et al., 2011).

No periodo contemporaneo, diversos estudos sugerem o emprego de microalgas
como uma estratégia sustentavel para a reducdo do excesso de CO, presente na atmosfera. Isto
devido a suas elevadas taxas de crescimento, o que Ihes conferem capacidade de fixar CO, em
relacdo as plantas terrestres (LI et al., 2008; ZHENG et al., 2011).

Além de contribuirem com a reducdo do efeito estufa, a biofixacdo de CO, por
microalgas € acompanhada pela produgdo de biomassa. Esta biomassa pode apresentar
aplicabilidade na produgdo de biocombustiveis (BRENNAN; OWENDE, 2009; COSTA,;
MORAIS, 2011), producdo de biopolimeros (MORAIS, 2008d), cosméticos (LOURENCO,
2006) e produtos para alimentacdo humana (CARVALHO, 2010) e animal (SPOLAORE et
al. 2006). Assim, o emprego de microalgas pode agregar beneficios adicionais ao processo de
biofixacdo de CO, (COSTA; MORAIS, 2011).

Diversos parametros fisico-quimicos, hidrodindmicos e biologicos podem afetar o

desempenho do processo de biofixacdo de CO, por microalgas. Estes incluem espécie do
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micro-organismo, temperatura, composi¢cdo do meio, pH, intensidade luminosa, vazdo de
alimentacdo da corrente gasosa, concentragdo de CO,, transferéncia de massa do CO, para 0
meio liquido (HO et al., 2011; ZHAO; SU, 2014) e configuracdo do fotobiorreator (KUMAR
etal., 2011).

A transferéncia do COyg) para 0 meio liquido em cultivos microalgais € uma das
principais limitagdes encontradas (OSWALD, 1988; TAPIE; BERNARD, 1988) quando se
utilizam gases de combustdo ou CO, proveniente de outras fontes. A configuracdo de
difusores, a vazdo de alimentacdo da corrente gasosa (TALBOT; LENCKI; LA NOUIE,
1990) e a profundidade do biorreator (CAMERINI, 2008) estéo entre os principais fatores que
podem influenciar o coeficiente de transferéncia de massa do CO, e a eficiéncia de biofixacao
de CO; no cultivo de microalgas.

A aplicacdo de difusores de mistura gasosa, como por exemplo, membranas de
fibra oca e materiais porosos (CHAI; ZHAO, 2012; TALBOT; LENCKI; LA NOUIE, 1990)
combinados com diferentes vazfes de alimentacdo da corrente gasosa podem promover o
aumento das taxas de transferéncia para 0 meio de cultivo e eficiéncia de biofixacdo de CO,
pelas microalgas.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo promover o aumento da
eficiéncia de biofixacdo de CO, por Spirulina sp. LEB 18 utilizando diferentes configuracoes
de difusores e vazdes especificas de alimentacdo da corrente gasosa.



25

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Este trabalho teve por objetivo promover o aumento da eficiéncia de biofixacdo de
CO, por Spirulina sp. LEB 18 utilizando diferentes configuracdes de difusores e vazdes

especificas de alimentagdo da corrente gasosa.

2.2 Especificos

Especificamente os objetivos podem ser assim delineados:

e Avaliacdo das varidveis de processo, configuracdes de difusores e vazbes
especificas de alimentacdo da corrente gasosa na transferéncia de CO, para 0 meio liquido
(sistema CO,-H,0);

e Estudo da bioconversdo do CO; fixado pela microalga Spirulina sp. por meio
da cinética de crescimento, caracterizacdo da biomassa produzida e eficiéncia de biofixacdo
de CO; quando cultivada com diferentes configuracdes de difusores e vazdes especificas da
corrente gasosa;

e Desenvolvimento de sistema composto por membranas de fibra oca de poli(éter
imida) para a alimentacdo de CO; ao cultivo de Spirulina sp.;

e Estudo da agitacdo empregada nos cultivos de Spirulina sp. utilizando sistema
de membranas de fibra oca para a alimentacao de COy;

e Auvaliacdo do desempenho do sistema de membranas de fibra oca por meio da
eficiéncia de biofixacdo de CO,, cinética de crescimento, composi¢do proximal e elementar da
biomassa de Spirulina sp.
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3 JUSTIFICATIVA

No periodo de 2011, o consumo primario mundial de energia utilizado por varios
setores foi estimado em mais de 12 milhes de toneladas equivalentes de petréleo. Com isto,
87 % da energia consumida no mundo foram provenientes dos combustiveis fdsseis, enquanto
que apenas 2 % foram oriundas de energias renovaveis. O 6leo combustivel e o carvao
representaram nesta parcela de combustiveis fésseis, 33,1 % e 30,3 % do consumo global de
energia, respectivamente (BP, 2012).

A queima de combustiveis fosseis e processos industriais sdo0 0s maiores
contribuintes para a formacdo dos gases de efeito estufa (GEE), uma vez que representaram
65 % das emissdes de CO, em 2010 (IPCC, 2014). Os gases de combustdo de processos
industriais contém até 15 % de CO,, podendo assim proporcionar uma fonte de carbono
abundante para o cultivo de microalgas (KUMAR et al., 2010).

A biofixacdo de CO, por microalgas tem se mostrado como uma solucgédo
promissora para atenuar as emissfes deste gas em excesso na atmosfera. A bioconversdo do
CO, por microalgas por meio da fotossintese pode resultar na producdo de diversos
compostos organicos, como lipidios, carboidratos e proteinas com aplicabilidade nas
industrias de alimentos e na producdo de biocombustiveis (HSUEH et al., 2009; JIANG et al.,
2011).

No entanto, a biofixacdo de CO, por microalgas € prejudicada devido a baixa taxa
de transferéncia de CO, para o meio liquido. Isto resulta em grande perda de CO,, podendo
causar limitagdo da fonte de carbono para o cultivo (BABCOCK; MALDA; RADWAY,
2002). Estima-se que em torno de 80 a 90 % do CO; fornecido aos cultivos microalgais é
perdido para a atmosfera (BECKER, 1994; PUTT et al., 2011).

Para garantir eficiéncia do processo de biofixacdo de CO,, pardmetros como
vazao de alimentagéo da corrente gasosa e 0 emprego de difusores para a injecdo de gases que
promovam maior transferéncia do CO,g) para 0 meio de cultivo devem ser investigados.

Neste contexto, em 2004 foi firmada uma parceria entre Eletrobras, Companhia de
Geracdo Térmica de Energia Elétrica (CGTEE) e o Laboratério de Engenharia Bioquimica
(LEB) para implantacdo de uma planta piloto de Biofixagdo de CO, por microalgas na usina
termelétrica Presidente Médici (UTPM), operada pela CGTEE, a qual compBe o maior
complexo termelétrico a base de carvdo mineral do Rio Grande do Sul. Desde entdo o LEB
vém desenvolvendo pesquisas sobre a biofixacdo de CO, dos gases de combustdo do carvéo

mineral.
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No ano de 2012, foi renovada a parceria com a intencdo de reativar esta Planta
Piloto e dar continuidade as pesquisas do processo. Sendo assim, esta dissertacdo ndo so
contribuira para o desenvolvimento de tecnologias para o processo de biofixa¢do de CO, por
microalgas como também para o aumento da produtividade de biomassa e atenuagdo das

emissOes deste gas de efeito estufa para a atmosfera.

3.1 Historico do Laboratoério

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) foi criado em 1996 pelo professor Dr. Jorge Alberto Vieira Costa, sendo este
vinculado a Escola de Quimica e Alimentos da Universidade.

O LEB vem desenvolvendo pesquisas com cultivos de microalgas desde 1996.
Desde entdo ja foram estudadas configuracdes de fotobiorreatores e modos de cultivo
(REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006), taxa de renovagéo de meio e concentracdo de corte
(HENRARD, 2009; REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006), iluminéncia, temperatura,
composicdo dos nutrientes e utilizacdo de substratos alternativos na suplementacdo do meio
de cultivo (ANDRADE; COSTA, 2007). Além disso, foi desenvolvido estudo com
modelagem matematica do crescimento da microalga Spirulina (COSTA et al., 2002).

A biomassa produzida com o cultivo de microalgas foi avaliada quanto a
producdo de &cidos graxos (MORAIS; COSTA, 2008b), biossurfatantes (RADMANN, 2011),
bioetanol (MARGARITES, 2010; MARGARITES, 2014), biogds (ANDRADE, 2009;
HENRARD, 2013; GOULARTE, 2014), nanofibras (MORAIS, 2008d), lipideos e
desenvolvimento de nanoemulsdo (FERREIRA, 2013) e nanoparticulas contendo peptideos
bioativos (LISBOA, 2013). Com o consumo de microalgas foi verificado potencial
antitumoral, hipocolesterolémico (COLLA, 2002) e nutricosmético (MORO, 2013). Neste
contexto, foram realizados estudos quanto ao desenvolvimento de alimentos para praticantes
de atividades fisicas adicionados de Spirulina (CARVALHO, 2010).

Entre os projetos desenvolvidos, a biofixacdo de CO, por microalgas teve inicio
no ano de 2004 com o convénio entre a Universidade, por meio do Laboratério de Engenharia
Bioquimica com a Eletrobras e a CGTEE. Com o desenvolvimento das pesquisas foi
projetada e construida uma Planta Piloto de Biofixacdo de CO, por Microalgas na Usina
Presidente Médici na cidade de Candiota (RS). Esta com area de 6.000 m?, 70 m? de
laboratdrios, possuindo trés biorreatores do tipo Raceway, dois com volumes de 18 m® cada e

um com volume de 1 m?, para crescimento e manutencéo de inéculo.
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A partir do convénio firmado foram desenvolvidos diversos estudos relacionados
a biofixacdo de CO, por microalgas, entre esses podem ser citados: 5 (cinco) dissertagcdes de
mestrado (MORAIS, 2006; RADMANN, 2007; CAMERINI, 2008; ROSA, 2014; VAZ,
2014), 1 (uma) tese de doutorado (MORAIS, 2008d), 4 (quatro) projetos de graduacao, além
de diversos artigos relacionados ao assunto (MORAIS; COSTA, 2007a; MORAIS; COSTA,
2007b; MORAIS; COSTA 2007c; MORAIS; COSTA, 2008a; RADMANN; COSTA, 2008;
ROSA et al., 2011; MORAIS; RADMANN; COSTA, 2011; RADMANN et al., 2011).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 EmissOes de Gases de Efeito Estufa e o Aquecimento global

As emissdes antrépicas dos gases de efeito estufa (GEE) para atmosfera
apresentaram aumento continuo entre o periodo de 1970 a 2010, sendo estas intensificadas no
final da Gltima década chegando a 49 GtCOZeq.a'l. Apesar do crescimento de uma série de
politicas de atenuagcdo das mudancgas climaticas, as emissfes anuais de GEE cresceram em
media 1,0 GtCOyyq (2,2 %) entre os anos de 2000 a 2010, em comparagéo a 0,4 GtCOyq (1,3
%) entre 1970 e 2000 (Figura 1) (IPCC, 2014).

Figura 1 - Emissdes antrépicas anuais totais de gases de efeito estufa (GtCO2eq.a™) por um
grupo de gases entre 1970 - 2010: CO, proveniente da queima de combustiveis fésseis (CF) e
processos industriais (P1); CO, proveniente de florestas e outras utiliza¢bes da terra (FOTU);

metano (CHy); 6xido nitroso (N,O); gases fluorados cobertos pelo Protocolo de Kyoto (F-
Gases)

+22 %1
2000 - 2010

]

& ﬁ'ﬁ |

1

&

]

Ernisades ant ro pogé nicos de gases de efeito estufa [GtCO,,,.87)

B FGases 5%
B N0
% CH.
1o 8%
555, B co, FoTu
CO; de CFePI
b .
1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 010 2010

Fonte: IPCC (2014)

O aumento das emissdes antropicas de GEE em 10 GtCOyq entre o periodo de
2000 e 2010 ocorreu principalmente pelo fornecimento de energia (47 %), indudstria (30 %),
transporte (11 %) e setores da construgédo civil (3 %). Desde 2000, as emissOes de GEE
apresentaram aumento em todos o0s setores, com excec¢do das emissOes de provenientes de
florestas e outras utilizagOes da terra (FOTU). Dos 49 GtCOzeq emitidos em 2010, 35 % (17

GtCOy) das emissdes de GEE foram provenientes do setor de produgéo de energia, 24 % (12
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GtCOyq) de FOTU, 21 % (10 GtCOyeq) da industria, 14 % (7,0 GtCOyq) do transporte e 6,4
% (3,2 GtCO4¢q) da construgéo civil (IPCC, 2014).

O aquecimento global € o aumento da temperatura média terrestre, este induzido
por processos naturais ou por atividades humanas. A causa primaria deste fenbmeno é
intensificacdo do efeito estufa na atmosfera por meio da liberagdo de GEE, devido a queima
de combustiveis fosseis (carvao, petroleo e gas) e pelo desmatamento em larga escala
(HOUGHTON, 2005).

Os provaveis efeitos nocivos com o aumento da temperatura da superficie terrestre
incluem: mudanca na distribuicdo e quantidade de precipitagfes; impacto na producdo de
alimentos; derretimento acelerado das calotas polares; aumento do nivel dos oceanos; e
extincao acelerada de espécies (BILANOVIC et. al., 2009).

Como relatado, 0 CO, é um dos principais gases intensificadores do efeito estufa,
sendo este considerado o principal causador do aquecimento global (TOLEDO-CERVANTES
et al., 2013). O CO; € resultante do processo de decomposi¢do da matéria organica e de todo e
qualquer processo de queima ou combustéo (respiracdo) (OHSE et al., 2007).

A reducdo do acimulo do CO, na atmosfera pode ser realizada utilizando trés
métodos diferentes, os quais englobam a (1) reducdo do uso de combustiveis fdsseis; (2) a
remocao do CO; da atmosfera e (3) a captura e sequestro ou a utilizagdo do CO, emitido pela
combustdo de combustiveis fosseis, antes da sua entrada na atmosfera (BENEMANN, 1997).

4.2 Microalgas e suas aplicacbes

As microalgas pertencem a um grande e diversificado grupo de micro-organismos
fotossintéticos, os quais podem ser classificados como unicelulares e multicelulares.
Compreendem nesta definicdo os procaridticos (cianobactérias) e os eucarioticos (LI et al.,
2008).

As microalgas podem ser encontradas em ambientes marinhos, de agua doce
(BECKER, 1994) ou em ambientes terrestres, sendo mais de 40.000 espécies ja catalogadas.
Entre os maiores grupos de microalgas, Cyanophyceae (algas azuis), Chlorophyceae (algas
verdes), Bacillariophyceae (diatomaceas) e Chrysophyceae (algas douradas) sdo
frequentemente citadas quando se refere as caracteristicas desejaveis para uma combinagéo
eficiente e econdmica de fixacdo de CO,, tratamento de aguas residuais e sintese de lipidios
para a producdo de biocombustiveis (KUMAR et al., 2010).
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A composicdo bioquimica das microalgas pode variar entre as diferentes espécies
e até mesmo entre a mesma espécie, devido a alteracdo das condi¢des de cultivo aplicadas a
cultura (BROWN et al., 1997). Ha diversos fatores que afetam o crescimento e a composicédo
bioquimica das microalgas, como por exemplo, a concentracdo e composi¢cdo dos nutrientes
do meio de cultivo, intensidade luminosa, concentragdo de CO,, salinidade, temperatura, pH,
concentragdo do oxigénio dissolvido, entre outros (KUMAR et al., 2010).

Entre os componentes de maior predominancia na biomassa, destacam-se as
proteinas, carboidratos e lipidios (SINGH; GU, 2010). Na Tabela 1, pode-se observar a
composicdo de diferentes microalgas quanto a concentracdo de proteinas, carboidratos e
lipidios em base seca.

Tabela 1 - Concentracdo de proteinas, carboidratos e lipidios para diferentes cepas de
microalgas

_ Proteinas Carboidratos Lipidios
Microalgas 1 1 1
(% m.m™) (% m.m™) (% m.m™)
Anabaena cylindrica 43 - 56 25-30 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51 - 58 12 -17 14 - 22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28 -39 40 - 57 9-14
Scenedesmus obliquus 50 - 56 10-17 12-14
Spirulina maxima 6071 13-16 67
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Adaptado de Becker (1994)

O elevado teor de proteinas presente na biomassa de varias espécies de microalgas
€ uma das principais razdes para considera-las uma fonte suplementar proteica (SPOLAORE
et al., 2006) na dieta humana e animal. As proteinas presentes na biomassa microalgal
mostram-se superiores quanto a qualidade, comparado a fontes vegetais, como por exemplo,
trigo, arroz e leguminosas. Entretanto, mostram-se inferiores em relacdo as proteinas obtidas
de fontes animais, como leite e carne (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Entre as microalgas com elevados teores de proteinas em sua composicéo,

destaca-se a Spirulina, com seu teor proteico entre 55 e 70 % da massa seca total. Neste caso



33

a biomassa de Spirulina vem sendo muito empregada na suplementacdo de dieta animal como
fonte proteica (LUM; KIM; LEI, 2013).

Os carboidratos sdo os principais derivados da fotossintese a partir do
metabolismo de fixacdo de carbono pelas microalgas (ciclo de calvin) (HO et al., 2011). Estes
podem ser acumulados como materiais de reserva (amido), ou tornarem-se componentes
principais das paredes celulares (celulose, pectina e polissacarideos sulfatados) (CHEN et al.,
2013; RANGEL-YAGUI et al., 2004; RISMANI-YAZDI et al., 2011). Os polissacarideos,
tanto da parede celular como o material de reserva, podem ser convertidos em acucares
fermentesciveis para a producdo de bioetanol via fermentacdo microbiana (WANG; WANG;
LIU, 2011).

O conteudo e a composicdo de lipidios presentes nas microalgas podem variar de
acordo com a espécie, com as fases de crescimento e com as condic¢des de cultivo. Condicdes
para 0 aumento da produgdo de lipidios incluem a deficiéncia de nitrogénio, excesso de
luminosidade e alta salinidade. Entre estes, a limitagdo de nitrogénio é o fator amplamente
estudado para estimular a sintese de acidos graxos em microalgas (COSTA; MORAIS, 2011).

A concentracdo média de lipidios em microalgas pode variar entre 1 e 40 %. Em
condicGes de stress dos cultivos, o teor de lipidios na biomassa pode atingir valores de até 85
% da massa seca. Na biomassa microalgal, os lipidios sdo tipicamente compostos por glicerol,
glicidios ou bases esterificadas. Os acidos graxos possuem de 12 a 22 atomos de carbono em
sua cadeia. Em particular, alguns acidos graxos sintetizados por microalgas, tais como o
O0mega 3 e 6 (0-3 e ®-6), ttm um alto valor econémico nas industrias alimenticia e
farmacéutica, pois sd@o o0s principais precursores de hormdénios como prostaglandinas,
prostaciclinas, leucotrienos e tromboxanos, em diferentes classes de animais marinhos e
terrestres, fundamentais para o desenvolvimento e reguladores fisioldgicos (PYLE; GARCIA,
WEN, 2008; GUSCHINA; HARWOOD, 2006; PEREIRA et al., 2012). As principais
aplicacdes dos acidos graxos de microalgas sdo no enriquecimento de ragdes para peixes,
possibilidade de uso para producdo de biodiesel e fonte de acidos graxos essenciais na dieta
humana (MORAIS; COSTA, 2008b).

A Figura 2 apresenta a representacdo esquematica da conversdo fotossintética de

energia solar, CO, e demais nutrientes em biomassa microalgal e suas diversas aplicacdes.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da conversdo fotossintética por microalgas e suas

aplicacoes
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r ) /
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Cosmeéticos
—31 (Antienvelhecimentoe
\ / L clareamento da pele)

Fonte: Adaptado de Ho et al. (2011)

A biotecnologia microalgal também demonstrou aplicabilidade no tratamento de
efluentes, como na biorremediacdo de nitrogénio e fosforo (CHANG et al., 2013) e na
biofixacdo de CO, proveniente de gas de combustdo (MORAIS; COSTA, 2007a).

