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RESUMO GERAL

O aumento da demanda energética mundial, devido ao avanco tecnoldgico e a crescente
atividade industrial, muito dependentes dos combustiveis fosseis, elevou a emissao de gases de
efeito estufa, como o diéxido de carbono (CO») para o meio ambiente. As mudancgas climaticas,
como aumento da temperatura média global, causadas pelo acimulo desses gases na atmosfera,
levou a busca por técnicas de captura e armazenamento do CO,. Uma estratégia de mitigagao
do CO; ¢ a biofixacdo por microalgas que, além de atenuar a concentracdo atmosférica do gas,
apresenta potencial na produgdo de metabolitos secundarios de interesse. Um sistema que pode
ser aliado a biofixacdo ¢ a absor¢do quimica, tecnologia que pode ser implementada a curto
prazo em centrais de energia para captura de CO. A dietanolamina ¢ uma amina secundaria
que tem sido empregada na captura de CO». O carbonato de potéssio tem sido utilizado no
tratamento dos gases de combustao pelo baixo custo e baixa toxicidade. Diante disso, o objetivo
do trabalho foi avaliar a biofixagdo de CO2 pela associacdo dos processos de mitigacdo quimico
e biologico. O crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi avaliado com adi¢do de
dietanolamina e carbonato de potassio (0,41 a 4,92 mmol L), em fotobiorreatores erlenmeyer
(0,5 L). A biofixacdo de CO; e composicao da biomassa foram avaliadas a partir de ensaios em
fotobiorreatores tubulares verticais (1,8 L), com os absorventes separadamente e misturados. A
microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou aumento de 34,5 % na biofixacdo de CO2 quando
cultivada com 1,64 mmol L' de dietanolamina, além de aumento de 81 % na concentracdo de
ficocianina, em relacdo ao cultivo sem absorvente. A eficiéncia de fixagdo do CO, pela
microalga chegou a 43 % m m™! nos ensaios com 1,64 mmol L™ de dietanolamina misturado
com 0,41 mmol L' de carbonato de potassio. A adi¢do de dietanolamina e carbonato de potéssio
no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 pode ser realizada separadamente ou combinando diferentes
concentragdes dos absorventes. Dessa forma, pode-se elevar a taxa de biofixacdo de CO, ou
alterar a composicdo da biomassa, com aplicagdo desta em industrias alimenticias ou de
biocombustiveis.

Palavras-chave: Biofixagdo. Carbonato de potéassio. Dietanolamina. Dioxido de carbono.

Microalga.
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CO: fixation by the biological and chemical methods integration: Spirulina sp. LEB 18
with CO: absorbents

ABSTRACT

The increase in global energy demand, due to the technological advance and the increasing
industrial activity, which are highly dependent on fossil fuels, has increased the greenhouse
gases emission, such as carbon dioxide (CO.) to environment. Climate change, like increase in
the global average temperature caused by the accumulation of these gases in the atmosphere,
led to the search for CO; capture and storage techniques. CO> mitigation strategy is microalgae
biofixation that, in addition to attenuating the atmospheric gas concentration, has potential in
the secondary metabolites production of interest. A system that may be combined with
biofixation is the chemical absorption, a technology that can be implemented in the short term
in power plants to capture CO. Diethanolamine is a secondary amine that has been employed
in the CO; capture. Potassium carbonate has been used in the combustion gases treatment at
low cost and low toxicity. Therefore, the aim of this study was to evaluate the CO» biofixation
by the association of chemical and biological mitigation processes. The Spirulina sp. LEB 18
growth was evaluated with addition of diethanolamine and potassium carbonate (0.41 to 4.92
mmol L) in erlenmeyer photobioreactors (0.5 L). The CO, biofixation and biomass
composition were evaluated from vertical tubular photobioreactors (1.8 L), with the absorbents
separately and mixed. The microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivated with 1.64 mmol L! of
diethanolamine presented increase of 34.5% in CO: biofixation and 81% in phycocyanin
concentration, in relation to the culture without absorbent. The CO> fixation efficiency by
microalgae was 43% w w! in the assay with 1.64 mmol L' of diethanolamine mixed with 0.41
mmol L of potassium carbonate. The addition of diethanolamine and potassium carbonate in
Spirulina sp. LEB 18 cultivated may be performed separately or by combining diferente
absorbents concentrations. In this way, the CO2 biofixation rate can be increased, or the biomass
composition can be modified, with application in food or biofuel industries.

Keywords: Biofixation. Carbon dioxide. Diethanolamine. Microalga. Potassium carbonate.
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1 INTRODUCAO GERAL

As elevadas emissoes de dioxido de carbono (CO2), um dos principais gases de
efeito estufa (GEE), associadas ao consumo de energia, contribuem com as alteracdes
climaticas e suas consequéncias tém sido preocupacao crescente ao longo dos anos (CHEN et
al., 2013). A taxa de crescimento anual das emissoes de CO» é cerca de 1,8 %, derivada
principalmente da queima de combustiveis fosseis € dos processos industriais (JIANG; GUAN,
2016). Assim, o sequestro de CO» produzido industrialmente ¢ uma demanda crescente, a fim
de reduzir o impacto desse GEE no aquecimento global (KUMAR et al., 2011).

As estratégias de sequestro de CO> podem ser fisicas, quimicas (WANG et al.,
2011) ou biolégicas (MORALIS; COSTA, 2007b). A fixagdo bioldgica por microalgas ¢ uma
tecnologia promissora de mitigagdo de CO,. Devido a estrutura simples e suprimento
conveniente de nutrientes, essas apresentam efici€éncia fotossintética cerca de 12,6 % maior que
as plantas terrestres (SU et al., 2017).

Spirulina ¢ uma cianobactéria que apresenta potencial para biofixacdo de CO»
devido a suas altas taxas de crescimento celular e maior eficiéncia de absor¢cdo de CO
comparada a outros micro-organismos (CHEN et al., 2013). Essa microalga pode ser aplicada
em diversas tecnologias como producao de ficocianina, carotenoides, acidos graxos, lipidios e
proteinas para aplicagdo em suplementos alimentares, produtos farmacéuticos (SONI;
SUDHAKAR; RANA, 2017) e biocombustiveis (AINAS et al., 2017, BORGES et al., 2013;
CHEN et al.,, 2010). Dessa forma, podem ser implantadas tecnologias baseadas em cultivos
microalgais proximos a instalagdbes onde hd queima de combustiveis fosseis, como
termelétricas.

A biofixacdo de COz pelo cultivo de microalgas pode ser afetada por uma série de
fatores extrinsecos e intrinsecos. A maior eficiéncia de transferéncia do CO; para o cultivo de
microalgas pode ser contemplada através da aplicacdo de tecnologias que promovam maior
tempo de residéncia da fase gasosa na fase liquida e maior transferéncia de massa
(ADAMCZYK; LASEK; SKAWINSKA, 2016).

Neste cenario, o Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG) tem realizado pesquisas sobre o cultivo de microalgas desde
1996. As pesquisas do LEB partem desde o isolamento de microalgas com potencial de
biofixagdao de CO> (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; MORALIS; COSTA, 2007a), cultivos
em fotobiorreatores fechados e abertos (MORAIS; COSTA, 2007b; RADMANN; REINEHR;
COSTA, 2007), modelagem matematica do crescimento de Spirulina (COSTA et al., 2002),
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modificag¢des no cultivo para aumentar a biofixacdo de CO> (MORAES et al., 2016; ROSA et
al., 2015, 2016), além de producdo de biocombustiveis a partir de microalgas (MARGARITES;
COSTA, 2014).

A absor¢ao quimica, com solucdes de aminas organicas, tem sido utilizada na
captura de CO», apresentando cerca de 90 % de eficiéncia em processos pds-combustao (ZHAO
et al., 2016).

Rosa et al. (2015) avaliaram a biofixa¢ao de CO pela microalga Spirulina sp. LEB
18 cultivada com adi¢do do absorvente quimico monoetanolamina. Os autores observaram
incremento nos carboidratos da biomassa e maior disponibilidade do carbono do meio para a
microalga no cultivo com adicdo do absorvente. Choi, Kim e Lee (2012), adicionando
monoetanolamina no cultivo, observaram aumento na concentragao de carbono dissolvido no
meio, o que resultou em maior velocidade de crescimento e concentracdo celular da microalga
Scenedesmus accuminatus AG10316. Estudos mostram que a utilizagdo de absorvente quimico
em cultivos de microalgas com CO: pode resultar em aumento da concentragdo de carbono no
meio (SUN et al., 2014b), incremento de carboidratos na biomassa (ROSA et al., 2015) e maior
concentracao de pigmentos, como clorofila a (CHOI; KIM; LEE, 2012).

Algumas pesquisas tém sido focadas no uso de misturas de absorventes,
combinando as vantagens de cada um nos processos de tratamento de gases (XIAO et al., 2017).
Assim, aliar a absor¢do quimica e a assimilacdo bioldgica pode ser uma estratégia para

aumentar a taxa de fixagdo de CO», a fim de reduzir a concentracdo atmosférica do gés.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biofixacdo de CO; pela microalga Spirulina sp. LEB 18, associando os

processos de fixacdo quimico e bioldgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar se a adigdo de carbonato de potassio ou dietanolamina afeta a cinética
de crescimento Spirulina sp. LEB 18 cultivada em diferentes fotobiorreatores;

b) Avaliar se a adi¢ao de carbonato de potassio ou dietanolamina afeta a biofixag¢ao
de CO2 e composi¢ao da biomassa de Spirulina sp. LEB 18;

¢) Avaliar se adicdo conjunta de carbonato de potdssio e dietanolamina afeta a
cinética de crescimento, biofixacdo de CO; e composi¢do da biomassa da microalga Spirulina

sp. LEB 18.






CAPITULO 11
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 EFEITOS DO CO; E ESTRATEGIAS DE MITIGACAO

O ciclo global do carbono ¢ composto de grandes fluxos e reservas de carbono.
Anualmente, bilhdes de toneladas de carbono na forma de CO; sdo absorvidos por oceanos e
biomassa e emitidos para a atmosfera por processos naturais, mantendo o fluxo de carbono em
equilibrio (EPA, 2017). Porém, com o rapido desenvolvimento de tecnologias € o avango no
setor industrial no século 20, houve uma crescente necessidade energética mundial, dependente
dos combustiveis fosseis. Esses se tornaram essenciais para a sobrevivéncia e evolucao da
sociedade ao mesmo tempo que prejudicaram seriamente a ecologia global (JIN et al., 2010).
As centrais elétricas a base de combustiveis fosseis sdo consideradas um dos contribuintes mais
significativos para a emissdo de GEE para a atmosfera, sendo o COz o gés emitido em maior
quantidade (Figura 1) (IEA, 2017).

Segundo relatérios da Agéncia de Protegdo Ambiental, a concentragiao atmosférica
de dioxido de carbono (CO2) na era pré-industrial (1750) era de 280 partes por milhdo (ppm) e
aumentou para 404 ppm em 2016, acréscimo de aproximadamente 44 % (EPA, 2017).
Considera-se que a fonte dessas elevadas emissdes seja predominantemente a queima de
combustiveis fosseis. Desse modo, a captura do CO2 ¢ uma etapa importante em muitos

processos industriais (AL-ZUHAIR; ALKETBI; AL-MARZOUQI, 2016).

Figura 1- Emissdes globais dos gases de efeito estufa por setor econdomico
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Fonte: International Energy Agency (IEA, 2017)

De acordo com a [International Energy Agency (IEA), os combustiveis fosseis

dominam o cendrio energético, respondendo por 82 % da demanda global de energia primaria
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em 2015 (IEA, 2017). Segundo estimativas da IEA, os combustiveis fosseis continuardo a ser
importantes na matriz energética global, representando cerca de 40 % do consumo de energia
primaria em 2050 (IEA, 2015).

Assim, pesquisadores tém investigado estratégias de mitigagdo do CO., pois o
aumento do aquecimento global, devido a alteracdo do efeito estufa, tem acontecido de maneira
muito rapida. Isso tem causado mudangas em ambientes terrestres e aquaticos, aumento da
temperatura média global, inundagdes, secas, entre outros problemas ambientais (ARIAS et al.,
2016).

A medida que os pregos dos combustiveis fosseis podem retardar a implementagao
de tecnologias limpas, tornando esse cendrio pouco competitivo, criam-se oportunidades para
alinhar as politicas com objetivo de descarbonizagdo (IEA, 2016). Dessa forma, as tecnologias
de captura e armazenamento de CO> ganham espaco neste cendrio. A captura pos-combustdo €
geralmente considerada uma abordagem mais viavel comparada a outros processos, pois pode
ser implementada em usinas existentes sem alteracdes radicais nas instalagdes. Algumas
tecnologias de captura e armazenamento de CO2 pds-combustao sdo adsorcao, absorgao fisica,
absorcdo quimica, absor¢cao por membranas (WANG et al., 2011), além da fixacdo bioldgica
(MORAIS; COSTA, 2007b).

Uma alternativa para reduzir as emissdoes de CO sem alterar a matriz energética
global ¢ a biofixacdo por microalgas. A atividade fotoautotréfica desses micro-organismos
converte CO2 em biomassa, minimizando os problemas ambientais causados pela emissdo do
gas (ROSA et al., 2011; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016). Além das altas taxas de biofixacao,
a biomassa das microalgas pode ser utilizada para a produgdo de compostos como enzimas e
acidos graxos (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016).

