(=)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

PRODUCAO DE MACROMOLECULAS NO CULTIVO DE Spirulina E Chlorella COM
CO,, CINZAS E REDUCAO DA FONTE DE NITROGENIO

Vagner da Silva Braga
Prof*. Dr*. Michele Greque de Morais
Orientadora

Rio Grande, RS
2018






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

PRODUCAO DE MACROMOLECULAS NO CULTIVO DE Spirulina E Chlorella COM
CO,, CINZAS E REDUCAO DA FONTE DE NITROGENIO

Vagner da Silva Braga

Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para obten¢do do titulo de Mestre em

Engenharia e Ciéncia de Alimentos.

Prof®. Dr*. Michele Greque de Morais

Orientadora

Rio Grande, RS
2018



Ficha catalografica

B813p  Braga, Vagner da Silva.
Produgdo de macromoléculas no cultive de Spiuling e Ghiorelia
com COs, cinzas e redugdo da fonte de nitrogénio | Vagner da Silva
Braga. — 2018.
137 p.

Dissertagio (Mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande,
Programa de Pés-Graduagio em Engenharia e Ciéncia de Alimenios,
Rio Grande/RS, 2018.

Orientadora: Dra. Michele Greque de Maorais.

1. Bioetanol 2. Carboidratos 3. Dioxide de carbono 4. Mutrientes
5. Microalgas |. Morais, Michele Greque de II. Tiule.

CDU 684

Catalogagdo na fonte: Bibliotecaria Claudia Maria Gomes da Cunha CRE10V1842




APROVAGAD

Diggertagdo detend da por Vagner dz Silva Draga e agrovaca em (1 de feveram
d= 2018 pela Comistao Examirade a constiuida pelos profassores)

Mo chatn Mgriaw

Profa. Dra. Michelz Grague da Morais - CURG

el

Frafa. Ora Luciane Man:i_{_;.r'u-lu:{. Ulfl:

]
Profa. Cra Michele D sa Andrade Zimmermann d2 Souza - FURG

Barkena  ox Tia'los
Dra. Bérkare Calaning Baslns de Fraizs - FURG







Aos meus pais, [loni e Donario (in memoriam)
A minha irmé, Carem Eluza

Ao meu sobrinho, Davy

A minha amada, Gisele

Dedico.






AGRADECIMENTOS

A Deus, pois sem Ele ndo teria tragcado o meu caminho na Engenharia.

Aos meus pais, Iloni e Donério, que ao longo dessa caminhada sempre me apoiaram.
Infelizmente, nunca mais ouvirei de meu pai comentarios de reconhecimento do meu esforgo.
Mas pai, vocé me deixou uma grande heranga: o teu carater, e ¢ isso que guardarei para
sempre. Obrigado pelos ensinamentos, exemplos de conduta, amor para com o proximo,
inspiragdo... enfim ndo ha palavras para te agradecer! Saudade eterna...

A minha irma, Carem Eluza, pelo seu carater, humildade e amor que sentimos um pelo outro.
Ao meu sobrinho e afilhado, Davy, por sempre me proporcionar momentos de descontragao e
alegrias.

A Gisele, por me incentivar a fazer mestrado. Te agradeco pelo companheirismo, amor,
confianga e, principalmente, dedicacdo pelas inimeras horas disponibilizadas para me ajudar
na corregdo deste trabalho. Sem a tua ajuda, eu ndo teria conseguido cumprir os prazos
estipulados. Te amo!

A minha orientadora, prof. Michele Morais, pela orientagdo com intimeras dicas e
questionamentos que fortaleceram a parte experimental e escrita deste trabalho. Agradego
pela confianca e por estar sempre disponivel para ajudar, seja no dmbito académico, seja no
ambito pessoal. Obrigado por me orientar todos esses anos, vocé foi (e continua sendo) muito
importante na minha formacao.

Ao prof. Jorge Alberto Vieira Costa, por disponibilizar toda a infraestrutura do LEB e por
estar sempre disposto a auxiliar na compra de materiais para condugado deste trabalho.

A Luana Marques, minha IC, pelas longas jornadas de trabalho, disponibilidade incondicional
e amizade que construimos nestes ultimos meses de trabalho.

A Duna Mastrantonio, minha IC, por me acompanhar sempre com paciéncia nas longas,
cansativas e sofridas metanolises, que na maioria das vezes eram frustrantes. Podemos nao ter
conseguido mostrar conteudo de PHB significativo, mas conseguimos outros resultados muito

bons.

A Jessica Cardoso, minha primeira IC, pela ajuda nos primeiros experimentos. Apesar de
muitas vezes ter aprendido as coisas junto com voce, espero ter contribuido de alguma forma
na tua formagao profissional.

A Jéssica Duarte, pela amizade, empenho e profissionalismo ao explicar todas as minhas
davidas, mesmo as mais 6bvias. Vocé foi essencial para conducao de todos os meus
experimentos. Obrigado por sempre me passar seguranga, vocé ¢ um exemplo a ser seguido.

A Juliana Moreira, pela amizade, brincadeiras e, principalmente, por me mostrar
estatisticamente que os meus resultados eram representativos e que eu tinha condigdes de
escrever uma dissertacdo. Gragas a vocé, eu perdi o medo de mostrar e tratar os resultados.



A Roberta Kosinski, que com um carisma imensuravel contagia o ambiente por onde passa.
Obrigado pela amizade, palavras de apoio e, principalmente, por me ajudar sempre quando
tinha tempo livre.

Aos demais colegas do MIBI e LEB, que de certa forma colaboraram para o desenvolvimento
deste trabalho.

A FURG, por disponibilizar moradia, excelente infraestrutura, bibliotecas e refeicdes.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa de mestrado concedida.

A todos que indiretamente contribuiram para a realizagao deste trabalho...



O homem nao ¢ nada além daquilo que a educacao faz com ele.

Immanuel Kant






PRODUCAO DE MACROMOLECULAS NO CULTIVO DE Spirulina E Chlorella COM
CO,, CINZAS E REDUCAO DA FONTE DE NITROGENIO

RESUMO

As mudangas climaticas t€ém estimulado a busca por alternativas para minimizar os problemas
ambientais causados pelo CO», principal gas do efeito estufa. Nesse sentido, micro-organismos
fotossintetizantes como as microalgas se destacam, pois possuem capacidade de utilizar
diretamente CO» para produzir biomoléculas. Além disso, cinzas provenientes da queima do
carvdo mineral podem ser utilizadas em cultivo microalgal, uma vez que contém
micronutrientes essenciais para o crescimento celular. A adi¢do de CO», cinzas bem como a
reducdo da fonte de nitrogénio podem alterar a composi¢do da biomassa microalgal e
incrementar o acumulo de compostos de reserva como lipidios, carboidratos e PHB em relagao
ao contetido proteico. Desta forma, o objetivo deste estudo foi estimular a produgdo de
biomoléculas a partir das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111
cultivadas com redugdo da fonte de nitrogénio e diferentes concentragdes e fontes de carbono
bem como cinzas oriundas da industria termelétrica. O trabalho foi dividido em trés partes; a
primeira e segunda etapas foram realizadas com Spirulina e a terceira com Chlorella fusca
utilizando 10 e 50% da concentracdo de NaNOs; do meio de cultivo, respectivamente.
Primeiramente foram testados os tempos de inje¢cdo de 1 € 5 min e as vazdes de 0,05 ¢ 0,3 vvm
(MLimistura. MLmeio'. min') de CO2 a cada 40 min na fase clara do fotoperiodo. Para a segunda
etapa foi selecionada a vazao de 0,3 vvim de CO:> injetada a cada 20 min por 1 e 5 min. Nesta
etapa foram testadas as concentragdes de 0, 120 e 160 ppm de cinzas para verificar o seu
potencial para substituir parcialmente os micronutrientes do meio de cultivo. Por fim, o tempo
de injecdo de 5 min, a vazdo de 0,3 vvm injetados a cada 20 min e a adi¢do de 0, 40 e 120 ppm
de cinzas foram estudadas para a microalga Chlorella fusca. Ambos experimentos foram
conduzidos em biorreatores tubulares, durante 15 d em cdmara termostatizada a 30°C com
iluminancia de 41,6 pmolssions m? s™! e fotoperiodo 12 h claro/escuro. Os pardmetros cinéticos
de crescimento, taxa de biofixacdo de CO,, concentragdo de carbono inorganico dissolvido e
de nitrogénio foram avaliados ao longo dos ensaios, enquanto que a composicao da biomassa
(carboidratos, proteinas, lipidios e biopolimero) foram determinadas apds o término do cultivo.
A utilizagdo de 8,4 g L' de NaHCOs e a adigdo de 0,3 vvm de CO, por 5 min para o cultivo de
Spirulina proporcionaram a sintese de até 59,1% de carboidratos com producdo teodrica de
bioetanol de 43,1%. Os ensaios com 120 ppm de cinzas apresentaram os melhores parametros
cinéticos e taxa de biofixacdo de CO,, independentemente do tempo de inje¢do de COo,
enquanto que os experimentos com 120 e 160 ppm de cinzas e inje¢do de CO2 por 1 min
apresentaram 63,3 ¢ 61,0% de carboidratos e 46,2 e 44,6 mL de etanol tedrico por 100 g de
biomassa, respectivamente. Nos cultivos de Chlorella fusca com CO2 e 40 ppm de cinzas foram
encontradas as maiores velocidades especificas de crescimento e os menores tempos de
geracdo, sendo estatisticamente (p<0,05) superiores aqueles sem o gas e as cinzas. Neste estudo,
observou-se ainda que a reducdo de 50% da fonte de nitrogénio € uma estratégia para acumular
até 35,2% de carboidratos que resulta em 25,5 mL de produgdo tedrica de bioetanol para cada
100g de biomassa. Portanto, a utilizagdo de CO», cinzas e reducdo da fonte de nitrogénio
representam uma estratégia para minimizar os custos com fontes de nutrientes para o cultivo
das microalgas, além da minimizag¢ao dos problemas ambientais causados por esses efluentes.
A utilizagdo destes nutrientes nas condigdes estudadas permitem o acimulo de carboidratos que
podem ser fermentados para produgdo de bioetanol.

Palavras chave: Bioetanol. Carboidratos. Dioxido de Carbono. Nutrientes. Microalgas.






PRODUCTION OF MACROMOLECULES IN Spirulina AND Chlorella CULTIVATIONS
WITH CO», ASH AND NITROGEN SOURCE REDUCTION

ABSTRACT

Climate change has stimulated the search for alternatives to minimize the environmental
problems caused by CO, the main greenhouse gas. In this sense, photosynthetic
microorganisms such as microalgae stand out because they have the capacity of using CO> to
produce biomolecules. Moreover, ashes from coal burning can be used in microalgal
cultivation, since they have essential micronutrients for cell growth. The addition of CO., ashes
as well as the reduction of the nitrogen source supply can alter the composition of the microalgal
biomass and increase the accumulation of reserve compounds such as lipids, carbohydrates and
PHB in relation to the protein content. Thus, the objective of this study was to stimulate the
production of biomolecules from Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111 cultivated
with reduction of nitrogen source and different concentrations and sources of carbon as well as
ash from the thermoelectric industry. The work was divided into three parts; the first and second
steps were performed with Spirulina and the third with Chlorella fusca using 10 and 50% of
the NaNOs concentration in the culture medium, respectively. First, the injection times of 1 and
5 min and the flow rates of 0.05 and 0.3 vvm (MLmixture. MLmedium . min™') of CO, were tested
every 40 min in the lightening phase of the photoperiod. For the second stage, the flow rate of
0.3 vvm CO; was selected and injected every 20 min for 1 and 5 min. At this stage, the
concentrations of 0, 120 and 160 ppm of ashes were tested to verify their potential to partially
replace the micronutrients of the culture medium. Finally, the injection time of 5 min, the flow
rate of 0.3 vvm injected every 20 min and the addition of 0, 40 and 120 ppm of ash were studied
for the Chlorella fusca microalgae. All experiments were conducted in tubular bioreactors for
15 days in a thermostated chamber at 30 °C with illuminance of 41.6 pmolphotons m? s and 12
h light/dark photoperiod. The kinetic growth parameters, CO2 biofixation rate, dissolved
inorganic carbon and nitrogen concentration were evaluated during the experiments, while the
biomass composition (carbohydrates, proteins, lipids and biopolymer) was determined after the
end of the cultivation. The use of 8.4 g L'! of NaHCO3 and the addition of 0.3 vvm of CO; for
5 min for Spirulina cultivation provided the synthesis of up to 59.1% (w w!) of carbohydrate
with theoretical bioethanol yield of 43.1%. The assays with 120 ppm of ash presented the best
kinetic parameters and CO; biofixation rate, regardless of CO, injection time, while the
experiments with 120 and 160 ppm of ash and CO: injection for 1 min presented 63.3 and
61.0% carbohydrate and 46.2 and 44.6 ml theoretical ethanol yield for each 100 g of biomass,
respectively. In the experiments of Chlorella fusca with CO; and 40 ppm of ash were found the
highest specific growth rates and the shortest generation times, being statistically (p <0.05)
higher than those without CO; and ashes. In this study, it was observed that the reduction of
50% of the nitrogen source is a strategy to accumulate up to 35.2% of carbohydrates that result
in 25.5 mL of theoretical production yield of bioethanol for each 100 g of biomass. Therefore,
the use of CO», ash and the reduction of nitrogen source supply represent a strategy to minimize
costs with nutrient sources for microalgae cultivation, as well as to minimize the environmental
problems caused by these effluents. The use of these nutrients under the studied conditions
allows the accumulation of carbohydrates that can be fermented for the production of
bioethanol.