No entanto, apenas algumas espécies de microalgas tém sido utilizadas com
sucesso para aplicagdes comerciais, e algumas destas sdo apresentadas na Tabela 2, incluindo
Chlorella, Dunaliella salina, Botryococcus braunii, Spirulina platensis, Nannochloropsis,

Arthrospira e Haematococcus pluvialis (HO et al., 2011).

Tabela 2 — Diferentes aplica¢fes da biomassa de microalgas

Microalgas Aplicagdes da biomassa Referéncias

1. Precursores de vitaminas Gouveia et al. (1996)

2. Aditivos alimentares Borowitzka (1999)
Chlorella 3. Nutricdo animal Spolaore et al. (2006)

4. Cosmeticos Wang et al. (2010)

5. Biocombustiveis Chen et al. (2010)

1. B-caroteno Metting (1996)
Dunaliella salina 2. Suplementos alimentares

. Spolaore et al. (2006)
3. Cosméticos
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Chisti (2007)

Botryococcus braunii 1. Biodiesel
Chen et al. (2010)
1. Produtos farmacéuticos Raja et al. (2008)
Spirulina platensis 2. Ficobiliproteinas Spolaore et al. (2006)
3. Nutricdo humana Belay et al. (1993)

1. Astaxantina
Haematococcus pluvialis 2. Aditivos alimentares Spolaore et al. (2006)

3. Produtos farmacéuticos

1. Acido graxo eicosapentaenoico Chisti (2007)

Nannochloropsis o
2. Biodiesel Chen et al. (2010)

Fonte: Adaptado de Ho et al. (2011)

4.3 Biofixacdo de CO; por microalgas

A biofixacdo de CO, por microalgas tem despertado muita aten¢do nos ultimos
anos. Sendo que, ao se valer delas tem se observado uma tecnologia que possa vir a contribuir
com a reducdo do aumento das concentragdes dos gases de efeito estufa na atmosfera. Neste
contexto, pesquisas estdo sendo desenvolvidas na area de sequestro de carbono, a fim de
identificar espécies de microalgas tolerantes a altas concentracdes de CO, e a definicdo de
parametros do processo gque maximizem as taxas de crescimento e de bioconversdo de
carbono pelas microalgas (RADMANN et al., 2011; SINGH; AHLUWALIA, 2012).

De acordo com Brennan e Owende (2009) a selecdo de cepas adequadas ao
processo de biofixacdo de CO, tem efeito significativo sobre a competitividade de custos e
eficacia do processo. Os autores relataram caracteristicas desejaveis das microalgas para que
se atinjam altas taxas de biofixacdo de CO,, as quais incluem o seguinte: altas taxas de
crescimento e de consumo de CO; alta tolerdncia a constituintes tracos dos gases de
combustao, tais como SOx e NOXx; capacidade de produzir bioprodutos; facilidade de colheita,
associadas a caracteristicas espontaneas de sedimentacdo ou floculacao; tolerancia a elevadas
temperaturas do meio liquido, a fim de minimizar custos de resfriamentos de gases de
combustdo; e capacidade de serem cultivadas com aguas residuais de tratamentos.

A Tabela 3 apresenta comparagdo entre estudos com diferentes cepas de
microalgas cultivadas e suas respectivas condi¢fes, quanto a concentracdo de CO; injetado,
periodo de injecdo, vazdo especifica de alimentagdo da corrente gasosa e o resultado obtido
quanto a taxa maxima de biofixagéo de CO; (Tcozmax)-
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Tabela 3 - Comparacdo entre estudos com microalgas em relacdo a concentracdo de CO,,
periodo de injecdo, vazao especifica de alimentacdo e a taxa maxima de biofixacdo de CO,

CO, Periodode Vazédo T cormax

Microalgas (%) injecio (wm) (mg.Ld?) Referéncias
Nannochloris sp. 15 n.f n.f 601° Negoro et al. (1991)
Chlorella sp. 20 n.f n.f 1316 Sekai et al. (1995)
Chlorella vulgaris 1,0 n.f 0,3 6240 Cheng et al. (2006)
: . a Morais; Costa
Chlorella kessleri 6 15 min/2 h 0,3 164 (2007¢)
: . a Morais; Costa
Scenedesmus obliquus 6 15 min/2 h 0,3 160 (2007¢)
- . a Morais; Costa
Spirulina sp. 6 15 min/2 h 0,3 376 (2007a)
: . a Morais; Costa
Scenedesmus obliquus 12 15 min/2 h 0,3 263 (2007a)
- . a Morais; Costa
Spirulina sp. 6 15 min/2 h 0,3 394 (2007b)
) . a Morais; Costa
Scenedesmus obliquus 15 min/2 h 0,3 198 (2007b)
Chlorella vulgaris 0,09 n.f n.f 3450 Fan et al. (2008)
Chlorella sp. 5 n.f 0,2 700,2 Ryu; Oh; Kim, (2009)
Scenedesmus sp. 10 n.f 0,3 408,9 Yoo et al. (2010)
Scenedesmus obliquus 10 Continuo 0,003 549,9 Ho et al. (2010)
Scenedesmus obliquus 5 Continuo 0,25 286 Tang et al. (2011)
Scenedesmus obliquus 10 Continuo 0,25 288 Tang et al. (2011)
Chlorella pyrenoidosa 5 Continuo 0,25 244 Tang et al. (2011)
Chlorella pyrenoidosa 10 Continuo 0,25 260 Tang et al. (2011)
- . Radmann et al.
Spirulina sp. 12 periodoclaro 0,3 150,0 (2011)
. . Radmann et al.
Chlorella vulgaris 12 periodoclaro 0,3 138,0 (2011)
S.obliguus CNW-N 0,03 Continuo 0,05 72.3 Ho; Lu e Chang,
(2012)
S.obliquus CNW-N 0,03  Continuo 0,8 301,6 Ho; Lu e Chang,
(2012)
. . Ho; Lu e Chang,
S. obliquus CNW-N 5 Continuo 0,05 527,6 (2012)
. . Ho; Lu e Chang,
S. obliquus CNW-N 5 Continuo 0,8 402,2 (2012)
. . Ho; Lu e Chang,
S. obliquus CNW-N 2,5 Continuo 0,4 560,1 (2012)
S. obtusiusculus 10 n.f 0,4 970 Toledo-Cervantes et
al. 2013

a - Calculados a partir da produtividade de biomassa (Px, mg.L™".d™"), de acordo com a equac&o: TCO, = 1,88 x
Px, que é derivado da férmula molecular da biomassa de microalgas, COg4sH1.83No.11Po.0 (CHISTI, 2007).

n.f —informacéo ndo fornecida.

Fonte: Adaptado de Ho et al. (2011)
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Cheng et al. (2006), em cultivos com a microalga Chlorella vulgaris encontraram
taxa maxima de biofixacdo de CO, de 6240 mg.L™.d™ (Tabela 3). Fan et al. (2008), também
utilizando a cepa Chlorella vulgaris observaram méxima biofixacdo de 3450 mg.L ™ .d* de
CO,. Tanto no estudo de Cheng et al. (2006) quanto no estudo de Fan et al. (2008), as
concentragOes fornecidas foram de 1,0 % e 0,09 %, respectivamente.

Morais e Costa (2007b) isolaram cepas de Scenedesmus obliquus e Chlorella
kessleri em lagoas de sedimentacdo proximas a Usina Termelétrica Presidente Médici —
UTPM em Candiota - RS e em cultivos com 18 % (v.v') de CO, verificaram que o
crescimento ndo foi inibido. Radmann et al. (2011), neste mesmo local, isolaram cepas de
Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris. Segundo Ono e Cuello (2007) a utilizagdo de
espécies que possam tolerar altas concentraces de CO,, contaminantes dos gases de
combustdo e altas temperaturas, podem minimizar custos de pré-tratamento dos gases.

Nos estudos realizados por Morais e Costa (2007¢) (Tabela 3), as concentractes
de CO; injetadas variaram de 6 a 12 % para vazao especifica de alimentacdo da corrente
gasosa de 0,3 vvm nos cultivos da microalga Scenedesmus obliquus e as Tcozmax Obtidas
foram de 160 a 263 mg.L™.d™, respectivamente. Para a microalga Spirulina sp. utilizando as
mesmas concentragdes de CO, e vazdo especifica, as Tco, méximas foram de 376 e 394 mg.L
1 d*, demonstrando que ambas as cepas apresentaram capacidade de fixar CO».

Ao investigarem o efeito da injecdo de diferentes concentracdes de CO; (ar, 2, 5,
10 e 15 %; 0,25 vvm; injecdo continua) no crescimento da microalga Nannochloropsis
oculata, Chiu et al. (2009) relataram concentracéo celular maxima de 1,28 g.L™* com injecdo
de 2 % (v.v') de CO,. Nos ensaios com injecéo de ar, 5, 10 e 15 % de CO, o crescimento da
microalga foi completamente inibido. Este comportamento também foi relatado por Hu e Gao
(2003) em ensaios com a Nannochloropsis sp., a qual apresentou crescimento elevado quando
a aeracdo era enriquecida com CO,, comparada aos ensaios com apenas injecao de ar.

Em cultivos da microalga Chlorella sp. MTF-7, as maximas concentracdes de
biomassa atingidas foram 1,67; 1,50; 1,32 e 2,4 g.L" quando era utilizado como fonte
carbono 2, 10 e 25 % de CO, comercial e de gas de combustdo, respectivamente (CHIU et al.,
2011). Radmann et al. (2011) verificaram que a injecdo de gas de combustdo sintético (12 %
v.v! de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO) nos cultivos de Spirulina sp., Chlorella
vulgaris e Scenedesmus obliquus ndo causou inibicdo do crescimento das microalgas,

atingindo produtividades méaximas de biomassa de 80, 90 e 60 mg.L™.d*, respectivamente.
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4.3.1 Conversao do CO, em biomassa por microalgas via processo fotossintético

A fotossintese € um processo fisico-quimico que converte dioxido de carbono e
energia luminosa em compostos organicos e libera oxigénio molecular (SMITH, 1997;
ZHAO; SU, 2014) a nivel celular. Normalmente, a fotossintese ocorre em dois principais
estagios: reacdes dependentes e independentes da luz (Figura 3).

As reacOes dependentes da luz consistem em duas principais etapas, realizadas por
dois fotossistemas diferentes, mas relacionados. Uma delas ¢ a reducio do NADP" a NADPH,
executado pelo fotossistema I. A segunda etapa consiste na reacdo em que ocorre a oxidagédo
da &gua para producdo de oxigénio, executada pela fotossistema Il. Os dois fotossistemas
realizam as reacdes redox (transporte de elétrons) e interagem entre si indiretamente por meio
de uma cadeia transportadora de elétrons que liga os dois sistemas. A producdo de ATP ¢é
vinculada ao transporte de elétrons em um processo semelhante a producdo de ATP pelo
transporte mitocondrial de elétrons. Nas reacOes de escuro, 0 ATP e o NADPH produzidos
nas reacOes de luz fornecem energia e o potencial redutor para fixacdo de CO, (CAMPBELL,;
FARRELL, 2006).

Figura 3 — Processo de fotossintese: reacdes dependentes e independentes da luz
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Fonte: Adaptado de Iverson (2006) e Zhao e Su (2014)
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A fixagdo de CO; ocorre no estroma do cloroplasto em plantas superiores e no
citoplasma nas cianobactérias. A equacdo para essa reacdo geral (Equagdo 1), assim como

todas as equacdes para 0s processos fotossintéticos € enganosamente simples.

Enzimas

6 CO, + 12 NADPH + 18 ATP — > CgH1,06 + 12 NADP" + 18 ADP + 18 Pi (1)

A reacdo liquida de seis moléculas de didxido de carbono para produzir uma
molécula de glicose requer a carboxilacdo de seis moléculas de um intermediario principal
com cinco carbonos, a ribulose-1,5-bisfosfato, para formar seis moléculas de um
intermediario instavel com seis carbonos, que, entdo, rompe-se para fornecer 12 moléculas de
3-fosfatoglicerato. Dessas, duas moléculas de 3-fosfoglicerato reagem entrei si, finalmente
produzindo glicose. As dez moléculas restantes de 3-fosfoglicerato sdo utilizadas para
regenerar as seis moléculas de ribulose-1,5-bisfosfato. A via completa da reacdo é ciclica e
chamada de ciclo de Calvin (Figura 3), Nobel de Quimica em 1961 (CAMPBELL,;
FARRELL, 2006).

A primeira reagdo do ciclo de Calvin é a condensacdo da ribulose-1,5-bisfosfato
com o CO, para formar um intermediério de seis carbonos, o 2-carboxi-3-cetorribitol-1,5-
bisfosfato, que rapidamente se hidrolisa para fornecer duas moléculas de 3-fosfoglicerato. A
reacdo € catalisada pela enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco),
ausente em tecidos animais e, esta localizada na face da membrana tilacoide virada para o
estroma e é provavelmente uma das proteinas mais abundantes na natureza, pois é responsavel
por 15 % do total de proteina nos cloroplastos (CAMPBELL; FARRELL, 2006).

4.4 Fatores que influenciam a biofixacdo de CO, por microalgas

A bioconversdo de CO, pelas microalgas pode ser influenciada por diversos
fatores que partem desde a transferéncia do CO, da fase gasosa até a fase liquida (meio de
cultivo), até parametros de processo e bioldgicos. Neste contexto, destacam-se a temperatura,
nutrientes do meio de cultivo, intensidade luminosa, pH, configuragdes dos biorreatores (HO
etal., 2011) e difusores, vazédo de alimentacdo da corrente gasosa (CO,) (TALBOT; LENCKI;
LA NOUIE, 1990), entre outros.

Os topicos descritos a seguir abordaram os principais aspectos que influenciam a

biofixac¢do por microalgas, estes relacionados com o tema central desta dissertagéo.
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4.4.1 Fonte de carbono e o pH

O carbono é um dos elementos principais e necessario em maiores concentracdes
no cultivo de microalgas (CHAE; HWANG; SHIN, 2006; LOURENCO, 2006). Este pode ser
fornecido aos cultivos por diversas fontes, como o CO, atmosférico, a partir de gases
industriais (gas de combustdo) e CO, quimicamente fixado sob a forma de carbonatos
soliveis (NaHCO3; e Na,CO3) (BECKER, 1994). No entanto, a concentracdo de CO,
atmosférico (0,039 % v.v') ndo é considerada suficiente para promover elevadas taxas
crescimento e produtividade de biomassa.

De acordo com Doucha e Livansky (2006), o carbono constitui entre 45 e 50 %
m.m™ da massa seca das microalgas, sendo assim necessario em torno de 1,65 a 1,83 g de
CO; para a producao de 1,0 g de biomassa.

A elevada demanda por carbono decorre do fato de que este € incorporado por
meio da fotossintese, tornando-se constituinte muito importante de todas as substancias
organicas sintetizadas pelas células, como proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas
e lipidios (LOURENCO, 2006).

O fornecimento de CO, comprimido pode representar até 41,3 % do total dos
custos para a producdo de biomassa de microalgas (MOLINA GRIMA et al., 2003). Neste
contexto, 0 emprego de gases residuais de processos de combustdo, contendo entre 5 a 15 %
(v.v'!) de CO,, podem fornecer quantidades de CO, suficientes para a produgéo de microalgas
em larga escala (KUMAR et al., 2010).

A maioria das microalgas tem seu crescimento favorecido em pH neutro,
enquanto algumas requerem pH mais elevado, como Spirulina platensis (pH em torno de 9)
(VONSHAK, 1997), ou inferior, como Chlorococcum littorale (pH em torno de 4)
(KODAMA, et al., 1993).

Em cultivos de microalgas ocorre uma relagdo complexa entre o pH e a
concentragdo de CO,, devido ao equilibrio quimico entre as espécies (COxgq) <> HoCO3 <
HCO5 <« COs%). O aumento da concentracéo de CO, na corrente gasosa injetada nos cultivos
pode causar reducdo do pH, resultando em efeito adverso sobre a fisiologia microalgal,
refletindo nas taxas de crescimento e na composic¢édo da biomassa (RICHMOND, 1986).

A injecdo de gases de combustdo em cultivos microalgais pode influenciar
fortemente o pH do cultivo, devido a dissolugdo do CO, e do SOx contidos nestes gases. Em
elevadas concentracbes de CO, (20 %) e com adicdo de SOx, o pH pode atingir 2,6
(WESTERHOFF et al., 2010). Considerando-se que a variagéo do pH decorrida da dissolucéo
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destes gases podera causar influéncia na cinética de crescimento, o tamponamento do meio de

cultivo podera evitar estas flutuacbes (MAEDA et al., 1995).

4.4.2 Temperatura e Luminosidade

O efeito da temperatura sobre as reagdes bioquimicas a torna um dos fatores
ambientais mais importantes que influenciam a composi¢cdo bioquimica de algas
(GROBBELAAR, 2004). A temperatura 6tima varia entre as espécies de microalgas (ONO;
CUELLO, 2003). No entanto, estas também podem ser influenciadas por outros parametros
ambientais, tais como a intensidade luminosa. Temperaturas de crescimento ideais entre 15 e
26 °C sdo relatadas para algumas espécies, atingindo altas taxas de crescimento em 23 °C
(TAMIYA, 1957). Em cultivos de Spirulina a temperatura ideal varia entre 35 e 38 °C
(VONSHAK, 1997).

Considerando-se que os gases de combustdo de usinas termelétricas podem atingir
elevadas temperaturas (120 °C), a aplicacdo de microalgas termofilicas torna-se interessante
(BAYLESS et al., 2001). Alem de serem utilizadas para o sequestro de CO,, as microalgas
podem contribuir na reducdo de custos de resfriamento dos gases de exaustdo e gerar
biomassa rica em metabdlitos secundérios (SINGH; AHLUWALIA, 2012).

Hsueh et al. (2009) isolaram a microalga Thermosynechococcus sp. TCL-1. Nos
estudos com esta microalga, na temperatura de 50 °C e injecdo de 10 % de CO,, os autores
verificaram velocidade especifica de crescimento (p) de 2,7 d™ e biomassa com elevada
concentracdo de carboidratos (60,6 %). Devido a caracteristica termofilica, a TCL-1
demostrou ter potencial para ser aplicada em cultivos com o uso de gases de combust&o.

A intensidade e a eficiéncia de utilizacdo da luz sdo de importancia crucial no
desenvolvimento de biorreatores para os cultivos microalgais. Tanto a luz solar, quanto a luz
artificial sdo utilizadas pelas microalgas pela incidéncia na regido externa da superficie dos
biorreatores, bem como no interior do volume, pela instalacdo de dispositivos de iluminacéo
(LED ou fibras oticas) no interior do biorreator (SUH; LEE, 2003).

Ho; Lu e Chang, (2012) verificaram as maiores velocidades especificas de
crescimento (1,3 d™) e de biofixacéo de CO, (853,7 mg.L™.d™) para a microalga Scenedesmus
obliguus CNW-N, quando esta foi exposta a uma intensidade luminosa de 180 pmolssions.m’
25 2,5 % de CO; e vazdo de 0,4 vvm.
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4.4.3 Transferéncia de gases no cultivo de microalgas

Os gases introduzidos em cultivos microalgais apresentam diversos propositos,
dentre eles, (i) fornecimento de CO,, como fonte de carbono (ii) sistema de agitacdo de
biorreatores, evitando gradientes de concentragdo de nutrientes, (iii) exposicdo igualitaria de
luminosidade (especialmente em culturas de alta densidade celular), minimizando fenémenos
de sombreamento, (iv) controle de pH, assegurando a dissolucdo do CO, e (V) remogéo do
oxigénio dissolvido (OD) acumulado no interior do biorreator, reduzindo assim a sua
toxicidade para as microalgas (KUMAR et al., 2010; MOLINA GRIMA et al., 1999).

4.4.3.1 Transferéncia de CO, em cultivos microalgais

A concentracdo de CO, fornecida aos cultivos de microalgas ndo reflete
necessariamente a quantidade de CO, dissolvido no meio de cultivo. O processo de
transferéncia tem papel importante na dissolucdo deste gas para o0 meio liquido até etapa final
no sitio ativo de reacdo da microalga.