Quanto ao processo de absor¢do quimica, os sistemas baseados em solugdes
contendo aminas tém sido utilizados industrialmente a mais de meio século e ainda sdo
considerados uma das tecnologias mais adequadas para o tratamento de altas concentragdes de
CO2 na corrente de gas de combustao (GOEPPERT et al., 2012). A captura de CO> pela
absor¢do quimica, principalmente com monoetanolamina (MEA), ¢ considerada um processo
quimico bem desenvolvido a ser implementado em curto prazo, ndo s6 em usinas ja existentes,

mas também em novas (ARIAS et al., 2016).
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3.2 MICROALGAS E APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

As microalgas sao organismos fotossintéticos que, comparadas a outras fontes de
biomassa, tem requisitos relativamente simples para o crescimento (ALBERTS et al., 2008).
Por serem desprovidas de brotos e folhas, que dissipam energia para o ambiente, apresentam
taxas de crescimento 10-50 vezes maiores e eficiéncia de remogao de CO> cerca de 10 vezes
mais elevada que plantas terrestres (CHEN et al., 2013; HO et al., 2013).

Esses micro-organismos possuem variadas aplicacdes como alimentos para
humanos (SANTOS et al., 2016), ragdes para animais e para aquicultura (ONO; CUELLO,
2004), compostos bioativos no desenvolvimento de nanofibras (SCHMATZ et al., 2016) e
producdo de enzimas (ORES; AMARANTE; KALIL, 2016). Microalgas sao favoraveis para a
producdo de bioenergia por que além das vantagens de eficiéncia fotossintética (removendo e
fixando carbono) e produtividade, ndo competem por terras araveis com culturas terrestres,
designadas para alimentagdo (SU et al., 2017). Ainda podem ser utilizadas no tratamento de
aguas residuais removendo nutrientes, metais pesados e toxinas organicas (CHEN; ZHAO; QI,
2015).

Spirulina (Figura 2) € uma cianobactéria, unicelular, procariota, que forma tricomas
cilindricos multicelulares, com 1 a 12 pum de didmetro ¢ at¢ 1 mm de comprimento
(VONSHAK, 1997). Devido as suas propriedades, tais como alto valor nutricional e a presenca
de biocompostos como a ficocianina, Spirulina ¢ uma das microalgas mais estudada (BORGES
etal., 2013). Pela capacidade fotoautotrofica, as microalgas tém sido utilizadas, ha alguns anos,
para remog¢ao de CO; produzido pela queima de combustiveis fosseis em usinas termelétricas

(MORALIS; COSTA, 2007a).

Figura 2- Micrografia da microalga Spirulina sp. LEB 18 sob aumento de 400X

ri

Fonte: Laboratorio de Engenharia Bioquimica- LEB- FURG
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A composi¢ao bioquimica das microalgas varia entre as diferentes espécies e até
mesmo dentro da mesma espécie dependendo das condigdes de cultivo (BROWN et al., 1997).
O cultivo de microalgas € um processo atrativo para a obtengao de varios compostos com alto
valor agregado. Em particular, com a microalga Spirulina pode se obter alta concentragao de
ficocianina, clorofila a, B-caroteno, polissacarideos e acido y-linolénico (CHEN et al., 2010).

A Tabela 1 apresenta a composicao de diferentes microalgas quanto a concentragao

de proteinas, carboidratos e lipidios (em base seca).

Tabela 1- Composicao de proteinas, carboidratos e lipidios (em base seca) de diferentes

espécies de microalgas.

Proteinas Carboidratos Lipidios

Microalga (% m m) (% m m) (% m m) Referéncia
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 Becker (1994)
Chlamydomonas
heinhardii 48 17 21 Becker (1994)
Chlorella fusca LEB 111 60 25 13 Deamici et al. (2016)
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 Becker (1994);
Spirulina sp. LEB 18 71 12 11 Rosa et al. (2016)

Synechococcus nidulans
LEB 115

61 12 14 Duarte; Costa (2018)

Os carboidratos sdo os produtos majoritarios derivados da fotossintese e do
metabolismo da fixacdo de carbono (HO et al., 2011). Algumas espécies de microalgas dos
géneros Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus e Spirulina (dependendo das
condig¢des de cultivo) podem conter mais de 50 % de carboidratos em sua biomassa (UEDA et
al., 1996). Os carboidratos da biomassa microalgal podem ser hidrolisados, convertendo-os a
glicose e utilizados como substrato para micro-organismos heterotréficos, produzindo
biocombustiveis como etanol a partir do processo de fermentacdo (ZHAO et al, 2013). A
producao de bioetanol por microalgas pode ser alternativa vidvel, uma vez que apresentam
maior produtividade que culturas como cana-de-acticar e milho, ja utilizadas na producgao desse
biocombustivel (SILVA; BERTUCCO, 2016). Além disso, a auséncia de lignina nas
microalgas facilita a hidrolise dos carboidratos dessa biomassa comparada a materiais

lignocelulosicos (SHOKRKAR; EBRAHIMI; ZAMANI, 2017).
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Os lipidios das microalgas podem ter diferentes aplicacdes de acordo com o niimero
de carbonos. Acidos graxos, com 14-20 carbonos, podem ser utilizados na produgio de
biocombustiveis e acidos graxos poli-insaturados. Com mais de 20 carbonos podem ser
aplicados na suplementacdo de alimentos. A utilizagdo desses lipidios acumulados para a
producdo de biocombustiveis, como biodiesel, vai depender do conteudo lipidico, do tipo de
lipidio produzido e da produtividade da microalga (YEN et al., 2013). O biodiesel de microalgas
¢ considerado carbono-neutro, pois o CO> produzido pela queima desse biocombustivel € o
mesmo que foi consumido na fotossintese (CHISTI, 2007). Uma vez que o biodiesel pode
substituir os combustiveis fosseis utilizados atualmente, sua demanda deve aumentar nos
proximos anos. O uso das microalgas como matéria-prima ndo afeta o fornecimento de 6leo no
setor de alimentos (SUMPRASIT et al.,, 2017), contribuindo substancialmente com essa
demanda.

O elevado teor de proteinas presente na biomassa de varias espécies de microalgas
¢ uma das principais razdes para considera-las fonte suplementar proteica (SPOLAORE et al.,
2006) na dieta humana e animal. Segundo a agéncia americana que controla e supervisiona a
seguranga alimentar, a Food and Drug Administration (FDA), Spirulina ¢ uma das melhores
fontes de proteina. Isto porque a microalga Spirulina contém todos os aminoacidos essenciais,
que s3o 47 % do peso total da por¢ao proteica (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017). As
proteinas presentes na biomassa microalgal tem qualidade superior as fontes vegetais, como
trigo, arroz e leguminosas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Os micro-organismos fotossintéticos contém pigmentos organicos que convertem
luz em energia. Nas cianobactérias como Spirulina estdo presentes os pigmentos clorofila a,
carotenoides e ficobiliproteinas (MACINTYRE et al., 2002). A clorofila a (pigmento verde) e
os carotenoides (pigmentos amarelos ou laranjas) sdo lipofilicos e associados em complexos
clorofila-proteina, enquanto as ficobiliproteinas sdo hidrofilicas (RICHMOND, 2004).
Spirulina ¢ composta por um dos maiores teores de clorofila entre os organismos que contém
esse pigmento, correspondendo a 1,15 % de sua biomassa, dependendo das condigdes de cultivo
(HENRIKSON, 1989). O estimulo na sintese de clorofila torna a absor¢ao de luz mais eficiente,
o que pode ajudar no crescimento celular (SMALL; HUNER; WAN, 2012).

As ficobiliproteinas podem ser divididas em ficocianinas, aloficocianinas e
ficoeritrinas. Esse grupo de pigmentos € responsavel por aumentar o espectro de captacdo de
luz da fotossintese e também atuar como reserva de nitrogénio (LOURENCO, 2006). A
ficocianina ¢ um corante azul natural, com aplicagdo na industria de alimentos, cosméticos e

em ensaios de fluorescéncia, além de apresentar propriedades antioxidantes (BHAT;
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MADYASTHA, 2000; REIS et al., 1998), e emulsionantes, podendo reduzir ou substituir o uso
de aditivos sintéticos nesses produtos (PAPADAKI et al., 2017). A cianobactéria Spirulina
platensis € uma excelente fonte de ficocianina, sendo que em sua por¢ao proteica pode conter
até 20 % deste pigmento (VONSHAK, 1997).

Os carotenoides desempenham papel importante na regulagdo do crescimento de
plantas e micro-organismos, servindo como fotorreceptores e precursores de hormonios. Entre
os carotenoides produzidos pelas cianobactérias o principal ¢ o -caroteno. Nos humanos os
carotenoides atuam como precursores da vitamina A, desempenhando importante papel na
prevencdao de doencas oculares, na saide da pele e no desenvolvimento dentario e Osseo
(HYNSTOVA et al, 2018). Spirulina platensis pode ser utilizada, por exemplo, na
suplementagao dietética de peixes “trutas-arco-iris” como fonte efetiva de carotenoides naturais
para sua pigmentacdo (TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013).

A fim de acumular compostos de interesse na biomassa podem ser realizadas
modificagdes fisico-quimicas no cultivo, tais como aumento ou diminui¢do de luz, temperatura
e aecragao (RADMANN; REINEHR; COSTA, 2007), alteragao na composi¢ao de nutrientes do
meio (VAZ; COSTA; MORAIS, 2016), exposi¢cdo das células a campos magnéticos
(DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2018) e ainda adigdo de absorventes quimicos de CO; ao
cultivo (ROSA et al., 2016).

3.3 BIOFIXACAO DE CO»

O CO> ¢ a fonte de carbono para o crescimento fotossintético e autotréfico de
microalgas. Por meio do processo de fotossintese, as microalgas utilizam agua, didxido de
carbono e luz para produzir biomassa (ALBERTS et al., 2008). Quanto ao sequestro de carbono
da atmosfera, as microalgas sdo os micro-organismos mais eficientes na fixacdo de carbono.
Em média, para a producao de 1 kg de biomassa microalgal seca utiliza-se 1,8 kg de CO>
(BRENNAN; OWENDE, 2010).

Na fotossintese, ocorrem reacdes que dependem de luz (fase clara) e reagdes
independentes de luz (fase escura), que interagem entre si (Figura 3). Nesse processo as
microalgas utilizam a energia da luz para transportar elétrons da dgua para o NADP", reduzindo-
o a NADPH, no fotossistema I (complexo proteico onde ocorrem reacdes da fotossintese). Ao
mesmo tempo o Oz ¢ produzido no fotossistema II, pela oxidacdo da dgua. A producdo de ATP

¢ vinculada ao transporte de elétrons nessa cadeia. Nas reagdes da fase escura, o ATP e o
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NADPH gerados nas reacdes de luz fornecem energia para a conversdo enzimatica do CO>

atmosférico em carboidratos (CAMPBELL; FARRELL, 2006; VONSHAK, 1997).

Figura 3- Apresentacao esquematica da fotossintese de cianobactérias.
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PQ: plastoquinona, PS: fotossistema, Citbsf: citocromo bsf, FD: ferredoxina, FNR: ferredoxina-NADP" redutase,
3FG: 3-fosfoglicerato, G3F: gliceraldeido-3-fosfato, RBF: ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco), Hid: hidrogenase,
Pir: piruvato, ACoA: acetil-coenzima A.

Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2013)

A clorofila a € o principal pigmento fotossintético, e desempenha papel essencial
na absor¢do de energia da luz visivel na faixa de luz vermelha e azul (PHONGAMWONG;
CHAREONPANICH; LIMTRAKUL, 2015). A ficocianina ¢ considerada o principal pigmento
acessorio da fotossintese, o qual capta energia luminosa em por¢des do espectro de luz visivel
nao absorvida pela clorofila, transferindo a energia captada para a clorofila a, no centro de
reacdo (BOUSSIBA; RICHMOND, 1980; HEMLATA, 2009).

A fixacdo do dioxido de carbono ocorre, de fato, no Ciclo de Calvin, onde 6
moléculas de CO, produzem um carboidrato (C¢H120¢), conforme Equagdo 1. O CO> reage
com agua formando acido carbonico (H2CO3). Este acido ¢ dissociado em bicarbonato e ions
H", podendo o bicarbonato ser dissociado em CO> ou ions carbonato, dependendo do pH do
meio de cultivo. Como as microalgas retiram CO> da solugdo sdo formados ions OH", o que,

geralmente, eleva o pH do meio (BINAGHI et al., 2003).
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6 CO,+12 H,O + energia luminosa — C¢H;,0¢+ 6 O,+ 6 H,O (1)

O investimento em carbono, quando se utiliza bicarbonato em cultivos de Spirulina,
representa 60 % dos custos com nutrientes (ALAVA; MELLO; WAGENER, 1997). As
microalgas podem utilizar o CO; proveniente da queima dos combustiveis fosseis, como fonte
de carbono (VAZ; COSTA; MORAIS, 2016). Assim, a utilizacdo de bioengenharia de
microalgas em termelétricas, além de contribuir com a reducdo dos GEE na atmosfera (ONO;
CUELLO, 2004), pode também, reduzir custos com nutrientes no cultivo. Pode-se até
considerar que o CO> ¢ uma fonte de carbono mais satisfatoriamente consumida pelo micro-
organismo, baseando-se no conceito de que o CO; livre € o tnico substrato do ciclo de Calvin
e o bicarbonato serve como um veiculo de transporte de carbono inorganico para a célula

(MANJUNATH; GEETA, 2005).

3.3.1 Fatores que influenciam a biofixacdo de CO2 por microalgas

A biofixagdo de CO; por microalgas envolve um metabolismo complexo durante o
processo de cultivo (KASSIM; MENG, 2017). As cianobactérias apresentam mecanismos de
concentracao do CO> que envolvem genes e componentes proteicos operando para elevar o CO>
em torno da rubisco durante a fotossintese (BADGER; PRICE, 2003). Vérios fatores podem
afetar a eficiéncia de biofixacdo das microalgas. Além disso, podem alterar a composicao da
biomassa (concentracdo de lipidios ou carboidratos, por exemplo) (SUALI; SARBATLY,
2012).