Keywords: Bioethanol. Carbohydrates. Carbon dioxide. Nutrients. Microalgae.
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1 INTRODUCAO

As mudangas climdticas foram identificadas como um dos grandes problemas da
humanidade. Em virtude disso, foi instituido o Protocolo de Kyoto que obriga as nagdes
signatarias a reduzir a emissdo de gases do efeito estufa (GEE) (FERNANDEZ et al., 2012). O
Brasil aderiu ao Protocolo de Kyoto e instituiu a Politica Nacional sobre Mudanca do Clima
(PNMC), que oficializa o compromisso do Brasil perante a Organizagdo das Na¢des Unidas
(ONU) de minimizar as emissdes de GEE (BRASIL, 2009). A proje¢ao de emissdo de GEE foi
estimada em 3.236 milhdes de toneladas de CO para 2020 (BRASIL, 2010). A meta da PNMC
¢ reduzir entre 36,1% e 38,9% das emissoes de GEE até¢ 2020 (BRASIL, 2009), correspondendo
a redugdo das emissdes entre 1.168 e 1.259 milhdes de toneladas de CO», respectivamente
(BRASIL, 2010).

No cendrio global, a concentragio de CO> na atmosfera vem aumentando
gradualmente, passando de 391,30 ppm em 2012 para 407,98 ppm em janeiro de 2018 (NOAA,
2018), valor duas vezes superior ao estimado em 1959 (KUMAR; BANERIJEE, DAS, 2014).
A queima de combustiveis fosseis, com destaque para o carvao mineral em usinas termelétricas,
representa grande parte dos GEE emitidos para atmosfera (COSTA et al., 2015). Além disso,
as cinzas causam dificuldade na transferéncia de calor durante a combustio devido ao seu baixo
valor caldrico e o seu transporte e disposi¢do final causam problemas ambientais (VAZ,
COSTA; MORALIS, 2016a). Desta forma, a utilizagdo de tecnologias capazes de transformar
este gas de combustao e as cinzas em bioprodutos emerge como alternativa. Assim, 0s processos
biotecnoldgicos utilizando residuos como fonte de nutrientes para geragdo de bioprodutos
(SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012), incluindo CO; e cinzas de termelétrica (VAZ; COSTA,
MORAIS, 2016a; VAZ; COSTA, MORALIS, 2016b), podem auxiliar na reducdo da poluicao
atmosférica.

Dentre as alternativas disponiveis para biofixacdo de CO destaca-se o cultivo de
microalgas (COSTA et al., 2015). As microalgas s3o micro-organismos capazes de converter
carbono inorganico em carbono organico através da fotossintese (HO et al., 2011). Além disso,
o cultivo microalgal € atrativo e promissor, uma vez que estes organismos podem ser cultivados
em terras ndo araveis, utilizando aguas salinas ou residuais. Estas consideragdes tém instigado
governantes e empresas a subsidiar a producdo de bioprodutos de origem microalgal
(LARKUM et al., 2012). O CO> biofixado pelas microalgas pode ser utilizado por diferentes
rotas metabolicas, com producao de diversos compostos de interesse, entre eles os biopolimeros

(VAZ; COSTA, MORALIS, 2016b), o biodiesel (CHISTI et al., 2007) e o bioetanol (SALLA et
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al., 2016). Ainda, as cinzas presentes no carvao mineral possuem minerais que podem substituir
parcialmente os nutrientes necessarios ao crescimento microalgal (VAZ; COSTA; MORAIS,
2016b). Portanto, a utilizagdo de residuos provenientes da queima do carvao mineral pode ser
alternativa sustentavel para produgao de biocompostos pela microalgas.

Quanto a composic¢ao quimica, cerca de 50% da biomassa seca de microalga é carbono
(SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012). Portanto, para produzir 1 kg de biomassa ¢
necessario disponibilizar 1,8 kg de CO2 no cultivo microalgal, considerando que todo o CO»
seja convertido em biomassa (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Como tanto a biomassa da
microalga Spirulina quanto da Chlorella sdo compostas majoritariamente por proteinas,
carboidratos e lipidios (HENRIKSON, 2009), a alteracdo das condi¢des de cultivo e do
fornecimento de nutrientes pode alterar a quantidade de cada uma destas macromoléculas
(GUCCIONE et al., 2014). A reducdo da fonte de nitrogénio, por exemplo, pode reduzir o
crescimento celular e produgdo de proteinas e clorofila. Contudo, a concentragdo de produtos
de reserva como os carboidratos, lipidios e biopolimeros pode aumentar em relagdo aos demais
componentes da biomassa (LOURENCO, 2006).

A realizagdo deste trabalho justifica-se pelo fato de que as macromoléculas produzidas
podem ser matéria-prima para obtencao de diferentes bioprodutos. Os lipidios extraidos da
biomassa podem ser utilizados para produ¢do de biodiesel; o PHB pode ser utilizado para
producao de embalagens biodegradéveis; as proteinas, por exibirem propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e anticancer podem ser destinadas as industrias farmacéutica e alimenticia.
Por fim, os carboidratos podem ser utilizados como fonte de carbono em processos para

producao de bioetanol (YEN et al., 2013).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estimular a produciao de macromoléculas a partir das microalgas Spirulina sp. LEB 18

e Chlorella fusca LEB 111 cultivadas com reducdo da fonte de nitrogénio e diferentes

concentracoes e fontes de carbono bem como cinzas oriundas da industria termelétrica.
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1.1.2 Objetivos especificos

a)

Estudar se diferentes tempos de injecdo e vazdes de CO2 bem como reducao de
90% na fonte de nitrogénio afetam a sintese de biomoléculas e a biofixagdo de CO;

no cultivo de Spirulina;

b) Avaliar se as fontes de carbono (CO:z e ou bicarbonato de sédio) na Spirulina sp.

LEB 18 e (COz e ou carbonato de sddio) na Chlorella fusca LEB 111 em conjunto
com areducao da fonte afetam o crescimento celular e a produgao de biomoléculas;
Verificar se a adi¢do de diferentes concentracdes de cinzas de termelétrica nos
cultivos das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 afetam o

crescimento celular e a sintese de biomoléculas de interesse.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICROALGA Spirulina

As microalgas constituem um grupo heterogéneo de micro-organismos fotossintéticos,
apresentando diversas diferencas e semelhancas entre si. Podem ser eucaridticas ou
procaridticas, geralmente unicelulares e com coloracdo devido a presenca de pigmentos
fotossintéticos. As microalgas procaridticas, também conhecidas por algas verde-azuladas, sao
chamadas de cianobactérias (LOURENCO, 2006).

A versatilidade das microalgas permite a elas crescer e se adaptar a ambientes diversos,
incluindo 4guas salinas, d4gua doce, nascentes quentes, iluminancia baixa ou elevada, variadas
composi¢des nutricionais, entre outros fatores ambientais. Isto contribui para a variabilidade
genética e diversidade quimica na composi¢do destes micro-organismos (LARKUM et al.,
2012).

A Spirulina ¢ uma cianobactéria, fotossintética, filamentosa e espiralada que vem
sendo produzida em grande escala (Figura 1). Essa microalga pode possuir elevado conteudo
proteico, acidos graxos essenciais, vitaminas e sais minerais, dependendo das condi¢des de
cultivo, o que garante aplicagdo como suplemento alimentar, para producdo de biodiesel,
biopolimeros, firmacos, bioetanol, dentre outras aplicagdes (WUANG et al., 2016; COSTA et
al., 2017).

Figura 1 — Micrografia de Spirulina sp. LEB 18

Fonte: Banco de cepas de microalgas do LEB/FURG.
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A biomassa de Spirulina tem sido produzida comercialmente desde os anos 70 e
atualmente destaca-se como lider no mercado com produgdo duas vezes maior que Chlorella.
Os valores da biomassa dependem do produtor, do processo produtivo, volume, condigdes de
mercado, entre outros fatores. Em larga escala, a sua produgao ¢ autotrofica, utilizando CO; e
luz solar como fontes de carbono e energia (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).

A popularidade da microalga Spirulina esta intrinsicamente ligada a sua versatilidade
de aplicacao e ao certificado GRAS (Generally Recognized as Safe) emitido pelo FDA (Food
and Drug Administration) (FDA, 2003). Este certificado permite que a Spirulina seja
legalmente comercializada como alimento ou complemento alimentar, desde que cultivada sob
adequadas condi¢des higiénico-sanitarias (FDA, 2012). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também reconhece que essa microalga pode ser utilizada na
alimentacdo (BRASIL, 2013). Diversos estudos apontaram outras aplicagdes para as microalgas
como producdo de biopolimeros, com destaque para o PHB (COELHO, 2013; MARTINS,
2014; MARTINS et al., 2014; MORALIS, 2008; SILVA, 2016) e para produgao de bioetanol
(MARKOU et al., 2013; ROSA et al., 2015; SALLA et al., 2016).

2.2 MICROALGA Chlorella

A Chlorella ¢ uma microalga eucaridtica pertencente ao grupo das clorodfitas,
unicelular e com didmetro de 2 a 10 um podendo apresentar formato globular, esférico ou
elipsoidal. A parede celular desta microalga ¢ envolvida por uma camada fina de celulose que
circunda o cloroplasto (Figura 2). Essa microalga pode ser encontrada tanto em agua doce
quanto em salgada, porém ¢ mais comumente encontrada em aguas doces. Sua composi¢do em
base seca € reportada por conter aproximadamente 45% de proteinas, 20% de carboidratos, 20%
de lipidios e 10% de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011). Contudo, esses valores
variam de acordo a literatura. Henrikson (2009), por exemplo, afirma que a biomassa de
Chlorella contendo 5% de umidade apresenta 60% de proteinas, 18% de carboidratos, 10%
lipidios e 7% minerais e vitaminas. Conforme Guccione et al. (2014), a variagdo na composi¢ao
ocorre devido as condigdes de cultivo ¢ ao fornecimento de nutrientes. Todavia, como os
trabalhos podem nao ter utilizado a mesma condi¢do de processo e/ou composi¢cao do meio de
cultivo, os teores de macromoléculas tendem a variar.

Os primeiros estudos de microalga em planta piloto foram desenvolvidos com
Chlorella por volta de 1950 e visavam aplicagdo na alimentacdo humana. Nos anos 60, a

producao comercial de microalga teve inicio também com Chlorella. Em 2016, Slocombe e
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Benemann relataram que a producdo anual de biomassa ¢ de aproximadamente 10.000
toneladas. Mais recentemente, além da aplicacdo na alimentagdo, diversos estudos tém sido
conduzidos visando o aproveitamento da biomassa de Chlorella para producao de biodiesel
(FAROOQ et al., 2015), biorremediagao (KASSAS; MOHAMED, 2014), redugao de CO
proveniente do gas de combustao industrial (KAO et al., 2014) e produgdo de bioetanol (RIZZA
et al., 2017).

Figura 2— Micrografia de Chlorella fusca LEB 111

Fonte: Banco de cepas de microalgas do LEB/FURG.

Da mesma forma que a Spirulina, a Chlorella possui certificado GRAS emitido pelo
FDA, podendo ser utilizada e comercializada como alimento, desde que atenda aos padrdes

higiénicos-sanitarios estabelecidos (DUARTE, 2015).

2.3 BIOFIXACAO DE CO> POR MICROALGAS

Durante a fotossintese os micro-organismos utilizam a energia da luz, CO; e H>O para
sintetizar moléculas organicas e liberar oxigénio molecular (HELLIER; PURTON;
LADOMMATOS, 2015). O processo de fotossintese ocorre em duas fases: etapas clara e escura
(CAMPBELL; FARRELL, 2006).