A transferéncia de CO; para o meio liquido e condi¢Ges de mistura sdo parametros
criticos em fotobiorreatores empregados no processo de remocdo de CO, por microalgas
(CHAI; ZHAO, 2012). Estima-se que em torno de 80 a 90 % do CO, fornecido aos cultivos
microalgais é perdido para a atmosfera (BECKER, 1994; PUTT et al., 2011).

O processo de transferéncia visa além de transferir o gas para o meio liquido,
também garantir que o gas dissolvido chegue até as células. Durante este processo varias
resisténcias estdo associadas, as quais se destacam oito, descritas a seguir (Adaptado de
MOO-YOUNG; BLANCH, 1981; CHISTI, 1989).

. na difusdo do gas no interior da bolha;

-

. na interface gas-liquido da fase gasosa;

. na pelicula liquida estagnada ao redor da bolha de gas;

2

3

4. na difusdo do gas até as células;

5. na pelicula liquida em torno da célula;

6. na resisténcia imposta pela membrana celular;

7. naresisténcia devido a difusdo do gas no citoplasma;

8. n resisténcia associada a velocidade da reacdo de consumo final.

A Figura 4 apresenta o diagrama esquematico das resisténcias associadas a

transferéncia de massa da fase gasosa (CO.) ao sitio de reacdo no interior da célula.
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Figura 4 — Resisténcias a transferéncia de massa da fase gasosa ao sitio de reacao no interior
da célula

CO; | Bulk da fase Célula
f liquida

Bulk da fase A
gasosa

! (4

Fonte: SUGAI (2012)

Entre as resisténcias apresentadas, nem todas s&o consideradas significativas
(CHISTI, 1989). Muitos estudos ratificam que a resisténcia do lado gasoso pode ser
desprezada, em virtude da intensa movimentacdo das moléculas de gas. Portanto, considera-se
que a resisténcia dominante refere-se aquela associada a pelicula liquida, resisténcia esta que
é em funcdo da difusividade do gas no liquido e a espessura da bolha. No lado do consumo as
resisténcias 5, 6 e 7 também sdo consideradas despreziveis, devido a relacdo do tamanho das
células a area exposta ao meio liquido, da difusdo facilitada do gas pela membrana celular e
devido a area exposta pela célula ao meio ambiente. Desta forma, do lado do consumo, a
resisténcia mais significativa ficaria por conta das rea¢Bes bioguimicas que ocorrem no
interior do sitio ativo das células (CHISTI, 1989; SCHMIDELL et al., 2001).

Conforme Talbot et al. (1991) durante a producdo de microalgas em um sistema
gés-liquido, se 0 modo de operagdo com respeito ao meio de cultura é ignorado, a cinética de
fornecimento de CO, (na zona de aeracdo) pode ser considerada como em um reator bem
agitado a uma vazdo continua. Em tal sistema, uma fase descontinua de gas sob a forma de
bolhas se move atraves de uma fase liquida continua; com isto o sistema de cultura de algas
gaseificadas pode, portanto, ser considerado como uma coluna de bolhas. A aeragdo/agitagéo
de uma coluna de bolhas pode ser descrito a partir de dois pontos de vista: o de transferéncia

de um gés dissolvido a partir das bolhas de gas para o meio de cultura e o biolégico com a
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utilizacdo desse gas pelos micro-organismos. Processos fisicos e fisiologicos estdo inseridos
na demanda de gas pelos micro-organismos, enquanto que a transferéncia das bolhas de gés é
apenas um processo quimico ou fisico, dependendo da situacdo. A transferéncia da fase
gasosa para a fase liquida pode ser representada por uma série de resisténcias conforme
mostrado na Figura 4. Conforme a teoria da penetracdo e da camada limite, essas resisténcias
a transferéncia estdo localizados nas finas camadas adjacentes, a interface entre as duas fases.

Dentre as teorias do equacionamento da transferéncia de gases a de maior
utilidade é a que considera a existéncia de duas peliculas estagnadas, sendo a transferéncia de
massa gas-liquido controlada apenas pela resisténcia ao fluxo promovida pelos filmes de
liquido e de gés ao redor da bolha de ar (CHISTI, 1989; SUGAI, 2012). O sistema pode ser
novamente simplificado, pois a resisténcia na fase liquida é significativamente superior a
resisténcia na fase gasosa (SUGAI, 2012).

Para gases com baixa solubilidade, como O, e CO,, a constante de Henry (H), é
grande; por conseguinte, a transferéncia é controlada principalmente pela resisténcia lado do
liquido. Assim, o coeficiente global volumétrico de transferéncia de massa (k. a) pode ser
considerado igual ao coeficiente volumétrico de transferéncia de massa da fase liquida
(TALBOT et al., 1991).

O coeficiente global de transferéncia de massa (k.a) € o parametro comumente
utilizado para avaliar o desempenho de fotobiorreatores. O coeficiente de transferéncia de
massa volumeétrica de fotobiorreatores é dependente de vérios fatores tais como taxa de
agitacdo, tipo de difusor, agentes surfactantes/antiespumantes e temperatura (UGWU;
AOYAGI; UCHIYAMA, 2008).

O parametro ki a caracteriza a capacidade de transferéncia de massa de CO;, no
reator, e assim determina se um certo reator sera capaz de sustentar uma determinada taxa de
crescimento celular. No que diz respeito a transferéncia de CO,, este parametro é de extrema
importancia nas etapas de projeto, no aumento de escala e na operacdo de um sistema de
cultura para a producéo de biomassa (TALBOT et al., 1991).

Apesar do coeficiente de transferéncia de massa ser especifico para cada par gas-
liquido, é possivel relacionar um valor conhecido de um par (por exemplo, O, em agua) a
qualquer outra mistura gas-liquido (por exemplo, CO, em agua) para 0 mesmo sistema se
forem conhecidas as difusividades de cada par gas-liquido (CHISTI, 1989; SUGALI, 2012).

A partir da relagdo entre as difusividades dos gases (Dcop, m%.s™) em fase liquida
(Agua) em uma dada temperatura, Talbot; Lencki e La Nouie (1990) propuseram a

determinacéo do k_a do CO; a partir do k.a do O, conforme apresentado na Equacéo 2.
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De acordo com Talbot et al. (1991) para as condicGes fisico-quimicas do meio de
cultura usado no cultivo de microalgas, a reacdo do CO, com OH", H,0O e NH3 na fase liquida
desempenha um papel insignificante no mecanismo de absorcdo de carbono. Assim, ao
caracterizar a absorcdo de CO, em um cultivo microalgal, é possivel relacionar o ki a do CO,
com o kia do O, por um fator de corregdo que envolve as difusividades dos dois gases.
Consequentemente, os métodos desenvolvidos para a determinacdo do coeficiente de
transferéncia de massa do O, em reatores para um sistema gas-liquido pode ser utilizado para
a determinacdo do ki a do CO,.

De acordo com Talbot; Lencki e La Nouie (1990) apesar do grande nimero de
estudos com microalgas, poucos relatam, ainda de forma fragmentada, a caracterizagdo dos
sistemas de culturas gaseificadas, quanto a transferéncia de massa do CO,. Os autores também
consideram essencial a estimativa da taxa de absorcdo e da capacidade de transferéncia do
CO, para 0 meio liquido quando séo projetados e operados sistemas aerados de cultivos de
microalgas. A avaliagdo do k.a do CO, em diferentes condi¢Bes de biorreatores permitiré a

caracterizacdo do potencial e dos limites do sistema utilizado para uma determinada espécie.

4.4.4 Difusores empregados no cultivo de microalgas

Diversas configuragdes de difusores sdo utilizadas para promover a transferéncia
de gases para o interior de biorreatores em cultivo de microalgas. Neste contexto, destacam-se
tubulacbes perfuradas, discos, pedras sinterizadas, tubulagdes porosas e modulos de
membranas de fibra oca integrados aos biorreatores (Tabela 4 e Figura 5). Entre as vérias
alternativas, os difusores para o borbulhamento de ar enriquecido com CO; pela parte inferior
do biorreator tem sido a abordagem mais empregada, apresentando eficiéncias de
transferéncia entre 13 e 20 % (CARVALHO; MEIRELES; MALCATA, 2006).

Entretanto, desvantagens estdo associadas a este sistema, como a perda de CO,
para a atmosfera, incrustacdes biologicas dos difusores e baixas taxas de transferéncia de
massa, devido a menor area interfacial de troca. Melhores eficiéncias globais sdo esperadas
para biorreatores com membranas de fibras ocas, sendo verificados baixos coeficientes de

transferéncia de massa a partir um padrdo hidrodindmico menos turbulento que s&o
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compensados pela area maior por unidade de volume disponivel para transferéncia de massa.

Além disso, a rea de transferéncia de massa é definida e a pressdo no lado do gas pode ser

controlada de modo a fornecer apenas a quantidade necessaria de CO,, permitindo assim um

controle mais preciso da taxa de transferéncia e reducdo na quantidade de CO, perdido para a

atmosfera (MALCATA; CARVALHO, 2001).

Figura 5 — Fotobiorreator tubular vertical com difusor tipo pedra sinterizada (a) biorreator
mecanicamente agitado com difusor anel perfurado (b) biorreator mecanicamente agitado com
contactor de membranas de fibra oca (c) Fotobiorreator tipo placa plana com tubulacéo
perfurada
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Tabela 4 — Descricdo genérica da transferéncia de massa em biorreatores

. Transferéncia . Estresse Aumento de
Biorreator Mistura . NN
gasosa hidrodinamico escala
Lagoag asas nao Pobre Pobre Baixo Dificil
agitadas
Membra(r;g: de fibra Excelente Uniforme Médio Moderada
Air-lift Alta Uniforme Baixo Moderada
Coluna de bolhas Moderada Moderada Baixo Moderada
Tanque agitado Baixa/alta Uniforme Alta Dificil
Placa plana Alta Uniforme Baixa/alta Dificil
Tubular Mogﬁtr:da/ Uniforme Baixa/alta Dificil
Boa
Tubular com Boa (nor Médio Dificil
receptor solar
bombeamento)

Fonte: Adaptado de Carvalho; Meireles e Malcata (2006)

Talbot, Lencki e La Nouie (1990) testaram diferentes difusores (porosos e
perfurados) e vazdes especificas (0,1, 0,3 e 0,5 vvm) em relacdo a capacidade de transferéncia
de CO, para 0 meio liquido em reator triangular. Os autores verificaram que os difusores
porosos permitem maior taxa de transferéncia de CO,, quando comparados aos difusores
perfurados. Relataram também a existéncia da dependéncia linear do difusor e da vazéo
especifica empregada. O maior k.a de CO, (30,9 h™) foi verificado para difusor poroso a uma
vazdo especifica de 0,5 vvm.

Zhang; Kurano e Miyachi (2002) relataram o efeito da vazéo especifica (0,025 e 1
vvm) quando injetado ar enriquecido com 5 e 10 % (v.v'') de CO, em fotobiorreator tipo
placa plana. Estes autores encontraram k. a para o CO, de 177,3 h™* na vazdo especifica de 1
vvm. No entanto, o valor de k a étimo para o crescimento, também definido como k a critico,
manteve-se em torno de 10 h™* para a concentracdo de 10 % de CO,. Os autores também
ratificaram que em concentracdes mais baixas de CO, na corrente gasosa seria necessario
manter um elevado valor de kia critico, a fim de reunir exigéncias para o crescimento das
microalgas.

Fatores como concentracdo de CO,, vazdo especifica de alimentacdo da corrente
gasosa, tamanho das bolhas e utilizacdo de defletores para aumentar o tempo de residéncia do
gas na fase liquida ja foram estudados por Ryu, Oh e Kim (2009) frente a produtividade de

biomassa e eficiéncia de utilizacdo do CO, por cultivos de Chlorella sp. Neste estudo
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verificou-se que a vazdo especifica de 0,2 vvm promoveu maior produtividade de biomassa
(432 mg.L™.d™) e maior eficiéncia de utilizagdo do CO; (0,2 %).

Fan et al. (2008) desenvolveram um sistema utilizando membranas de fibra oca
(Figura 6) para aumentar a transferéncia de CO, para 0 meio em cultivos da microalga
Chlorella vulgaris. O k.a de CO, utilizando as membranas foi na ordem de 464,0 h™ e a taxa
méxima de biofixacdo de CO, pela Chlorella vulgaris foi de 3600 mg.L™".d™,

Figura 6 — Diagrama esquematico do sistema de membranas de fibra oca acopladas ao
fotobiorreator tubular helicoidal
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Fonte: FAN et al. (2008)

Chai e Zhao (2012) utilizaram agitador tipo tanque de bolhas (Figura 7) com o
propdsito de aumentar a eficiéncia de remocéao de CO, e melhorar as condi¢Ges de mistura do
fotobiorreator no cultivo de Chlorococcum sp. Os autores verificaram que o emprego deste
sistema promoveu remocdao de 94 % de CO, da corrente gasosa enriquecida com 10 % de CO,
a uma vazéo de injecdo de 0,003 vvm.
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Figura 7 — Diagrama esquematico do sistema utilizando tanque de bolhas
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Chai, Zhao e Baoying (2012) em estudos utilizando sistema de membranas de
politetrafluoroetileno relataram elevadas concentragdes de CO, dissolvido no meio liquido,
resultando em altas taxas de transferéncia de CO; no cultivo da microalga Chlorococcum sp.
Com elevadas concentragdes de carbono dissolvido e maior tempo de retengédo deste no meio,
maiores taxas de biofixacdo e menores perdas do CO, por exaustdo sdo alcancadas. Este
trabalho também ratificou a relacdo entre o kia do CO, com a vazdo especifica de
alimentacdo da corrente gasosa. Altas vazbes podem contribuir para um aumento do kia,
todavia, essas podem acarretar em baixas eficiéncias de remog¢do do CO,. Os ensaios
realizados obtiveram k.a do CO, de 0,52 h™, o qual pode suprir a demanda de carbono

requerida pela cultura.

4.4.5 Biorreatores

Os biorreatores podem ser divididos em sistemas fechados ou abertos, sendo que
na Tabela 5 estdo apresentadas caracteristicas para a comparacgdo entre as configuragdes (HO
etal., 2011).

As principais vantagens dos sistemas abertos séo a facilidade de construcéo e
operacdo quando comparados a maioria dos sistemas fechados. No entanto, grandes
limitacdes em tanques abertos incluem a ma utilizacdo da luz pelas células, perdas por

evaporacdo, flutuacdo de temperatura no meio de cultivo, difusdo de CO, para a atmosfera,
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contaminagdes por outros micro-organismos e da exigéncia de grandes areas de terra. Além
disso, devido aos mecanismos de agitacdo ineficientes em sistemas abertos de cultivo, as suas
taxas de transferéncia de massa sdo muito pobres resultando em baixas produtividades de
biomassa (UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008).

Tabela 5 — Comparacéo entre sistemas de cultivo abertos e fechados

Parametros avaliados Sistemas abertos Sistemas fechados
Capacidade de biofixagdo de CO; Baixa Alta
Produtividade de biomassa Baixa Alta
Taxa de crescimento especifico Baixa Alta
Risco de contaminacéo Extremamente alta Baixa
Perdas por evaporagéo Alta Baixa
Eficiéncia fotossintética Baixa Alta
Area superficial Baixa Extremamente alta
Controle do processo Dificil Facil
Custo de operacéo Baixo Alto
Aumento de escala Facil Dificil

Fonte: Ho et al. (2011)

Os sistemas fechados apresentam vantagens no que diz respeito a altas taxas de
biofixacdo de CO,, produtividade de biomassa, controle do processo e alta eficiéncia
fotossintética, bem como no que diz respeito a obtencdo de biomassa ndo contaminada para
extracdo de biomoléculas (SKJANES; LINDBLAD; MULLER, 2007).

Os fotobiorreatores apresentam-se em diferentes configuragbes, como
fotobiorreatores de colunas verticais (colunas de bolhas ou airlift), tubulares e de placa plana.

Os tubulares sdo os mais apropriados para cultivos outdoor, devido a grande
superficie de iluminacdo criada pela disposicdo dos tubos. Eles podem apresentar
configuragbes em planos verticais, horizontais ou inclinados. Estas configuracbes de
fotobiorreatores promovem maior tempo de contato entre as fases gasosa e liquida,
aumentando a transferéncia de massa de CO, (STEWART; HESSAMI, 2005). No entanto,
esta disposicao apresenta a desvantagem de acarretar elevados custos com o bombeamento de

ar para os cultivos.
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De acordo com Posten (2009), a producdo de microalgas é até agora limitada em
alguns milhares de toneladas por ano, que na sua maioria séo produzidas em tanques abertos.
Apenas algumas centenas de toneladas sdo produzidas em fotobiorreatores fechados.

Embora as microalgas apresentem capacidade de fixar CO, e produzir
biocombustiveis, os cultivos em larga escala estdo limitados atualmente. Isso porque 0s custos
de producéo ainda s&o muito elevados, especialmente pela construgdo dos fotobiorreatores
(HO et al., 2011).

Na Figura 8 tém-se diferentes configuracdes de biorreatores, abertos e fechados

empregados no cultivo de microalgas.

Figura 8 — Configuragdes de biorreatores empregados no cultivo de microalgas: (a) Raceway
(Seambiotic), (b) biorreator de fluxo de ar, (c) coluna de bolhas e (d) tubular horizontal

(b)

Fonte: Pires et al. (2012)
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CAPITULO 11l
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5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi realizado em duas etapas, sendo que cada uma dessas
correspondeu a um artigo cientifico, no qual sera distribuido do seguinte modo:

Artigo | - Avaliacdo do desempenho de diferentes de difusores para alimentacao
de CO; no cultivo de Spirulina.

Artigo 1l — Desenvolvimento de sistema de membranas de fibra oca para o

aumento da biofixagdo de CO, por microalga.
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ARTIGO | - AVALIACAO DO DESEMPENHO DE DIFERENTES DE DIFUSORES
PARA ALIMENTACAO DE CO; NO CULTIVO DE Spirulina.
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AVALIACAO DO DESEMPENHO DE DIFERENTES DE DIFUSORES PARA
ALIMENTACAO DE CO, NO CULTIVO DE Spirulina

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o desempenho de configuracdes de difusores e vazdes
especificas da corrente gasosa sobre a transferéncia de CO, para o meio liquido em sistema
CO,-H,0 e na alimentacdo de CO; no cultivo de Spirulina sp. LEB 18. Para isso, foram
utilizados nos cultivos fotobiorreatores tubulares verticais e avaliadas quatro configuracées de
difusores (pedra sinterizada, cortina porosa, madeira porosa e anel perfurado) e duas vazdes
especificas (0,05 e 0,3 vwm). A méxima eficiéncia de transferéncia do CO, (26,0 %) em
sistema CO,-H,0 para o meio liquido foi observada na menor vazéo (0,05 vvm) para 0 ensaio
com a cortina porosa. A maxima produtividade volumétrica de biomassa (125,9 £ 5,3 mg.L"
! d'!) também foi verificada no ensaio com a cortina porosa na vazao de 0,05 vvm, sendo esta
resposta 40,4 % superior ao ensaio com a mesma configuragdo de difusor na vazéo de 0,3
vvm. Os maiores resultados de taxa de biofixacdo (Tco2max) € eficiéncia de utilizacdo de CO,
(Ecozmax) demonstraram que a utilizacdo de uma menor vazéo, juntamente com o emprego de
difusores porosos (pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa) pode promover o
aumento da eficiéncia de biofixacdo de CO, pela microalga. A méxima concentracdo de
protefnas (78,6 + 0,1 % m.m™) na biomassa de Spirulina foi obtida no experimento com a
madeira porosa e vazdo especifica de 0,05 vvm. O aumento da vazdo para 0 ensaio com a
cortina porosa resultou no acréscimo de 26 % no teor de carboidratos e reducéo de 21 % na
concentracdo de lipidios na biomassa. Logo, os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que a aplicacao de difusores porosos e menores vazdes de alimentacdo da corrente
gasosa podem propiciar condigdes para maiores produtividades de biomassa e maiores taxas
de biofixacdo de CO,, contribuindo assim para reducdo das emisses de CO, para atmosfera e
também de custos com a fonte de carbono e conducdo do processo para a producdo de
biomassa de Spirulina.