A temperatura ¢ um dos fatores mais importantes no crescimento, pois afeta todas
as atividades metabolicas do micro-organismo (VONSHAK, 1997). A taxa de crescimento de
Spirulina aumenta com o aumento da temperatura, atingindo o melhor valor em 30 °C e
reduzindo depois disso (SHI et al., 2016).

O pH inicial ¢ um dos fatores que mais pode influenciar o crescimento microalgal
e a distribui¢do bioquimica nas células (KASSIM; MENG, 2017). Também ¢ importante o
controle do pH para que ndo ocorra a contaminagdo do meio por outros micro-organismos como
bactérias e fungos, evitando a competi¢ao por nutrientes (PENG et al., 2015).

Quando cultivada a 30 °C, a microalga Spirulina apresenta maior crescimento em
pH 9,5-10 (OGBONDA; AMINIGO; ABU, 2007). Geralmente em pH moderado a alcalino a
forma dominante do CO> em 4gua ¢ o bicarbonato, para o qual as células das microalgas tém

mecanismos de transporte e armazenamento através do ciclo de Calvin (KASSIM; MENG,
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2017). Existe uma correlagdo entre o aumento de carbono total no meio e a reducao do valor do
pH, influenciados pela absor¢do do CO: pelo equilibrio do CO,, HCOs™ ¢ COs* no meio,
conforme Equagdes 2, 3 e 4 (BAO et al., 2012).

CO,y(g) = COy(D) (2)
CO,()+H,0 < HCO3+H" 3)
CO,(D+CO3 +H,0 & 2HCO; “4)

A distribui¢do do CO2 no cultivo, bem como a entrada de luz, sdo fatores
importantes para o crescimento e fixacao de carbono pelas microalgas e que podem ser afetados
pelo tipo de biorreator utilizado (HUANG et al., 2017). A microalga Spirulina sp. cultivada
com CO; em fotobiorreatores tubulares verticais (Figura 4a) apresenta melhores resultados
quanto a cinética de crescimento e biofixacdo de CO2 que quando cultivada em erlenmeyers
(Figura 4b) (MORALIS; COSTA, 2007b). Uma vantagem dos fotobiorreatores tubulares
verticais ¢ o maior tempo de residéncia do CO2 no meio, o que aumenta a eficiéncia de

utilizagdo do gas pela microalga (MORAIS; COSTA, 2007a).

Figura 4- Fotobiorreatores fechados utilizados no cultivo de microalgas em diferentes

escalas: (a) erlenmeyer (0,5 L) e (b) tubular vertical (1,8 L).
(a) (b)
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Segundo Rosa et al. (2016), o uso do CO; como fonte de carbono em reatores
tubulares verticais maximiza o tempo de residéncia do gas no meio liquido, em relacdo a
reatores de menor altura, por exemplo o erlenmeyer, devido a barreira fisica gas-liquido. Dessa
forma, a fonte de carbono fica disponivel para a microalga por mais tempo, intensificando seu
crescimento.

Em fotobiorreatores tubulares, a distribuicao da energia luminosa ¢ mais uniforme.
A insuficiéncia ou excesso de luz podem inibir o crescimento da microalga (PILON;
BERBEROGLU; KANDILIAN, 2011). Quando a intensidade de luz esta abaixo do 6timo pode
ocorrer efeito de auto sombreamento das células e a transferéncia de elétrons na clorofila torna-
se limitada, reduzindo a capacidade de a microalga absorver o CO2 (MELIS, 1999).

O crescimento celular, acimulo de lipidios ou carboidratos na biomassa, podem ser
influenciados também pela alteragdo no tipo ou concentracdo da fonte de carbono (SUN et al.,
2014a). Algumas espécies de microalgas, quando cultivadas em altas concentragdes de COo,
perdem a capacidade de fixar CO; eficientemente devido a concentracao limitante de carbono
inorganico dissolvido (CID) no meio. No entanto, outras espécies podem crescer rapidamente
em concentracdes de CO2 acima de 40 % (Figura 5) (MIYACHI; IWASAKI; SHIRAIWA,
2003). A microalga Spirulina sp. tolera a presenga de até 18 % de COz no ar. Porém, apresenta
melhor crescimento quando cultivada em concentragdo de CO> até 6 % (MORAIS; COSTA,
2007c).

O contetido de CO» atmosférico (em média 0,03 %) ¢ suficiente para a reprodugao
celular da microalga. Cada espécie apresenta uma resposta diferente a concentragdo de COs.
Em geral, o teor adicional de CO, ao cultivo pode aumentar o contetdo lipidico e a
produtividade da biomassa (SUALI; SARBATLY, 2012). Segundo Morais e Costa (2007b), a
microalga Spirulina sp. apresenta melhor crescimento quando cultivada com ar enriquecido de
6 % de CO> em relacdo ao meio com bicarbonato.

Concentragdes de carbono inorganico dissolvido abaixo do 6timo podem levar a
limitagdo do nutriente para a microalga, restringindo a sintese de enzimas essenciais como a
anidrase carbonica e a rubisco, envolvidas no metabolismo celular do carbono (ANJOS et al.,
2013).

A adigdo de absorventes de CO; no cultivo microalgal pode resolver parcialmente
algumas limitac¢des da biofixacdo de CO». A concentragdo de carbono dissolvido no meio pode
aumentar com a presenca de absorventes como, por exemplo, a monoetanolamina (MEA),
alcancando-se maiores taxas de crescimento e incremento no conteido de carboidratos na

biomassa microalgal (CHOI; KIM; LEE, 2012; ROSA et al., 2015).
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Figura 5- Relacdo entre a taxa de fotossintese e a concentragdo de carbono inorganico
dissolvido (CID) no meio para microalgas cultivadas em condi¢des baixas, altas e

extremamente altas de COx.

140

Taxa de fotossintese

T Concentra¢ido de CID no meio
k1/2

ki,»: constante de afinidade; A: espécies de baixo teor de CO» (cultivadas em ar com 0,04 % de CO»); B: espécies
de baixo teor de CO; tratadas com um inibidor da enzima anidrase carbonica ou espécies de alto teor de CO-»
(por exemplo, Chlamydomonas); C: espécies de alto teor de CO; (cultivadas em ar enriquecido com CO,) (por
exemplo, Chlorella e Spirulina); D: espécies tolerantes a concentra¢des extremamente elevadas de CO»
(cultivadas sob mais de 40 % de CO»).
Fonte: Miyachi, Iwasaki e Shiraiwa (2003)

3.4 ABSORCAO QUIMICA DE CO

Muitos solventes quimicos t€m sido estudados a fim de determinar maiores
potenciais de remocao de CO> de correntes gasosas para aplicagdo industrial. Isso inclui
monoetanolamina  (MEA), dietanolamina (DEA), metildietanolamina (MDEA),
diisopropanolamina (DIPA) e carbonato de potassio (K2CO3) (DEVRIES, 2014). Os processos
de absor¢do baseados em aminas sdo amplamente utilizados no tratamento de gases de
combustdo (ISLAM et al., 2017), sendo mais utilizadas as solugdes aquosas de alcanolaminas,

como MEA e DEA, que formam carbamato e bicarbonato quando reagem com CO

(GOEPPERT et al., 2012).
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3.4.1 Dietanolamina

Dietanolamina (DEA), com formula molecular C4sH11NO> (Figura 6), ¢ uma amina
secundaria, que apresenta duas cadeias de alcool e um atomo de hidrogénio, ligados ao 4&tomo

de nitrogénio (KIERZKOWSKA-PAWLAK; CHACUK, 2010).

Figura 6- Estrutura quimica da dietanolamina

H

H
HO—/_

Fonte: Royal Society of Chemistry (2014)

Uma das vantagens das alcanolaminas ¢ que elas contém pelo menos uma hidroxila
(-OH) em sua estrutura, o que ajuda a reduzir pressdes de vapor, aumentando sua solubilidade
em solugdes aquosas. Além disso, esse grupo -OH proporciona a alcalinidade necessaria para a
absor¢ao do CO; (ISLAM et al., 2017). As aminas interagem com CO; ao longo de duas vias
(Figura 7), através da formacdo de bicarbonato com relagdo amina:CO> 1:1, e pela via

carbamato com relagdo amina:CO> 2:1 (LEE et al., 2013).

Figura 7- Reagdes de aminas primadrias e secundarias com CO

&
2 Lo~ NH2 #CO; ===~ NHCO; + HiN -~

MEA Carbamato
OH HO OH
2 HN) OH + CO, =—>= HO_ NCOy .H,N| OH Carbamat
0, —et 2"« Hy arbamato
DEA
u +H;0
HO OH
HO NH; - HCOy® + HN OH

Bicarbonato

Fonte: Goeppert et al. (2012)
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A dietanolamina tem sido usada no tratamento de gases residuais de refinarias de
recuperagdo de enxofre, contendo sulfeto de carbonila (COS) e dissulfeto de carbono (CS>).
Também para remover sulfeto de hidrogénio (H2S) e CO2 do gas natural (ISLAM et al., 2017).
DEA tem maior capacidade de trabalho que MEA, o que indica que a via carbamato em DEA
¢ menos estdvel em comparagcdo com MEA, favorecendo a via 1:1 de bicarbonato (LEE et al.,
2013). Segundo Sartori e Savage (1983), o intermediario carbamato em DEA ¢ seis vezes menos
estavel que em MEA, tornando o processo de captura do CO> com DEA mais eficiente.

Lee et al. (2013) compararam processos de captura de CO» por diferentes solventes,
MEA e DEA, e concluiram que o uso de DEA ¢ preferivel uma vez que tanto os custos com
energia térmica para regeneracao, quanto os investimentos para captura de CO> relacionados

ao DEA sdo inferiores quando comparados ao MEA.

3.4.2 Carbonato de potassio

Carbonato de potassio (K2COs3) (Figura 8) ¢ uma classe emergente de absorventes
utilizados no tratamento de gases de combustdo. Os principais beneficios do uso desse
absorvente na captura do CO; incluem baixo custo, poucos problemas de degradacao e corrosao
e menor toxicidade quando comparado com as aminas. Além disso, o KoCOs ndo € prontamente
degradado por oxigénio ou impurezas (NOx, SOx) que possam estar presentes no gas que esta
sendo tratado, necessitando de menor energia para regeneracao (DEVRIES, 2014; ZHENG et
al., 2017).

Figura 8- Estrutura quimica do carbonato de potassio

Fonte: Royal Society of Chemistry (2014)

0O K»>COs tem menor velocidade de reagdo com CO» que as aminas aquosas, 0 que
pode ser uma desvantagem em processos de captura do CO; diretamente na saida dos gases

(DEVRIES, 2014). A reagao de absorcao entre CO; e solugdo de K,COs3 é exotérmica. O
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carbonato ¢ transformado em bicarbonato durante a absorcdo (BORHANI et al., 2015),

conforme Equacao 5.

CO,+H,0+K,CO; = 2KHCO, (5)

As aminas tém sido os absorventes mais investigados, pois sao os mais empregados
na industria, enquanto o carbonato de potdssio tem mostrado crescente interesse dos
pesquisadores (DEVRIES, 2014).

A mistura de absorventes atrai interesse por que combina as caracteristicas
favoraveis de diferentes absorventes ao mesmo tempo que suprime as caracteristicas
desfavoraveis. Geralmente, quando utilizadas em processos de captura do CO2, sdo
considerados o desempenho de absor¢do e o consumo de energia para a regeneracdo do

absorvente para escolher as combinacdes adequadas deles (WU et al., 2014).

3.5 INTEGRACAO DA FIXACAO QUIMICA E BIOLOGICA

Aliar a absorcdo quimica e a fixacdo bioldgica pode ser uma estratégia para
aumentar a taxa de fixacdo de CO> a fim de diminuir concentra¢des desse gas na atmosfera.
Alguns estudos nessa area foram realizados, encontrando-se respostas positivas nos parametros
de crescimento e incremento de biomoléculas nas microalgas.

Choi, Kim e Lee (2012) testaram diferentes concentragdes de MEA em cultivo de
Scenedesmus sp. e observaram que concentragdes superiores a 6,55 mmol L inibiram o
crescimento celular, associando esse resultado a possivel toxicidade do intermedidrio
carbamato. Porém, utilizando 1,64 mmol L' de MEA conseguem, além de maior concentragio
celular, aumento de cerca de 36 % no contetido de clorofila a e taxa de fixagao de CO» de 539,6
mgco2 L d”!, valor 63 % mais elevado, quando comparado ao cultivo sem MEA.

Rosa et al. (2015), adicionando 0,20 mmol L' de MEA em cada reciclo de cultivos
semi-continuos da microalga Spirulina sp. LEB 18, observaram aumento de 13,3 % na
velocidade especifica maxima de crescimento e maxima taxa de biofixagao superior aos ensaios
sem MEA durante o tempo de cultivo. Os autores observaram aumento de 96 % do contetido
de carboidratos da microalga nos cultivos com adi¢ao do absorvente quimico. No entanto, Rosa
et al. (2016) verificaram que a microalga Spirulina sp. LEB 18 com concentragdo celular inicial

de 0,2 g L'! ndo resiste a concentragdes de MEA acima de 0,82 mmol L',
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Zheng, Martin e Kentish (2016) estudaram a combinagdo de sistemas envolvendo
a absorc¢do quimica com K>COs3, desor¢do por membranas e cultivo microalgal, com Chlorella
sp., € observaram aumento na produtividade volumétrica e na concentracao da biomassa com
uso desse absorvente.

No cultivo microalgal, a utilizagdo de aminas secundérias, como DEA, pode
aumentar a concentragdo de CO; dissolvido no meio, formando bicarbonato, que ¢ a forma de
carbono inorganico preferencialmente absorvida pelas microalgas num ambiente aquoso (KIM
et al., 2013). Segundo Danckwerts e McNeil (1967 apud BOSCH; VERSTEEG; VAN
SWAAIJ, 1989, p. 2736), a amina que reage com o CO> na interface gas-liquido pode ser
regenerada pela reversdo da reagdo de formagdo do carbamato, seguida da hidratagcdo do COo.