As reagdes dependentes da luz ocorrem nos fotossistemas I e II localizados nos
estromas da membrana tilacdide. Enquanto no fotossistema I ocorre a redugdo de NADP" a
NADPH, no fotossistema Il ocorre a oxidacdo para producdo de oxigénio. As reagdes que
ocorrem nos fotossistemas sao interligadas e interagem entre si através da cadeia transportadora

de elétrons. A luz excita os elétrons do fotossistema II, o elétron energizado ¢ transferido para
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o fotossistema I, resultando na formagdo de ATP. O ATP e o NADPH produzidos na etapa clara
fornecem energia e o potencial redutor para biofixacdo de CO, (CAMPBELL; FARRELL,
2006). Enquanto a biofixacao de CO, ocorre no estroma do cloroplasto em plantas superiores,
nas cianobactérias o processo ocorre no citoplasma (MORAES, 2014).

Na fotossintese, a taxa de biofixacdo depende de fatores internos e externos e da
interagdo entre eles. O género, espécie da microalga e estagio de crescimento celular sdo fatores
internos, enquanto o suprimento de carbono inorganico, pH, niveis de oxigénio, suprimento de
nutrientes, temperatura ¢ luminosidade sao classificados como fatores externos. A interagao
entre estes fatores controla a quantidade e a atividade das enzimas responsaveis pela
fotossintese e pela biofixagdo de CO2 (MORALIS, 2006).

As microalgas possuem a capacidade de utilizar o CO2 proveniente do ar atmosférico
como fonte de carbono. Contudo, esse processo ¢ limitado pela baixa concentracdo de CO> no
ar (REDAELLI, 2012), aproximadamente 407,98 ppm (NOAA, 2018). O pH da fase aquosa
determina a concentracdo relativa das espécies de carbono, sendo o CO; a principal espécie em
pH 4cido, enquanto em pH alcalino, comumente utilizado no cultivo microalgal (pH= 7,5-8,5),

o principal componente € o bicarbonato (Figura 3) (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).

Figura 3 - Influéncia do pH na concentracdo de carbonato, bicarbonato e didxido de carbono
em agua a condicoes padroes de temperatura e pressao (25°C, 1 atm)
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Fonte: SLOCOMBE; BENEMANN, 2016.

O uso de CO», proveniente de gases de combustdo de termelétrica, para cultivo de
microalgas foi proposto e submetido a uma andlise tecno-econdmica em 1960. O objetivo era a
producdo de biogds em larga escala e, posteriormente, a producio de eletricidade a partir de

microalga cultivada com residuos. Durante os anos 90, o governo japonés conduziu um



33

programa com o objetivo de utilizar microalgas para a biofixagdo de CO; para reduzir os gases
do efeito estufa (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Alguns estudos demostraram o potencial
de microalgas em converter CO2 em biomassa (CHIU et al., 2008; FERNANDEZ et al. 2012;
MOREIRA et al. 2016). Diversos autores estudaram microalgas para biofixa¢ao de CO; (Tabela

).

Tabela 1 — Microalgas mais estudadas para mitigagdo de CO; e a produtividade da biomassa

(Px)
Microalga COz2(%,vvl) Px(gL!'d" Referéncia
Chlorela sp. 2 0,528 (CHIU et al., 2008)
Chlorela sp. 5 0,491 (CHIU et al., 2008)
Chlorela sp. 10 0,458 (CHIU et al., 2008)
Chlorela sp. 15 0,369 (CHIU et al., 2008)
Chlorela kessleri 18 0,087 (MORALIS; COSTA, 2007a)
Scenedesmus sp. 10 0,218 (YOO et al., 2010)
Chlorella vulgaris 10 0,105 (YOO et al., 2010)
Botrycoccus braunii 10 0,027 (YOO et al., 2010)
Scenedesmus sp 5,5 0,203 (YOO et al., 2010)
Botryococcus braunii 5,5 0,077 (YOO et al., 2010)
Chlorella vulgaris 0,037 0,04 (SCRAGG et al., 2002)
Chlorella vulgaris 0,037 0,024 (SCRAGG et al., 2002)
Heamatococcus 16-34 0,076 (HUNTLEY; REDALIJE,
pluvialis 2007)
Scenedesmus obliquus 0,038 0,009 (GOMEZ-VILLA et al.,
2005)
Scenedesmus obliquus 0,038 0,016 (GOMEZ-VILLA etal.,
2005)
Scenedesmus obliquus 18 0,14 (MORALIS; COSTA, 2007a)
Spirulina sp. LEB 18 12 0,22 (MORALIS; COSTA, 2007a)

Fonte: Adaptado de REDAELLI (2012)
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2.4 SINTESE DE BIOMOLECULAS POR MICROALGAS

Nos ultimos anos observa-se que ha uma crescente demanda por biomassa microalgal
(SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Neste cenario, a composi¢ao quimica ¢ de suma
importancia para identificar as potenciais aplicagdes comerciais das microalgas (BECKER,
2007). A composi¢ao lipidica, proteica e de carboidratos em base seca de diversas microalgas

sao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢io proximal em % (m m™') de diversas espécies de microalgas

Microalga Proteinas Carboidratos Lipidios
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae 62 23 3
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Becker (2007).

As proteinas sdo compostas por sequéncias de aminoacidos. Assim, a qualidade
nutricional de uma proteina ¢ determinada basicamente pelo contetido, proporcao e
disponibilidade de seus aminoacidos (BECKER, 2007). As proteinas de origem microalgal
possuem diversas aplicagdes, tais como industrias alimenticia, farmacé€utica e cosmética, racao
animal e medicina (YEN et al., 2013).

Apesar das microalgas Spirulina e Chlorella apresentarem elevado contetdo de
proteinas (BECKER, 2007), a composigao pode ser alterada por meio de diversas condi¢des de
cultivo (GUCCIONE et al., 2014). O estresse nutricional, principalmente em meio sem

nitrogénio ou fosforo, limita o crescimento microalgal aumentando o teor de carboidratos e
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lipidios na biomassa (Tabela 3). Assim a limitagdo de nutrientes representa uma das estratégias
mais eficientes para aumentar o conteido de produtos de reserva para producdo de

biocombustiveis (GUCCIONE et al., 2014).

Tabela 3 — Composi¢io proximal em % (m m™") de cepas de Chlorella
Cepa de Nitrogénio suficiente Limitacao de nitrogénio

Chlorella  Proteinas  Carboidratos  Lipidios  Proteinas Carboidratos  Lipidios
F&M-M49  45,4+1,6 24,2+0,6 22,8+1,9 28,2427 53,0+0,5 15,4+0,6
CCAP211- 44,112  26,6+£2,8  22,042,1 252+0,0  243+33  46,0+13

11b
IAM C-212  40,5+0,2 26,8+0,2 24,3+0,8 25,9438 51,9+0,3 17,1+£0,7
PROD1 39,9+0,8 28,340,5 28,1+0,2  26,8+1,5 21,5+3,9 47,4+0,0

Fonte: Guccione et al., 2014.

Na limitagdo de nutrientes ou elevadas intensidades luminosas, algumas espécies
microalgais acumulam até 65% de carboidratos (GONZALEZ-FERNANDES;
BALLESTEROS, 2012; MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012). Choi, Nguyen
e Sim (2010) e Nguyen et al (2009) cultivando Chlamydomonas reinhardtii sob intensidade
luminosa de 450 pE m? s! e regulando o pH através da adigdo de acido acético obtiveram 60%
de carboidratos em base seca. Da mesma forma, Miranda, Passarinho e Gouveia (2012) e Ho et
al. (2013) cultivando Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, respectivamente, sob
limita¢do de nitrogénio, obtiveram elevado contetido de carboidratos. Em todos esses estudos,
a biomassa rica em carboidratos foi utilizada para producdo de bioetanol.

Virias estratégias de redu¢do de nitrogénio tém sido empregadas para o acumulo de
lipidios. Elas podem ser divididas em dois tipos. O primeiro método consiste em limitar o
nitrogénio em duas etapas, onde inicialmente a microalga ¢ cultivada na presenca de nitrogénio
para estimular o crescimento celular. Apos certo periodo de cultivo, a biomassa ¢ coletada e o
indculo ¢ submetido a limitacdo de nitrogénio para acumular lipidios. O segundo método
consiste em uma unica fase em que a concentracao inicial de nitrogénio € ajustada a um nivel
desejavel para controlar o tempo necessario para atingir a limitagdo de nitrogénio. O cultivo da
microalga passara automaticamente para o estadgio de limitagdo quando o teor de nitrogénio no
meio estiver esgotado. Os efeitos dos dois tipos de limitagdo de nitrogénio na eficiéncia da
producao de lipidios parecem depender da espécie de microalga (YEN et al., 2013). Chlorella

vulgaris e Chlorella emeronii apresentam 28 e 25 % (m m™') de lipidios, respectivamente. Em
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condi¢des de limitagdo de nitrogénio, o conteudo lipidico pode ser incrementado para 58 e 34 %
(m m™), respectivamente, para estas espécies (SCRAGG et al., 2002).

A sintese de PHB por cianobactérias pode ser alternativa a sintese bacteriana devido a
sua capacidade de utilizar residuos como nutrientes e a sua natureza fotoautotrofica (BALAIJI,
GOPI; MUTHVELAN, 2013; MARTINS et al., 2014). Além disso, o biopolimero microalgal
tem capacidade de reduzir a poluicdo ambiental quando comparado aos polimeros
petroquimicos (MARTINS et al., 2014). A biossintese do PHB ocorre com a interagao de duas
moléculas de acetil-CoA (intermediario entre as vias de degradacdo de carboidratos e o ciclo
de Krebs). Com a acdo da enzima f-cetotiolase, ocorre a produgdo de acetoacetil-CoA. A
enzima 3-cetoacil-CoA redutase NADPH dependente, reduz a molécula a 3-hidroxibutiril-CoA
numa reacdo estercoespecifica. Na ultima reacdo para sintese do composto ocorre a
polimerizacdo da unidade de 3-hidroxibutiril-CoA, catalisada pela enzima PHA sintase (Figura

4) (LIMA et al., 2001; MARTINS, 2014).

Figura 4 — Metabolismo da sintese de PHB por microalgas
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O PHB ¢ um polimero termopléstico e sua resina se torna altamente viscosa e moldavel
em temperaturas proximas ou acima do seu ponto de fusdo. Suas propriedades sdo similares as
do polipropileno. Isso garante aplicabilidade na produgdo de embalagens (KAPLAN, 2010).

Segundo Khosravi-Darani e Bucci (2015), o PHB possui aplica¢do potencial para embalagens
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ambientalmente amigéveis. Além disso, na fabricacdo de embalagens, possui como vantagens
a permeabilidade ao vapor de agua similar a do policloreto de vinila (PVC) ou poli (tereftalato
de etileno) (PET), além da menor hidrofilicidade quando comparado a outros biopolimeros
(celulose, amido e quitosana) (KHOSRAVI-DARANI; BUCCI, 2015).

A biossintese do biopolimero e seu rendimento podem ser maximizados submetendo a
microalga ao excesso da fonte de carbono e a limitagdo de, pelo menos, um nutriente essencial
ao crescimento, ao uso de cepas recombinantes, ao controle da taxa metabolica e ao uso de
diferentes configuragcdes de biorreatores (LIMA et al., 2001; MARTINS et al., 2014). As
microalgas t€m capacidade de produzir altas concentragdes de PHB alcangando a relagao
PHB/biomassa seca de 55% (m m™) em Synechococcus sp. MA19 (NISHIOKA et al., 2001);
38% (m m') em Synechossystis sp. (PANDA; MALLICK, 2007) e 44% (m m™") em Spirulina
sp. LEB 18 (MARTINS et al., 2014). A viabilidade do processo ¢ possivel com o uso fontes
alternativas de nutrientes (GOPI; BALAJI; MUTHUVELAN, 2014). Isso ocorre porque o custo
com o suprimento de matéria-prima para os cultivos de microalgas supera 50% dos gastos totais
da producdo de PHB (TROSCHL; MEIXNER; DROSG, 2017). Em cultivos autotréficos de
microalgas, a fonte de carbono (NaHCO3) pode representar até¢ 60% do dispéndio total com
nutrientes (BORGES et al., 2013). Rahman et al. (2015) consideram que em média 4,3 kg de
carbono sdo necessarios para produzir 1 kg de PHB.