Palavras-chave: biofixacdo, didéxido de carbono, microalga, transferéncia de massa, vazao.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the performance of diffusers configurations and specific flow
rate of the gas stream on the CO, transfer into the liquid medium in CO,-H,0O system and the
CO, feed in the Spirulina sp. LEB 18 cultivation. This way, they were used in the cultivations
vertical tubular photobioreactors and evaluated four diffusers configurations (sintered stone,
porous curtain, perforated ring and porous wood) and two specific flow rates (0.05 and 0.3
vvm). The CO; transfer efficiency maximum (26.0 %) CO,-H,O system to the liquid medium
was observed at the lowest flow (0.05 vvm) for assay with the porous curtain. The biomass
volumetric productivity maximum (125.9 + 5.3 mg L™ d) was also observed in the assay
with the porous curtain at a flow rate of 0.05 vvm, which is higher than in 40.4 % response
assay with the same configuration of the diffuser flow of 0.3 vvm. The highest results
biofixation rate (Tcozmax) and CO, use efficiency (Ecozmax) demonstrated that the use of a
smaller flow rate with the use of porous diffusers (sintered stone, porous curtain and porous
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wood) may promote CO, biofixation efficiency increase by microalgae. The maximum
protein concentration (78.6 + 0.1 % w w™) in the biomass of Spirulina was obtained in the
experiment with the porous wood and specific flow rate of 0.05 vvm. The flow rate increase
to the assay with porous curtain resulted in 26 % increase in carbohydrate content and 21 %
reduction in the lipids concentration in biomass. So, the results obtained in this study showed
that application of porous diffusers and lower flows feeding the gas stream may provide
conditions for higher biomass productivities and higher CO, biofixation rates, thus
contributing to reduce CO, emissions to the atmosphere and also the cost of the carbon source
and the process conducting for the Spirulina biomass production.

Keywords: biofixation, carbon dioxide, flow rate, mass transference, microalgae.
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1 INTRODUCAO

O aumento dos precos de energia combinado com desastres ambientais causados
pela alta concentracéo de gases de efeito estufa (GEE) na atmosfera (YANG et al., 2012), tem
preocupado a sociedade e conduzido a um processo de conscientizacdo pela busca de energias
limpas e por tecnologias de captura e fixacdo de CO, em excesso na atmosfera.

Neste contexto, as microalgas ganham destaque devido a sua capacidade de
capturar CO; e converté-lo em oxigénio e biomassa por meio da fotossintese. Esta biomassa
pode ser rica em biocompostos, 0s quais podem ser extraidos e aplicados na producdo de
cosméticos, alimentacdo humana e animal, bem como na producdo de biocombustiveis
(COSTA; MORAIS 2011; HO et al., 2011; TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

A fixacdo de CO, por microalgas e a producdo de biomassa sdo fortemente
dependentes das condicbes de cultivo. Além das espécies das microalgas, outros fatores
podem influenciar a fixacdo de CO, por microalgas, os quais incluem parametros fisico-
quimicos (como por exemplo, concentracdo de CO,, compostos toxicos presentes no gas de
combustéo, concentracdo inicial do in6culo, temperatura, luminosidade e pH) e pardmetros
hidrodinamicos (como por exemplo, vazéo, taxa de mistura e transferéncia de massa) (ZHAO;
SU, 2014).

Embora a fixacdo de CO, por microalgas e a conversao em biomassa estdo se
tornando focos de pesquisas, a maioria delas particularmente tem se preocupado com
estratégias de fixacdo de carbono, design do fotobiorreator, tecnologias de conversdo de
biomassa de microalgas em bioenergia (SPOLAORE et al., 2006; SUALI; SARBATLY,
2012).

No entanto, poucos trabalhos relacionam os parametros hidrodindmicos, como
vazdo e transferéncia de massa do CO, com a configuragéo de difusores para injecdo de CO,
na biofixagdo do CO, por microalgas. Diante disso, a definicdo destes parametros pode
modificar a conversdo do carbono em biomassa pela microalga, apresentando influéncia
significativa sobre a cinética de crescimento e composicdo da biomassa, inibindo ou
estimulando a sintese de biomoléculas.

A microalga Spirulina € uma das mais importantes do grupo taxonémico das
cianobactérias e tem sido estudada durante as ultimas décadas, principalmente em funcéo do
valor nutricional de sua biomassa. A composicdo desta cianobactéria apresenta ampla
variedade de nutrientes essenciais, como vitaminas, minerais, &cidos graxos e proteinas

(COLLA et al., 2007). De acordo Radmann e Costa (2008) a microalga Spirulina apresentou
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potencial em biofixar CO, e produzir biomassa rica em acidos graxos, podendo esta ser
utilizada tanto para a alimentagédo, quanto para producao de biocombustiveis.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de diferentes
configuracBes de difusores e vazbes especificas da corrente gasosa sobre a transferéncia de
CO;, para 0 meio liquido em sistema CO»-H,O e a bioconversdo do CO; fixado pela microalga
Spirulina sp. por meio da cinética de crescimento, caracterizacdo da biomassa produzida e

eficiéncia de biofixacao de CO,.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada neste estudo foi Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al.,
2008c) mantida em meio Zarrouk (ANEXO 1, Tabela Al) (ZARROUK, 1966). A cepa
pertence a Colecdo de Culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande (Figura 1).

Figura 1 - Micrografia da microalga Spirulina sp. LEB 18 (aumento de 400X)

i
N

Fonte: Laboratério de Engenharia Bioguimica - LEB — FURG

2.2 Adaptacéao do inoculo

O inéculo de Spirulina sp. LEB 18 utilizado nos cultivos foi previamente
adaptado ao CO, como fonte de carbono. A adaptacdo consistiu na inoculacéo das células em
meio de cultivo Zarrouk sem NaHCO3; e, em seguida 0 CO, comercial (pureza minima 99,0

%) foi injetado a uma vazdo especifica de alimentagdo de 0,12 mLcozMLmeio -d™ (1 min, a
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cada 2 h na fase clara) controlada por medidores de vazdo (COLE PARMER - lllinois -
USA).

2.3 CondicGes experimentais

Os ensaios foram realizados em duplicatas e conduzidos em modo descontinuo
em fotobiorreatores tubulares verticais (FBRTv) de 2 L (0,075 m de didmetro e 0,60 m de
altura) (MORAIS; COSTA, 2007a) (Figura 2), com volume de trabalho de 1,7 L, mantidos a
30 °C, fotoperiodo 12 h claro/escuro, iluminancia de 41,6 umolssions. m2.s™, durante 15 d.

No periodo claro, o ar comprimido responsavel pela agitagdo dos cultivos foi
enriquecido com CO, comercial. A taxa especifica de alimentagdo com CO, para todos 0s
ensaios foi mantida em 0,14 mLcoa.MLmeio -.d ™, sendo injetado nos cultivos por 2 min, a cada

1 h, durante o periodo claro.

Figura 2 — Diagrama esquematico dos cultivos realizados em fotobiorreatores tubulares
verticais com as configuracdes de difusores utilizados no trabalho: (1) cilindro de CO,
comercial (23 kg e 99,0 % de pureza minima), (2) valvula do cilindro, (3) manémetro e
medidor de vazdo, (4) valvula solenoide, (5) compressor de ar, (6) rotametros, (7)
fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L, (8) amostrador, (9) difusor pedra sinterizada, (10)
difusor madeira porosa, (11) difusor cortina porosa e (12) difusor anel perfurado

8 8] 8 8]
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Nesse estudo avaliou-se 2 (duas) vazdes especificas de injecdo da corrente gasosa
(0,05 e 0,3 vwvm (volume da corrente gasosa. volume de meio™. min™)) aplicadas a 4 (quatro)
configuracOes de difusores. Os difusores utilizados foram pedra sinterizada (difusor padrédo
para o fotobiorreator tubular vertical) (area = 4,72. 10° m?), cortina porosa (area = 7,1. 107
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m?), anel perfurado (27 orificios, dorificio = 1. 10° m e &rea = 2,12. 10° m?) e madeira porosa
(4rea = 5,88. 10 m?) (Figura 3). As pressées de trabalho para a injecdo da corrente gasosa

nos ensaios foram de 1,5 bar para a vazao de 0,05 vvm e 2 bar para a vazédo 0,3 vvm.

Figura 3 — Configuracdes de difusores utilizados no trabalho: (a) pedra sinterizada, (b) cortina
porosa, (c) anel perfurado e (d) madeira porosa

(a) (b) (©) (d)

2.4 Determinacdes analiticas
2.4.1 Concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada pela densidade Optica a 670 nm em
espectrofotdmetro digital a cada 24 h (QUIMIS Q798DRM, Diadema - SP - Brasil), a partir
de uma curva de calibragdo que relaciona densidade Optica com peso seco de biomassa
(COSTA et al., 2002).

2.4.2 Alcalinidade total, pH e concentragéo de carbono inorganico dissolvido (CID)

A alcalinidade total dos cultivos foi determinada por titulagdo potenciométrica a
cada 72 h e o pH a cada 24 h por medig&o direta da amostra com pHmetro digital (PH-221,
LUTRON - Taiwan) segundo metodologia oficial (APHA, 1998).

A concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) no meio foi calculada a
cada 72 h, a partir das fracdes de ionizacdo, com os valores de pH e alcalinidade total

determinados experimentalmente como proposto por Carmouze (1994).

2.4.3 Coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (k_a)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de massa do CO, (kiacoz) (h™) foi
determinado em sistema CO, e agua destilada (ausente de células) a 30 °C nos mesmos
fotobiorreatores utilizados nos cultivos, para cada configuracdo de difusor e vazles
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especificas de alimentacdo da corrente gasosa (0,05; 0,1 e 0,3 vvm). A concentracdo de CO,
injetada foi a mesma utilizada nos ensaios com células. O k,a do CO, foi determinado
segundo metodologia proposta por Talbot, Lencki e La Nouie (1990) por meio de fator de
conversdo envolvendo as difusividades do diéxido de carbono (Dcoz, m?.s™) e do oxigénio
(Doz, m?.s™) em 4gua para a respectiva temperatura, sendo possivel determinar o k.a do CO,
por meio de determinacdes experimentais do k; a do O, (Equacéo 1).

D

Co,

D

0,

1)

— *
kLa co,= kLao2

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_ao,) foi determinado
por método dindmico (SCHMIDELL et al.,, 2007) que consistiu primeiramente no
borbulhamento de nitrogénio gasoso (N»g) para a expulsdo do O, do meio liquido e em
seguida no borbulhamento com ar nas condi¢fes experimentais adotadas até que se atingisse a
concentracdo de saturacdo do O,. Os ensaios foram realizados em triplicata e consistiram na
determinacdo da concentracdo do O, dissolvido no meio liquido (agua destilada) utilizando
sonda (HANNA INSTRUMENTS HI9146, Sdo Paulo - SP — Brasil), sendo as leituras

realizadas a 30 °C.

2.5 Recuperacédo da biomassa

Ao atingir o final dos experimentos a biomassa foi recuperada do meio liquido por
centrifugacdo (HITACHI himac CR-GIlI, Téquio - Japdo) (15200 g, 20 °C, 15 min),
ressuspendida em agua destilada e novamente centrifugada nas mesmas condicGes, para
remocao dos sais do meio de cultivo. A biomassa concentrada foi congelada a -80 °C por 48

h, liofilizada e posteriormente armazenada a -20 °C.

2.6 Analise elementar e proximal da biomassa

As concentragBes de carbono (C), nitrogénio (N) e hidrogénio (H) na biomassa
foram determinadas em analisador elementar (PERKIN ELMER 2400, USA) utilizando-se
como material de referéncia certificado a acetanilida (BAUMGARTEN; WALLNER-
KERSANACH; NIENCHESKI, 2010).
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A biomassa foi caracterizada quanto ao teor de proteinas, lipidios, carboidratos,
umidade e cinzas. O teor de proteinas foi determinado pelo método colorimétrico proposto
por Lowry et al. (1951). Os lipidios presentes na biomassa foram extraidos utilizando
combinacdo dos solventes cloroférmio e metanol como proposto por Folch; Lees e Stanley,
(1957), adaptado por Colla (2002) para a biomassa de Spirulina. O teor de carboidratos na
biomassa foi quantificado pelo método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956). A umidade e o

teor de cinzas foram determinados por metodologia oficial (AOAC, 2000).

2.7 Eficiéncia de transferéncia fisica de CO»

A eficiéncia de transferéncia fisica de CO, (g, %) no sistema CO,-H,O foi
determinada pela razdo entre o CO, transferido para o meio liquido e o CO, fornecido ao
sistema (Equacéo 2), conforme descrito por Ramalho (1983), em que o0 ki aco, é coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa do CO, (h™), Ccoo™" é a concentracio de saturagdo do
CO, no meio liquido (g.L™), Vi é o volume (til do fotobiorreator (L), Q é vazéo de injecéo
da mistura gasosa (L.h™), Yco é fragdo de CO, presente na corrente gasosa e Mco, é massa

molar do CO, (g.mol™).

K a~~ *CS& %y
L“CO CO atil
e = 22 *100 (2)

Q*Yco, "4 Mco

2

2.8 Avaliacdo dos parametros de crescimento

A partir dos perfis de crescimento celular da microalga foram obtidas as
concentracdes celulares maximas (Xms, 0.L™%) e avaliados os parametros cinéticos. A
produtividade volumétrica de biomassa (Px, mg.L™.d™) foi calculada segundo a Equacdo 3,
em que X; (mg.L™) é a concentracdo celular no tempo t (d) e X, (mg.L™) é a concentragéo
celular no tempo to (d). A produtividade volumétrica maxima de biomassa (Pma, mg.L™.d™)
foi 0 maximo valor de produtividade obtida por cada ensaio em cada batelada. A velocidade
especifica maxima de crescimento (ums, d™) foi obtida pela regressdo exponencial da fase
logaritmica de crescimento da microalga. O tempo de geracdo (ty, d) de células foi calculado

conforme a Equacgdo 4.
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Xy =X

Py — t— "0 (3)
t—to

tg: In2 (4)
Hmax

2.9 Taxa de biofixacdo de CO,

A taxa de biofixacdo de CO, (Tcoz, mg.L™.d™) foi calculada segundo a Equagéo
5, em que Py (mg.L™".d™) é a produtividade volumétrica de biomassa determinada em cada
ensaio, Xcm € a fracdo massica de carbono determinada por anélise elementar na biomassa,
Mco2 (g.mol™) e Mc (g.mol™) sdo as massas molares de CO, e do carbono, respectivamente.
A méxima taxa de biofixacdo de CO, (Tcoama, Mg.L™2.d™) foi 0 méximo valor de biofixaco
obtido por cada ensaio em cada batelada.

M
CO
* 2
chm MC (5)

Tcoz2 =Px™

2.10 Eficiéncia de utilizacdo do CO,

A eficiéncia de utilizacdo do CO, (Ecop, % m.m™) foi calculada segundo a
Equacéo 6, em que Tcop é a taxa de biofixacdo de CO, diaria (mg.L™.d™), Vi é o volume dtil
do fotobiorreator e rico; é taxa massica de alimentagdo diaria de CO, (mg.d™). A maxima
eficiéncia de utilizacdo de CO; (Ecozms, % m.m™) foi 0 maximo valor de eficiéncia obtido

por cada ensaio em cada batelada.

T *V. ..
ECOZZM*NO (6)
Mco2
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2.11 Anélise estatistica

As respostas obtidas nos ensaios foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA), seguida de teste de Tukey para comparacdo entre médias com nivel de 95 % de

confianca.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Transferéncia de CO, para o sistema

A transferéncia de CO, para o sistema foi avaliada por meio coeficiente
volumetrico de transferéncia de massa do CO; (kiacoz), determinado em quatro configuracoes
de difusores e trés vazdes especificas (0,05; 0,1 e 0,3 vvm). O maior valor de Kk aco, foi
verificado para o difusor cortina porosa (123,2 h™*) na vazdo especifica de 0,3 vvm.

De acordo com Schmidell et al. (2001) este aumento do k a ocorre devido ao
maior acumulo de bolhas da corrente gasosa no meio liquido, este promovido pela maior
vazdo, favorecendo o aumento da area de transferéncia de massa. Zhang; Kurano e Miyachi
(2002) também observaram acréscimo do ki a com o aumento da vazdo especifica (0,025 a 1
vvm), sendo verificado k aco, de 177,3 h™ na vazdo de 1 vwm com o difusor perfurado tipo
tubulacéo de polietileno.

De acordo com Fan et al. (2007), o kiaco, € intensificado com o aumento da
vazdo de alimentacdo do gas. Além disso, a agitacdo turbulenta do liquido contribui para a
movimentacdo das células na regido adjacente a parede do fotobiorreator, promovendo assim

uma utilizacdo mais eficiente da luz pelas microalgas.

Figura 4 — Coeficiente volumétrico de transferéncia de massa do CO; (kK aco) (a) e perfil
eficiéncia de transferéncia fisica do CO; () para o meio liquido (b) para as vazdes especificas
de alimentacéo da corrente gasosa nas diferentes configuracdes de difusores, pedra sinterizada

(®), cortina porosa (©), anel perfurado (m) e madeira porosa (0).
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O menor ki aco, foi verificado para o difusor anel perfurado na vazéo especifica
de alimentacéo da corrente gasosa de 0,05 vvm. Talbot, Lencki e La Nouie (1990) verificaram
gue menores vazdes especificas aplicadas a difusores perfurados resultam em menores valores
para 0 K acop. Isto se deve ao menor acimulo de bolhas no meio liquido, ocasionado pelo
menor numero de bolhas com maiores didmetros e também a menores vazfes aplicadas ao
sistema, diminuindo assim a area interfacial de troca.

As maximas eficiéncias fisicas de transferéncia (Figura 4b) foram verificadas para
os difusores pedra sinterizada (23,5 %) e cortina porosa (26,0 %) na menor vazdo especifica
(0,05 vvm). Os resultados encontrados no presente trabalho sdo corroborados por Talbot,
Lencki e La Nouie (1990), os quais afirmaram que altas vaz6es especificas resultam em uma
reducdo dos valores de ¢ para 0 meio liquido.

Camerini (2008) em estudos da avaliacdo da transferéncia do CO; verificou a
dependéncia linear do k.a com a vazdo especifica de injecdo de CO, empregada. Segundo o
autor em ensaios com sistema CO,-H,O em biorreatores tipo Raceway, observou-se que
quanto maior é a vazao especifica mais alto é o k.a obtido, partindo de 3,7 h™ (0,05 vvm) até
14,3 h™* (0,2 vwvm) demonstrando que a transferéncia de CO, tem relacdo com a vazdo
empregada. No entanto, este observou que do CO, injetado no meio, em media, 89,5 % era
transferido para o meio liquido quando utilizada a vazéo especifica mais baixa (0,05 vvm).

A méaxima eficiéncia de transferéncia fisica de CO, obtida no presente estudo é
corroborada por Camerini (2008) para a vazao de 0,05 vvm. Conforme com Fan et al. (2007)
em menores vazoes é verificado maior tempo de residéncia do gas na fase liquida e bolhas de
menor didmetro, fatos que contribuem para o aumento da transferéncia de massa do CO, para

0 meio de cultivo.

3.2 Perfis de crescimento celular, carbono inorgéanico dissolvido e pH

As Figuras 5, 6 e 7 mostram os perfis de crescimento celular, concentracdo de
carbono inorgénico dissolvido (CID) e pH, respectivamente, para os ensaios com Spirulina
sp. LEB 18 nas vazdes especificas de alimentacdo da corrente gasosa de 0,05 e 0,3 vvm para
as diferentes configuracgdes de difusores.

A microalga Spirulina apresentou crescimento celular para todas as condi¢fes
experimentais adotadas no presente estudo (Figura 5a e 5b). Os ensaios ndo apresentaram fase
lag de crescimento, devido a prévia adaptagdo do in6culo com o CO, como fonte de carbono.

Para a vazdo de 0,05 vvm o0s ensaios com os difusores pedra sinterizada e cortina porosa
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apresentaram fase exponencial de crescimento entre 0 1° e 0 4° d de cultivo e para 0s
difusores madeira porosa e anel perfurado entre 0 1° e 0 5° d (APENDICE, Figura AP1).
Também foi verificada desaceleracdo do crescimento no 14° d, demonstrando tendéncia a fase
estacionaria (Figura 5a).