Dessa forma, as microalgas, devido a sua atividade fotoautotréfica, podem ser
utilizadas para a fixacdo de COa, reduzindo a concentragdo do gés na atmosfera e utilizando-o
como fonte de carbono em seu metabolismo (KUMAR et al., 2011). A absor¢ao quimica pode
ser integrada a este processo como forma de aumentar a taxa de fixagdo de CO> ¢ a eficiéncia

de utilizagao do carbono, pela microalga (CHOI; KIM; LEE, 2012).






CAPITULO 111
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Foram realizados cultivos da microalga Spirulina sp. LEB 18 em fotobiorreatores
do tipo erlenmeyer, de 0,5 L, com adi¢cdo dos absorventes quimicos de CO,, dietanolamina e
carbonato de potéssio, separadamente. Foram selecionadas as concentracdes dos absorventes
nas quais a microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou melhor crescimento. Com as
concentracoes selecionadas os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais
(FBRTvV), de 1,8 L, com inje¢ao de CO», a fim de avaliar a biofixagao de CO» e a composicao
da biomassa de Spirulina sp. LEB 18. Posteriormente, nos FBRTv, foram realizados ensaios
com adi¢do de misturas de carbonato de potdssio e dietanolamina, nas concentragdes que
apresentaram melhores resultados de biofixacdao de CO; e incremento de biomoléculas na etapa

anterior.






FIXACAO DE CARBONO E COMPOSICAO DA BIOMASSA DE Spirulina
CULTIVADA COM ABSORVENTES DE CO2
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Fixacao de carbono e composicao da biomassa de Spirulina cultivada com absorventes

de CO2

RESUMO

A biofixacdo de dioxido de carbono (CO2) por microalgas ¢ uma técnica promissora de
mitigacdo desse gas de efeito estufa, que ¢ o principal contribuinte do aquecimento global.
Algumas limitagdes desse processo, como baixa transferéncia do CO; para o meio liquido,
podem ser contornadas com modificagdes no cultivo. Adi¢ao de absorventes quimicos de CO»,
como dietanolamina ou carbonato de potassio no cultivo microalgal pode ser uma estratégia
para reduzir as limitagdes de disponibilizacdo do gas para o micro-organismo. O objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos da adigdo dos absorventes quimicos dietanolamina e carbonato
de potéssio na biofixacdo de CO., parametros de crescimento e composi¢ao da biomassa da
microalga Spirulina sp. LEB 18. A adicdo de dietanolamina no cultivo de Spirulina aumentou
35 % a produtividade de biomassa e a biofixacdo de CO,. A adi¢do de carbonato de potéssio
incrementou o conteudo de carboidratos (12,2 %) e lipidios (11 %). O ensaio com a mistura de
1,64 mmol L! de dietanolamina e 0,41 mmol L' de K2COs apresentou a maior concentragio
celular maxima (2,1 g L!) e maior eficiéncia de fixagdo do CO2 (43,7 % m m™'). Dessa forma,
o cultivo de Spirulina sp. LEB 18 pode ser aliado a fixacdo quimica para a mitigagdo do CO»,
com possivel aplicacdo da biomassa na industria alimenticia, de biocorantes ou na produgao de
biocombustiveis.

Palavras-chave: Absorvente quimico. Carbonato de potassio. Dietanolamina. Microalga.

Mitigacao do COo.

Carbon fixation and biomass composition of Spirulina cultivated with CO2 chemical

absorbents

ABSTRACT

Carbon dioxide (CO2) biofixation by microalga is a promising technique to mitigate of this
greenhouse gas, which is the main contributor to global warming. Some limitations of this
process, such as low CO: transfer to the liquid medium, can be bypassed with media
modifications. CO; chemical absorbents addition, such as diethanolamine or potassium
carbonate in microalgal cultivation may be a strategy to reduce the limitations of gas availability
to the microorganism. The aim of this study was to evaluate the effects of chemical adsorbents
addition, diethanolamine and potassium carbonate, in the CO; biofixation, growth parameters
and biomass composition of Spirulina sp. LEB 18. The addition of diethanolamine in Spirulina
cultivation increased 35% biomass productivity and CO; biofixation. The addition of potassium
carbonate increased the content of carbohydrates (12.2%) and lipids (11%). The assay with the
1.64 mmol L' of diethanolamine mixture with 0.41 mmol L' of K»CO; had the highest
maximum cell concentration (2.1 g L) and higher CO; biofixation efficiency (43.7 % w w).
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Thus, the culture of Spirulina sp. LEB 18 can be linked to the chemical fixation for CO>
mitigation, with the possible application of biomass in the food industry, biodye or biofuels.
Keywords: Chemical absorbent. CO» mitigation. Diethanolamine. Microalga. Potassium

carbonate.

1 INTRODUCAO

Spirulina ¢ uma microalga com elevado valor econdmico e tem sido estudada
devido ao alto conteudo de macro e micronutrientes, aminoacidos essenciais, proteinas, lipidios
¢ anti-oxidantes em sua biomassa (SHI et al., 2016; SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017). As
microalgas podem utilizar o didéxido de carbono (CO3) para crescer, convertendo-o em oxigénio
e biomassa. Dessa forma, o cultivo microalgal tem sido empregado em processos de mitigagao
do CO; a fim de reduzir as concentracdes desse gas de efeito estufa (GEE) na atmosfera
(CHISTI, 2007, SADEGHIZADEH et al., 2017).

O aumento da concentracdo atmosférica de CO; tem sido desafio para o meio
ambiente e a sustentabilidade. A mitigagdo do CO2 pelas microalgas ¢ uma das estratégias mais
efetivas nesse processo, pois estes micro-organismos apresentam elevadas taxas de crescimento
e eficiéncia de fixacdao de CO, (ZENG et al., 2012). Estima-se que 25 % do CO» atmosférico ¢
capturado pelas microalgas em processos naturais, sendo necessario aumentar a captura para
aplicagdo industrial (CHI; O’FALLON; CHEN, 2011). Dessa forma, modifica¢gdes no cultivo
tém sido estudadas a fim de elevar a concentracdo de CO> biofixado, alterando a composi¢ao
da biomassa e potencializando sua aplicacdo em diversos setores, como alimentos funcionais,
nutracéuticos e biocombustiveis (YEN et al., 2013).

O COz liberado em processos industriais também pode ser removido por métodos
quimicos. Os absorventes quimicos utilizados nesses processos sdo principalmente solugdes
aquosas de aminas, como a dietanolamina (DEA) ou solugdes de carbonato de potassio (K2CO3)
(LUIS, 2016). A DEA tem sido comumente utilizada em unidades de purificacao do gés natural
para remover o CO> (AL-ZUHAIR; ALKETBI; AL-MARZOUQI, 2016). As solugdes de
K>COs3 sdao empregadas em processos de remoc¢do do CO; a quente, principalmente pelo baixo
custo, baixa toxicidade e pela capacidade de incorporar 6xido de enxofre (SOx) e o6xido de
nitrogénio (NOx) (GHOSH; KENTISH; STEVENS, 2009; SMITH et al., 2014), gases liberados
nos processos industriais, que contribuem para o aumento do efeito estufa.

Algumas pesquisas tém focado na mistura de absorventes quimicos para combinar

as vantagens de cada um no tratamento de gases de combustdo, como associagao de
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monoetanolamina e dietanolamina (XIAO et al., 2017) e dietanolamina e metildietanolamina
(RINKER; ASHOUR; SANDALL, 2000). A reagdo do absorvente quimico com CO> no meio
aquoso, forma bicarbonato (MELDON; MORALES-CABRERA, 2011), o qual ¢ utilizado
como fonte de carbono pelas microalgas (ZENG et al., 2012).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar se a adicdo dos absorventes
quimicos dietanolamina e carbonato de potassio afetam a biofixagdo de CO2, o crescimento e a

composi¢ao da biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRO-ORGANISMO, MEIO DE CULTIVO E ADAPTACAO DO INOCULO

A microalga utilizada foi Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al., 2008), pertencente
a Colegdo de Culturas do Laboratdrio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande - FURG. A microalga foi mantida em meio Zarrouk (ANEXO I, Tabela Al)
(ZARROUK, 1966) modificado, retirando-se a fonte de carbono do meio (NaHCO3).

O in6culo de Spirulina sp. LEB 18 foi adaptado 7 d antes do inicio dos experimentos
ao CO; (comercial pureza minima 99 %, White Martins, Brasil), injetado com vazao especifica

de alimentagdo de 0,12 mLco2 MLmeio™ d”!, por 2 min h™!, na fase clara (ROSA et al., 2010).

2.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram estudados dois absorventes quimicos de CO», carbonato de potassio (K2CO3)
e dietanolamina (DEA, C4H11NO>), ambos da marca Synth. O crescimento da microalga quanto
as concentragdes dos absorventes foi avaliado em duplicatas em erlenmeyers (Figura 1a) com
volume total de 0,50 L e volume util de 0,40 L. As concentracdes dos absorventes quimicos
testadas foram: 4,92 mmol L, 3,28 mmol L, 1,64 mmol L', 1,23 mmol L, 0,82 mmol L' e
0,41 mmol L''! (ROSA et al., 2016).

Os cultivos foram realizados com meio Zarrouk modificado (sem NaHCO3),
mantidos a 30 °C, fotoperiodo 12 h claro/escuro, 41,6 pmolgions m™ s (MORAIS; COSTA,
2007), durante 10 d. A agitagdo foi promovida por ar comprimido A concentracao celular inicial
foi 0,2 g L' (ROSA et al., 2011). Paralelamente foi realizado um ensaio controle, nas mesmas

condicdes, sem adicao dos absorventes.
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Figura 1- Desenho esquematico dos ensaios de Spirulina sp. LEB 18 em (a) fotobiorreatores

erlenmeyer e (b) fotobiorreatores tubulares verticais.

(a) (b)

ol
@r*ﬁ

(1) Cilindro de CO; industrial; (2) valvula de abertura do cilindro; (3) manometro ¢ medidor de vazio; (4)

valvula solendide; (5) minicompressor de ar; (6) rotametros; (7) fotobiorreator; (8) amostrador; (9) aspersor de ar
ou COa,.
Fonte: Rosa, 2014.

Apods selecionar as concentracdes de absorventes com as quais a microalga
apresentou melhor crescimento, foram realizadas bateladas alimentadas com CO; em
biorreatores de maior volume. Foram realizadas duplicatas dos cultivos em fotobiorreatores
tubulares verticais (FBRTv, Figura 1b) de 1,8 L, com volume ttil de 1,5 L (MORAIS; COSTA,
2007). As condigdes de cultivo foram as mesmas submetidas aos ensaios em erlenmeyer. A
agitacao foi promovida por ar comprimido com vazao especifica de 0,1 vvm (volume de ar
volume de meio! min™). A alimentacdo de CO; foi realizada conforme Rosa et al. (2015), com
vazio especifica de 0,36 mLco2 MLmeio! d! (22,5 mL min™) por 2 min h”! durante a fase clara.
A aeragdo dos cultivos foi interrompida 1 min antes e 1 min depois da adi¢do de CO; para
aumentar o tempo de residéncia do gas no meio de cultivo.

Nas mesmas condi¢des de cultivo, foram realizados ensaios com meio Zarrouk
modificado, adigao de CO» e sem absorvente quimico (controle) e ensaios com meio Zarrouk,
sem adi¢d@o de absorvente e sem adicdo de CO: (controle negativo). Também foram realizados
ensaios abiodticos (sem microalga) para observar a atuacdo dos absorventes quimicos sozinhos,

com 1,64 mmol L' de DEA, 1,64 mmol L' de K,COjs e sem absorvente.
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DEA e K»>CO3 também foram avaliados misturados. Os ensaios foram realizados
em duplicatas, em FBRTv, nas mesmas condigdes ja citadas. DEA foi adicionado na
concentragdo 1,64 mmol L', enquanto as concentragdes de K,COs adicionadas foram 0,41
mmol L' (DEA + 0,41 K,CO3) e 3,28 mmol L' (DEA + 0,41 K2CO3). Também foi realizado
ensaio controle, sem adi¢do dos absorventes quimicos e com adi¢do de COx.

A Tabela 1 apresenta um resumo das condigdes dos ensaios realizados.

Tabela 1- Principais modifica¢des nas condi¢des dos ensaios realizados.

Concentracio Concentracgio

Xo Meio de Adicao
Ensaio Fotobiorreator de DEA de K2CO3
(gL cultivo de CO2
(mmol L) (mmol L)
0,41; 0,82;
1,23; 1,64; -
Selegao das
Zarrouk 3,28: 4,92
concentragdes  Erlenmeyer 0,2 Nao
modificado 0,41; 0,82;
de absorvente
- 1,23; 1,64;
3,28; 4,92
Zarrouk
Controle Erlenmeyer 0,2 - - Nao
modificado
0,41; 1,64;
Avaliagdo da Zarrouk 3,28
FBRTv 0,2 Sim
biofixagdo modificado 0,41; 1,64;
3,28
Zarrouk
Controle FBRTv 0,2 - - Sim
modificado
Controle
FBRTv 0,2 Zarrouk - - Nao
negativo
Abidtico Zarrouk
FBRTv - 1,64 - Sim

DEA modificado




58

Concentracao Concentracio
Xo Meio de Adicao
Ensaio Fotobiorreator de DEA de K2CO3
(gL  cultive de CO?
(mmol L) (mmol L)

Abiodtico Zarrouk
FBRTv - - 1,64 Sim
K>COs modificado
Controle Zarrouk
FBRTv - - - Sim
abiotico modificado
DEA+0,41 Zarrouk
FBRTv 0,2 1,64 0,41 Sim
K>COs3 modificado
DEA+3,28 Zarrouk
FBRTv 0,2 1,64 3,28 Sim
K>COs3 modificado
Controle Zarrouk
FBRTv 0,2 - - Sim
(misturas) modificado

Xo: Concentragao celular inicial; FBRTv: fotobiorreator tubular vertical; (-): Nao se aplica.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS

Nos ensaios em erlenmeyers e FBRTv, diariamente foi determinada a concentragdo
de biomassa e realizada a medida de pH. A concentragdo de biomassa foi determinada pela
densidade dOptica por leitura em espectrofotometro digital (QUIMIS Q798DRM, Diadema — SP
— Brazil) a 670 nm, a partir de curva padrdo previamente obtida, relacionando densidade otica
e biomassa seca (COSTA et al., 2002). O pH foi determinado em pHmetro digital (QUIMIS
Q.400H) (APHA, 1998).