Martins et al. (2014) com redugio da fonte de nitrogénio 0,25 g L'! de NaNOs (10% da
concentragdo do meio Zarrouk padrdo) estudaram a influéncia do cultivo heterotréfico de
Spirulina sp. LEB 18 com substituicdo do bicarbonato de sddio (NaHCO3) do meio Zarrouk
(ZARROUK, 1966) por glicose ou acetato de sodio. Além disso, o cultivo mixotrofico de
Spirulina sp. LEB 18 com NaHCO3 como fonte de carbono inorganico, suplementado com 0,2,
0,40u 0,6 g L'! de glicose ou acetato de sédio foi estudado. Os experimentos com glicose e
acetato apresentaram rendimento maximo de 12,3 e 11,9% (m m™), respectivamente. O maior
rendimento (44,2%, m m™) foi obtido com meio Zarrouk contendo 8,4 g L' de NaHCO3 e 0,25
g L'l de NaNO3 (MARTINS et al., 2014).

Muitos estudos visando a producdo de PHB tém sido direcionados para limitagao de
nitrogénio e para o uso de fontes alternativas de nutrientes como pode ser observado na Tabela
4. Quando CO; ¢ utilizado como fonte de nutriente para o cultivo de microalgas (COSTA et al.,
2015) e para produgdo de PHB (JAU et al., 2005) ele contribui para a reducao dos efeitos
ambientais causados pela emissdo de CO; para atmosfera, além de reduzir o custo da fonte de

carbono, que ¢ o principal nutriente no cultivo (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).
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Tabela 4 — Nutrientes estudados para produgdao de PHB microalgal

Microalga Fonte de Carbono Fontede  Rendimento Referéncia
nitrogénio de PHB
(%, m m)
Spirulina sp. 8,4 gL'deNaHCO;  0,25gL! 442 MARTINS et al.,
LEB 18 de NaNOs 2014
Spirulina sp. 16,8 gL' de NaHCOse 0,25 gL"! 12,3 MARTINS et al.,
LEB 18 0,4 g L' de CeH1206 de NaNOs 2014
Spirulina sp. 16,8 gL' de NaHCOse 0,25 gL' 12,0 MARTINS et al.,
LEB 18 0,6 gL'de de NaNO; 2014
CH3COONa
Spirulina sp. 16,8 gL' de NaHCO; 0,05 gL 30,7 COELHO et al.,
LEB 18 de NaNOs 2015
Synechocystis 0,02 g L' de Na,COs e  Nio houve 35,0 KHETKORN et
sp. PCC 6803 0,4gL'de adicao al., 2016
CH3COONa
Spirulina sp. 8,4 gL'de NaHCO3;e 025gL"! 10,6 SILVA, 2016
LEB 18 25% (vv!)deresiduo  de NaNO;
de extracdo do PHB
Botryococcus  60% de 4guas residuais 0,60 g L! 24,7 KAVITHA et al.,
braunii de NO3 2016

2.5 USO DE EFLUENTES DA INDUSTRIA ENERGETICA PARA SINTESE
MACROMOLECULAS POR MICROALGAS

Nas ultimas décadas, diversos métodos para captagdo de CO; p6s combustdo foram
desenvolvidos, sendo eles quimicos, fisicos e bioldgicos. Entre os métodos biologicos, aqueles
envolvendo fotossintese microalgal merecem destaque, pois a taxa de biofixacao de CO» nestes
micro-organismos ¢ maior do que na plantas terrestres (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).
Assim, os gases de combustdo sdo um recurso ainda a ser plenamente explorado na
biotecnologia microalgal, ndo somente para reduzir o efeito estufa, mas também para alavancar
o uso das microalgas para aplicacdes inovadoras (HENDE; VERVAEREN; BOON, 2012).
Como alternativas vale ressaltar a produ¢cdo de biomassa rica em carboidratos como fonte
renovavel de energia (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016) e a producdo de biopolimeros
(MORALIS, 2008; MOZUMBER et al., 2015).
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Tipicamente, os gases de exaustdo industrial contém 10-20% de CO>, bem como
pequenas quantidades de SOx e NOx (CUELLAR-BERMUDEZ, et al., 2015; HO et al., 2011),
contudo estes valores variam baseados na mistura do combustivel, consumo de energia,
tecnologia da planta, entre outros fatores (HO et al., 2011). Os gases de combustao da fase C
da Usina Termelétrica Presidente Médici possuem cerca de 10-12% de CO> (v v''), 680 ppm de
NOx, 1700 ppm de SOx e 265 ppm de cinzas (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016). A sele¢ao
de cepas de microalga tem efeito significativo sobre a eficacia e o custo competitivo do processo
de mitigacdo de CO2 (CUELLAR-BERMUDEZ et al.,, 2015). Os atributos desejaveis a
microalga incluem elevada taxa de crescimento, capacidade de utilizacdo de CO: e alta
tolerancia aos constituintes tragos do gas de combustao (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015;
REDAELLLI, 2012).

2.5.1 Carbono

Seja qual for a aplicagdo futura da microalga, a produgdo de biomassa necessita de
fonte de carbono, pois este ¢ o elemento requerido em maiores concentragdes para o
crescimento microalgal. A sintese das moléculas organicas (lipideos, carboidratos, proteinas,
vitaminas, 4acidos nucléicos, entre outros) necessita de carbono e por isso justifica-se a sua
demanda elevada (LOURENCO, 2006). A biomassa microalgal apresenta cerca de 50% de
carbono na sua composi¢do. Assim, o fornecimento deste nutriente aos cultivos representa uma
fragdo elevada nos custos de producdo (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012). Para
producao de PHB, por exemplo, o custo com a fonte de carbono pode representar de 25 a 45%
dos gasto totais do processo (NARANJO; CARDONA; HIGUITA, 2014).

Diversas fontes de carbono gasoso na forma de didxido de carbono, ou soélido,
principalmente na forma de bicarbonato podem ser utilizadas (SCHMITZ; DAL MAGRO;
COLLA, 2012). No entanto, o CO», menos oneroso que os carbonatos, ¢ a fonte de carbono
inorganico preferida (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016), uma vez que no processo de
fotossintese, as microalgas, possuem a capacidade de sintetizar moléculas organicas utilizando
a energia da luz, CO> e HO (HELLIER; PURTON; LADOMMATOS, 2015). Além disso, o
fornecimento de CO> permite o controle do pH do meio (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).

A concentracao de carbono no cultivo microalgal ndo pode ser inferior a concentragao
critica (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016) que ¢ dependente da luminosidade e do coeficiente
de transferéncia de CO; especificos de cada biorreator (PCHARA, 2016), caso contrario a fonte

de carbono pode prejudicar a fotossintese. Os limites de carbono sdo especificos para cada
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espécie, meio de cultivo e processo (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Conforme estudo
conduzido por Martins et al. (2014) no cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 utilizando
trés fontes distintas de carbono (bicarbonato de sodio, glicose e acetato de sddio), o bicarbonato
de sodio proporcionou o maior crescimento celular, uma vez que a microalga possui as enzimas
fotossintéticas necessarias para assimilagdo do carbono.

Independente da fonte de carbono utilizada, duas condig¢des essenciais para o cultivo
devem ser exploradas: (1) o fornecimento de carbono deve ser suficiente para suprir as
necessidades do cultivo, desta forma evitando condi¢des que limitem carbono e (2) a otimizagao
do fornecimento de CO» deve evitar a perda didxido de carbono para atmosfera, pois esta perda

promove o impacto ambiental (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).

2.5.2 Cinzas

O carvao brasileiro p6s combustdo possui elevado teor de cinzas (aproximadamente
50% na UTPM) bem como elementos tracos toxicos. Cuidados especiais na destinagdo destas
cinzas precisam ser tomados, no entanto, na UTPM em Candiota, por exemplo, a disposi¢ao
final é o interior das cavas das minas abandonadas; em outras usinas sdo utilizadas areas
proximas a rios ou arroios como banhados e terrenos sem uso (Baixo Jacui, Tubardo e Criciima)
(SOARES; SANTOS; POSSA, 2008).

A formagdo das cinzas e sua caracteristica fisica, mineraldgica e quimica dependem
de diversos fatores, entre os quais pode-se destacar: tipo de carvdo, processo de combustio
(temperatura e tempo de exposi¢do) e equipamento de controle (precipitadores eletrostaticos,
filtros, ciclones). Apesar dos equipamentos de controle possuirem alta eficiéncia de retengao
(>99,9%), seu desempenho ¢ reduzido para particulas menores que 10um e, desta forma,
quantidades consideraveis de cinzas podem ser emitidas a atmosfera. Estas particulas finas
podem acarretar sérios problemas ao ser humano, pois permanecem por longos periodos de
tempo na atmosfera, sdo transportadas a centenas de quilometros da fonte emissora e podem
ser capturadas pelos alvéolos pulmonares (SOARES; SANTOS; POSSA, 2008).

Segundo Duarte (2015), as cinzas leves ou volantes sdo particulas finas, vitrificadas e
ocas; material heterogéneo constituido de fases amorfas e cristalinas. Os principais
componentes das cinzas sdo silica (Si0O2), alumina (Al,03), 6xido de ferro (Fe20Os3) e 6xido de
calcio (CaO) (Tabela 5) (CARDOSO et al., 2011). Outros elementos como Cd, Cu, K, Na, Ni

e Mg podem ser encontrados. Muitos destes minerais sdo necessarios para o cultivo microalgal,
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como: Fe, Ca, Cu, K e Mg e podem substituir parcialmente os nutrientes necessarios para o

crescimento microalgal (VAZ; COSTA; MORALIS, 2016b).

Tabela 5 — Composi¢ao quimica das cinzas leves da UTPM
Componentes Composicao (%)

Elementos principais

Si0; 65.8
ALO; 21,5
Fe;03 4,6

TiOs 0.7

P20s <0,03

Ca0 1.8
MgO 0,8
NaxO 0.1

K20 1.9

SO3 14

Elementos tracos (mg kg™)
Co 18,0
Cr 68,8
Cu 31,5
M 183,0
Ni 12,5
7n 103,8

Fonte: Vaz; Costa; Morais (2016b)

Os micro-organismos possuem mecanismos que podem afetar o equilibrio das espécies
metalicas entre as fases liquida e solida. Assim, os micro-organismos podem influenciar a
especiacdo de metais presentes nas cinzas de termelétrica, por meio de sua capacidade ativa ou
mediadora nos processos de mobilizacdo ou imobilizagdo de metais. (GADD, 2004). Entre os
micro-organismos que podem remover metais pesados do meio ambiente estdo as bactérias,
algas e fungos. A capacidade de remocdo, assim como os mecanismos de acimulo, podem
variar amplamente, de acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo com a espécie de micro-
organismo (LEMOS et al., 2008). Wang et al., (2010) estudaram a remog¢ao de ions metalicos

pela microalga Chlorella sp. e constaram que estd espécie de microalga foi capaz de remover
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ions de aluminio, cddmio, ferro, magnésio e manganés de plantas de tratamento de aguas
residuais.

Vaz, Costa e Morais (2016) estudaram a adicao de 40, 80 e 120 ppm de cinzas de
termelétrica nas microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 e observaram que
essas concentragdes de cinzas ndo alteraram os parametros maximos concentragao de biomassa,
produtividade, velocidade especifica e biofixac¢ao diaria. Em estudo com Chlorella fusca LEB
111, Duarte; Fanka e Costa verificaram que a adigdo de 40 ppm de cinzas ndo afetou o
crescimento microalgal. Segundo os autores, essa espécie de estd adaptada ao ambiente elevada
concentracgao de residuos so6lidos e gasosos uma vez que foi isolada da lagoa de decantagdo de

cinzas da Unidade Termelétrica Presidente Médici.
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3 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

A dissertacgdo estd dividida em 3 artigos, conforme descrito a seguir:

Artigo 1: Reducgdo de nitrogénio e adi¢do de CO; em cultivo de Spirulina para
producao de carboidratos.

Artigo 2: Aumento do contetudo de carboidratos em Spirulina através da utilizagao de
CO: e cinzas provenientes de termelétrica.