Na vazéo de 0,3 vvm, todos 0s ensaios apresentaram fase exponencial entre o 1°e
0 4° d de crescimento (APENDICE, Figura AP2), sendo que os ensaios com os difusores
pedra sinterizada e madeira porosa nao apresentaram desaceleracdo do crescimento e fase
estacionaria. Contudo, 0s ensaios com a cortina porosa e 0 anel perfurado atingiram a fase

estaciondria a partir do 13° e 14° d de ensaio, respectivamente (Figura 5b).

Figura 5 — Perfis de crescimento celular para as vaz@es especificas de alimentacdo da corrente
gasosa de 0,05 vvm (a) e 0,3 vvm (b) para as diferentes configuracdes de difusores, pedra
sinterizada (®), cortina porosa (©), anel perfurado (m) ¢ madeira porosa (0)
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A respeito do CID no meio de cultivo, este é composto de CO,, HCO3 e CO5*
(TRIMBORN et al., 2008) e representa a fonte de carbono para o crescimento das microalgas
(TANG et al., 2011). Para a vazao de 0,05 vvm os perfis de CID (Figura 6a) apresentaram
variabilidade entre as configuracdes de difusores empregadas. Para os ensaios utilizando a
pedra sinterizada e madeira porosa, foi verificado aumento ao longo dos 12 d de cultivo e
decréscimo no 15° d. Contudo, o crescimento da microalga Spirulina néo foi influenciado nos

tempos finais pela variabilidade da concentragéo de carbono inorgénico no meio de cultivo.
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No ensaio utilizando o anel perfurado a concentracdo de CID no meio permaneceu
na faixa de 49,6 a 77,3 mg.L™, representando a menor faixa entre os demais ensaios. A menor
disponibilidade de carbono por esta configuracdo de difusor apresentou influéncia sobre o
perfil de crescimento da microalga, sendo o menor em relagdo aos demais perfis de
crescimento obtidos. No entanto, em 15 d de cultivo o ensaio com a cortina porosa apresentou
acréscimo de 82,2 mg.L™ na concentracdo de CID, sendo o maior aumento verificado entre as
configuracGes de difusores empregadas no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 para a vazdo de

0,05 vvm.

Figura 6 — Perfis da concentracdo de carbono inorgénico dissolvido (CID) para as vazdes de
0,05 vvm (a) e 0,3 vvm (b) para as diferentes configuracdes de difusores da corrente gasosa,
pedra sinterizada (®), cortina porosa (o), anel perfurado (m) e madeira porosa (0)
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Por meio da Figura 6b, nota-se que a concentracdo de CID no meio para a vazéo
de 0,3 vvm aumentou durante os 15 d de cultivo de forma semelhante para os ensaios com a
pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa. A méaxima concentra¢do de CID no meio
foi verificada no ensaio com a cortina porosa (159,8 + 1,2 mg.L™?) no Gltimo dia de
experimento, demonstrando que o emprego desse difusor na injecdo de CO, em cultivos de
Spirulina pode proporcionar maiores concentragcdes de CID no meio de cultivo. Todavia, para
0 ensaio com a cortina porosa foi verificado os menores valores de concentragéo celular,
demonstrando que nem todo o carbono dissolvido no meio de cultivo é absorvido pela

microalga.
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De acordo com Chiu et al. (2011), podem ocorrer flutuagdes na concentragdo de
CID ao longo dos intervalos das injecGes. No presente estudo este comportamento é
verificado, pois no momento da alimentacdo dos cultivos com CO; ocorre reducdo do pH e
aumento da concentracdo de CID no meio, devido a absorcao da fonte de carbono pelo micro-
organismo. Passados 30 min apds a inje¢do, o pH do sistema € reestabelecido apenas pela
injecdo de ar e a concentracgdo de CID se torna reduzida.

De acordo com os perfis da concentracdo de CID no meio nas condi¢bes
avaliadas, foi possivel observar que tanto a configuracdo do difusor utilizado para injecdo da
corrente gasosa quanto a vazdo de alimentagdo da corrente gasosa empregada podem causar
influéncia na disponibilidade da fonte de carbono para 0 micro-organismo.

Os valores de pH dos ensaios pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa
mantiveram-se no intervalo entre 8,0 e 10,0 para a vazdo especifica de 0,05 vvm. Para 0s
ensaios com anel perfurado nas vazdes de 0,05 e 0,3 vvm, a faixa de pH manteve-se entre 8,0-
10,5 e 9,0 e 10,0, respectivamente, sendo superior aos demais ensaios (Figura 7 a).

Figura 7 — Perfis de pH para as vazdes especificas de 0,05 vvm (a) e 0,3 vvm (b) para as
diferentes configuracdes de difusores da corrente gasosa, pedra sinterizada (@), cortina porosa

(o), anel perfurado (m) e madeira porosa ()
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O perfil do pH verificado neste ensaio pode estar relacionado a configuracdo deste

difusor, que devido ao maior diametro dos poros, pode gerar bolhas com maior didmetro com
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baixa area interfacial de troca, contribuindo assim para a baixa transferéncia do CO, para o
meio liquido.

Na vazdo de 0,3 vvm (Figura 7b) foi verificado comportamento semelhante entre
os perfis de pH, mantendo-se no intervalo entre 8,0 € 9,5 ao longo dos 15 d de cultivo para 0s
difusores pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa.

A injecdo de CO, em cultivos microalgais pode causar a redugdo do pH do meio
de cultivo, inibindo o crescimento celular. Tang et al. (2011) relataram a reducdo do pH de
8,7 para 5,2 com o aumento da concentracdo de CO, (0,03 para 50 % v.v™) injetado nos
cultivos de Chlorella pyrenoidosa SJTU-2. Elevadas concentragcbes de CO, fornecidas aos
cultivos podem causar a reducdo do pH do meio de cultura e com isso provocar o decréscimo
da atividade da enzima extracelular anidrase carbénica presente nas microalgas, a qual €
responsavel pelo mecanismo de concentracdo do carbono.

Entretanto, esta reducdo do pH néo foi verificada no presente estudo, isto devido
as injecdes serem conduzidas de forma intermitente.

A faixa de pH verificada nos ensaios foi a mesma indicada por Hu; Yair e Amos
(1998) como favoravel para a producdo de biomassa de espécies de Spirulina, devido ao seu
carater alcalifilico esta cianobactéria tem sua taxa fotossintética aumentada em pH acima de
9,0.

De acordo com Clark e Flynn (2000), a forma predominante de CID em pH
proximos a 11,0 é COs>, o qual ndo esta disponivel para as microalgas para ser utilizado na
fotossintese, podendo promover reducdo no crescimento do micro-organismo. Entretanto,
mais de 98 % de CID esta sob a forma de HCO3 em pH 8,0, enquanto que em pH 5,6 a
principal forma é o0 CO; e 0 H,COs3.

De acordo com a Tabela 1, os maiores resultados para a Xms de Spirulina sp.
LEB 18 foram verificados para pedra sinterizada e cortina porosa na vazao de alimentacao da
mistura gasosa de 0,05 vvm, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre os difusores

madeira porosa e o anel perfurado.
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Tabela 1 — Média + desvio padréo da concentracdo celular maxima (Xnx) € de produtividade
volumétrica maxima (Pmax) para os cultivos Spirulina sp. LEB 18

Vazao especifica de alimentacéo (vvm)

0,05 0,3

Xméx(d) P max Xméx(d) P max

Difusor
(@L™ (mg.L*.d™Y) @@L (mg.L™*.d™)

Pedra sinterizada 1,72 + 0,064 1157+ 2 7** 1,82+0,02"%8 1101 +1,9°B
Cortina porosa 1,73+ 0,054 94 1959+ 5 3°A 129+ 0,010¥PE 89 7 +0,7°B
Anel perfurado 1,40 + 0,020 P4 919441 149+0,02"°9®  100,6 +2,5°®

Madeira porosa 1,62 + 0,034 A 1138 +40** 1,55+0,03 P8 970+ 2 3%B

(d) — tempo em que foi obtida a maxima concentragdo celular
Letras minUsculas diferentes em uma mesma coluna e letras maitsculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem a diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

O maior valor para Pms foi observado no ensaio com a cortina porosa,
apresentando diferenca significativa entre os demais difusores empregados (p<0,05), sendo
este valor 40,4 % superior ao obtido no experimento utilizando a mesma configuracdo de
difusor e vazéo de 0,3 vvm.

Para as respostas Xmax € Pmax na vazdo de 0,3 vwvm os maiores valores foram
verificados para 0 ensaio com a pedra sinterizada, apresentando diferenca significativa
(p<0,05) entre as configuracdes de difusores.

Ao verificar-se a influéncia da vazdo para a mesma configuracdo de difusor, foi
possivel observar que para a resposta Xms, 0 aumento da vazdo de 0,05 para 0,3 vvm
proporcionou acréscimo de 5,8 e 6,4 % para os cultivos com pedra sinterizada e anel
perfurado, respectivamente. Entretanto, para 0s ensaios com a cortina porosa e madeira porosa
0 aumento da vazdo resultou no decréscimo de 25,4 e 4,3 % da Xmax, respectivamente.

Para a Pmax, foi verificada reducdo de 4,8, 28,8 e 12,6 % desta resposta para 0s
difusores pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa, respectivamente com o aumento
da vazao de alimentacdo. No entanto, para o cultivo com o difusor anel perfurado, o aumento
da vazédo especifica de alimentacdo proporcionou aumento de 9,5 % na produtividade de
biomassa de Spirulina sp. LEB 18.

O emprego de diferentes difusores, fornecendo a mesma taxa de alimentagéo de

CO, a todos os ensaios, demonstrou que estes podem influenciar a cinética de crescimento da
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microalga. Ryu, Oh e Kim, (2009) utilizaram difusores com diferentes didmetros de poros
(100-120 pm, 40-50 pum, 20-30 um e 5-10 um) para injecdo de CO, nos cultivos da microalga
Chlorella sp. Os autores observaram que 0 ensaio utilizando o difusor de maior didmetro de
poros apresentou baixas concentracfes de biomassa, enquanto que para o difusor de menor
diametro de poros (5-10 um) a méxima concentracdo celular foi verificada (2,58 g.L ™). De
acordo com Fan et al. (2008) para aumentar a transferéncia de CO, para o cultivo de
microalgas € necessario ampliar a area de contato entre gas-liquido, reduzindo o tamanho das
bolhas da corrente gasosa aspergida no interior do fotobiorreator.

Ao investigarem o efeito da injecdo de diferentes concentragdes de CO; (ar, 2, 5,
10 e 15 %; 0,25 vvm) no crescimento microalga Nannochloropsis oculata, Chiu et al. (2009)
relataram Xma de 1,28 g.L™ com injecdo de 2 % (v.v') de CO,, semelhante ao ensaio com a
cortina porosa e inferior aos demais ensaios do presente estudo.

Os resultados de Xmax € Pmax Verificados no corrente estudo sdo superiores aos
relatados por Radmann et al. (2011). Estes autores verificaram Xms de 1,59 g.L ™ e Ppay de
0,08 g.L".d™* em ensaios com Spirulina sp. em fotobiorreatores tubulares verticais em série,
com vazdo especifica de 0,3 vvm e difusor pedra sinterizada para injecdo de corrente gasosa
(12 % v.v!' de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO).

O maior valor de Py foi verificado no ensaio utilizando a cortina porosa. 1sso
pode ter ocorrido devido a configuracdo porosa do difusor, apresentando menor diametro de
poros e maior area superficial em relacdo aos demais difusores testados, com isso gerando
bolhas menores e em maior numero. Segundo Lam, Lee e Mohamed (2012), as bolhas de
pequeno diametro facilitam a transferéncia do CO, para o cultivo devido a maior area de
contato gas-liquido e maiores taxas de dissolugdo do gas no liquido. Além disso, as bolhas
menores permanecem por mais tempo no meio de cultivo, visto que a velocidade de ascensao
no liquido é menor que das bolhas maiores, minimizando as perdas do gas para atmosfera e
melhorando a utilizagdo do CO; pelo micro-organismo, resultando em maior produtividade da
biomassa.

Além do fornecimento de CO, como fonte de carbono, a transferéncia de gases
para 0 meio de cultivo pode influenciar no sistema de agitacdo dos biorreatores, evitando
gradientes de concentracdo de nutrientes, exposicdo igualitaria de luminosidade, controle de
pH, assegurando a dissolucdo do CO, e remocdo do O, acumulado no interior do biorreator
(KUMAR et al., 2010; MOLINA GRIMA et al., 1999).



73

As maximas pmax € 0S menores ty (Tabela 2) foram verificados para os cultivos
com a pedra sinterizada em ambas as vazdes empregadas, apresentando diferenca significativa
entre os demais ensaios (p<0,05).

Na vazdo de 0,3 vvm, o emprego do anel perfurado para a alimentacdo da mistura
gasosa dos cultivos, ndo s resultou na menor pma, COMO também no maior ty diferindo
estatisticamente (p<0,05) das demais configuracdes de difusores testadas. Com o aumento da
vazdo de 0,05 para 0,3 vvm foi verificado acréscimo significativo (p<0,05) no valor de pmsx €
reducéo no tq de células nos cultivos com a pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa.

Radmann et al. (2011) verificaram pmax € ty €m ensaio com Spirulina sp. LEB 18
na ordem de 0,22 d* e 3,1 d, respectivamente. Os cultivos foram realizados em
fotobiorreatores tubulares verticais em série, com pedra sinterizada como difusor e vazédo
especifica de 0,3 vvm e taxa de alimentacdo de CO, de 3,24 d*. No corrente estudo,
utilizando as mesmas condigdes, como vazdo e configuracdes de fotobiorreator e difusor,
porém com taxa de alimentacdo de CO, (0,15 d™) 22 vezes menor que a empregada por
Radmann et al. (2011), foram obtidos resultados superiores para tmax € menores ty de células.
Neste caso, fica evidenciado que o emprego de maiores taxas de alimentacdo de CO, nédo
proporciona maiores velocidades de crescimento, pois podem ocorrer perdas de carbono para

a atmosfera.

Tabela 2 — Média + desvio padrdo da velocidade especifica maxima de crescimento (pmax) €
tempo de geracéo (t;) para os cultivos de Spirulina sp. LEB 18

Vazdo especifica de alimentacgéo (vvm)

0,05 0,3

Mmax tg Mmax tg
Chy (d) Gy (d)

Difusor

Pedra sinterizada 0,27 £0,01** 2,61 +0,07*" 0,30 + 0,00*® 2,34 +0,02%8
Cortinaporosa 0,24+ 0,03 2,97 + 0,40°" 0,28 + 0,00°8 2,51 + 0,048
Anel perfurado 0,23 +£0,01°* 3,00 + 0,09"" 0,24+ 0,01°* 2,87 £0,11°4

Madeiraporosa 0,24 +0,01°* 2,91 +0,12*** 0,27 +0,01"B 2,58 +0,08"E

Letras minGsculas diferentes em uma mesma coluna e letras maitsculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem a diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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3.3 Composicao elementar, taxa de biofixacdo de CO;, e eficiéncia de utilizacdo de CO,

Os resultados da composicao elementar (CHN) da biomassa de Spirulina sp. LEB
18 nas vazbes de 0,05 e 0,3 vvm para as diferentes configuracbes de difusores estdo

apresentados na Tabela 3.

Em se tratando da composicdo elementar da biomassa, as maiores concentracdes
de C na vazdo especifica de alimentacdo da corrente gasosa de 0,05 vvm foram verificadas
para 0s ensaios com a pedra sinterizada e a madeira porosa. Na vazdo de 0,3 vvm, para 0s
ensaios com a cortina porosa e anel perfurado foram observadas as menores concentracoes de
N na biomassa, apresentando diferenca significativa (p<0,05) em relacdo as demais

configurac@es de difusores testadas.

Tabela 3 - Média + desvio padrdo das concentracdes de carbono (C), nitrogénio (N) e
hidrogénio (H) presentes na biomassa de Spirulina sp. LEB 18

Vazao especifica de alimentacéo (vvm)

0,05 0,3

C N H C N H

Difusor . 1 1 1 -1 -1
(% m.m™) (Ymm?) (Yomm-) (Yomm~) (Yomm~) (Yomm™)

Pedra 47,7 +0,4*"" 115+0,1** 6,4+0,3*" 499+0,9*" 123+0,.2*® 80+05""
Cortina 454 +1,0* 10,8+0,1*" 6,0+ 0,2** 475+04* 115+01°® 76+0,1*8
Anel 456+ 1,02 10,8+0,6*" 6,3 +0,1* 465 +0,9** 11,2+0,3** 6,6+0,7*"

Madeira 48,9 +04>* 11,8+0,1** 6,6 +0,1** 498 +0,0** 123+0,1*6. 79+0,1*8

Letras minusculas diferentes em uma mesma coluna e letras maitsculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem a diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

O nitrogénio é um componente fundamental das trés classes de substancias
estruturais das células, entre elas as proteinas, acidos nucleicos e pigmentos fotossintetizantes
(clorofilas e ficobilinas). Sendo assim, este apresenta importancia acentuada no cultivo de
microalgas, por ser constituinte de diversas substancias do metabolismo primario, podendo
ser encontrado no interior das células em formas inorganicas nao assimiladas (nitrato, nitrito e
amonio), cujas concentra¢des sdo altamente variaveis (LAVIN; LOURENCO, 2005).

Conforme Doucha e Livansky (2006), a fonte de C é a principal entre as
necessidades nutricionais para o crescimento de microalgas como a Spirulina, em vista de sua

biomassa apresentar em torno de 45 a 50 % (m.m™) deste elemento em sua composicao.
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CorrelagOes entre a producdo de biomassa e a demanda da fonte de C demonstram que sdo
necessarios em torno de 1,65-1,8 g de CO, para a producéo 1,0 g de biomassa.

Ao se observar a influéncia da vazdo com respeito a configuracdo do difusor,
pode-se verificar (Tabela 3) que o aumento desta variavel de 0,05 para 0,3 vvm proporcionou
aumento significativo (p<0,05) nas concentrac0es de N e H presentes na biomassa. Foram
verificados aumentos de 7,0, 6,5 e 4,1 % na concentracdo de N para 0s ensaios com a pedra
sinterizada, cortina porosa e madeira porosa, respectivamente. Para a concentracdo de H
houve acréscimo de 26,6, e 19,7 % para 0s ensaios com a cortina porosa e madeira porosa,
respectivamente.

Resultados superiores foram verificados no presente estudo em relacdo a
composicdo elementar da biomassa quando comparados aos obtidos por Radmann et al.
(2011) (C - 40,2 %; N - 7,3 % e H - 4,5 %). Este perfil da concentracdo elementar na
biomassa demonstra que independentemente das condigdes utilizadas no presente trabalho,
estas proporcionaram maior conversdo dos nutrientes do meio de cultivo em biomassa
microalgal.

De acordo com a Tabela 4, a microalga Spirulina sp. LEB 18 obteve maiores
resultados de Tcoz € Ecoz nNos experimentos utilizando a pedra sinterizada, cortina porosa e
madeira porosa como difusores na vaz&o especifica de 0,05 vvm. Os ensaios utilizando estas
configuracOes apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para Tcoz € Ecoz apenas em
relacdo ao anel perfurado, que apresentou 0s menores resultados para estas respostas.