Nos ensaios com adicdo de CO», a cada 72 h foi determinada a concentragdo de
carbono inorganico dissolvido (CID). A concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID)
foi calculada a partir das fragdes de ionizacdo de carbono no meio, obtidas da medida de

alcalinidade total (APHA, 1998) e pH dos ensaios, conforme as equacdes de equilibrio de Brune
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e Novak (1981) e Rubio et al. (1999), demonstradas por Rosa et al. (2015). Nos ensaios

abidticos foram analisados apenas pH e CID, a cada 72 h.

2.4 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A partir dos perfis de crescimento celular da microalga foi obtida a concentragao
celular maxima (Xmax, g L!) e avaliadas a produtividade volumétrica de biomassa (Px, mg L™!
d!), velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d'') € tempo de geragdo (tg, d) nos
ensaios em erlenmeyer ¢ FBRTv. Além disso, nos ensaios em FBRTv foram calculados a taxa
de biofixagdo de CO, (TB, mg L' d'!) e a eficiéncia de utilizagdo de COx (E, % m m™).

A produtividade volumétrica de biomassa (Px, mg L' d'!) (BAILEY; OLLIS, 1986)
foi calculada segundo a Equacio 1, onde X é a concentragdo celular (g L) no tempo t (d) e Xo
¢ a concentracdo celular (g L'!) no tempo to (d). A produtividade volumétrica méaxima de

biomassa (Pmax, mg L' d!) é o maior valor de produtividade obtido em cada ensaio.

X-X
Py=—> (1)

t-tg
A velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d”') (SCHMIDELL et al.,
2001) foi obtida pela regressao linear da fase logaritmica de crescimento da microalga.
O tempo de geracdo (tg, d) (BAILEY; OLLIS, 1986) das células foi calculado

conforme a Equagao 2.

t

)

g: Himax
2.5 BIOFIXACAO DE CO;

A taxa de biofixa¢do de CO2 (TB, mg L d') (TOLEDO-CERVANTES et al.,
2013) foi calculada pela Equagado 3, em que Pmax € a produtividade volumétrica méxima (mg L
' d'!) determinada em cada ensaio, Xcbm € a fragio massica de carbono determinada por andlise
elementar da biomassa, Mco2 € a massa molar do didéxido de carbono e Mc é a massa molar do

carbono. A maxima taxa de biofixacdo de CO; ¢ o maximo valor de TB obtido em cada ensaio.



60

Mco,

TB=P 5 Xcom" Mo €)

A eficiéncia de utilizagdo de CO: (E, % m m™") (ZHANG; KURANO; MIYACHI,
2002) foi calculada segundo Equagdo 4, onde TB ¢ a taxa de biofixacdo de CO> diaria (mg L
d™), Virabaino 0 volume 1til de trabalho do fotobiorreator (L) e th a taxa mdassica de alimentacgdo

diaria com COz (mg d™!).
_ TB-Virabalho .
E= — 100 (4)

2.6 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Ao final dos experimentos nos FBRTv a biomassa foi centrifugada (HITACHI
himac CR-GIIL, Téquio - Japao) a 9500g, por 20 min a 20 °C, ressuspendida em dgua destilada
e novamente centrifugada nas mesmas condic¢des. Posteriormente, a biomassa foi congelada a
-80 °C, liofilizada e armazenada a -20 °C até sua caracterizacao.

A biomassa foi caracterizada quanto a concentracao de carboidratos, proteinas,
lipidios, umidade e cinzas. Também foi realizada a analise elementar das fra¢cdes de carbono,
hidrogénio e nitrogénio.

Para as anélises de proteinas e carboidratos foram preparados extratos com 5 mg de
biomassa de microalga liofilizada e 10 mL de 4gua destilada, sonicados em sonda ultrassonica
(COLE PARMER CPX 130 — Illinois — USA), com 10 ciclos de funcionamento, sendo 1 min
ligado e 1 min desligado. Este procedimento foi utilizado para liberar o material intracelular da
microalga no meio liquido.

A concentracdo de proteinas foi determinada a partir do método colorimétrico de
Lowry et al. (1951), utilizando curva de albumina de soro bovino. A concentracdo de
carboidratos na biomassa foi determinada pelo método fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956),
utilizando curva de glicose. A concentracao de lipidios foi determinada por método baseado na
extracdo de lipidios polares e apolares utilizando cloroférmio e metanol (FOLCH; LEES;
STANLEY, 1957). O teor de umidade foi determinado de acordo com a metodologia n® 925.09
da AOAC (2000), por secagem em estufa a 105°C, até peso constante. As cinzas foram
determinadas segundo o método gravimétrico n°® 923.03 da AOAC (2000).
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As concentragdes de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) na biomassa
liofilizada, foram determinadas em analisador elementar (Perkin Elmer 2400, USA), utilizando

acetanilida como padrao.

2.7 QUANTIFICACAO DE PIGMENTOS

Diariamente foi realizada a extracao de clorofila com metanol, a partir de amostra
liquida. A quantificagdo foi realizada por espectrofotometria a 470 nm, 665,2 nm e 652,4 nm,

relacionando nas Equacdes 5, 6 € 7, como proposto por Lichtenthaler (1987).

C,=16,72A6652-9,16A652 4 (5)
Cp=34,09A652,4-15,28 Ag6s2 (6)
Carv=1,44A652124,93A652 4 (7)

Onde: Acss2 € Ass24: absorbancias nos respectivos comprimentos de onda; Ca:

Clorofila a; Cy: Clorofila b; Catp: Clorofila a + Clorofila b.

A extra¢ao de ficocianina foi realizada na biomassa final dos cultivos, utilizando
dgua como solvente e 0,08 g mL' de biomassa. A soluc¢do foi mantida em agitador orbital
(shaker) a 100 rpm, 25 °C, por 4 h (SILVEIRA et al., 2007). Ap0s, foi centrifugada e lida a
absorbancia do sobrenadante a 615 e 652 nm.

A concentragdo de ficocianina (mg mL™) foi calculada usando a Equagdo 8, descrita
por Bennett e Bogorad (1973), onde CF é a concentracdo de ficocianina em mg mL™'; Agis e

Ass2 s30 as leituras de absorbancia nos respectivos comprimentos de onda.

Ag15-0,474-Ags
F=——== 8
C N 8)

O rendimento da extrag@o foi calculado pela Equagdo 9, em que R ¢ o rendimento
da extracdo (mg g™!), CF é a concentragio de ficocianina (mg mL™), V é o volume de solvente

(mL) e m massa de Spirulina sp. LEB 18 (g) (SILVEIRA et al., 2007).
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

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

confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CRESCIMENTO DA MICROALGA Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA COM
ABSORVENTES QUIMICOS EM FOTOBIORREATORES ERLENMEYER

A microalga cresceu em todas as todas as concentragdes de KoCO3 e DEA testadas
(Figura 2). A faixa de concentracdo dos absorventes estudada ndo causa grande variagdo no
crescimento da microalga. Na presenca de K»COs3 a concentracao celular maxima da microalga
ocorreu no ensaio com 0,41 mmol L' (1,87 g L)) e o menor crescimento foi observado no
ensaio com 3,28 mmol L' de absorvente (1,36 g L-1) (Figura 2b). Nos cultivos onde foi
adicionada DEA a maior concentracdo celular também foi observada com 0,41 mmol L' do

absorvente (1,85 g L) (Figura 2a).

Figura 2- Concentracdo celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 nos ensaios controle
(meio Zarrouk modificado) (e), com adicao de 0,41 (o), 0,82 (m), 1,23 (O), 1,64 (A), 3,28 (A)
e 4,92 mmol L! (V) de DEA (a) e K»2CO;3 (b).
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O pH dos cultivos (Figura 3) manteve-se na faixa de 9 a 11, ocorrendo variagdes
justificadas pelo crescimento da microalga. Segundo Shi et al. (2016), com o aumento do pH a
taxa de crescimento de Spirulina aumenta no primeiro momento, seguido de queda, sendo
encontrado o méximo crescimento entre pH 9,5-10. Os ensaios se mantiveram nessa faixa 6tima

em praticamente todo o tempo de cultivo.

Figura 3- Variacao de pH dos cultivos de Spirulina sp. LEB 18: controle (meio Zarrouk
modificado) (e), 0,41 (0), 0,82 (m), 1,23 (1), 1,64 (A), 3,28 (A) e 4,92 mmol L! (0) de DEA
(a) e K2COs (b).

(a) (b)
12 12
11 11
A

e = Vit

9 9
8 } . . . . . 8 T T T T T 1
0 > A i : T 0 2 4 6 8 10

Tempo de cultivo (d) Tempo de cultivo (d)

A Tabela 2 apresenta os resultados de concentracdo celular méaxima (Xmax),
produtividade méxima (Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de
geracdo (tg) dos ensaios realizados com diferentes concentracdes dos absorventes DEA e
K2COs.

Os ensaios com a menor concentragio de absorvente (0,41 mmol L!) apresentaram
os melhores resultados de crescimento (pumax 0,38 d™! para KoCOs e 0,41 d!' para DEA) e
produtividade (Pmax 190,8 mg L' d! para KoCOs e 206,9 mg L' d! para DEA), e foram
semelhantes para os dois absorventes. Os ensaios com a maior concentragdo de absorvente (4,92
mmol L) também apresentaram semelhanga quanto aos parametros de crescimento, podendo-
se observar elevada concentragio celular méxima (1,57 g L™! para K,COs3 e 1,50 g L' para
DEA). A adi¢io de 1,64 mmol L' de DEA também apresentou elevada produtividade maxima

(146,9 mg L' d!) e velocidade especifica méxima de crescimento (0,30 d!).



Tabela 2- Concentragdo celular maxima (Xmax), produtividade maxima (Pmax), velocidade especifica méxima de crescimento (Umax) € tempo de

geracdo (tg) dos ensaios de Spirulina sp. LEB 18 em erlenmeyers.

K2CO3 (mmol L)

Parametro Controle
0,41 0,82 1,23 1,64 3,28 4,92
Xmix (g L) 1,3620,06° 1,87+0,04> 1,37+0,065 1,41+0,18%A 1,31£0,05%4  1,07+0,104®  1,57+0,06>*
Pmix(mg L1dY)  136,1+2,7°¢ 190,8+1,9%4A 138,113,454 143,9+14,75A 120,946,4%4  118,4+22.2%4  160,5+8,2%4A
Bmix (d1) 0,24+<0,01°  0,38+0,01*B 0,22+0,03%4A 0,10+<0,01B 0,13+0,02%%  0,20+0,02¢B  0,34+0,01>
tg (d) 2,940,03¢ 1,840,04%4 3,240,38%P 6,9+0,23%4A 5,6+0,96>A 3,440,344 2,0+0,074B
**R2 0,95+<0,01 0,98+<0,01 0,95+0,02 0,99+0,01 0,99+0,01 0,98+<0,01 0,99+0,01
*xx At (d) 0-6 1-5 0-6 4-10 4-10 0-5 0-4
DEA (mmol L)
Parametro *Controle
0,41 0,82 1,23 1,64 3,28 4,92
Xmix (g L) 1,36+0,06° 1,85+0,27% 1,18+0,05%B 1,30+0,09%4 1,3740,08%*  1,36+0,02%  1,50+0,06>4
Pmax(mg L' dY)  136,1£2,7°°  206,9£23,2%*  125,2+12,65%4 116,6+3,94B 146,9£13,6>%  116,6+6,9¢*  119,8+8,4%8
mix (d) 0,24+<0,01¢  0,41+0,02%4 0,10+0,01%B 0,15+0,01%4 0,30+0,02%4  0,24+<0,01%*  0,28+0,01%B
tg (d) 2,9+0,03¢ 1,7+0,07%B 7,140,014 4,640,188 2,3+0,124B 2,840,058 2,540,065
#*R2 0,95+<0,01 0,98+<0,01 0,97+0,01 0,98+0,01 0,98+<0,01 0,99+<0,01 0,99+0,01
*wx At (d) 0-6 0-4 5-10 2-7 0-5 0-5 0-4

¥9

Letras mintsculas iguais sobrescritas na mesma linha e letras maitisculas iguais sobrescritas na mesma coluna para o mesmo parametro indicam que as médias nao foram
significativamente diferentes ao nivel de confianga de 95 % (p<0,05). *O ensaio controle (sem absorvente) foi realizado apenas uma vez, mas foi repetido na tabela para
comparacdo. **R?: o coeficiente de determinacdo da regressdo linear foi aplicado na fase logaritmica de crescimento. ***At: tempo inicial-tempo final da fase exponencial de
crescimento.
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Duarte et al. (2017) em 10 d de cultivo de Spirulina sp. LEB 18, em erlenmeyers
de maior volume (2 L), com meio Zarrouk modificado e adi¢cdo de CO», observaram Xmax (0,47
g L), Pmax (40 mg L' d!) e pmax (0,17 d!). Comparando com o presente estudo, observa-se
que na faixa de concentracdo dos absorventes quimicos utilizada, houve alteracdo no
crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18, podendo se obter aumento nos parametros
cinéticos avaliados.