Artigo 3: Chlorella fusca LEB 111 cultivada com CO: e cinzas de termelétrica para

producao de macromoléculas.
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ARTIGO 1
REDUCAO DE NITROGENIO E ADICAO DE CO, EM CULTIVO DE Spirulina
PARA PRODUCAO DE CARBOIDRATOS
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3.1 REDUCAO DE NITROGENIO E ADICAO DE CO, EM CULTIVO DE Spirulina PARA
PRODUCAO DE CARBOIDRATOS

Resumo

As mudancgas climdticas tém estimulado a busca por alternativas afim de minimizar os
problemas ambientais causados pelo CO». Neste sentido, micro-organismos fotossintetizantes
como as microalgas podem ser utilizados na redugdo de gases do efeito estufa e na geragdo de
biocompostos como carboidratos, que podem ser fermentados para a produgdo de bioetanol.
Desta forma, o trabalho teve como objetivo verificar se a redugdo de nitrogénio associada a
injecdo de CO; em diferentes vazdes e tempos de injecdo afetam a concentragdo intracelular de
carboidratos na Spirulina. A reducdo de 90% da fonte de nitrogénio (0,25 g L' de NaNOs) bem
como a adi¢dio de 10% (v v'') de CO, com a vazio de 0,05 ou 0,3 vvm durante 1 ou 5 min
alteraram o crescimento celular e a composicdo da biomassa. A maior quantidade de CO
injetado (0,3 vvm por 5 min) pode propiciar a producio de 49,3% (m m™) de carboidratos e
36,0 (mL em 100 g de biomassa™) de producio tedrica de bioetanol enquanto que a adi¢io de
8,4 g L' de NaHCOs resultou em 59,1% (m m™") de carboidratos e 43,1 mL de produgio tedrica
de bioetanol. Desta forma, este estudo representa um passo importante para a definicdo de
condi¢des de cultivo que incrementem a producgdo de carboidratos pela microalga Spirulina.

Palavras-chave: Bicarbonato de sodio. Bioetanol. Dioxido de Carbono. Microalgas.
Macromoléculas.
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NITROGEN REDUCTION AND CO: ADDITION IN Spirulina CULTIVATION FOR
CARBOHYDRATE PRODUCTION

Abstract

Climate change have been stimulating the search for alternatives to reduce environmental
problems caused by CO> emissions. In this sense, photosynthetic microorganisms such as
microalgae can be applied in the biofixation of greenhouse gases besides of producing
biocompounds that includes carbohydrates, which can be fermented for the production of
bioethanol. The objective of this study was to verify if the reduction of the nitrogen source
associated to CO; injection at different flow rates and times of injection affects the intracellular
concentration of carbohydrates in Spirulina. The reduction of 90% of nitrogen supply source to
0.25 g L'! of NaNOj3 as well as the addition of 10% (v v'!) of CO; in a flow rate of 0.05 or 0.3
vvm for 1 or 5 min altered cell growth and biomass composition. The highest amount of CO-
injected (0.3 vvm for 5 min) provided the production of 49.3% (w w!) of carbohydrates and
36.0 mL of theoretical production of ethanol in 100 g of biomass, while the addition of 8.4 g
L of NaHCOs resulted in 59.1% (w w!) of carbohydrates and 43.1 mL of theoretical
production of ethanol. Thus, this study represents an important step to define culture conditions
that enhance the production of carbohydrates in Spirulina.

Keywords: Sodium bicarbonate. Bioethanol. Carbon dioxide. Microalgae. Macromolecules.
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3.1.1 Introducio

O impacto ambiental causado pelas emissoes de gases do efeito estufa na atmosfera e
o uso inadequado de combustiveis fosseis tém conduzido a procura de recursos renovaveis e
tecnologias que atendam as necessidades do mercado mundial (FERNANDEZ et al., 2012).
Estimativas do National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) demonstraram que
a concentragao de CO» na atmosfera teve aumento significativo, passando de 391 ppm em 2012
para 408 ppm em 2018 (NOAA, 2018). Neste cendrio, as microalgas se destacam, uma vez que
sdo consideradas um sistema bioldgico eficiente na captagdo de energia solar e utilizagdo de
CO23 para produgao de compostos organicos (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Além disso,
esses micro-organismos fotossintéticos vém sendo estudados para o tratamento de aguas
residuais (WUANG et al., 2016), biossor¢do de metais pesados (DOTTO; CADAVAL JR;
PINTO, 2012), sintese de biopolimeros (COELHO et al., 2015; MARTINS et al., 2014),
biofixacdo de CO> (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; ROSA et al., 2016), bem como para
producao de biocombustiveis (COSTA; MORAIS, 2011; MARKOU et al., 2013; SALLA et
al., 2016). Contudo, ¢ importante observar as vazdes de injecdo do gis uma vez que a
concentragdo de CO2 no meio de cultivo ndo deve ser inferior a requerida para o crescimento
minimo de um micro-organismo, mas também ndo deve exceder a tolerancia maxima do micro-
organismo, evitando assim redugdo da taxa de biofixacdo e/ou perdas para atmosfera
(MORAIS; COSTA, 2007; SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).

O COz2 no cultivo de microalgas estimula maior eficiéncia fotossintética (COSTA et
al., 2000) e proporciona altas taxas de crescimento (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Outra
vantagem do cultivo microalgal ¢ a ndo competi¢cdo com culturas alimentares por terras araveis
(LARKUM et al., 2012), além da possibilidade de utilizacdo de efluentes industriais como
nutrientes para o seu crescimento (BAICHA et al., 2016; MEIXNER et al., 2016). Portanto, as
microalgas sao alternativa sustentdvel para obtencao de fontes de energia renovaveis para o
futuro (KHOO et al., 2013).

Dentre as microalgas, a Spirulina tem sido mundialmente utilizada na alimentagdo
humana devido a sua diversidade e concentragdo de nutrientes. Em base seca, a Spirulina
apresenta pelo menos 60% de proteina, sendo o restante composta majoritariamente por lipidios
e carboidratos (HENRIKSON, 2009). Entretanto, as condigdes de cultivo podem ser
modificadas a fim de induzir maior produ¢do de biocompostos especificos (SALLA et al.;

2016).
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A producao de carboidratos configura-se como um campo a ser explorado na pesquisa
com cultivo microalgal (COSTA; MORALIS, 2011; MARKOU et al., 2013; SALLA et al.,,
2016). Alguns estudos confirmaram a potencialidade da Spirulina em acumular carboidratos a
partir da limitacao de fontes de nutrientes (MARKOU et al., 2013; SALLA et al., 2016). Esses
carboidratos podem ser utilizados como substratos fermentesciveis para a producdo de
bioetanol (FREITAS et al., 2017; ROSA et al., 2015), contribuindo para a reducao dos efeitos
ambientais negativos causados pela emissao de CO: para atmosfera (SLOCOMBE;
BENEMANN, 2016). Desta forma, o trabalho teve como objetivo verificar se a reducdo de
nitrogénio associada a inje¢do de CO> em diferentes vazdes ¢ tempos de inje¢do afetam a

concentragao intracelular de carboidratos na Spirulina.

3.1.2 Material e métodos

3.1.2.1 Micro-organismo, meio de cultivo e condi¢des experimentais

A microalga Spirulina sp. LEB 18 (MORALIS et al., 2008) pertencente ao banco de
cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica foi utilizada neste estudo. O meio de cultivo
Zarrouk modificado (MARTINS et al., 2014) foi empregado para manutencao do indculo e
cultivo da microalga (Tabela 1). Para adapta¢do do inoculo por 7 d, o bicarbonato de sdédio
(NaHCO3) do meio Zarrouk modificado foi substituido por 2% (v v'!) de CO, (White Martins,
Brasil). Neste periodo, a mistura do CO2 com o ar foi injetada a cada 40 min na fase clara dos
cultivos por 1 min a 0,05 vvm (mMLmiswra MLmeio! min™') (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016).

O ensaio controle foi realizado com meio Zarrouk modificado (8,4 g L™! de NaHCO;
e 0,25 g L'! de NaNOs;). Nos demais ensaios, 0 NaHCO; do meio Zarrouk modificado foi
substituido por 10% v v CO,. O gas foi injetado a cada 40 min na concentragdo durante o
periodo claro do cultivo. A combinagado de diferentes tempos de injecao de CO; (1 € 5 min) e
vazdo 0,05 (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016) e 0,3 vvm (MORAES et al., 2016) (mLumistura

MLmeio”! min™!) foram estudados para avaliar o comportamento dos cultivos.
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Tabela 1 — Composi¢ao do meio de cultivo Zarrouk (ZARROUK, 1966) e Zarrouk
modificado (MARTINS et al., 2014)

Zarrouk Zarrouk modificado
Reagentes
Concentracio (g L)
NaHCO:3 16,80 8,40
K>HPO4 0,50 0,50
NaNO3 2,50 0,25
K2SO4 1,00 1,00
NaCl 1,00 1,00
MgS04.7H20 0,20 0,20
CaCl, 0,04 0,04
FeSO4.7H20 0,01 0,01
EDTA 0,08 0,08

Solu¢io As (1 mL L): (g.L"): H;BO;: 2,86; MnClL.4H,0: 1,81; ZnSO4.7H,0: 0,222; CuS0O4.5.H,O: 0,079;
NaMoOyq: 0,015.

Soluciio Bs (1 mL L): (mg.L"): NH4VOs: 22,96; KoCra(SO4s)a. 24H,0: 96; NiSO4.7H,0: 47,85; Na;WO4.2H,0:
17,94; TiOSO4.H2S04.8H,0: 61,1; Co(NO3)2. 6H,O: 43,98.

Os experimentos foram realizados em fotobiorreatores do tipo tubular de 2 L
(MORAIS; COSTA, 2007), com volume util de 1,5 L e aeragdo continua. A concentra¢ado inicial
de biomassa foi 0,2 g L. Os cultivos tiveram duragio de 15 d e foram conduzidos em cAmara
termostatizada a 30 °C, iluminancia de 41,6 pmolgwons m™> s (mantida por lampadas
fluorescentes de 40 W) e fotoperiodo 12 h claro/escuro (MARTINS et al., 2014). A aeracdo dos
ensaios foi realizada por aspersao, através de pedra porosa, utilizando ar comprimido e a vazao
de entrada foi controlada através de valvula solenoide. Para manter o volume dos ensaios
constantes foi adicionada dgua estéril para suprir as perdas de meio que ocorreram por

evaporagdo. Os experimentos foram realizados em duplicata.

3.1.2.2 Concentragao de biomassa e pH dos cultivos

A concentracdo de biomassa (X, g L'') foi monitorada diariamente por densidade
optica a 670 nm em espectrofotometro (Q7980RM, Quimis, Brasil). Curva de calibragdo
relacionando densidade Optica e peso seco da biomassa foi previamente construida. O pH foi

acompanhado diariamente com pHmetro digital (Q400AS, Quimis, Brasil).
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3.1.2.3 Carbono inorganico dissolvido

A concentragdo de carbono inorganico foi determinada a cada 3 dias por método
indireto, relacionando pH, temperatura e alcalinidade. A alcalinidade foi medida a partir de
titulagdo de 10 mL de amostra com acido cloridrico (HCI) 0,1 M sob agitacdo e
acompanhamento do pH até chegar a 4,3. O volume de HCI gasto foi utilizado na determinagao
da alcalinidade total relacionada a concentracao de carbono no meio de cultivo (CARMOUZE,

1994).

3.1.2.4 Parametros de crescimento celular

A partir da curva de crescimento celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 foram
avaliados os parAmetros: concentracio celular maxima (Xmax, g L!), produtividade volumétrica
de biomassa (Px, g L' d!) (BAILEY; OLLIS, 1986), velocidade especifica maxima de
crescimento (umax, d') (SCHMIDELL et al., 2001) e tempo de geracdo (t, d) (BAILEY;
OLLIS, 1986).

A produtividade volumétrica de biomassa foi obtida através da Equagdo 1, onde X ¢ a
concentragio da biomassa (g L) no tempo t (d) e Xo é a concentra¢io da biomassa (g L™!) no
tempo to (d). O valor maximo de produtividade por experimento em cada batelada ¢ a

produtividade volumétrica maxima (Pmax, g L d™).

Px= (D

A velocidade especifica maxima de crescimento foi obtida através da regressdo
exponencial aplicada a fase logaritmica de crescimento. O pmax € 0 coeficiente angular desta
curva. O tempo de geracgao foi determinado na fase exponencial de crescimento da microalga,

de acordo com a Equagao 2.

ty= — 2)

Ao final dos cultivos, a biomassa foi separada do meio liquido por centrifugacdo

(HITACHI himac CR-GIII, Japao) (15200 g, 20 °C, 15 min), ressuspendida em agua destilada
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e novamente centrifugada nas mesmas condic¢des, para remogao dos sais do meio de cultivo. A
biomassa concentrada foi congelada a -20 °C para posteriormente utilizagdo nas analises

(ROSA et al., 2016).