Na vazdo de 0,3 vvm, as maximas respostas para Tco, € Eco, foram verificadas
para 0 ensaio com a pedra sinterizada, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre as
demais configuragdes testadas. Apesar da vazdo de 0,3 vvm ser 6 vezes maior e apresentar
resultado semelhante aos difusores porosos na vazdo de 0,05 vvm, deve-se levar em
consideracdo que a aplicacdo de altas vazdes nos cultivos de microalgas pode ser inviavel

economicamente, devido ao elevado gasto energético demandado pelo sistema.
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Tabela 4 - Média * desvio padrao das Tcozmax € Ecozmax por Spirulina sp. LEB 18

Vazéo especifica de alimentagédo (vvm)

0,05 0,3
_ Tcozmax Ecozmax Tcozmax Eco2max
Difusor 4 i 1 A g1 -1
(mg.L™".d™) (% m.m™) (mg.L".d™) (% m.m™)
Pedra sinterizada 202,3+58*"  793+23* 2033+19* 798+0,7*"
Cortina porosa 209,6 + 7,5  822+3,0 157,7+37°® 61,2+04"B
Anel perfurado 153,8 +9,6°*  60,3+3,8™ 172,7+46°® 67,1+0,7°F
Madeira porosa 2043+83*"  801+33*" 1774+42°® 695+17%F

Letras minUsculas diferentes em uma mesma coluna e letras maiusculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem a diferenga significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Os ensaios com a cortina porosa e madeira porosa apresentaram reducdo
significativa (p<0,05) de 24,8 e 13,2 % para Tcoomsx € 255 € 13,2 % para Ecozmax
respectivamente, quando a vazdo sofreu incremento de 0,05 para 0,3 vvm. Verifica-se que
esta reducdo pode estar associada ao tamanho e ao ndmero de bolhas geradas por estes
difusores, que em virtude do aumento da vazdo produziram maior numero de bolhas com
maiores diametros, reduzindo o tempo de residéncia do gas no meio liquido e a area de
transferéncia de massa.

Radmann et al. (2011) injetando 12 % (v.v'') de CO, com vaz&o especifica de 0,3
wm (3,24 d') em cultivos de Spirulina sp. LEB 18, Chlorella vulgaris LEB-106 e
Synechococcus nidulans LEB-25 utilizando pedra sinterizada como difusor verificaram
méximas taxas de biofixacdo de CO, de 150,0, 138 e 88,0 mg.L™".d™, respectivamente.
Mesmo com menor taxa de alimentacdo de CO, no presente estudo, os maiores valores de
Tcoz encontrados para todos os ensaios, independentemente da configuracdo de difusor
empregada, foram superiores aos apresentados por estes autores.

A concentracdo de CO, de entrada no fotobiorreator ¢ um dos fatores importantes
na determinagédo da alimentacdo fonte de carbono aos cultivos microalgais. Grande parte do
CO; injetado nos cultivos € perdida para a atmosfera quando a concentracdo no influente é
acima de 2 % (CHIU et al., 2008). Neste contexto, Chai e Zhao (2012) verificaram eficiéncia
de remocdo de 94% da corrente gasosa utilizando como sistema de aeracdo o tanque de
bolhas, quando esta era enriquecida com 5 % (v.v?) de CO,. Foi verificado também, que a
eficiéncia de remocdo de CO, caiu de 87 % para 68 %, quando a concentracdo de CO,
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aumentou de 10 % para 15 %, respectivamente. Cheng et al. (2006) cultivando Chlorella
vulgaris em fotobiorreator e empregando sistema de membranas microporosas de fibra oca
para a transferéncia do CO,, relataram remocdo de 55 % de CO, em corrente gasosa
enriquecida com 0,15 %.

A partir disso, observa-se que as configuragdes de difusores empregadas
promoveram elevadas eficiéncias de utilizacdo do CO, pela microalga Spirulina sp. LEB 18
comparadas as obtidas por Chiu et al., (2008), Chai e Zhao (2012) e Cheng et al., (2006).

3.4 Composigdo proximal da biomassa

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo de proteinas e
carboidratos na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 para as duas vazdes especificas de
alimentacdo da corrente gasosa, bem como para as quatro configuracoes de difusores testadas.
De acordo com a Tabela 5, para a vazéo de 0,05 vvm, a maxima concentracdo de proteinas foi
verificada para o ensaio com a madeira porosa, apresentando diferenca significativa em

relacdo as demais configuracdes de difusores (p<0,05).

Tabela 5 - Média + desvio padrdo das concentracBes de proteinas e carboidratos em base seca
da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

Vazao especifica de alimentacéo (vvm)

0,05 0,3
Dif Proteinas Carboidratos Proteinas Carboidratos
ITusor

(% m.m™) (% m.m™) (% m.m™) (% m.m™)

Pedra sinterizada 72,1 +2,6*" 10,9 +05** 69,6 + 6,8 8,3+0,8*"
Cortina porosa 61,2 +1,1°A 8,8 +0,3*" 60,9+14*  11,1+0,4°B
Anel perfurado 66,2 + 0,24 10,1+1,8*  686+4,7**  119+08"A

Madeira porosa 78,6 +0,1°* 8,7 +0,7*A 75,1 +0,4%B 8,0 + 0,5

Letras minGsculas diferentes em uma mesma coluna e letras maitsculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem & diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

A concentracdo de proteinas ¢ um fator importante na determinacdo do valor

nutricional de microalgas. O cultivo da microalga Spirulina pode ser uma alternativa para a

producdo de proteinas para consumo humano e animal (SPOLAORE et al., 2006). Em meio
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de cultivo Zarrouk, em escala de bancada e piloto, a concentracdo de proteinas presente na
biomassa de Spirulina pode atingir valores entre 62,0 % m.m™ (BORGES et al., 2013) e 86,0
% m.m™ (MORAIS et al., 2009), respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que os difusores
utilizados tem influéncia sobre producédo de proteinas na biomassa, resultando em aumento de
9,0 % do conteudo proteico para a vazdo de 0,05 vwm e 7,9 % para a vazdo de 0,03 vvm
utilizando madeira porosa e comparando ao difusor padrdo (pedra sinterizada) utilizado nos
fotobiorreatores.

Com relacdo a concentracdo de carboidratos na biomassa com vazéo de 0,05 vvm,
ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em relacdo as configuracdes de difusores testadas.
Resultados semelhantes para a concentracdo de carboidratos foram verificados para a
biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 (11,7 + 1,9 %) por Margarites (2010) em estudos
para a selecdo de microalgas para a producéo de bioetanol.

Quando empregada a maior vazdo (0,3 vvm) as maximas concentracdes de
carboidratos foram verificadas para o anel perfurado e cortina porosa, apresentando diferenca
significativa (p<0,05) entre as demais configuracdes de difusores. O aumento do teor de
carboidratos para os dois ensaios pode estar relacionado a fase de crescimento dos cultivos,
que a partir do 13° e 14° d apresentaram tendéncia a fase estacionaria. Segundo Lourenco
(2006), quando ensaios em batelada s&o realizados, a tendéncia é aumentar as concentragdes
de carboidratos e reduzir as concentracGes de proteinas ao longo do periodo de cultivo. Esse
padrdo esta relacionado ao consumo de nitrogénio do meio de cultura na fase exponencial de
crescimento, que em abundancia estimula a producdo de proteinas. No entanto, em menor
disponibilidade na fase estacionaria de crescimento, diminui a sintese de proteinas e estimula
a producao de carboidratos.

Os carboidratos sdo derivados da fotossintese a partir do metabolismo de fixacéao
de carbono pelas microalgas (HO et al., 2011) e podem ser acumulados como materiais de
reserva ou serem transformados em componentes das paredes celulares (CHEN et al., 2013;
RANGEL-YAGUI et al., 2004; RISMANI-YAZDI et al., 2011). Estes polissacarideos podem
ser convertidos em acuUcares fermentesciveis para a producdo de bioetanol por meio de
processo fermentativo (WANG; WANG; LIU, 2011). Neste contexto, Margarites (2010)
obteve por processo fermentativo de carboidratos da microalga Chlorella minutissima 5,4 g.L
! de bioetanol, tendo este processo eficiéncia 52,8 %. Este estudo demonstrou que o uso da
biomassa microalgal pode representar um substrato promissor para a produgdo deste

biocombustivel, contribuindo assim com a matriz energética atual.
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No ensaio com a madeira porosa, 0 aumento da vazdo promoveu reducdo de 4,5 %
no teor de proteinas da biomassa, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre as
vazOes estudadas. Para o teor de carboidratos, os resultados demonstraram que a 0 aumento da
vazdo promoveu o incremento significativo (p<0,05) de 26 % deste componente na biomassa
da microalga para o experimento com a cortina porosa.

Segundo Chen et al. (2013), a suplementacdo adequada de CO, aos cultivos de
microalgas € um dos principais fatores que influenciam o acumulo de carboidratos na
biomassa. Neste contexto, Xia e Gao (2005) verificaram que a producdo de carboidratos de
Chlorella pyrenoidosa (9,30-21,0 % m.m™) e Chlorella reinhardtii (3,19-6,41 % m.m™) foi
intensificada com o aumento da concentracéo de CO, na corrente gasosa (3-186 pmol.L™Y).

No entanto, muitos pesquisadores afirmam que o aumento da concentracdo de
CO,, ndo s6 fornece uma maior quantidade da fonte de C para promover o crescimento das
microalgas, mas também induz a sintese de proteinas, o que pode influenciar a fisiologia
celular. De acordo com Brown et al. (1997) com algumas espécies de microalgas, 0 aumento
da concentracdo de CO, resulta no aumento no teor de proteinas, podendo causar uma
diminuicdo ou nenhuma alteracédo evidente no conteudo de carboidratos da biomassa.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo de lipidios e cinzas na
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 para as vazdes especificas e configuracGes de difusores
testadas.

De acordo com a Tabela 6, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para o teor
de cinzas presente na biomassa. A maxima concentracdo de lipidios na biomassa foi
verificada para o ensaio utilizando a madeira porosa na vazdo de 0,05 vvm, apresentando
diferenca significativa (p<0,05) em relacéo a pedra sinterizada e o anel perfurado.

O aumento da vazdo promoveu reducdo significativa (p<0,05) de 21 % no teor de
lipidios presentes na biomassa para 0 ensaio cortina porosa. Conforme com Lima e Sato
(2001) a concentracdo média de minerais e lipidios presentes na biomassa de Spirulina

méxima é de 8 e 6 % m.m™, respectivamente.
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Tabela 6 - Média + desvio padrdo das concentracdes de cinzas e lipidios em base seca da
biomassa de Spirulina sp. LEB 18

Vazao especifica de alimentacéo (vvm)

0,05 0,3
) Cinzas Lipidios Cinzas Lipidios
Difusor 1 1 1 1
(% m.m™) (% m.m™) (% m.m™) (% m.m™)
Pedrasinterizada 5,2 + 0,7** 8,6 +0,7%" 4,6 £0,2°" 8,4 21"

Cortina porosa 13,3 +5,2*4 9,7 +0,0%PA 6,7 +0,8*4 7,7+0,5%®
Anel perfurado 7,4 +0,1*" 8,5+ 0,0*" 6,0 +0,5** 9,3+1,00"

Madeira porosa 4,1+0,7%4 10,7 + 0,2°A 5,2 + 0,54 9,6 +0,6°"

Letras minUsculas diferentes em uma mesma coluna e letras maiusculas diferentes em uma mesma linha para a
mesma resposta correspondem a diferenga significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Depois das proteinas, a fracdo celular que ganha destaque na composicdo das
microalgas sdo os lipidios, isto devido sua vasta aplicabilidade na producdo de
biocombustiveis como o biodiesel. Para intensificar a producdo de lipidios na biomassa
microalgal, o metabolismo biossintético pode ser desviado para a lipossintese mediante
modificacbes das condicdes de cultivo, como escassez da fonte de nitrogénio, temperatura,
iluminancia, fonte de carbono, entre outras (LIMA; SATO, 2001).

No periodo contemporaneo, os estudos estdo focados no cultivo de microalgas que
apresentem elevados teores de lipidios em sua composicdo, a fim de viabilizar a producédo de
biodiesel. Embora a microalga Spirulina ndo apresente elevadas concentracdes de lipidios,
isto pode ser compensado por sua alta taxa de crescimento celular e a facilidade de
recuperacdo do meio liquido devido a estrutura filamentosa das células (RODRIGUES et al.,
2010).

De acordo com Sydney et al. (2010), a injecdo de 5 % (v.v™) de CO, utilizando
como difusor o anel perfurado promoveu acumulo de 42,3 % de proteinas, 11 % de
carboidratos, 11 % de lipidios e 7,1 % de cinzas na biomassa da microalga Spirulina platensis
LEB-52. No entanto, Anjos et al. (2013) estudando o efeito de vazéo (0,1; 0,4; 0,7 vvm) e da
concentracdo de CO; (2; 6; 10 %) no crescimento e producao de biocompostos pela microalga
Chlorella vulgaris, verificaram que as condi¢cGes empregadas ndo afetaram a composicao

bioquimica da microalga. Os autores ratificam que para haver acimulo de biocompostos
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como lipidios e carboidratos na biomassa, seriam necessarias manipula¢es nas condi¢des de

cultivo que promovam uma situacao de stress para as células.

4. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel verificar que o emprego da cortina porosa como
difusor e vazdo de 0,05 vvm promoveu a maxima eficiéncia de transferéncia de CO, em
sistema CO,-H,O. No ensaio com Spirulina nas mesmas condicdes, a produtividade
volumétrica de biomassa foi maxima e apresentou aumento de 40,4% em relacdo ao ensaio
com a mesma configuracdo de difusor e vazéao de 0,3 vvm.

O méximo teor de proteinas foi verificado no ensaio com o difusor madeira
porosa na vazdo especifica de 0,05 vvm. O aumento da vazao de injecdo da mistura gasosa de
0,05 para 0,3 vvm no ensaio com a cortina porosa contribui para o incremento do teor de
carboidratos e na reducdo no contetido de lipidios na biomassa da microalga.

Quanto a biofixacdo de CO, foi possivel observar que a aplicagdo de uma menor
vazdo (0,05 vvm) juntamente com o emprego de difusores porosos para alimentacdo da fonte
de carbono no cultivo de Spirulina (pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa) pode

promover o aumento da eficiéncia de biofixagdo de CO; pela microalga.
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE MEMBRANAS DE FIBRA OCA PARA O
AUMENTO DA BIOFIXACAO DE CO, POR MICROALGA

RESUMO

Diante da preocupacao de todos com aquecimento global, associado as elevadas emissGes de
CO,, o processo de fixacdo de CO, por microalgas vem contribuir entre as tecnologias
presentes para a reducdo de CO, em excesso na atmosfera. O presente trabalho teve por
objetivo desenvolver um sistema composto por membranas de fibra oca (MFO) para
alimentacdo de CO, ao cultivo de Spirulina sob dois modos de agitagédo e avaliar o seu
desempenho por meio da eficiéncia de biofixacdo de CO,, cinética de crescimento e
composigdo da biomassa produzida. Para isso, a microalga foi cultivada em fotobiorreatores
tubulares verticais de 2 L, com alimentacdo de CO, pelo sistema MFO na vazao de 0,025 vvm
em dois modos de agitacdo (borbulhamento de ar e mecénica). Ensaios controle (CT) foram
realizados com a pedra sinterizada como difusor para posterior compara¢do com 0S ensaios
com membranas. A agitacdo dos cultivos por borbulhamento de ar foi promovida pela injegéo
de ar comprimido por difusor pedra sinterizada nas vazdes especificas de 0,05 e 0,3 vvm.
Com este estudo foi possivel desenvolver e aplicar o sistema de MFO para alimentacéo de
CO; no cultivo de Spirulina. O ensaio com borbulhamento de ar na vazédo de 0,05 vwm e
sistema de MFO promoveu maior acumulo de carbono inorgéanico dissolvido no meio de
cultivo (127,4 + 6,1 mg.L™), os maiores resultados de produtividade de biomassa (131,8 + 1,9
mg.L™t.d "), taxa de biofixagdo (231,6 + 2,1 mg.L™".d™?) e eficiéncia de utilizagdo de CO, por
Spirulina (86,2 + 0,8 % m.m™). A maxima concentrago de lipidios (11,9 + 0,6 % m.m™) na
biomassa foi obtida no ensaio CT com vazdo especifica de ar de 0,3 vvm, representando um
aumento de 65,3 % na fracdo lipidica em relacdo ao ensaio com MFO. A aplicacdo de menor
vazdo de ar para agitacdo (0,05 vvm) nos cultivos com MFO proporcionou aumento no teor
de lipidios (58,3 %) na biomassa. Os resultados alcancados com o presente estudo
demonstraram o potencial de aplicagcdo das membranas de fibra oca no processo de remocao
biolégica de CO, por microalgas.

Palavras-chave: aquecimento global, dioxido de carbono, fotobiorreatores, membranas,
microalgas.

ABSTRACT

Given the concern of everyone with global warming, associated with high CO, emissions, the
process of CO, fixation by microalgae contributes among current technologies for the
reduction CO, excess in the atmosphere. This study aimed to develop a system composed of
hollow fiber membranes (HFM) for CO, feed to cultivation of Spirulina under two modes of
stirring and evaluate its performance through CO, efficiency biofixation, growth kinetics and
biomass composition produced. This way, microalga was cultured in vertical tubular
photobioreactors with 2 L of CO, feed by the HFM system at a flow rate of 0.025 vvm
stirring in two modes (air bubbling and mechanical). Control assay (CA) were conducted with
diffuser sintered stone for further comparison of tests with membranes. Stirring of the cultures
by aeration was promoted by injection of compressed air through diffuser stone sintered in
specific flow of 0.05 and 0.3 vvm. This study made it possible to develop and apply the HFM
system to CO, feed in the Spirulina cultivation. The assay with agitation for aeration at 0.05
vvm flow HFM system and increased the concentration of dissolved inorganic carbon in the



89

medium (127.4 + 6.1 mg L™), the major results of biomass productivity (131.8 + 1.9 mg L™ d
1, rate biofixation (231.6 + 2.1 mg L™ d™) and CO, utilization efficiency by Spirulina (86.2 +
0.8 % w w). The maximum lipids concentration (11.9 + 0.6 % w w™) in biomass was
obtained at assay CA with specific air flow rate of 0.3 vvm, an increase of 65.3 % in the lipid
fraction compared to HFM assay. The application of lower air flow for agitation (0.05 vvm) in
cultures with HFM provided an increase in lipid content (58.3 %) in the biomass. The results
achieved at the current study demonstrated the potential application of hollow fiber
membranes in the biological removal of CO, by microalgae process.

Keywords: carbon dioxide, global warming, membranes, microalgae, photobioreactors.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos que ndo s6é podem ser
empregados na captura de CO, por meio da fotossintese, com também produzir biomassa, e
por sua vez contribuir com a redugéo do efeito estufa na atmosfera. A biomassa produzida
pode apresentar elevadas concentracdes de compostos como lipidios, carboidratos, proteinas e
pigmentos (ANJOS et al., 2013), tendo esta emprego direto, ou do composto extraido, na
indUstria de alimentos, cosméticos e na producdo de biocombustiveis, gerando, assim, um
bioprocesso ciclico em rela¢do ao uso do carbono.

A fonte de carbono necessaria para o cultivo de microalgas representa em torno de
60 % dos custos com os nutrientes do meio de cultivo (ALAVA; MELLO; WAGENER,
1997). O uso de fontes alternativas de carbono como o CO, emitido da queima de carvdo em
termelétricas, pode reduzir os custos com este nutriente. Assim € possivel minimizar os
problemas ambientais causados pelas emissfes deste gas de efeito estufa na atmosfera, como
0 aquecimento global (COSTA; MORAIS, 2011; HUGHES; BENEMANN, 1997).

A alimentacdo de CO, ao cultivo de microalgas em biorreatores abertos ou
fechados é realizada por sistemas convencionais de forma dispersiva como difusores porosos
e perfurados localizados na parte inferior do biorreator (CARVALHO; MEIRELES;
MALCATA, 2006; KUMAR et al., 2010). Por outro lado, a alimentacdo de CO, por estes
sistemas esta associada aos inconvenientes como perdas do gas por exaustdo para a atmosfera
e baixas eficiéncias de transferéncia de massa, devido as menores areas interfaciais de troca e
menores tempos de residéncia do gas no cultivo (CHAI; ZHAO; BAOYING, 2012; CHENG
etal., 2006; KUMAR et al., 2010).

O aumento da eficiéncia de transferéncia do CO; para o cultivo de microalgas
pode ser contemplado mediante a aplicacdo de tecnologias que promovam maior tempo de
residéncia da fase gasosa na fase liquida e maior area de transferéncia de massa.