A partir desses resultados foram escolhidas as concentragdes 0,41 mmol L™, 1,64
mmol L' e 4,92 mmol L' de ambos absorventes para realizar o aumento de escala, a fim de
avaliar melhor a biofixagdo de CO,. O aumento de escala foi realizado pois, segundo Kumar et
al. (2011), nos processos de sequestro de CO», um dos critérios necessarios para o fotobiorreator
¢ a alta transferéncia de massa. O CO2, que estd na fase gasosa, chega até o interior da célula
da microalga através da fase liquida, o que aumenta a resisténcia a transferéncia de massa.
Dessa forma, o fotobiorreator tubular vertical, devido a sua altura, aumenta o tempo de
residéncia do CO> gasoso na fase liquida, quando comparado ao erlenmeyer, facilitando a
transferéncia de massa entre as fases.

Nas primeiras horas de cultivo com adi¢do de 4,92 mmol L de DEA ocorreu a
formagao de grande quantidade de espuma, o que impossibilitou a continuag¢ao do experimento,
verificando-se morte celular no segundo dia de experimento (APENDICE, Figura AP3). Choi,
Kim e Lee (2012) afirmam que existe uma faixa na qual o CO; pode servir como fonte de
carbono e ser fixado pelas microalgas (50-100 mg L' absorvido com MEA). Concentragdes
mais elevadas de COz-absorvente poderiam inibir o crescimento celular, devido a toxicidade do
intermediario carbamato que se forma na reagao.

Dessa forma, optou-se por realizar os ensaios com adi¢io de 3,28 mmol L dos
absorventes em FBRTv, mantendo a amplitude da faixa de estudo da concentra¢do dos

absorventes quimicos.

3.2 EFEITOS DOS ABSORVENTES QUIMICOS NA BIOFIXACAO DE CO, PELA
MICROALGA Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA EM FBRTv

A microalga Spirulina sp. LEB 18 cresceu em todas as concentragdes testadas dos
absorventes quimicos (Figura 4). O crescimento apresentou perfil similar entre os ensaios
controle, controle negativo e com adi¢ao dos absorventes. Pode-se dizer que o NaHCO3, fonte
de carbono geralmente utilizada no meio de cultivo, pode ser substituido pelo CO2, j& que nao

se observa diferenca significativa no crescimento da microalga nessas condicoes.
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Figura 4- Concentracdo celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 nos ensaios controle
(meio Zarrouk modificado) (m), controle negativo (meio Zarrouk) (©), com adi¢do de 0,41
(o), 1,64 (A) e 3,28 mmol L' (o) de DEA (a) e de K>COs (b).
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A substituicdo desse nutriente seria de interesse econdmico, pois o investimento em
bicarbonato representa 60 % dos custos com o meio de cultivo de Spirulina (ALAVA; MELLO;
WAGENER, 1997).

Com a maior concentragio de DEA (3,28 mmol L) observou-se menor
crescimento da microalga comparado as outras condi¢des (Figura 4a). Grandes quantidades de
DEA no meio podem ser toxicas para a microalga, devido aos intermediarios formados durante
a hidrélise de DEA a MEA, conhecidos como carbamatos (CHOI; KIM; LEE, 2012; RINKER;
ASHOUR; SANDALL, 2000), o que pode ter resultado no menor crescimento da microalga
nessa condigao.

Em todos os ensaios, nos ultimos dias de experimento, a microalga apresenta
tendéncia a fase estacionaria. Segundo Chen et al. (2013), o aumento da concentragdo celular
reduz a passagem de luz pelo reator, o que pode levar a fotolimitacdo e estagnagdo do
crescimento.

A Figura 5 apresenta a concentracao de carbono inorganico dissolvido (CID) nos
ensaios abidticos (sem microalga). O pH dos ensaios manteve-se na faixa de 7,5-8. O ensaio
controle abidtico ndo apresentou variagao na concentragdo de CID. O ensaio com o absorvente
K>COjs apresentou a maior variagao de CID, 95 % do primeiro para o tltimo dia de experimento.
Com o DEA o aumento foi de 36 % nesse mesmo intervalo de tempo. Segundo Kim et al.
(2013), a presenga de absorvente pode elevar o limite de saturagdo do CO2 no meio liquido,

dessa forma maior concentracdo de carbono pode estar dissolvido no meio de cultivo.
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Figura 5- Concentragio de carbono inorganico dissolvido (CID, mg L) (e: controle; o: 1,64
mmol L' de DEA; A: 1,64 mmol L! de K2COs3) e pH (o: controle; A: 1,64 mmol L de
DEA; ¢: 1,64 mmol L' de K2CO3) dos ensaios abiodticos (sem microalga).
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Na Figura 6, observa-se que as maiores concentragdes de CID ao longo do cultivo
ocorreram nos ensaios com adi¢do do absorvente KoCO;3 (1,64 e 3,28 mmol L), condizente
com os resultados encontrados nos ensaios abioticos. A concentragao de CID inicial foi em
média 60 mg L! e ao final dos cultivos todos os ensaios apresentaram CID semelhante (230 mg
L") (Figura 6b).

A concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID) nos cultivos controle e com
0,41 ¢ 1,64 mmol L' de DEA aumentou de 60 para 220 mg L™! (Figura 6a). Porém, a adigio de
3,28 mmol L' de DEA resultou em menor concentragio de CID durante todo o cultivo,
apresentando-se cerca de 60 % menor que os outros ensaios ao final dos 15 d. Na presenca da
maior concentracdo de DEA, a microalga pode ter apresentado menor crescimento devido a
possivel toxicidade dos ions carbamato formados, ou ainda pela menor disponibilidade de
carbono no meio de cultivo.

Esses valores finais de CID sdo proéximos aos encontrados por Rosa et al. (2016),
com Spirulina sp. LEB 18 cultivada com adigdo de 0,41 mmol L' de MEA. No entanto, os
autores iniciam com altos valores de CID (150 mg L!). Ou seja, a presenc¢a dos absorventes
DEA e K>COs3 em cultivos de Spirulina podem resultar em maiores concentragdes de CID que

o absorvente MEA.
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Figura 6- Concentragio de carbono inorganico dissolvido (CID, mg L) (#: controle; ¢: 0,41
mmol L!'; A: 1,64 mmol L'!; A: 3,28 mmol L) e pH (e: controle; o: 0,41 mmol L'!; m: 1,64
mmol L!; 0: 3,28 mmol L) dos ensaios com adigio de (a) DEA e (b) K.CO:s.

(a) (b)

O pH em todos os ensaios com a microalga manteve-se entre 9 e 10 (Figura 6). A
microalga Spirulina sp. LEB 18 apresenta 6timo crescimento em pH 9,5-10 (OGBONDA;
AMINIGO; ABU, 2007; SHI et al., 2016). Em geral, quando se adiciona CO> aos cultivos, a
tendéncia do pH ¢ reduzir, devido a formagio de espécies de HCO;3 e liberagdo de ions H"
(BAO et al., 2012). No entanto, a prévia adaptacdo da microalga a essa condi¢dao pode explicar
a pouca varia¢ao no pH.

A Tabela 3 apresenta os parametros cinéticos de crescimento e de biofixacdo de
CO» avaliados nos ensaios em FBRTv com a microalga Spirulina sp. LEB 18. A maior Xmsx foi
observada nos ensaios com 1,64 mmol L' para os dois absorventes estudados, que ndo
apresentaram diferenca dos controles. Os ensaios com 3,28 mmol L™ de K»COs (1,61 mmol L-
Y e DEA (1,36 mmol L!) apresentaram o menor crescimento celular entre todos os ensaios.

A Prax com adigdo de 1,64 mmol L' de DEA (160,5 mg L' d!) aumentou 34,7 %
em relagio ao controle (119,2 mg L' d'!). Kim et al. (2013) também observaram aumento (12,2
%) na produtividade cultivando a microalga Scenedesmus accuminatus com adigdo de 2 mmol
L' de DEA. Para os dois absorventes (K2CO3; e DEA) 0 menor valor de Pmax ocorreu nos ensaios
com 3,28 mmol L' (102,5 mg L' d"! para DEA e 104,6 mg L' d"! para K2COs). Essa reducio
na produtividade pode ocorrer devido a possivel toxicidade dos absorventes nessa concentragao

mais alta.



Tabela 3- Concentracgdo celular maxima (Xmax), produtividade maxima (Pmax), velocidade especifica méxima de crescimento (Kmax), tempo de
geracdo (tg), taxa de biofixacdo maxima (TBmsx) € eficiéncia méxima de utilizagdo do CO2 (Emsx) nas condigdes avaliadas.

R ) DEA (mmol L)
Parametro Controle negativo Controle

0,41 1,64 3,28
Xmix (g L) 2,01 £0,04° 1,87 + 0,04%P 1,75 + 0,06>4 1,99 + 0,184 1,36+ 0,178
Pmix (mg L1 d) 141,2 + 5,4° 119,2 +5,3¢ 123,3 £ 5,264 160,6 + 7,454 102,5 + 5,644
Hmix (d) 0,28 £<0,01° 0,14 +0,01¢ 0,27 £ 0,01%8 0,31 +0,03%4 0,23 0,014
tg (d) 2,5 +0,04¢ 4,7+ 0,07 2,6 + 0,084 2,1 +£0,054B 3,0£0,07°8
#*R2 0,95+ 0,01 0,98 £< 0,01 0,96 £ 0,02 0,97 £< 0,01 0,98 0,01
AL 0-5 5-11 0-5 0-5 1-7
TBmix (mg L1 d) - 197,8 + 6,3° 191,7 + 9,454 259,0 + 12,234 165,8 + 6,794
Emix (% m m™) - 28,2+1,3 27,2+ 1,804 36,0 + 1,724 23,0 £ 0,94

R . K2CO3 (mmol L)

Parametro *Controle negativo *Controle

0,41 1,64 3,28
Xmix (g L) 2,01 £ 0,04 1,87 + 0,04%P 1,76 £ 0,05%¢A 2,04 +0,23%A 1,61 0,014
Pmix (mg L1 d) 141,2 £ 5,4° 119,2 +5,3° 120,3 + 7,1%A 125,8 £ 9,98 104,6 + 4,14
Hmsx (d1) 0,28 £<0,01° 0,14 +0,01¢ 0,28 + 0,01%A 0,23 +0,01>B 0,20+ 0,01B
te (d) 2,5 +0,04¢ 47+0,07% 2,5+0,06%4 3,1 £0,15%4 3,4+ 0,094
##R2 0,95 + 0,01 0,98 +< 0,01 0,98 +< 0,01 0,99 £< 0,01 0,99 £< 0,01
e AL 0-5 5-11 0-5 0-7 0-7
TBmsx (mg L' d) - 197,8 + 6,3%P 189,9 + 7,9%B 204,6 + 4,4%B 169,9 + 4,654
Emix (Yo m m™) - 28,2 +1,3%P 26,8 + 1,3%B 29,5+ 1,68 23,6+ 0,68%A

Letras mintsculas iguais sobrescritas na mesma linha e letras maitisculas iguais sobrescritas na mesma coluna para o mesmo pardmetro indicam que as médias ndo foram
significativamente diferentes ao nivel de confianca de 95 % (p<0,05). *Os ensaios controle (meio Zarrouk modificado) e controle negativo (meio Zarrouk) foram realizados
apenas uma vez, mas foram repetidos na tabela para melhor comparagio. **R?: o coeficiente de determinacgdo da regressio linear foi aplicado na fase logaritmica de crescimento.
*#*At: tempo inicial-tempo final da fase exponencial de crescimento.

o)
\O
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O ensaio com adigdo de 1,64 mmol L' de DEA também apresentou maior max
(0,31 d") e menor t, (2,1 d), com fase log de crescimento entre 0 e 5 d de cultivo. Deamici,
Costa e Santos (2016) reportam valores semelhantes de pmax € tg (0,2 d' e 2,9 d,
respectivamente) para a microalga Spirulina sp. LEB 18, cultivada com meio Zarrouk.

Com 1,64 mmol L' de DEA a biofixagio de CO; pela microalga foi maior em
relacdo as outras condi¢des. A TBmax apresentou aumento de 31,5% (259,0 mg L' d'') e a Emax
de 27,6 % (36 % m m™!) em relacdo ao controle. Nos ensaios com 1,64 mmol L' de K»CO3, a
TBmax € Emax ndo apresentaram diferenga significativa em relacao ao ensaio controle e foram
menores que dos ensaios na mesma concentragdo de DEA. Os menores valores de biofixagao
foram observados com adigdo de 3,28 mmol L' de ambos absorventes, que nio apresentaram
diferenca entre si. Os ensaios com 0,41 mmol L' de DEA e K>COs apresentaram respostas de
fixacdo de CO; semelhantes ao controle e entre os absorventes. Como pode-se observar, a
concentracgao intermedidria de absorvente estudada apresentou maior influéncia na fixagdo do
CO3, bem como melhores resultados de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18,
principalmente com o absorvente DEA.

A Tabela 4 apresenta os resultados da caracteriza¢ao da biomassa quanto proteinas,
carboidratos, lipidios e cinzas.

A adigio de 0,41 mmol L! de DEA no cultivo reduziu a concentragio proteica da
biomassa de Spirulina para 51,5 % m m™' (semelhante ao controle), enquanto com as demais
concentragdes do absorvente foi em média 58 % m m™! (semelhante ao controle negativo). A
concentracdo de carboidratos ndo apresentou diferenca significativa e de lipidios apresentou
pequena variacdo do ensaio 0,41 mmol L! para as outras concentragdes de DEA.