3.1.2.5 Taxa de biofixacao de CO»

A taxa de biofixagdo de CO, (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013) foi calculada
assumindo-se que a biomassa de Spirulina contém aproximadamente 50% (m m™') de carbono
em composi¢do (BORGES et al.,, 2013). A féormula molecular da biomassa microalgal
(COo0,48H1,83N0,11P0,01) permite calcular a taxa de biofixagdo (TB) por meio da Equacdo 3

(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

TB=1,88 - P, 3)

3.1.2.6 Quantificagao do biopolimero na biomassa

A concentracdo do biopolimero na biomassa foi determinada por cromatografia gasosa
ao final de cada experimento. A biomassa seca (105 °C por 24 h) foi submetida a lise celular,
hidrolise do polimero e metandlise em 1 mL de cloroférmio, 0,85 mL de metanol e 0,15 mL de
acido sulfurico a 100 °C por 3,5 h (BRANDL et al., 1988). Os grupos metil éster formados
foram analisados em cromatografo gasoso (Shimadzu, Japao) equipado com coluna capilar de
silica Restek Rtx-5 (30 m, 0,25 mm, 0,25um) e detector de ionizagdo de chama (FID). As
condi¢des de operacao foram de 250 °C para injetor e detector. A programacgdo utilizada para
separar os metil ésteres foi 60 °C por 2 min, taxa de incremento de 25 °C min™! até atingir 180
°C. A curva de calibragao foi construida utilizando como padrao poli (4cido 3-hidroxibutirico-
co-3-hidroxivalérico) 88 mol % HB e 12 mol % HV (Sigma Aldrich) (BRANDL et al., 1988;
ZHANG et al., 2015).

3.1.2.7 Composi¢ao proximal da biomassa microalgal

A concentracao de carboidratos na biomassa foi determinada conforme o método de
fenol-sulfurico, utilizando curva padrao de glicose (DUBOIS et al., 1956). O método consiste
na desidratagdo dos carboidratos pelo 4cido sulfurico seguida pela subsequente complexacao

dos produtos formados com o fenol. A concentracao de lipidios foi determinada por método
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gravimétrico (FOLCH et al., 1957). Este método utiliza a mistura cloroférmio:metanol (2:1)
para extragdo dos lipidios apolares e a mistura de metanol:agua (2:1) para extracao dos lipidios
polares. A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico (LOWRY et

al., 1951), utilizando tratamento térmico e alcalino na biomassa e curva padrao de albumina.

3.1.2.8 Produgdo tedrica de etanol

A producao teorica de etanol (Pg¢) da biomassa (100 g) foi calculada considerando-se
a conversao estequiométrica tedrica de glicose em etanol (0,511) e a eficiéncia de conversdo de

70% (FREITAS et al., 2017; ROSA et al., 2015).

3.1.2.9 Analise estatistica

As respostas das duplicatas foram avaliadas utilizando anélise de varidncia seguida

pelo teste de Tukey a um nivel de confianga de 95%.

3.1.3 Resultados e discussio

Os ensaios com maior adigdo de CO; (0,3 vvm) e o controle (NaHCO3) apresentaram
os maiores crescimentos celulares (Tabela 2). A concentragdo méaxima de biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 utilizando 10% (v v'!) de CO, como fonte de carbono foi obtida no cultivo com

vazao de 0,3 vvm e tempo de injecao de 5 min.

Tabela 2 — Concentragio celular maxima (Xmax, g L), produtividade volumétrica maxima
(Pmax, g L't d1), velocidade especifica maxima de crescimento (pmax, d!), tempo de geracio
(e, d) e taxa de biofixagio méaxima (TBmax, g L' d!) dos cultivos de Spirulina sp. LEB 18
realizados com reducao de 90% de nitrogénio, NaHCO3 ou CO; em diferentes vazoes e
tempos de inje¢ao

Ensaio Xmiax Pmax Pmax tg TBmax
8,4 gL'1deNaHCOs 0,97+0,02*  0,07<0,01*  0,16<0,01*  4,37+0,02° -
0,05 vvm, 1 min 0,57£0,09°  0,03<0,01°  0,08<0,01° 7,45+0,19° 0,06<0,01°
0,05 vvm, 5 min 0,63+0,07°  0,05<0,01°  0,14<0,01* 4,80<0,01* 0,10+0,01?
0,3 vvm, 1 min 0,71+£0,01°®  0,06<0,01®  0,15+0,01*° 4,72+0,35* 0,11<0,01?
0,3 vvm, 5 min 0,81+0,01®  0,05<0,01®>  0,15<0,01* 4,71+0,03* 0,10+0,01*

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os ensaios com adigdo de 0,05 vvm de CO2 por 1 min apresentaram menor
crescimento celular comparado ao experimento com bicarbonato de sédio. Outros parametros
que corroboram com essa afirmativa sao a velocidade especifica maxima de crescimento, tempo
de geragdo e produtividade méxima em que o ensaio com menor vazao e tempo de injecao de
CO2 foi significativamente menor que os demais experimentos. Segundo Hille et al. (2013), o
fornecimento suficiente de CO2 para a enzima ribulose-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) representa uma etapa crucial para a conversao de carbono inorganico em biomassa

Na curva de crescimento celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 (Figura la) ndo
ocorreu fase de laténcia nos experimentos, uma vez que o inoculo estava previamente adaptado
ao COa. Isso pode ter ocorrido, pois a fase de crescimento € o periodo no qual sdo sintetizadas
as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio. Com a adaptagao
do indculo, o tempo referente ao fendmeno de indug¢do pode ser reduzido ou ndo existir
(SHIMIDELL et al., 2001). Contudo, tanto os ensaios com NaHCO3 quanto com CO;
apresentaram concentracdo de biomassa inferior a 1 g L'!. A baixa concentragio de biomassa
pode ter ocorrido devido a limitagdo de nitrogénio nos ensaios, que corresponde a 10% da
concentragdo deste nutriente no meio Zarrouk (COELHO et al., 2015; LOURENCO, 2006). O
nitrogénio ¢ um elemento fundamental presente em trés substancias estruturais das células:
acidos nucléicos, pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas) e proteinas. Na
limitagdo deste nutriente, constata-se redu¢do do crescimento celular, proteinas e clorofila.
Desta forma, a concentragdo de produtos de reserva como os carboidratos, pode aumentar em
relacdo aos demais componentes da biomassa (LOURENCO, 2006).

O bicarbonato de sdédio promoveu crescimento celular (Figura 1a) e produtividade
volumeétrica (Figura 1b) superiores aos ensaios com COxz. A partir do 13° dia de cultivo, o ensaio
com 0,05 vvm e tempo de injecdo de 5 min apresentou declinio no crescimento celular.

Segundo Freitas et al. (2016), a enzima Rubisco ¢ estavel em condigdes Otimas de
crescimento. Em cultivos com elevadas concentragdes desta enzima, ocorre o consumo de
quantidade significativa do nitrogénio e do enxofre necessarios para o crescimento celular.
Assim, a baixa produtividade didria da microalga pode ser atribuida a quantidade limitada de
nitrogénio disponivel. Corroborando com essa afirmativa, observa-se que os valores de
produtividade maxima foram encontrados no 2° dia de cultivo, para os ensaios nas condigdes
0,05 vvm, 5 min e 0,3 vvm, 1 min, respectivamente e 3° dia para o cultivo com NaHCOs3. No
inicio dos cultivos ainda havia disponibilidade de nutrientes para o crescimento celular. O
experimento com vazao de 0,3 vvm por 5 min também apresentou essa tendéncia no inicio do

cultivo, porém obteve incremento na produtividade a partir do 13° dia de cultivo. Isso pode ter
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ocorrido devido a tendéncia ao acimulo de compostos de reserva que facilita a biofloculagado e
promove a precipitagao da biomassa (MARKOU et al., 2013). A partir da inje¢do de ar e CO»
na maior vazdo e tempo de inje¢do, a biomassa que precipitou no tubular pode ter sido

ressuspensa e ter promovido esse aumento na produtividade.

Figura 1 — Curvas de crescimento (a) e produtividade (b) da microalga Spirulina sp. LEB 18
cultivada com redugdo de 90% de nitrogénio, NaHCO3 ou CO» em diferentes vazdes e tempos
de injecdo: (o) (8,4 g L' de NaHCO3); (A) (0,05 vvm, 1 min); (m) (0,05 vvm, 5 min); (+)
(0,3 vvm, 1 min) ¢ (¢) (0,3 vvm, 5 min)
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Os pHs nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 variaram de acordo com a vazao, o tempo
de injecdo e o crescimento celular (Figura 2a). Na maioria dos dias, os cultivos com CO2
apresentaram pH menores que o ensaio controle, pois a injegdo de COz acidificou o meio.
Segundo Costa et al. (2002), o cultivo de Spirulina requer pH entre 8,3 e 11,0. Nesta faixa de
pH ha maior disponibilidade de carbonato ou bicarbonato de s6dio promovendo condi¢des
6timas de crescimento para o cultivo de Spirulina (RADMANN et al., 2011).

Com excecdo dos primeiros dias de cultivo do ensaio com 0,05 vvm por 1 min, o pH
permaneceu dentro da faixa estabelecida para o crescimento da Spirulina. O pH acima de 11
corroborou com o baixo crescimento e produtividade celular da microalga no ensaio com menor
vazdo e tempo de injecdo nos primeiros dias de cultivo. Do 8° ao 9° dia de cultivo ocorreu a
reducdo do pH nos experimentos com CO; enquanto que o ensaio com NaHCO3 se manteve
mais estavel, uma vez que o bicarbonato exerce acdo tamponante. Além disso, nota-se que no

9° dia houve maior concentragao de carbono inorganico nos cultivos (Figura 2b) bem como
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maior concentragdo de HCOs™ (Figura 3) que interfere na eficiéncia energética do cultivo. Isso
ocorre porque a Spirulina contém um mecanismo de concentragdo de CO2 (CCM) para elevar
os niveis de CO; em torno da enzima Rubisco (KLANCHUI et al., 2017). Mangan et al. (2016)
afirmam que o pH afeta o acimulo de carbono inorganico. O mecanismo de concentragao de
CO; se torna mais eficiente em pH em torno de 8. Isso demonstra que o pH ndo pode ser
negligenciado ao descrever o crescimento de cianobactérias, pois ele interage com as espécies

de carbono inorganico (MANGAN et al., 2016).

Figura 2— pH (a) e concentra¢do de carbono inorganico dissolvido no meio (b) ao longo dos
cultivos nos experimentos com redugdo de 90% de nitrogénio, NaHCOj3 ou CO» em diferentes
vazdes e tempos de injecdo: (@) (8,4 g L'! de NaHCOs); (A) (0,05 vvm, 1 min); (m) (0,05
vvm, 5 min); (+) (0,3 vvm, 1 min) e (¢) (0,3 vvm, 5 min)

(a) (b)
11,5 — 0,6 — .
| +
: [ |
11,0 — A A u
0 N 20,5 a
* ‘e = 5
o & 0 g - B .
1057 «** oo ® S = %
i ge A L 4 = 04— .
[ ] (?D - +
Toe T g - .
| [ ] =
| o ¢ W v A a4 E
$ A kL D03 R
9,5 — ., u g
A * = ]
i pda %
i Sea s
. . i
i .
8,5 \ \ A \ 0,1 \ \ \ \ \
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Tempo de cultivo (d) Tempo de cultivo (d)

O pH determina a distribuigdo das espécies quimicas (RADMANN et al., 2011). Em
pH abaixo de 6 predomina o acido carbonico, enquanto que em pH entre 6 e 10,5 o bicarbonato
(HCOs") é mais abundante. O carbonato (CO3%") estd presente em maior propor¢io em pH acima
de 10,5 (HILLE et al., 2013). Quanto maior o pH do meio, mais facilmente o CO> que esta
disponivel é convertido a CO3> (RADMANN et al., 2011). No entanto, a Spirulina nio tolera
pH acima de 11,5 provocando efeitos inibitorios no crescimento (BINAGHI et al., 2003). Este
fenomeno pode ser provocado pelo efeito da solugdo fortemente alcalina sobre a fisiologia
celular ou pela baixa concentracao de CO> livre e HCO3™ nestas condigdes.

O carbono inorganico dissolvido (DIC) corresponde a CO2, HCOs e CO3*", fonte de
carbono para o crescimento microalgal (MORAES et al., 2016). Nos cultivos houve aumento

da concentragdo de carbono inorganico até o 9° dia de cultivo, apds esse periodo houve uma
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reducdo gradual em todos os experimentos. Isso pode ter comprometido a atividade
fotossintética da microalga e aliado ao possivel esgotamento da fonte de nitrogénio reduziu a
capacidade de biofixar o CO> deste micro-organismo. Como a concentragao de carbono
inorganico dissolvido esta relacionada ao pH, a redu¢ao de ambos promoveu o aumento da
concentracdo de HCO3™ no meio. Nota-se também que a concentrac¢ao de carbono dissolvido foi
menor no ensaio 0,05 vvm, 1 min. Isso comprova que o crescimento reduzido do experimento

esta relacionado a baixa concentragdo de carbono inorganico dissolvido.