A utilizacdo de membranas de fibra oca, em sistema dispersivo, pode atuar no
sistema como aspersor para injecdo de CO,, gerando microbolhas, as quais facilitariam a
transferéncia deste gas para o meio liquido, mediante o aumento da area de contato gas-
liquido e com isto reduzindo perdas do CO, para atmosfera. Assim, o emprego deste sistema
pode contribuir para 0 aumento das taxas de fixagdo de CO, e produtividade de biomassa.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo desenvolver sistema
composto por membranas de fibra oca para alimentacdo de CO, no cultivo de Spirulina sob
dois modos de agitacao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo, meio de cultivo e manutencdo do in6culo

O micro-organismo utilizado foi a microalga Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et
al., 2008c), pertencente a Colecdo de Culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), mantida em meio de cultivo Zarrouk (ANEXO
, Tabela A1) (ZARROUK, 1966) .

O ino6culo de Spirulina sp. LEB 18 utilizado nos cultivos foi mantido em meio de
cultivo Zarrouk, sem bicarbonato de s6dio (NaHCO3) (fonte de carbono original do meio) e,
com alimentacdo de CO, comercial (pureza minima 99,0 %) a uma vazdo especifica de 0,12
MLcozMLmeic -d™ (1 min, a cada 1 h na fase clara), controlada por medidores de vazdo
(COLE PARMER - Illinois - USA).

2.2 Caracteristicas das Membranas de Fibra Oca

Para a alimentagdo dos cultivos com CO, foi desenvolvido sistema utilizando
membranas de fibra oca de microfiltracdo de poli(éter imida), geometria cilindrica e camada
externa seletiva (PAM, Rio de Janeiro RJ). As especificacdes das membranas comerciais

utilizadas para a construcédo do sistema (Figura 1) estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Especificacbes das membranas de fibra oca de microfiltracao

Especificacbes Valores
Tamanho médio de poro 0,4 um
Didmetro externo 0,9-1,0 mm
Comprimento 0,5m

Fonte: Pam Membranas Seletivas
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Figura 1 - Micrografias da morfologia das fibras ocas: secédo transversal (a) e superficie (b)

20kV X?5

(a) (b)

Fonte: Pam Membranas Seletivas

2.3 Desenvolvimento do sistema com membranas de fibra oca para inje¢ao do CO,

Para a construcdo do sistema para injecdo de CO, nos cultivos de Spirulina, as
membranas foram agrupadas em um feixe vertical de 10 fibras, com comprimento médio de
0,5 m (Figura 2a), sendo a extremidade inferior obstruida com 2,5 cm mangueira de
poliuretano e cola epoxi. A outra extremidade foi acondicionada em 15 cm mangueira de
poliuretano preenchida com cola epdxi. Depois de transcorrido o periodo de 24 h para a
secagem da cola, a extremidade superior das membranas foi desobstruida e o sistema foi
conectado ao topo do reator por meio de uma conexao para a realizacdo da alimentacdo do
CO, pelas fibras (Figura 2b). Ao final do processo de constru¢do, o comprimento médio
exposto das fibras foi de 0,3 m, representando area lateral média de 9,42. 10° m?.

Figura 2 — Sistema de Membranas de Fibra Oca (MFO) (a) e topo do reator para conexdo da
mangueira de alimentagédo do CO;

(@) (b)
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2.4 Condicdes experimentais

2.4.1 Ensaios com as membranas de fibra oca (MFO) e a agitacdo por borbulhamento de

ar

Os experimentos foram realizados em duplicatas a 30 °C, fotoperiodo 12 h
claro/escuro, iluminancia de 41,6 pmoleons. M2.s em fotobiorreatores tubulares verticais
(FBRTvV) (0,075 m de diametro e 0,60 m de altura) de 2 L (MORAIS; COSTA, 2007a), com
volume util de 1,7 L, durante 15 d. Os ensaios foram conduzidos em regime de batelada
alimentada com a fonte de carbono (CO, comercial). A agitacdo dos cultivos foi promovida
por borbulhamento de ar, injetado através do difusor pedra sinterizada em duas vazes
especificas de 0,05 e 0,3 vvm (volume de ar. volume de meio™. min™).

No periodo claro, a injecdo de ar comprimido foi interrompida para que ocorresse
a alimentacédo dos cultivos com CO, por borbulhamento através das membranas de fibra oca.
O CO, foi alimentado aos cultivos na forma de pulsos (0,15 MLcoz.MLmeio~.d™) (1 min, a
cada 2 h, durante o periodo claro), a uma vazdo especifica de 0,025 vvm controlada por
medidores de vazdo (rotdmetros) (COLE PARMER - Illinois - USA) e pressdo de 3 bar. A
fim de aumentar o tempo de residéncia da fonte de carbono no meio liquido, a agitacdo dos
ensaios foi interrompida 1 min antes e 1 min depois da adi¢cdo de CO; aos cultivos, apds o
borbulhamento de ar foi reestabelecido.

2.4.2 Ensaio controle (CT)

Os ensaios controle (CT) com CO, foram realizados nas mesmas condi¢cbes de
cultivo dos ensaios com as membranas de fibra oca do item 2.4.1. Porém na fase clara, o ar
comprimido responsavel pela agitagdo dos cultivos por borbulhamento foi enriquecido com
CO, comercial e injetado nos ensaios utilizando difusor pedra sinterizada na mesma taxa

especifica de alimentacéo diaria de CO;, (0,15 mLcoz.MLmgio -.d™).

2.4.3 Ensaios com membranas de fibra oca (MFO) e agitacdo mecanica

Os ensaios com membranas de fibra oca (MFO) utilizando agitagdo mecanica
foram realizados modo descontinuo em duplicatas em fotobiorreatores tubulares verticais de 2
L nas mesmas condi¢bes de cultivo do item 2.4.1. Porém, a agitacdo dos cultivos foi
promovida por agitador magnético e barra magnética de teflon com rotacdo de 50 rpm,

localizado na extremidade inferior do fotobiorreator. No periodo claro, o CO, foi alimentado
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aos cultivos por borbulhamento através das membranas de fibra oca na forma de pulsos (1
min, a cada 2 h, durante o periodo claro), a uma vazéo especifica de 0,025 vvm (volume de
CO,.volume de meio™®. min™) controlada por medidores de vazdo (rotametros) (COLE
PARMER - Illinois - USA) e pressdo de 3 bar. A taxa especifica de alimentacéo diaria de
CO, empregada foi a mesma dos itens 2.4.1 e 2.4.2 (0,15 mLcoz.MLeio -.d™).

2.4.4 Diagrama esquematico dos ensaios

A Figura 3 apresenta o diagrama esquematico dos ensaios com sistema de
membranas de fibra e agitacdo por borbulhamento de ar por pedra sinterizada, controle com
pedra sinterizada e sistema de membranas de fibra oca e agitagdo mecéanica.

Figura 3 — Diagrama esquematico do fotobiorreator tubular vertical com sistema de
membranas de fibra oca: (1) cilindro de CO, comercial (23 kg; 99,0 % de pureza minima) (2)
valvula do cilindro, (3) manémetro e medidor de vazdo, (4) valvula solenoide, (5) compressor
de ar, (6) e (7) medidores de vazao (rotametros), (8) fotobiorreatores tubulares verticais de 2

L, (9) amostrador, (10) difusor pedra sinterizada, (11) sistema de membranas de fibra oca,
(12) barra magnética de teflon e (13) agitador magnético
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2.5 Determinac0es analiticas
2.5.1 Concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada pela densidade Optica a 670 nm em
espectrofotdmetro digital (QUIMIS Q798DRM, Diadema - SP - Brasil), a partir de uma curva
de calibracdo que relaciona densidade dptica com peso seco de biomassa (COSTA et al.,
2002).
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2.5.2 pH e a concentracgéo de carbono inorganico dissolvido (CID)

O pH dos cultivos foi monitorado diariamente por medida direta com pHmetro
digital (QUIMIS Q400AS, Diadema - SP - Brasil). A concentracdo de carbono inorganico
dissolvido (CID) foi calculada a partir das fracdes de ionizacdo, com os valores de pH e
alcalinidade determinados experimentalmente, como proposto por Carmouze (1994). A
alcalinidade foi determinada no meio a cada 72 h por medida potenciométrica (APHA, 1998).

2.6 Recuperacédo da biomassa do meio liquido

Ao final dos ensaios a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacéao
(HITACHI himac CR-GIII, Téquio - Japdo) (15200 g, 20°C, 15 min), ressuspendida em &gua
destilada e novamente centrifugada nas mesmas condicdes, para remoc¢édo dos sais do meio de
cultivo. A biomassa concentrada foi congelada a -80°C por 48 h, liofilizada e posteriormente

armazenada a -20°C.

2.7 Andlise elementar da biomassa

A concentracdo de carbono (C, % m.m™) na biomassa foi determinada em
analisador elementar CHNS/O (PERKIN ELMER 2400 - Série Il - USA), utilizando-se como
material de referéncia certificado a acetanilida (BAUMGARTEN; WALLNER-
KERSANACH; NIENCHESKI, 2010).

2.8 Analise proximal da biomassa

2.8.1 Quantificacdo de proteinas

O teor de proteinas na biomassa foi determinado pelo método colorimétrico

utilizando curva padréo de albumina de soro bovino (LOWRY et al., 1951).

2.8.2 Quantificacdo de lipidios

Os lipidios presentes na biomassa seca da microalga foram extraidos utilizando
combinacdo dos solventes cloroformio e metanol como proposto por Folch; Lees e Stanley,

(1957), adaptado por Colla (2002) para biomassa de Spirulina.
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2.8.3 Quantificagéo de carboidratos

O teor de carboidratos na biomassa foi determinado pelo método fenol-sulfurico
utilizando curva padréo de glicose (DUBOIS et al., 1956).

2.8.4 Quantificacdo de umidade e cinzas

Os teores de umidade e cinzas presentes na biomassa seca foram determinados por
metodologia oficial (AOAC, 2000).

2.9 Avaliacdo dos parametros de crescimento

A partir dos perfis de crescimento celular da microalga foram obtidas as
concentracdes celulares maximas (Xma g.L") e avaliados os parametros cinéticos. A
produtividade volumétrica de biomassa (Py, mg.L™.d™) foi calculada segundo a Equagdo 1,
em que X; (mg.L™) é a concentracdo celular no tempo t (d) e X, (mg.L™) é a concentragéo
celular no tempo t; (d). A produtividade volumétrica maxima de biomassa (Pma, mg.L™.d™)
foi o méximo valor de produtividade obtida por cada ensaio em cada batelada. A velocidade
especifica maxima de crescimento (ums, d™) foi obtida pela regressio exponencial da fase
logaritmica de crescimento da microalga. O tempo de geragéo (tg, d) de células foi calculado
conforme a Equacgdo 2.

_%t=%p

Py = 1)
t—to
tg _ In2 (2)
Hmax

2.10 Taxa de biofixacéo de CO;

A taxa de biofixacdo de CO, (Tcoz, mg.L™.d™) foi calculada segundo a Equacéo
3, em que P, (mg.L™.d?) é a produtividade volumétrica de biomassa determinada em cada
ensaio, Xqm € a fracdo massica de carbono determinada por anélise elementar na biomassa,
Mcoz (g.mol™) e Mc (g.mol™) séo as massas molares de CO, e do carbono, respectivamente.
A maxima taxa de biofixacdo de CO; (Tcoz2max, mg.L'l.d'l) foi 0 méximo valor de biofixacdo

obtido por cada ensaio em cada batelada.
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M
co
2

Xpm * M 3)

Tcop =Px™

2.11 Eficiéncia de utilizacdo do CO,

A eficiéncia de utilizacdo do CO, (Ecoz, % m.m™) foi calculada segundo a
Equacdo 4, em que Tco; é a taxa de biofixacéo de CO, diaria (mg.L™.d™), Vi é o volume (til
do fotobiorreator (L) e mco, é taxa massica de alimentacéo diaria de CO, (mg.d™). A maxima
eficiéncia de utilizacdo de CO, (Ecozma, % m.m™) foi 0 maximo valor de eficiéncia obtido

por cada ensaio em cada batelada.

T *V...
EC02 _ ( CQZ Utl|) *100 4)
Mco2

2.12 Anélise estatistica

As respostas obtidas nos ensaios foram avaliadas por andlise de variancia
(ANOVA), com nivel de 95% de confianca.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Perfil de crescimento e produtividade de biomassa de Spirulina sp. LEB 18

O perfil de crescimento celular mostrou que 0s ensaios, com excecdo do ensaio
com agitacdo mecanica, apresentaram crescimento durante os 15 d de cultivo (Figura 4a).

No ensaio com agitacdo mecanica e inje¢cdo de CO, pelas MFO foi possivel
observar que no sexto dia de cultivo ocorreu a morte celular. A ocorréncia deste
comportamento pode ter se dado pelo acimulo da biomassa em torno das fibras (Figura 5c)
provocando obstrucdo dos poros, dificultando a alimentacdo de CO, aos cultivos. O acumulo
da biomassa em torno das fibras pode estar associado a formacdo de vortice no interior do
fotobiorreator, ocasionado pela auséncia de chicanas. De acordo com Schmidell et al. (2007) a
fim de se evitar a formacéo de vortice, usa-se sistemas de 4 chicanas, diametralmente opostas,

apresentando cada uma largura de 1/10 ou 1/12 do diametro do biorreator.

Figura 4 — Perfis de crescimento celular (a) e produtividade volumétrica de biomassa (b) dos
ensaios: membranas de fibra oca (MFO) nas vazdes de ar de 0,05 (©) e 0,3 vvm (A); controle

(CT) nas vazdes de ar de 0,05 (®) e 0,3 vvm (A); agitacdo mecanica com injecdo de CO,
pelas MFO (4)

0,20 -

Concentracio celular (g.L‘l)

Produtivade de biomassa (g.L1.d")

Tempo (d) Tempo (d)
(a) (b)

De acordo com Chai, Zhao e Baoying (2012), os sistemas compostos por

membranas de fibra oca podem apresentar algumas desvantagens, incluindo acimulo de
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biomassa nos poros das membranas, padrdo hidrodindmico menos turbulento e taxa de
mistura reduzida, podendo isto resultar na sedimentacdo da biomassa.

Figura 5 — Experimentos com agitacdo mecanica e injecao de CO, por MFO (a); membranas
de fibra oca (MFO) e controle (CT) 0,05 vvm (b) e incrustagdes nas MFO no ensaio com
agitacdo mecanica (c)

(@) (b) (©)

Para todos os cultivos, ndo foi verificada fase de laténcia (lag) de crescimento,
devido a prévia adaptagdo do in6culo com CO, como fonte de carbono. A fase exponencial de
crescimento (log) para todos os ensaios foi verificada entre o 1° e 0 4° d de ensaios
(APENDICE Figura AP3). Os ensaios CT, em ambas as vazdes, apresentaram desaceleracio
do crescimento, demonstrando tendéncia a fase estacionaria a partir do 13° d de cultivo
(Figura 4a).

De acordo com Morais e Costa (2007a), o periodo de adaptacdo do indculo de
Spirulina sp. com 1 % (v.v') de CO, a 0,3 vvm por 7 d contribuiu para a auséncia da fase de
laténcia nos ensaios, quando a microalga foi cultivada com concentra¢cdes maiores de CO, na
corrente gasosa (6 e 12 % v.v'! de CO, a 0,3 vwvm). Yun et al. (1997) relataram que culturas da
microalga Chlorella vulgaris previamente adaptadas com 5 % de CO, a 0,4 mL.min*,
apresentaram maior crescimento celular na presenga de CO, a 15 % em compara¢cdo com
culturas sem prévia adaptacéo.

O emprego de sistema com MFO para alimentacdo dos cultivos de microalgas
com CO, mostrou-se promissor quanto aos resultados de crescimento celular e produtividade
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de biomassa conforme relatado por Fan et al. (2008), que verificaram em estudos com
Chlorella vulgaris Xms de 0,9 g.L™ em 6,25 d de cultivo. Os resultados observados por estes
autores foram semelhantes aos verificados no presente trabalho como os ensaios com MFO e
CT na vazéo de 0,05 vvm, que em 6 d atingiram concentracdes em torno de 0,9 g.L™.

Os perfis de produtividade de biomassa (Figura 4b) a partir do 5° d de cultivo
permaneceram constantes até o 15° d, encontrando-se na faixa de 0,10 a 0,13 g.L.d™
Entretanto, o ensaio com agitacdo mecanica, devido a desaceleracdo do crescimento e morte
celular apresentou reducdo da produtividade de biomassa a partir do 2° d de cultivo. Os
resultados obtidos com as MFO e agitacdo por borbulhamento de ar demonstraram que este
sistema pode ser utilizado para injecdo de CO, no cultivo de microalgas sem perdas de

produtividade de biomassa, quando comparados aos ensaios CT nas mesmas vaz0es de ar.

3.2 Perfis de pH e de acimulo de carbono inorganico dissolvido (CID) no meio de cultivo

Os valores de pH do ensaio com membrana de fibra oca (MFO) na vazéo de ar de
0,05 vvm mantiveram-se no intervalo entre 8,0 e 8,5, sendo estes inferiores ao ensaio controle
(CT) que permaneceu no intervalo entre 9,0 e 9,5 (Figura 6a). Para os ensaios na vazdo de 0,3
vvm, tanto com as MFO quanto o CT o pH médio foi em torno de 9,0. O maior acimulo de
carbono inorgénico dissolvido (CID) no meio de cultivo (Figura 6b) tambem foi verificado no
ensaio com o sistema de MFO na vaz&o de ar de 0,05 vwm (127,4 + 6,1 mg.L™) seguido pelo
ensaio CT com CO, para a mesma vazdo (114,1 + 9,6 mg.L™). O ensaio com MFO e menor
vazdo promoveu reducdo do pH e aumento do acumulo de CID no meio. Assim, nesta
condi¢do empregada foi promovida maior dissolu¢do de CO, no meio de cultivo.

No ensaio com MFO e agitacdo mecanica houve variacdo do pH, atingindo
valores proximos a 11,8 e com isso ndo ocorreu acimulo de carbono no meio de cultivo. Este
comportamento pode ser justificado pela obstrucdo das fibras com biomassa e com isso
impedindo o borbulhamento do CO, nos cultivos, resultando na morte celular.

De acordo com o mecanismo de concentracdo de carbono (CCM) nas microalgas,
as formas CID mais importantes sdo 0 CO;, e HCOg/, e estas estdo intimamente relacionados
com os valores de pH do meio de cultivo, devido a equilibrios quimicos reversiveis (ZHAO;
SU, 2014).

Fan et al. (2007) relataram decréscimo do pH nos cultivos de Chlorella vulgaris
em fotobiorreator com membranas (7,5) quando comparado aos biorreatores de coluna de

bolhas (8,0) e airlift (8,0). Além disso, os autores também ratificam que em menores vazdes
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sdo verificados maiores tempos de residéncia do gas no meio liquido, com isso promovendo
maior dissolu¢do do CO, no meio de cultivo. No entanto, uma vez que o tempo de retencéo
diminuiu com o aumento da vazdo do gas, maior parte do gas é perdida para atmosfera nao

sendo utilizado de forma eficiente pelas microalgas.

Figura 6 — Perfis de pH e acumulo de carbono inorgénico dissolvido (CID) no meio dos
ensaios: membranas de fibra oca nas vazdes de ar de 0,05 vvm (©) e 0,3 vvm (A); controle
nas vazoes de ar de 0,05 vvm (e) e 0,3 vvm (A) e agitacdo mecanica com injecdo de CO, por

membranas de fibra oca (4)
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Devido a morte celular dos ensaios com MFO e agitagdo mecanica, estes nao

foram avaliados quanto aos demais parametros descritos a seguir.