Com 3,28 mmol L' e 1,64 mmol L' de K,COs o contetido proteico foi bastante
reduzido em relag@o aos ensaios controle € nas mesmas concentragoes de DEA (38,2 € 42,2 %
m m’!, respectivamente). No ensaio com 3,28 mmol L™ de K2COj3 houve incremento de 34 %
da concentracdo de carboidratos em relacdo ao controle. A concentracdo de lipidios nao
apresentou grande variagdo, observando-se a maior concentragdo no ensaio com 0,41 mmol L~
I'de K2CO;3 (13,9 % m m™). O contetido de cinzas ndo apresentou diferenca significativa entre
as concentragoes dos absorventes avaliadas.

A microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivada com CO., geralmente apresenta §-10
% m m! de carboidratos e 9,5-12 % m m™' de lipidios (MORAES et al., 2016; ROSA et al.,
2016). Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com a literatura. Em geral, quando
ocorre estresse 0 micro-organismo acumula grande quantidade de carboidratos e lipidios. As

alteracdes no cultivo podem ser uma estratégia de estresse celular, que desviam as condigdes
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normais de crescimento da microalga, causando mudangas a nivel funcional no micro-
organismo (BENAVENTE-VALDES et al., 2016). Pode-se dizer que a adigdo de absorventes
¢ uma condig¢ao favoravel de crescimento para a microalga Spirulina sp, LEB 18, visto que ela

nao apresentou grandes variagcdes na concentragao dessas macromoléculas.

Tabela 4- Concentragdo de proteinas, carboidratos, lipidios e cinzas (em base seca) da

biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada com e sem adi¢ao de absorventes quimicos.

Macromoléculas (% m m™)

DEA
Proteinas Carboidratos Lipidios Cinzas
Controle 5754 1.0 17,1 0,76 11,8 + 0,69 5,5+0,44°
negativo ’ ’
Controle 53,4+1,3 16,57 +1,2° 12,5+ 0,52 5,7+0,32°
0,41 mmol L1 51,512 15,53 + 1,544 10,8 £0,28*8 590,247
1,64 mmol L1 587= 1,284 14,7 + 2,984 12,3 +0,37%4 6,5+ 0,07>A
328 mmol L1 583+1,8%" 15,7 + 0,338 11,7£0,30*** 6,7 +0,28%"
KCO Macromoléculas (% m m™)
2 3
Proteinas Carboidratos Lipidios Cinzas
*Controle 575410 17,1 £ 0,76 11,8 0,69 5,5+0,44%
negativo ’ ’
*Controle 53,4+1,3° 16,57 + 1,2° 12,5+ 0,52° 5,7+0,32%
0,41 mmol L1 50,8+ 1,74 15,5+ 0,54 13,9 +0,55%4 5,7+0,13%4
1,64 mmol L1 422+ 1,6°° 15,9 1,354 10,7 £0,27%%8 4,8 +0,19>B
328 mmol L 38.2+1,4%° 18,6 = 0,774 10,3+0,4498  6,2+0,38%4

Letras minusculas iguais sobrescritas na mesma coluna indicam que as médias ndo foram significativamente
diferentes entre as concentragdes para o mesmo absorvente; letras maiusculas iguais sobrescritas na mesma coluna,
indicam que as médias ndo foram significativamente diferentes para a mesma concentrag@o entre os absorventes,
ao nivel de confianga de 95 % (p<0,05).*Os ensaios controle (meio Zarrouk modificado) e controle negativo (meio
Zarrouk) foram realizados apenas uma vez, mas foram repetidos na tabela para melhor comparagao.

Na Tabela 5 ¢ apresentada a composi¢ao elementar da biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 obtida dos experimentos.

As concentracdes de carbono elementar foram utilizadas para calcular a taxa de
biofixagdo do CO2. A maior concentracdo de C foi verificada no ensaio com 1,64 mmol L™ de
K2COs3 (47,2 %). Os resultados de concentracdo de N ndo apresentaram diferenca significativa
entre as condi¢des avaliadas. A composicdo elementar apresenta resultados bem proximos aos
obtidos por Rosa et al. (2016) (C- 48,8 %; H- 7,4 % e N- 12,0 %) em cultivos de Spirulina sp.
LEB 18 com 0,41 mmol L' de MEA.
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Tabela 5- Composicao elementar da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada com e sem

adi¢ao de absorventes quimicos.

DEA C (% m m™) H (% m mM) N (% m m™)
Controle negativo 46,2 £ 1,1° 5,6 £0,7% 10,6 £ 0,52
Controle 46,4 +0,1* 6,6 +£0,2% 11,1 £<0,01*
0,41 mmol L! 44,6 + 1,34 5,9 £ 0,654 10,2 £ 0,6%*
1,64 mmol L! 44,0 +0,1*8 6,0 £<0,01%B 10,1 £ 0,4%A
3,28 mmol L! 44,1 +£0,9%4 6,2 +£0,2%4 10,3+ 0,134

K2CO:s C (% m m) H (% m m?) N (% m m)
*Controle negativo 46,2 +1,1%P 5,6 0,72 10,6 £ 0,5%
*Controle 46,4 +0,1%° 6,6 = 0,2% 11,1 £<0,01*
0,41 mmol L-! 443 +0,4%4 6,1 £0,1%4 10,5 + 0,44
1,64 mmol L' 472+ 0,74 6,9 +£0,3%4 10,5 + 0,54
3,28 mmol L! 442 + 0,64 6,4 + 0,284 10,1 £0,1%A

Letras mindsculas iguais sobrescritas na mesma coluna indicam que as médias ndo foram significativamente
diferentes entre as concentragdes para 0 mesmo absorvente; letras maiusculas iguais sobrescritas na mesma coluna,
indicam que as médias ndo foram significativamente diferentes para a mesma concentracéo entre os absorventes,
ao nivel de confianga de 95 % (p<0,05).*Os ensaios controle (meio Zarrouk modificado) e controle negativo (meio
Zarrouk) foram realizados apenas uma vez, mas foram repetidos na tabela para melhor comparagéo. C: carbono;
H: hidrogénio; N: nitrogénio.

O carbono ¢ a principal necessidade nutricional das microalgas. A biomassa
microalgal contém aproximadamente 50 % de carbono (massa seca), derivado do CO:
(DOUCHA; LIVANSK’Y, 2006; LAM; LEE; MOHAMED, 2012), préximo ao observado nos
ensaios. O nitrogénio € componente de proteinas, acidos nucleicos e pigmentos
fotossintetizantes, podendo estar em variadas concentracdes na biomassa (LAVIN;
LOURENCO, 2005).

Em todas as concentracdes de DEA testadas a microalga apresentou aumento na
concentracao de ficocianina (CF) em relacao ao controle (Tabela 6).

O maior rendimento de extracao da ficocianina (Rfico) ocorreu no ensaio com 1,64
mmol L' de DEA, onde o aumento foi de 62,5 % em relacdo ao cultivo sem absorvente. Os
resultados de CF e Ryico para os cultivos com 0,41 e 1,64 mmol L de K,COj; apresentaram
valores menores das mesmas concentracdes de DEA, e com 3,28 mmol L' ndo apresentou
diferenga. Os ensaios com absorventes de CO., principalmente nas maiores concentragoes,

podem ter alterado componentes da membrana celular, que facilitaram a extragdo da

ficocianina, obtendo-se maior concentragao do pigmento nessas condicoes.
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Tabela 6- Concentracdo de ficocianina (CF, mg mL!), rendimento da extragdo de ficocianina
(Rfico, mg g') e concentragio maxima de clorofila (Celorofila, mg g™') da biomassa de Spirulina

sp. LEB 18 cultivada com e sem adigao de absorventes quimicos.

DEA CF (mg mL™") Rfico (mg g1) Celorofila (mg g™)
Controle negativo 10,6 + 0,24 131,6 +2,6° 23,3+0,98%
Controle 6,5+ 1,1°¢ 94,1 +£13,3¢ 20,2 +0,97°
0,41 mmol L' 8,8 £ 0,03%* 109,0 £ 0,18%A 23,0 +£2,8%4A
1,64 mmol L! 11,8 £0,69%* 153,0 £2,1%4A 19,2 + 0,7%A
3,28 mmol L 10,9 + 0,864 142,4 + 3,504 23,8 £4,8%4

K2COs CF (mg mL™") Rifico (mg g1) Celorofila (mg g™)
*Controle negativo 10,6 + 0,24%° 131,6 £2,6% 23,3 +£0,98%
*Controle 6,5+ 1,1° 94,1 +13,3° 20,2+0,97°
0,41 mmol L-! 8,2 = 0,09>¢B 101,5+1,1>B 21,8 +£0,30%A
1,64 mmol L! 8,5+ 0,428 105,9 + 5,4>B 18,9 + 1,584
3,28 mmol L! 11,2 +0,31%4A 139,7 +£ 3,384 20,4 + 1,984

Letras minusculas iguais sobrescritas na mesma coluna indicam que as médias ndo foram significativamente
diferentes entre as concentragdes para o mesmo absorvente; letras maiusculas iguais sobrescritas na mesma coluna,
indicam que as médias ndo foram significativamente diferentes para a mesma concentrag@o entre os absorventes,
ao nivel de confianga de 95 % (p<0,05).*Os ensaios controle (meio Zarrouk modificado) e controle negativo (meio
Zarrouk) foram realizados apenas uma vez, mas foram repetidos na tabela para melhor comparagao.

A concentracdo méaxima de clorofila (Ceciorofila) tanto para ensaios controle, com
DEA ou K>COs, nio apresentou diferenga significativa, variando entre 19 e 23 mg g'!' (Tabela
6). Deamici, Santos e Costa (2018), observaram resultados similares com Spirulina sp. LEB 18
cultivada em tanques raceway, com meio Zarrouk. Os autores encontraram Ceclorofila €m torno

de 22 mg ¢! em 15 d de cultivo.

3.3 EFEITOS DA MISTURA DOS ABSORVENTES QUIMICOS NA BIOFIXACAO DE
CO2 PELA MICROALGA Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA EM FBRTv

O crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivada com DEA + 0,41K2COs
foi superior ao ensaio com DEA + 3,28 K>COs3 (Figura 7a). A produtividade de biomassa nos
ensaios DEA + 0,41 K>COs e controle (sem absorventes) foi maior que no ensaio DEA + 3,28

K>COs e manteve-se praticamente estavel durante o cultivo em todas as condi¢des (Figura 7b).
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Figura 7- Crescimento celular (a) e produtividade de Spirulina sp. LEB 18 (b) nos ensaios:

(®) controle; (o) DEA + 0,41 K>COs; (A) DEA + 3,28 K2COs.
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Controle: sem absorventes quimicos; DEA + 0,41 K»COs: 1,64 mmol L' DEA + 0,41 mmol L' K»COs; DEA +
3,28 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 3,28 mmol L' K,COs.

A maior concentracdo de CID no meio foi observada no ensaio DEA + 3,28 K>COs

(Figura 8a). Apesar disso, a eficiéncia de fixagdo do CO: pela microalga foi menor nessa

condi¢do (Tabela 7). O pH do meio de cultivo pode reduzir devido a utilizacdo do CO; como

fonte de carbono (TANG et al., 2011). Como mostra a Figura 8a, o pH inicial dos ensaios foi

em torno de 11 e reduziu, mantendo-se na faixa de 8,5-9,0 durante o cultivo.

Figura 8- Concentra¢do de carbono inorganico dissolvido (CID) (e: controle; o: DEA + 0,41

K2COs3; A: DEA + 3,28 K>COs3) e pH (0: controle; A: DEA + 0,41 KoCOs; o: DEA + 3,28

pH
(] () P~ (@)

K>CO:3) dos ensaios com Spirulina sp. LEB 18.
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Controle: sem absorventes quimicos; DEA + 0,41 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 0,41 mmol L' K,CO3; DEA +
3,28 K»COs: 1,64 mmol L' DEA + 3,28 mmol L! K,CO:s.
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Segundo Kim et al. (2012), as solugdes de K2CO3 sdo conhecidas por absorver CO2
na forma de bicarbonato, no entanto, a taxa de absor¢ao depende das condi¢des da fase liquida,
podendo ser formados precipitados de bicarbonato de potassio. Quando os autores avaliaram a
absor¢ao de CO> por misturas de KoCOsz e diferentes tipos de amina (etilenodiamina,
dietilenotriamina, trietilenotetramina e tetraetilenopentamina) verificaram que a capacidade de
absor¢ao de CO, dos absorventes ¢ alterada, por exemplo, com a variagdo de temperatura.
Acredita-se que a absor¢ao pode variar também com a concentracdo e o tipo de absorvente
presente no meio.

O carbono inorganico dissolvido (CID) no meio de cultivo ¢ composto de CO-,
bicarbonato (HCO5) e carbonato (CO3%), que sdo fontes de carbono para a microalga (TANG
et al., 2011). Como pode se observar na Figura 9, houve aumento na concentracdo de HCO3"
em todos os ensaios e redu¢io do COs>. O ensaio DEA + 3,28 K>COs apresentou a maior
concentragdo de bicarbonato, correspondendo a maior concentragao de CID.

Em solugdo, o carbonato de potéssio reage rapidamente com amina associada a
carbamato e dgua para formar bicarbonato de potdssio, que ¢ menos soluvel e precipita. Essa
reacdo serve para separar o CO», dissolvido na solu¢do aquosa, dos absorventes, na forma de
bicarbonato precipitado (SOONG et al., 2012). No entanto, com o bicarbonato precipitado, a
fonte de carbono no meio de cultivo se torna menos disponivel, dificultando o consumo pela

microalga.

Figura 9- Concentragao das espécies de carbono (a) bicarbonato (HCO3") e (b) carbonato

(COs%) dissolvidas no meio (controle (E3), DEA + 0,41 K,COs (E4), DEA + 3,28 K.COs (F3).
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Controle: sem absorventes quimicos; DEA + 0,41 K»COs: 1,64 mmol L' DEA + 0,41 mmol L' K,COs; DEA +
3,28 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 3,28 mmol L' K,CO:.
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Os parametros cinéticos de crescimento do ensaio DEA + 0,41 K,COs3 foram
maiores que no ensaio DEA + 3,28 K,COs (Tabela 7). O ensaio DEA + 0,41 K»COs apresentou
concentragio celular maxima 2,10 g L™, sendo a produtividade maxima 174,2 mg L' d"!. No
entanto, o ensaio DEA + 0,41 KoCOs nao apresentou diferenca significativa em relagao ao
controle.