Figura 3— Concentra¢do de NaHCO3 e CaCOs nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 com
reducdo de 90% nitrogénio e diferentes vazdes (vvm) e tempo de inje¢do de CO; (min)
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Quanto ao conteudo proteico encontrado na biomassa da Spirulina (Tabela 3), o maior
percentual foi encontrado no ensaio com adi¢ao de 0,05 vvm de CO; por 1 min a cada 40 min,
diferindo significativamente (p<0,05) do ensaio com 8,4 g L' de NaHCO3. O contetido obtido
estd relacionado ao consumo do nitrogénio pela microalga, pois como ela apresentou
crescimento reduzido com 0,05 vvm por 1 min h4 a tendéncia de maior tempo de cultivo para
esgotar o nitrogénio do meio. A producdo de proteinas para o crescimento € a multiplicagao
celular ¢ favorecida em condic¢des 6timas de crescimento, principalmente quando ha nitrogénio

disponivel no meio. Quando a disponibilidade de nitrogénio ¢ um fator limitante no cultivo
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ocorre o acimulo de compostos de reserva na forma de lipidios e/ou carboidratos (PAES et al.,
2016). Nos cultivos com meio Zarrouk a concentragio proteina pode alcancar até 60% (m m™')
(HENRIKSON, 2009), porém neste trabalho as condigdes de limitagdo de nitrogénio
direcionaram o metabolismo para a producao de carboidratos.

O ensaio com 8,4 g L' de NaHCOs apresentou maior concentragdo de carboidratos,
diferindo estatisticamente (p<0,05) do ensaio com 0,05 vvm por 1 min. Assim, mesmo
alterando a fonte de carbono a microalga continuou produzindo carboidratos. Isso pode ser
explicado por que o metabolismo de biofixa¢do de CO; pela microalga ¢ capaz de utilizar tanto
CO> quanto HCOs3™ como substratos através de mecanismos de concentragdo de carbono
inorganico. Desta forma, quando ha quantidade suficiente de carbono inorganico no meio, a
microalga produz quantidades similares de macromoléculas. Os componentes essenciais dos
mecanismos de concentracdo de carbono incluem o transporte ativo de carbono inorganico para
o acimulo de bicarbonato intracelular e para anidrase carbonica interna visando suprir para
Rubisco através da desidratacdo do bicarbonato acumulado (HO et al., 2011). Os carboidratos
produzidos pela microalga podem ser armazenados como compostos de reserva ou
transformados em estruturas celulares. A fermentacao destes polissacarideos apds a conversao
em acucares fermentesciveis ¢ uma alternativa para a producao de bioetanol (SALLA et al.,
2016).

A produtividade tedrica de etanol no ensaio com 8,4 g L' de NaHCO; foi 43,1%
(Tabela 3), sendo estatisticamente diferente (p<<0,05) do ensaio com 0,05 vvm por 1 min. Freitas
et al. (2017) obtiveram a partir do calculo tedrico 39,1 mL etanol em 100 g de biomassa
utilizando Chlorella minutissima cultivada com pentoses € Rosa et al. (2015) obtiveram 12,8
mL com Spirulina sp. LEB 18 utilizando CO> e absorvente quimico monoetanolamina (MEA).
Assim, todos os resultados de produtividade tedrica de etanol foram superiores aos obtidos por
Rosa et al.(2015), utilizando a mesma cepa de microalga. Markou et al. (2013) limitando fésforo
obtiveram entre 60 e 65% de carboidratos em Spirulina. Neste estudo, obtivemos resultado
similar ao limitar o nitrogénio. Isso comprova que a estratégia de utilizar 10% da fonte de
nitrogénio e CO> reduz custos com meio de cultivo e tem potencialidade para producdo de
bioetanol.

Quanto ao contetido lipidico na biomassa, os ensaios nao diferiram estatisticamente
(p>0,05). Resultados similares para producao de lipidios foram encontrados nos trabalhos de
Deamici, Costa e Santos (2016) e Rosa et al. (2016) que obtiveram produg¢ado de lipidios entre

7,46 ¢ 11 % (m m™") utilizando campos magnéticos e absorvente quimico, respectivamente.
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Tabela 3 — Composi¢do da biomassa (%) e produtividade tedrica de etanol (mL em 100 g de
biomassa™) na Spirulina sp. LEB 18 cultivada com reducio de 90% de nitrogénio, NaHCO3
ou CO, em diferentes vazdes e tempos de injecao

Ensaio PHB Proteinas Lipidios Carboidratos Pt
8,4gL'deNaHCO; 0,69+0,14* 17.2+1,8" 9,540,9*  59,1+0,2*°  43,1+0,2°
0,05 vvm, 1 min 0,88+0,45%  26,9+1,6° 8,8+0,7  39,9+43>  29,1+32°
0,05 vvm, 5 min 0,45+£0,06  22,5+1,5% 93+09*  483+24%  352+] 8%
0,3 vvm, 1 min 0,42+0,06* 19,7+12%® 7,7£0,3*  485+2.4® 354422
0,3 vvm, 5 min 0,36+0,08%  20,9+3.3%  6,6+0,5*°  493+2,5%  36,0+1,8%

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quanto ao percentual de PHB na biomassa, os teores obtidos ndo foram significativos
entre os ensaios (p>0,05). Campbell et al. (1982) obtiveram a fracdo massica 0,06 (%, m m™)
de PHB em Spirulina durante a fase exponencial de crescimento. Este foi o primeiro estudo
utilizando producdo autotrofica de PHA com injecdo de 5% de COz e 95% de ar e sob
iluminagio constante. Jau et al. (2005) produziram 0,03 (%, m m™) de PHB em Spirulina
platensis UMACC 159 e 0,01 (% m m™') para UMACC 161 e 162 em meio Korasic, sem
nitrogénio, suplementado com CO; proveniente da injecdo de ar, durante 15 dias de cultivo.
Apesar do percentual de PHB na biomassa ser reduzido em comparag@o com outras microalgas,
esse estudo € relevante para fins de avaliar a capacidade da producdo autotrofica de PHB por

Spirulina.

3.1.4 Conclusao

Neste artigo prova-se que a reducao da fonte de nitrogénio tanto com NaHCO3 quanto
com CO alteraram o crescimento microalgal e a composicao da biomassa. Essa estratégia de
cultivo pode ser adotada para estimular a producdo de carboidratos na Spirulina. A adi¢do de
0,3 vvm de COz por 5 min e 8,4 g L'! de NaHCOs proporcionaram a sintese de 49,3 e 59,1% de
carboidratos com produgdo teorica de bioetanol de 36,0 e 43,1%, respectivamente. Tanto os
parametros cinéticos de crescimento quanto a composi¢ao da biomassa e producao de bioetanol
ndo apresentaram diferenca significativa entre o uso de NaHCO3; e as maiores adi¢des de CO-
(0,3 vvm por 1 ou 5 min). Isso evidencia a possibilidade de utilizar CO; oriundo de termelétricas
ou de outros processos industriais com as vantagens de redugdo de custos com nutrientes do

meio bem como das emissdes desse gas para atmosfera.
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3.2 AUMENTO DO CONTEUDO DE CARBOIDRATOS em Spirulina ATRAVES DA
UTILIZACAO DE COs E CINZAS PROVENIENTES DE TERMELETRICA

Resumo

O aumento gradual da concentracao de dioxido de carbono (CO») na atmosfera tem sido questao
de pesquisa potencial nas ultimas décadas, visto que este incremento tem contribuido para a
alteragdo climatica global. Neste contexto, o cultivo de microalgas ¢ alternativa para capturar o
excesso de CO» presente na atmosfera e produzir metabolitos, principalmente carboidratos.
Estes carboidratos podem ser utilizados para a geragdo de bioetanol, afim de substituir
combustivel de transporte derivado do petrdleo, sem alterar a oferta de alimentos e culturas
alimentares. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se a inje¢do de CO; associada ao
uso de cinzas e detrimento de nitrogénio afeta a produgdo de carboidratos intracelulares. A
utilizagdo de 10% da fonte de nitrogénio (0,25 g L' de NaNOs) juntamente com a injegdo 10%
(v v'') de CO; na vazio de 0,3 vvm durante 1 ou 5 min e a adi¢io de 0, 120 e 160 ppm de cinzas
alteraram o crescimento celular e a composi¢do da biomassa da microalga. Os ensaios com
adi¢do de 120 ppm de cinzas resultaram nos melhores parametros cinéticos e taxa de biofixacao
de CO», independentemente do tempo de injecdo de CO., enquanto que os experimentos com
120 e 160 ppm de cinzas e inje¢ao de CO» por 1 min apresentaram 63,3 e 61,0% de carboidratos
e 46,2 e 44,6 mL de etanol teorico em 100 g de biomassa, respectivamente. Assim, este estudo
representa uma estratégia para incrementar o acumulo de carboidratos em Spirulina com
potencial aplica¢ao na produgdo de bioetanol.

Palavras-chave: Bioetanol. Cianobactéria. Didoxido de Carbono. Residuos industriais.
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ENHANCEMENT OF CARBOHYDRATE CONTENT IN Spirulina BY THE USE OF CO
AND THERMELECTRIC ASHES

Abstract

The gradual increase in the concentration of carbon dioxide (CO.) in the atmosphere has been
a question of many researches in recent decades, since its concentration increase has contributed
to global climate change. In this context, the cultivation of microalgae is an alternative to
capture the excess of CO; existing in the atmosphere in order to produce metabolites, mainly
carbohydrates. These carbohydrates can be applied for the generation of bioethanol in order to
replace petroleum-derived transport fuel without changing the supply of food and food crops.
Thus, the objective of this study was to evaluate if the injection of CO; associated to the use of
ashes and detriment of nitrogen affects the production of intracellular carbohydrates. The use
of 10% of the nitrogen source (0.25 g L' NaNOs) along with 10% (v v'') of CO injection in a
flow rate of 0.3 vvm for 1 or 5 min and the addition of 0, 120 and 160 ppm of ashes altered cell
growth and biomass composition of the microalga. The assays with 120 ppm of ash resulted in
the best kinetic parameters and CO» biofixation rate, regardless of the CO: injection time, while
the experiments with 120 and 160 ppm of ash and CO: injection for 1 min presented 63.3 and
61.0% of carbohydrates and 46.2 and 44.6 mL of theoretical ethanol in 100 g of biomass,
respectively. Thus, this study represents a strategy to increase the accumulation of
carbohydrates in Spirulina with potential application in the production of bioethanol.

Keywords: Bioethanol. Cyanobacteria. Carbon dioxide. Industrial waste.
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3.2.1 Introducio

As mudancas climaticas, caracterizadas especialmente pelo aquecimento global, tém
sido um dos principais desafios para a sociedade. Neste sentido, a reducao da concentragao de
diéxido de carbono (COz) na atmosfera proveniente da combustao de combustiveis fosseis €
um desafio constante, visto que este ¢ um dos principais fatores associados ao aquecimento
global (DING et al., 2009; GLEICK et al., 2010). De acordo com o National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA), a concentracdo média de CO; na atmosfera terrestre
aumentou significativamente nas ultimas décadas, atingindo 407,98 ppm em 2018 (NOAA,
2018).

Adicionalmente, a extensa utilizagdo de combustiveis fosseis contribuiu para a crise
energética global e a demanda por energia tem aumentado em todo o mundo. Biocombustiveis,
como bioetanol, derivados de culturas alimentares ndo sao suficientes para atender a crescente
necessidade de combustiveis para transporte (GHOSH et al., 2016), além de contribuirem para
o desmatamento (CHISTI 2007; NEPSTAD et al., 2008). Desta forma, biocombustiveis
produzidos a partir do CO2 biofixado por microalgas poderiam ser uma das alternativas
potenciais para reduzir a utilizagdo de biomassa lignocelulésica com base em alimentos
(MONDAL et al., 2017).

Dentre as microalgas, a Spirulina ¢ uma das mais estudadas devido ao seu alto valor
nutricional e a presenga de diversos biocompostos de interesse (HENRIKSON, 2009). Diversas
fontes de carbono gasoso na forma de CO», ou sélido, principalmente na forma de bicarbonato
podem ser utilizadas (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012). No entanto, o CO2, menos
oneroso que os carbonatos, ¢ a fonte de carbono inorganico mais utilizada (SLOCOMBE;
BENEMANN, 2016), uma vez que no processo de fotossintese, as microalgas possuem a
capacidade de sintetizar moléculas organicas utilizando a energia da luz, CO2> e HxO
(HELLIER; PURTON; LADOMMATOS, 2015).