3.3 Cinética de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18

A Tabela 2 apresenta os resultados de concentracdo celular maxima (Xmax),
produtividade volumétrica maxima de biomassa (Pmax), Vvelocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) € tempo de geragéo (tg). Os maiores valores de Xmax € Pmax para Spirulina
sp. LEB 18 foram verificados para o ensaio com MFO na vazdo de 0,05 vvm, apresentando
diferenga significativa (p<0,05) em relagéo ao ensaio CT com a pedra sinterizada. A resposta
Xmax para a vazao de 0,3 vvm tambem apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os
ensaios, sendo verificado que o emprego das membranas promoveu aumento da concentragao

celular independente da vazéo de ar empregada para a agitacdo dos cultivos de Spirulina.
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Tabela 2 — Média = desvio padrdo dos parametros de crescimento para os cultivos de
Spirulina sp. LEB 18 obtidos nos ensaios com membranas de fibra oca (MFO) e ensaios
controle (CT)

Vazéao de ar (vvm) 0,05 0,3

Ensaio MFO CT MFO CT

Xmad? (gL 1,98+0,020592A 1 7940,03"PA 2 00+0,0205D>A 1 89+0,0415 0B
Pmax (Mg.LdY) 131,841,994 120,4 + 2,4°A 1279 +4,3*" 1322 +1,0*®
Hmax (d™) 0,31 +0,02*# 0,30 +0,01*# 0,28+0,01*®  0,31+0,01°*

ty (d) 2,24 +0,12* 2,34 +0,11% 2,48 +0,05* 221 +0,10°"

(d) — tempo em que foi obtida a maxima concentragdo celular

Letras minGsculas diferentes, em uma mesma linha, para cada vazdo e letras mailsculas diferentes entre as
vazdes correspondem a diferenca significativa (p<0,05).

O aumento da vazao especifica de ar de 0,05 para 0,3 vwm nos ensaios CT
promoveu acréscimo de 9,8 % no valor de Pna. Radmann et al. (2011) observaram P4 de 80
mg.L™".d™ para Spirulina sp. em ensaios conduzidos em fotobiorreatores tubulares em série e
injecdo de 12 % v.v'* de CO, pelo difusor pedra sinterizada. Pode-se observar que a aplicagdo
do sistema de MFO e menor vazdo de ar no presente estudo foi aproximadamente 39 %
superior ao resultado obtido por Radmann et al. (2011). Isto evidencia que a aplicacdo do
sistema de MFO pode contribuir para maior conversdo do carbono fixado em biomassa
microalgal.

O sistema composto por MFO contribui para a geracdo de microbolhas,
aumentando a area de contato gas-liquido favorecendo assim a transferéncia de massa do CO,
e O, (FAN et al., 2007). As microbolhas apresentam vantagens em relacdo as macrobolhas,
devido a sua menor velocidade de ascensdo, maior tempo de retencdo do gas e também maior
taxa de dissolucdo do gas na fase liquida (TERASAKA et al., 2011).

A maxima p e o menor tq de células (Tabela 2) foram observados no ensaio CT na
vazdo de 0,3 vvm, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre o ensaio com MFO. No
entanto, ao compararmos estes resultados aos obtidos com a vazdo de 0,05 vvm ndo foi
verificado diferenca significativa entre estes parametros (p<0,05). Para a determinacdo do
Mmax, @ fase exponencial de crescimento foi delimitada entre 0 1° e 0 4° d de cultivo.

Morais e Costa (2007b) obtiveram t; de 2,7 d para o cultivo de Scenedesmus
obliquus, quando submetida & injecdo de 6 % de CO, (1,6 d™) em fotobiorreatores tipo

Erlenmeyer. Os resultados de ty obtidos em todos os ensaios do presente estudo foram
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inferiores aos relatados por Morais e Costa (2007b), indicando que as condic¢des de cultivo
aplicadas contribuiram para a reducdo do t; o que torna cultivo de microalgas
economicamente promissor quanto a producédo de biomassa.

O aumento da vazéo especifica de ar de 0,05 para 0,3 vvm para 0s ensaios com
MFO resultou na reducdo da pimax € N0 aumento do ty de células. Entretanto, no ensaio CT o
aumento da vazdo promoveu acréscimo de 5,6 e 9,8 % nos valores de Xmsx € Pmax,
respectivamente.

Sydney et al. (2010) relataram que o uso de anel perfurado como aspersor de CO,
(5 % v.v') em fermentador BIOFLO para o cultivo de Spirulina sp. LEB 52 resultou em pmax
e ty na ordem de 0,22 d* e 3,12 d, respectivamente, sendo estes inferiores para pmsx €

superiores para tyaos encontrados no presente trabalho.

3.4 Biofixagéo de CO; por Spirulina sp. LEB 18

As concentracOes de carbono (C) presentes na biomassa e as taxas de biofixagéo e
eficiéncia de utilizacdo de CO; pela de microalga Spirulina sp. LEB 18 para 0s ensaios com o
sistema de MFO e CT nas vazdes especificas de ar de 0,05 e 0,3 vvm estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Média * desvio padrdo das concentracfes de carbono (C) na biomassa, taxa de
biofixacdo de CO, e eficiéncia de utilizagdo de CO; por Spirulina sp. LEB 18 nos ensaios
com membrana de fibra oca (MFO) e ensaio controle (CT)

Vazao de ar (vvm) 0,05 0,3
Ensaio MFO CT MFO CT
C (% m.m™) 47,9 + 0,44 46,2 + 0,24 462 +0,0°®  473+0,9*"

Toozmax (Mg.L1d?)  231,6+21%" 203,77 +3,6°" 2167+74*® 2293+47"B

Ecozmax (Yo mm™) 86,2 +0,8*" 75,8 +1,3°A 80,7+2,7*%  853+1,8"B

Letras mindsculas diferentes, em uma mesma linha, para cada vazdo e letras mailsculas diferentes entre as
vazdes correspondem a diferenca significativa (p<0,05).

A concentracdo de carbono elementar (C) na biomassa de Spirulina manteve-se
entre 46,2 e 47,9 %, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre os ensaios MFO e CT
para vazdo de borbulhamento de ar de 0,05 vvm (Tabela 3). Em comparagéo entre as vaz0es

de ar foi verificada diferenca significativa (p<0,05) entre os ensaios com MFO. Conforme
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relatado por Amaro, Guedes e Malcata (2011) e Borges et al. (2013) a biomassa microalgal
pode apresentar em torno de 50 % m.m™ deste elemento em sua composicao.

Quanto a maxima taxa de biofixacdo de CO, e a eficiéncia de utilizacdo de CO,
pela microalga Spirulina sp. LEB 18 (Tabela 3) os maiores resultados foram observadas no
cultivo com vazdo de ar de 0,05 vwm no sistema de MFO e 0,3 vvm no ensaio CT,
apresentando diferenca significativa em relacdo ao ensaio controle e com membranas,
respectivamente, para a mesma vazdo (p<0,05). Ao realizar a comparagdo entre vazdes para a
mesma configuracdo de difusor, foi observado aumento significativo de 12,6 e 12,5 % das
respostas Tcoomax € Ecozmax, respectivamente para o CT quando a vazéo utilizada passou de
0,05 para 0,3 vvm. Todavia, para 0 ensaio com MFO, o aumento da vazao de ar promoveu a
reducdo significativa (p<0,05) de 6,5 e 6,4 % das respostas Tcoxmsx © Ecozmax
respectivamente quando a vazdo utilizada passou de 0,05 para 0,3 vvm.

Apesar de serem verificadas elevadas taxas de biofixacdo e eficiéncia de
utilizagdo de CO, por Spirulina com o aumento da vazdo no ensaio CT, diversos fatores
devem ser consideradas a fim de se definir os parametros mais adequados ao processo. De
acordo com Zhang; Kurano e Miyachi (2002) a aplicacdo de altas vazbes de aeracdo aos
cultivos de microalgas pode ser inviavel do ponto de vista econémico, principalmente quando
almeja-se o0 aumento de escala.

Além da vazdo e a configuracdo dos difusores, a configuracdo do reator também
pode influenciar a transferéncia de massa do CO; para 0 meio liquido e consequentemente
afetar a absorcdo de carbono pela microalga e a produtividade de biomassa. Os
fotobiorreatores tubulares verticais utilizados neste trabalho, além de apresentarem elevada
area de superficie lateral, também apresentam maior altura de liquido quando comparados a
reatores abertos. Este fato pode contribuir com o aumento da taxa fotossintética dos micro-
organismos e também para o aumento do tempo de residéncia no gas no cultivo.

Fan et al. (2007) utilizando sistema de membranas de fibra oca (MFO) a fim de
substituir o difusor convencional (anel perfurado) no cultivo de Chlorella vulgaris,
verificaram Tco, de 6600 mg.L™.d™* pela microalga com sistema de MFO, sendo este valor 53
% superior ao ensaio que empregou o anel perfurado.

O emprego de MFO como sistema para inje¢do de CO; resultou em Ecoomax de
aproximadamente 87 % no cultivo de Spirulina com vazdo de ar de 0,05 vvm (Figura 7),
tendo esta resposta relagdo com o perfil de crescimento da microalga (Figura 4a). Na Figura 7
é possivel observar que durante a fase logaritmica de crescimento, esta delimitada entre 0 1° e

0 4° d de cultivo, a Eco, aumentou continuamente atingindo eficiéncias entre 69 e 79 %.
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Os apontamentos relatados no presente estudo sdo corroborados por Chai e Zhao
(2012) em estudos com a microalga Chlorococcum sp., 0os quais verificaram comportamento
semelhante entre o perfil de crescimento celular e a Eco, pela microalga. Os autores
observaram que a Eco, aumentou continuamente com o tempo de cultivo, partindo de 75 %

para o valor maximo de 88 %, este observado na fase logaritmica de crescimento.

Figura 7 — Perfis de Ecoz dos ensaios: MFO nas vazdes especificas de ar de 0,05 (©) e 0,3
vvm (A) e CT nas vazdes especificas de ar de 0,05 (o) e 0,3 vvm (A)
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3.5 Composicao proximal da biomassa

As concentracdes medias de proteinas e carboidratos na biomassa de Spirulina
nos ensaios com MFO e CT para as duas vazdes de ar mantiveram-se na faixa entre 65 e 72 %
e 9,2 e 11,5 %, respectivamente, ndo sendo verificada diferenca significativa entre os
difusores e as vazdes empregadas (p>0,05) (Tabela 4). Entretanto, os teores de proteinas
presentes na biomassa estdo de acordo com valores encontrados por Chang et al. (2013) que
obtiveram 68 % no ensaio com meio Zarrouk e superiores a Ferreira et al. (2012) ao
cultivarem Spirulina platensis com CO; proveniente de fermentagéo alcoodlica (25,8 %) e CO,
sintético (26,2 %). Isto mostra, que para todos os ensaios do presente estudo, ndo houve
reducdo da concentracdo de proteinas na biomassa, mantendo-se semelhante aos teores

encontrados quando Spirulina é cultivada em meio de cultivo padréo (Zarrouk).
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Para os carboidratos, o0 maximo valor foi verificado para o ensaio CT na vazao de
0,05 vwm (11,5 %). Este comportamento pode ser justificado pelo perfil de crescimento
celular (Figura 4a), que neste ensaio apresentou inicio da fase estacionaria. Os resultados para
o teor de carboidratos na biomassa estao de acordo com os encontrados por Margarites (2010)
(11,5 %) e Sydney et al. (2010) (11 %) para a cepa de Spirulina platensis LEB-52.

Tabela 4 - Média + desvio padrdo das concentragdes de proteinas, carboidratos, lipidios e
cinzas em base seca da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

Vazéo de ar (vwvm) 0,05 0,3

Ensaio MFO CT MFO CT

Proteinas (% mm™)  649+57*" 695+14* 722+31* 70,7+29"
Carboidratos (% m.m?) 92+0,0*  115+08** 92+02*  97+0,1*"
Lipidios (% mm?)  114+01** 102+14** 72+03*® 119406

Cinzas (% m.m™) 10,8 +4,0*  75+05*  64+01*  72+01""

Letras minGsculas diferentes, em uma mesma linha, para cada vazdo e letras mailsculas diferentes entre as
vazdes correspondem a diferenca significativa (p<0,05).

De acordo com Cohen (1997), a fracdo lipidica corresponde entre 6 a 13 % (m.m’
') para biomassa de Spirulina. No presente trabalho o teor de lipidios variou de 7,2 a 11,9 %
na biomassa de Spirulina, indicando que a sintese desta macromolécula é influenciada pelas
condicdes experimentais adotadas. Os resultados obtidos para os ensaios com membranas e
controle na vazdo de ar de 0,05 vvm e controle na vazdo de 0,3 vvm foram superiores aos
verificadas por Borges et al. (2013) (4,9 % m.m™) e Ferreira et al. (2012) (8,75 % m.m™) em
cultivos com Spirulina sp. LEB 18 em meio Zarrouk e Spirulina platensis com injecdo de
COg, respectivamente.

As concentragdes de lipidios (Tabela 4) nos ensaios CT e MFO na vazéao de 0,3
vvm diferiram estatisticamente (p<0,05), sendo que o ensaio CT apresentou aumento de 65,3
% na fracdo lipidica da biomassa em relagdo ao ensaio MFO. Quanto a avaliagdo entre as
vazOes especificas de ar, foi verificado aumento de 58,3 %, quando a vazdo foi reduzida de
0,3 para 0,05 vvm no ensaio com MFO.

A principal aplicacdo da biotecnologia microalgal consiste na producdo de
suplementos alimentares. No entanto, as microalgas estdo também sendo investigadas quanto
a producgéo de biocombustiveis (BRENNAN; OWENDE, 2009). Neste contexto, os resultados
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do presente estudo mostram que a fracdo lipidica juntamente com a elevada produtividade de
biomassa de Spirulina, sdo caracteristicas que podem representar potencial para a producdo de
biocombustiveis, como o biodiesel.

A concentracdo de cinzas na biomassa (Tabela 4) apresentou diferenca
significativa (p<0,05) para os experimentos MFO e controle na vazao de ar de 0,3 vwm. Os
resultados de teor de cinzas, estdo de acordo com os encontrados por Sydney et al. (2010) (7,1
%) e Morais et al. (2009) (6,7 %) para a biomassa de Spirulina platensis LEB-52 cultivada em
escala de bancada e 5 % de CO, e Spirulina sp. LEB 18 com meio de cultivo Zarrouk em

escala piloto, respectivamente.

4. CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel desenvolver e empregar o sistema de membranas de
fibra oca (MFO) para alimentagdo de CO; no cultivo de Spirulina sp. LEB 18. O sistema de
membranas de fibra oca com vazdo de ar de 0,05 vvm promoveu maior acimulo de CID no
meio de cultivo (127,4 + 6,1 mg.L™) e os maiores resultados de produtividade de biomassa
(131,8 + 1,9 mg.L™".d™), taxa de biofixagdo de CO, (231,6 + 2,1 mg.L™.d™?) e eficiéncia de
utilizacdo de CO, por Spirulina (86,2 + 0,8 % m.m™) quando comparadas ao ensaio controle
(CT) para a mesma vazdo. Em relacdo a composicao proximal da biomassa, o ensaio CT na
vazdo especifica de 0,3 vvm apresentou acréscimo de 65,3 % na fracdo lipidica da biomassa.
Entre as vaz0es de ar, a fracdo lipidica aumentou 58,3 % quando esta foi reduzida de 0,3 para
0,05 vvm para o ensaio com MFO.

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicacdo do sistema de MFO e
menores vazdes de aeracdo proporcionaram aumento das taxas de biofixagéo e eficiéncia de
utilizacdo de CO, por Spirulina sp. LEB 18, tendo influenciado a cinética de crescimento da

microalga e composi¢do da biomassa produzida.
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6 CONCLUSAO GERAL

A maéaxima eficiéncia de transferéncia de CO, para 0 meio liquido em sistema
CO,-H,0 foi obtida na menor vazdo especifica e difusor cortina porosa, atingindo, em média
26,0 %. No ensaio com Spirulina nas mesmas condicdes, a produtividade volumétrica de
biomassa foi maxima e apresentou aumento de 40,4% em relacdo ao ensaio com a mesma
configuracéo de difusor e vazdo de 0,3 vvm.

Quanto a biofixacdo de CO, foi possivel observar que a aplicagdo de uma menor
vazéo (0,05 vvm) juntamente com o emprego de difusores porosos para alimentacdo da fonte
de carbono no cultivo de Spirulina (pedra sinterizada, cortina porosa e madeira porosa) pode
promover o aumento da eficiéncia de biofixacdo de CO, pela microalga.

Com relagdo a biomassa produzida, esta teve sua composicdo alternada pela
aplicagéo de diferentes vazdes e difusores.

Com o sistema de membranas de fibra oca desenvolvido para injecdo de CO, nos
cultivos de Spirulina aliando a agitacdo por borbulhamento com vazdo especifica de ar de
0,05 vvm foi possivel verificar maior acumulo de carbono inorgéanico dissolvido no meio de
cultivo. Também nesta condi¢do foram obtidos para os maiores resultados de produtividade
de biomassa, taxa de biofixacdo de CO, e eficiéncia de utilizacdo de CO, por Spirulina,
quando comparados ao ensaio controle para a mesma vazdo de ar.

A agitacdo mecanica aliada ao sistema de membranas de fibra oca ndo se mostrou
adequada para o cultivo de Spirulina em fotobiorreatores tubulares verticais.

Tanto o sistema de MFO quanto o difusor convencional pedra sinterizada
utilizados para injecdo de CO, nos cultivos, nas vazbes de ar de 0,05 e 0,3 vvm,
respectivamente, contribuiram para o aumento na concentracdo de lipidios presentes na
biomassa de Spirulina.

Diante do exposto, foi evidenciado que a aplicacdo de diferentes vazdes tanto de
alimentacdo da corrente gasosa quanto de aeracdo, juntamente com difusores porosos e
sistema de MFO promoveram aumento de fixacdo de CO; pela microalga Spirulina. A partir
disso, tambem foi verificada producdo de biomassa enriquecida com compostos de interesse

comercial, que pode vir a ser aplicada na producgéo de alimentos e de biocombustiveis.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar parametros de confecgdo e operacdo dos sistemas com membranas de fibra
ocas hidrofilicas e hidrofébicas;

- Aplicar os sistemas de membranas de fibra oca desenvolvidos no cultivo de
microalgas em fotobiorreatores tubulares verticais e horizontais;

- Estudar a geracdo de microbolhas da corrente gasosa no processo de biofixacdo de
CO;, por microalgas;

- Estudar a aplicacdo de membranas de fibra oca em outros processos biotecnoldgicos;
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Figura AP1 - Perfil de crescimento celular logaritmizado da fase exponencial de crescimento
dos ensaios de Spirulina na vazao especifica de alimentacdo da corrente gasosa de 0,05 vvm
para as diferentes configuracdes de difusores, pedra sinterizada (®), cortina porosa (o) (0-4 d),
anel perfurado (m) e madeira porosa (o) (0-5 d)
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Figura AP2 - Perfil de crescimento celular logaritmizado da fase exponencial de crescimento
(0-4 d) dos ensaios com Spirulina na vazdo especifica de alimentacao da corrente gasosa de
0,3 vvm para as diferentes configuragdes de difusores, pedra sinterizada (®), cortina porosa

(o), anel perfurado (m) e madeira porosa (0)
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Figura AP3 - Perfil de crescimento celular logaritmizado da fase exponencial de crescimento
(0-4 d) obtidos nos ensaios com Spirulina: membranas de fibra oca (MFO) nas vazdes de 0,05
(0) e 0,3 vvm (A); controle (CT) nas vazdes de 0,05 (@) e 0,3 vvm (A);
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Tabela Al - Concentracdo dos compostos quimicos do meio de cultura Zarrouk

NUmero Nomenclatura Formula quimica  Concentracao
1 Bicarbonato de sédio NaHCO3 16,8 g.L™
2 Fosfato de potéassio Dibasico KoHPO, 059.L"
3 Nitrato de sédio NaNOj; 259.L"
4 Sulfato de potassio K,SO4 1,0g.L"?
5 Cloreto de sédio NaCl 1,0g.L*
6 Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQO,.7H,0 0,2g.L"?
7 Cloreto de célcio CaCl, 0,04 g.L™
8 Sulfato ferroso heptahidratado FeS0O,4.7H,0 0,01¢g.L"
9 EDTA dissadico EDTA 0,08g.L™

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

Fonte: Zarrouk (1966)

*Solugdo A5 (g.L™): HsBO; (2,86), MnCl,.4H,0 (1,81), ZnS0,.7H,0 (0,222), NaMoO, (0,015), CuSO,. 5H,0
(0,079). **Solugdo B6 (mg.L™): NH,VO; (23,0), K,Cr,(S04)4.24H,0 (96,0), NiSO,.7H,0 (48,0), Na;W0O,.2H,0
(18,0), TiOSO4.H,S0,.8H,0 (61,1), Co(NO3),.6H,0 (44,0).