Os resultados de crescimento celular e produtividade dos ensaios com mistura dos
absorventes sdo superiores aos encontrados com adi¢do dos absorventes quimicos
separadamente. A maior concentragio celular foi 2,04 g L' com 1,64 mmol L' de K2COs3,
enquanto a maior produtividade foi 160,6 mg L d"! no cultivo com 1,64 mmol L' de DEA.
Porém, esse aumento também ¢ verificado no ensaio controle das misturas, onde Xmax 2,03 g L

lePmax 171,4mg L1 dL.

Tabela 7- Parametros cinéticos de crescimento e biofixagdo de CO; da microalga Spirulina

sp. LEB 18 cultivada com mistura de absorventes quimicos.

Experimento
Parametro
Controle DEA + 0,41 K2CO3 DEA + 3,28 K:2CO3
Xmix (g L) 2,03 +0,072 2,10+ 0,10? 1,74 +0,10°
Pmix (g L' d) 171,4+ 2,82 174,2 + 3,22 153,8 + 5,4°
Pmax (d1) 0,30+£<0,01* 0,30+0,02° 0,27 +<0,01°
tg (d) 2,3+0,05° 2,3+0,13° 2,6+0,132
At (d)* 0-4 0-4 0-4
R 0,97+<0,01  0,96+0,02 0,97 £<0,01
TBmix (mg L d) 3143+ 5,07 319,4 + 5,9 282,0+9,9°
Emsix (%o m m™) 43,4 +0,9? 43,7 +0,9° 40,3 +1,2°

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga estatistica entre as médias ao nivel de 95 % de
confianga (p < 0,05). Controle: sem absorventes quimicos; DEA + 0,41 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 0,41 mmol
L' K,COs; DEA + 3,28 K»COs: 1,64 mmol L' DEA + 3,28 mmol L' K>COs. *At: tempo inicial-tempo final da
fase exponencial de crescimento; **R2: Coeficiente de determinagdo da regressdo linear aplicada a fase logaritmica
de crescimento.

O tempo de geracdo (tg) e a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax)
foram bem semelhantes entre as condigdes estudadas. Vaz, Costa e Morais (2016) com a mesma
cepa de Spirulina cultivada com ar enriquecido de 10 % de CO> observaram pmax quase trés
vezes menor (0,11 d!). Essa diferenga pode ocorrer pela forma de injecio do CO», visto que

Rosa et al. (2016), encontraram resultados bem semelhantes de pmax (0,25 d!) e tg (2,8 d) em
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cultivo de Spirulina sp. LEB 18, com adi¢do de 0,05 vvim de CO, nas mesmas condi¢des do
presente estudo.

No ensaio DEA + 0,41 K,CO3 a TBmax (319,4 mg L' d!) foi 13,3 % superior que
no ensaio DEA + 3,28 K>CO3 (282 mg L' d!). Os resultados de Emax com absorventes quimicos
misturados (43,7 % m m™ em DEA + 0,41 K2COs ¢ 40,3 % m m™' em DEA + 3,28 K>COs) sdo
superiores aos ensaios com DEA e K,COj3 adicionados separadamente (Tabela 3), onde o ensaio
1,64 mmol L! de DEA apresentou o maior valor de Emax (36 % m m™"). Para Rosa et al. (2016)
a maior Emax obtida foi 29 % m m™!, no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com 0,41 mmol L' do
absorvente MEA. No entanto, observa-se que o ensaio controle também apresentou elevada
TBmax € Emax (314,3 mg L' d! e 43,4 % m m™!, respectivamente), que pode ter ocorrido por
adaptagdo do inoculo a concentracdo de CO: injetada, que levou a microalga a elevados
resultados de biofixac¢ao.

A concentragio de proteinas (58 % m m™!), carboidratos (20-23 % m m™') e lipidios
(11 % m m™) ndo apresentou grande variagdo entre as condi¢des estudadas (Tabela 8). O
conteudo de carboidratos ¢ superior aos resultados encontrados por Rosa et al. (2016) (9,5+ 1,1
% m m') e Moraes et al. (2016) (10,9 £ 0,5 % m m™") que cultivaram Spirulina sp. LEB 18 nas
mesmas condi¢des de cultivo do presente trabalho, sem adicdo dos absorventes de CO>. A
concentragdo de proteinas ¢ bem inferior ao obtido pelos mesmos autores (Rosa et al. (2016)
78,4 % m m’' e Moraes et al. (2016) 72,9 % m m™). O contetido lipidico varia de 8 a 12 % m
m™! entre os autores. Como essas respostas sio semelhantes ao controle, acredita-se que seja
devido a cepa, e ndo as condic¢des de cultivo.

A concentracao de carboidratos ¢ maior que nos ensaios com absorventes quimicos
avaliados separadamente, onde 0 maximo valor obtido foi 18,6 % com 3,28 mmol L™ de K2COs
(Tabela 4). A concentracdo de lipidios foi semelhante aos resultados com os absorventes
separados, que variou entre 10 e 13 %.

A concentracdo de ficocianina, bem como o rendimento de ficocianina (Tabela 8)
apresentaram resultados inferiores quando comparados aos cultivos com absorventes quimicos
separados (Tabela 6). Os resultados sdo similares aos de Moraes, Burkert e Kalil (2010), que
encontraram CF de 6,5 mg mL! e Ryico de 80,5 mg g™ em Spirulina platensis cultivada em meio
Zarrouk, mostrando que a adicdo dos absorventes nao alterou a producao desse pigmento. A
concentracdo de clorofila ndo apresentou diferenga entre os ensaios € os valores sdo bem
proximos aos encontrados com os absorventes quimicos separados, em média 20 % mg g’

(Tabela 6).
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Tabela 8- Concentragdo de proteinas, carboidratos, lipidios, cinzas (massa seca),
concentragio de ficocianina (CF, mg mL™), rendimento de extra¢io de ficocianina (Rfico, mg

g e concentragio de clorofila (Celorofila, mg g'') de Spirulina sp. LEB 18.

Experimento
Parametro
Controle DEA + 0,41 K:CO3 DEA + 3,28 K2COs3

Proteinas (% m m) 57,7+£2,7* 58,8 £4,1% 57,9 +1,7%
Carboidratos (%o m m) 234 +1,32 23,7+ 1,8 19,9 £0,9°

Lipidios (% m m™) 11,4 +£0,2° 10,3 +0,2° 10,8 + 0,4%°

Cinzas (% m m™) 6,1 +0,2° 6,9 £ 0,2% 6,8 +0,2%

CF (mg mL™) 5,0 +0,04° 6,3 +0,20° 7,6 + 0,032

Rfico (mg g™) 62,0 = 0,40° 77,9 + 2.,40° 94,5 + 0,032
Celorofila (mg g) 21,6 £0,45° 20,9 +0,97* 21,8 £0,76%

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga significativa entre as médias ao nivel de 95 % de
confianga (p<0,05). Controle: sem absorventes quimicos; DEA + 0,41 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 0,41 mmol
L K,COs; DEA + 3,28 K,COs: 1,64 mmol L' DEA + 3,28 mmol L! K,CO:s.

4 CONCLUSAO

A adigdo de absorventes quimicos no cultivo de Spirulina sp. LEB 18
separadamente ou misturados pode ser utilizada como forma de alterar o crescimento,
biofixagdo de CO2 e composi¢io da biomassa da microalga. A adi¢do de 1,64 mmol L de
dietanolamina aumentou 35 % a produtividade de biomassa e 27,6 % a eficiéncia de fixagdo de
CO», além de aumentar o rendimento da extracdo de ficocianina em 62,5 % em relagdo ao
cultivo com meio modificado, sem adicdo de CO2. A biomassa de Spirulina sp. LEB 18
apresentou maior contetdo lipidico (13,9 % m m™) com 0,41 mmol L' de K,COs e de
carboidratos (18,6 % m m™) com 3,28 mmol L' do mesmo absorvente. A DEA e o K>COs
misturados podem aumentar a disponibilidade de carbono no meio e a biofixagdo de CO.. O
ensaio DEA + 0,41 K,COs apresentou melhores resultados de crescimento (2,10 g L!) e
produtividade de biomassa (174,2 mg L' d!') que o ensaio DEA + 3,28 K,COs (1,74 gL' e
153,8 mg L' d’!, respectivamente). No entanto, a maior concentracio de carbono inorganico
dissolvido foi obtida no ensaio DEA + 3,28 K,CO; (474,5 mg L!). A concentragio de
macromoléculas ndo foi influenciada pela adicao das misturas dos absorventes. Dessa forma, a

DEA pode ser utilizada como estratégia de cultivo de Spirulina sp. LEB 18 a fim de aumentar
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a biofixagdo de CO» pela microalga. A concentragio de 1,64 mmol L' do absorvente seria
adequada para essa finalidade. A biomassa produzida pode ser utilizada para a extracdo de

biocompostos (ficocianina) ou aplicada na industria alimenticia, pelo seu elevado teor proteico.
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CONCLUSAO GERAL

A fixacao biologica de CO» por microalgas associada a fixa¢ao quimica pode ser
uma alternativa para reduzir as concentragdes atmosféricas desse géas de efeito estufa. Além
disso, a biomassa produzida pode ser aplicada, por exemplo, na produ¢do de biocombustiveis,
alimentos ou na industria farmacéutica.

As concentragdes dos absorventes quimicos dietanolamina (DEA) e carbonato de
potassio (K2COs) selecionadas foram 0,41, 1,64 e 3,28 mmol L, pois apresentaram os
melhores resultados de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18. A adicdo de 1,64 mmol
L' de DEA no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 pode ser realizada com objetivo de aumentar a
biofixacdo de CO2 pela microalga, pois a produtividade de biomassa aumentou 35 % e a
eficiéncia de fixacao de CO; 27,6 %. Nessa mesma condigao observou-se maior rendimento da
extragdo de ficocianina (62,5 % maior que no cultivo sem absorvente quimico), possibilitando
que a biomassa seja aplicada na extragao de pigmentos, por exemplo, para industria alimenticia.

O cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com 0,41 mmol L! de K»COj3 apresentou maior
conteudo lipidico (13,9 %), podendo utilizar a biomassa na producao de biocombustiveis como
biodiesel. Com adi¢io de 3,28 mmol L' de K2COj3 houve incremento de carboidratos (18,6 %),
0 que resulta no possivel uso dessa biomassa para produ¢ao de bioetanol.

Entre os ensaios com adi¢do da mistura dos absorventes quimicos, DEA + 0,41
K>COs apresentou melhores resultados de crescimento e produtividade de biomassa e maior
contetdo de carboidratos (24 %). A mistura dos absorventes apresentou maiores resultados de
crescimento e biofixa¢do que com adigdo deles separadamente.

Os absorventes quimicos podem ser adicionados separadamente ou combinados,
em diferentes concentragdes no cultivo de microalgas. Podem ser testadas outras concentragdes
desses absorventes, ou de outros tipos de absorventes quimicos, a fim de alterar parametros de

crescimento, producao e composi¢ao da biomassa, além da biofixacao de COx.






&9

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

+¢ Adicionar o absorvente quimico quando a concentragao de biomassa duplicar;

+¢ Testar outros tipos de absorventes quimicos;

+¢ Testar outras concentragdes de absorventes quimicos;

¢ Realizar outras associagdes de absorventes quimicos de CO», variando o tipo e
concentragdes dos mesmos;

+¢ Cultivar outras microalgas com esses absorventes;

+¢ Testar se os absorventes sdo consumidos pela microalga.
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APENDICES

Figura AP1- Ensaios em fotobiorreatores erlenmeyers com a microalga Spirulina sp, LEB 18

na presenga dos absorventes carbonato de potassio e dietanolamina

Figura AP2- Ensaios com a microalga Spirulina em fotobiorreatores tubulares verticais com

adi¢do de carbonato de potassio e dietanolamina
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Figura AP3- Segundo dia de experimento onde verifica-se morte celular na duplicata com

4,92 mmol L' de DEA (esquerda).

Figura AP4 - Curva padrdo da microalga Spirulina sp. LEB 18
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ANEXOS

Tabela A1- Composi¢ao quimica do meio de cultivo Zarrouk

Nimero Nomenclatura Férmula quimica Concentracio
1 Bicarbonato de sodio NaHCO; 16,8 g L'
2 Fosfato de potassio dibasico K2HPO4 0,5gL"!
3 Nitrato de sodio NaNO3 2,5gL!
4 Sulfato de potassio K2SOq4 1,0gL!
5 Cloreto de sodio NaCl 1,0gL!

Sulfato de magnésio
6 MgS04.7H20 0,2gL!
heptahidratado
7 Cloreto de calcio CaClz 0,04 gL!
Sulfato ferroso
8 . FeSO4.7H20 0,01 gL'
heptahidratado
9 EDTA dissodico EDTA 0,08 g L
A5 Solu¢ao de micronutrientes * 1,0mL L'
B6 Solugao de metais ok 1,0 mL L!

Fonte: Zarrouk (1966). *Solugdo A5 (g L™): H;BO; (2,86), MnCl.4H>O (1,81), ZnSO4.7H,0 (0,222), NaMoO4
(0,015), CuSO4. 5H,0 (0,079). **Solugdo B6 (mg L): NH4VO; (23,0), K2Cra(SO4)4.24H,0 (96,0),
NiS04.7H20 (48,0), Na,WO4.2H,0 (18,0), TiOSO4.H2S04.8H,0 (61,1), Co(NO3),.6H,0 (44,0).