O processo natural de sequestro de carbono, definido como biofixacdo de CO», ¢
realizado por todas as plantas terrestres e por alguns micro-organismos fotossintetizantes.
Contudo, as plantas sdo responsaveis por 3 a 6% da biofixagdo de CO, (CUELLAR-
BERNUDEZ et al., 2015). Isto contribuiu para o estudo das microalgas, pois elas crescem mais
rapido que plantas terrestres e possuem capacidade de biofixa¢do de COz de 10 a 50 vezes maior
(COSTA et al., 2000). Além disso, a Spirulina possui capacidade de crescer em lagoas de
estabilizacao de cinzas de usina termelétrica (DUARTE et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mondal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28560639
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O carvao brasileiro apresenta elevada concentracio de cinzas, aproximadamente 50%
na Unidade Termelétrica Presidente Médici (UTPM). Essas cinzas apresentam elementos tragos
toxicos e, portanto, requerem cuidados especiais para sua disposi¢do final. Contudo, as
termelétricas brasileiras tém depositado essas cinzas no interior de cavas abandonadas da mina
ou até mesmo encostas de corregos e rios promovendo um greve problema ambiental
(SOARES; SANTOS; POSSA, 2008). As cinzas provenientes de termelétrica podem ser
aproveitadas no cultivo de microalgas, uma vez que possuem minerais necessarios ao
crescimento microalgal como Fe, Ca, Cu, K e Mg (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; VAZ;
COSTA; MORALIS, 2016a; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016b). Portanto, a adi¢do de cinzas
pode reduzir parcialmente a adi¢do de sais no meio de cultivo. A utilizagdo de CO; e cinzas de
termelétrica para produgdo de carboidratos contribui para a sustentabilidade do processo
produtivo, uma vez que uma macromolécula pode ser produzida fotoautotroficamente a partir
de efluentes solidos e gasosos de uma industria altamente poluidora (DUARTE; FANKA;
COSTA, 2016). Em vista dos fatores acima mencionados, o objetivo deste estudo foi avaliar se
a inje¢dao de CO; associada ao uso de cinzas e detrimento de nitrogénio afeta a producdo de

carboidratos intracelulares.

3.2.2 Material e métodos

3.2.2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira (latitude 33°31'08"S
e longitude 53°22'05"W) (MORAIS et al.,, 2008) e pertencente ao banco de cepas do
Laboratério de Engenharia Bioquimica foi utilizada nos experimentos. Esta microalga foi
cultivada em meio Zarrouk com 50% da fonte de carbono e 10% da fonte de nitrogénio. O meio
Zarrouk modificado apresenta a seguinte composi¢io (g L™): NaHCOs (8,40); KoHPO4 (0,50);
NaNO;3 (0,25); K2SO4 (1,00); NaCl (1,00); MgSO4-7H20 (0,20); CaClz (0,04); FeSO4-7H,0
(0,01); EDTA (0,08); H3BOs (2,86); MnCl2-4H>0 (1.81); ZnSO4-7H20 (0,222); CuSO4-5H20
(0,079); NazMoOs (0,015); em (mg L"), NH4sVOs (22,86); KoCra(SO4)4-24H20 (96,00);
NiSO4-7H20 (47,85); NaaWO4-2H20 (17,94); TiOSO4-H2S04-8H20 (61,10); Co(NO3)2-6H20
(43,98) (MARTINS et al., 2014).

Para adaptar as microalgas ao CO2, os indculos foram mantidos durante 7 d em meio

de cultivo mencionado adicionado de 2% (v v'!) de CO2 em ar. Neste periodo, a mistura do CO;
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com o ar foi injetada a cada 40 min na fase clara dos cultivos por 1 min a 0,05 vvm (mLumistura

MLmeio ' min') (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016).

3.2.2.2 Cinzas

As cinzas de carvao mineral utilizadas nos experimentos foram provenientes da Usina
Termelétrica Presidente Médice - UTPM (Candiota, Brasil). As cinzas foram coletadas em silos
de decantacdo da UTPM, conforme descrito por Vaz, Costa e Morais (2016a). A composi¢ao

quimica das cinzas foi descrita por estes autores.

3.2.2.3 Condigdes experimentais

Os experimentos foram realizados substituindo os 8,4 g L-1 de NaHCO3 do meio
Zarrouk modificado (MARTINS et al., 2014) por 10% (v v-1) de CO2 (White Martins, Brasil)
em ar injetado na vazdo de 0,3 vvm a cada 20 min durante 1 ou 5 min e adicdo de cinzas
provenientes da UTPM nas concentragdes de 0, 120 e 160 ppm.

Os experimentos foram realizados em fotobiorreatores do tipo tubular de 2 L
(MORAIS; COSTA, 2007a), com volume util de 1,5 L e concentragdo inicial de biomassa 0,15
g L', A temperatura foi controlada em cAmara termostatizada a 30 °C com iluminancia de 41,6
umolfetons m™ 57! (mantida por 1ampadas fluorescentes de 40 W) e fotoperiodo 12 h claro/escuro
(MARTINS et al., 2014). Para manter o volume dos ensaios constantes foi adicionada agua
estéril afim de suprir as perdas de meio que ocorreram por evaporagdo. A aeragao foi realizada
de forma continua, por aspersao, através de pedra porosa, utilizando ar comprimido e a vazao
de entrada foi controlada através de valvula solendide. Os experimentos foram realizados em

duplicata e tiveram duragdo de 15 d.

3.2.2.4 DeterminagOes analiticas

A concentracdo de biomassa (X, g L'!) foi monitorada diariamente por densidade
optica a 670 nm em espectrofotometro (Q7980RM, Quimis, Brasil). Curva de calibragdo
relacionando densidade Optica e peso seco da biomassa foi previamente construida. O pH foi
acompanhado diariamente com pHmetro digital (Q400AS, Quimis, Brasil).

A concentragdo de carbono inorgénico foi determinada a cada 3 dias por método

indireto, relacionando pH, temperatura e alcalinidade. A alcalinidade foi medida a partir de
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titulagdo de 10 mL de amostra com 4acido cloridrico (HCI) 0,1 M sob agitacdo e
acompanhamento do pH até alcangar 4,3. O volume de HCl gasto foi utilizado na determinagao
da alcalinidade total relacionada a concentracao de carbono no meio de cultivo (CARMOUZE,
1994).

A concentragao de nitrogénio foi determinada a cada 3 dias por método colorimétrico,
correlacionando os resultados de absorbancia com a curva padrao de NaNOs. O procedimento
consistiu em centrifugar 10 mL de inoculo e retirar 200 pL do sobrenadante. Nesta aliquota
foram adicionados 0,8 mL de acido sulfirico (H2SO4) com 5 % de 4cido salicilico (C7HeO3).
Ap6s 20 min foram adicionados 19 mL de hidroxido de s6dio (NaOH) 2 M vagarosamente para
obter pH acima de 12. Apos o resfriamento foi realizada a leitura de absorbancia a 410 nm

(CATALDO et al., 1975).

3.2.2.5 Parametros cinéticos

A partir da curva de crescimento celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 foram
avaliados os pardmetros: concentragio celular maxima (Xmax, g L), produtividade volumétrica
de biomassa (Px, g L' d!) (BAILEY; OLLIS, 1986), velocidade especifica maxima de
crescimento (umix, d') (SCHMIDELL et al., 2001) e tempo de geracdo (te, d) (BAILEY;
OLLIS, 1986).

A produtividade volumétrica de biomassa foi obtida através da Equagao 1, onde X ¢ a
concentracdo da biomassa (g L) no tempo t (d) e Xo € a concentragdo da biomassa (g L'!) no
tempo to (d). O valor maximo de produtividade por experimento em cada batelada ¢ a

produtividade volumétrica maxima (Pmax, g L' d™1).

X-Xp
t-1ty

(1)

X:

A velocidade especifica maxima de crescimento foi obtida através da regressao
exponencial aplicada a fase logaritmica de crescimento. O pmax € 0 coeficiente angular desta
curva. O tempo de geracgao foi determinado na fase exponencial de crescimento da microalga,

de acordo com a Equagao 2.

In2
t,= —— (2)
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Ao final dos cultivos, a biomassa foi separada do meio liquido por centrifugag¢do
(HITACHI himac CR-GIII, Japao) (15200 g, 20 °C, 15 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada nas mesmas condi¢des, para remoc¢ao dos sais do meio de cultivo. A
biomassa concentrada foi congelada a -20 °C para posterior utilizagdo nas analises (ROSA et

al., 2016).

3.2.2.6 Taxa de biofixacdo de CO>

A taxa de biofixacdo de CO, (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013) foi calculada
assumindo-se que a biomassa de Spirulina contém aproximadamente 50% (m m™") de carbono
em composi¢do (BORGES et al.,, 2013). A férmula molecular da biomassa microalgal

(COo0,48H1,83N0,11P0,01) permite calcular a taxa de biofixagdo (TB) por meio da Equacdo 3

(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

TB=1,88 - P, ;, 3)

3.2.2.7 Quantificag¢do do biopolimero na biomassa

A concentracao do biopolimero na biomassa foi determinada por cromatografia gasosa
ao final de cada experimento. A biomassa seca (105 °C por 24 h) foi submetida a lise celular,
hidrolise do polimero e metandlise em 1 mL de cloroférmio, 0,85 mL de metanol e 0,15 mL de
acido sulfurico a 100 °C por 3,5 h (BRANDL et al., 1988). Os grupos metil éster formados
foram analisados em cromatdgrafo gasoso (Shimadzu, Japao) equipado com coluna capilar de
silica Restek Rtx-5 (30 m, 0,25 mm, 0,25um) e detector de ionizacdo de chama (FID). As
condi¢des de operagdo foram de 250 °C para injetor e detector. A programagao utilizada para
separar os metil ésteres foi 60 °C por 2 min, taxa de incremento de 25 °C min™! até atingir 180
°C. A curva de calibracao foi construida utilizando como padrao poli (acido 3-hidroxibutirico-
co-3-hidroxivalérico) 88 mol % HB e 12 mol % HV (Sigma Aldrich) (BRANDL et al., 1988;
ZHANG et al., 2015).

3.2.2.8 Composicao proximal da biomassa microalgal

A concentracdo de carboidratos na biomassa foi determinada conforme o método de

fenol-sulfurico, utilizando curva padrao de glicose (DUBOIS et al., 1956). O método consiste
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na desidratagcdo dos carboidratos pelo 4cido sulfurico seguida pela subsequente complexagao
dos produtos formados com o fenol. A concentragdo de lipidios foi determinada por método
gravimétrico (FOLCH et al., 1957). Este método utiliza a mistura cloroférmio:metanol (2:1)
para extragado dos lipidios apolares e a mistura de metanol:agua (2:1) para extracao dos lipidios
polares. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico (LOWRY et

al., 1951), utilizando tratamento térmico e alcalino na biomassa e curva padrao de albumina.

3.2.2.9 Produgao teorica de etanol

A produgdo teorica de etanol (Pg¢) da biomassa (100 g) foi calculada considerando-se
a conversao estequiomeétrica tedrica de glicose em etanol (0,511) e a eficiéncia de conversao de

70% (FREITAS et al., 2017; ROSA et al., 2015).

3.2.2.10 Analise estatistica

As respostas experimentais foram avaliadas utilizando andlise de variancia (ANOVA),

seguida por teste de Tukey a um nivel de confianca de 95% (p<0,05).

3.2.3 Resultados e discussio

Os melhores resultados cinéticos e de biofixa¢ao de CO, foram observados nos ensaios
com adicao de 120 ppm de cinzas independente do tempo de injecao de CO» (Tabela 1). Apesar
dos resultados nao terem diferido significativamente (p>0,05), pode-se afirmar pela Figura 1
que as cinzas estimularam o crescimento da microalga. De encontro ao resultado deste estudo,
Vaz, Costa e Morais (2016a) obtiveram Xmix de 0,64 g L! utilizando 120 ppm de cinzas e
bicarbonato de s6dio como fonte de carbono.

O aumento da velocidade especifica maxima de crescimento promove a reducao do
tempo de geracdo. Enquanto as microalgas possuem a capacidade de duplicar sua biomassa em
menos de 7 dias, as plantas superiores demoram meses ou até mesmo anos (MORAIS; COSTA,
2007b). Neste estudo, a adicao de 120 ppm de cinzas e injecao de 10% de CO; por 5 min
proporcionou menor tempo de geracao e maiores velocidade especifica méxima e taxa de
biofixagdo de CO> quando comparado ao ensaio sem adi¢do de cinzas no mesmo tempo de

injecdo do gas.
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Tabela 1 — Concentracio celular maxima (Xmax, g L), produtividade volumétrica maxima
(Pmax, g L1 d!), velocidade especifica maxima de crescimento (umax, ), tempo de geracio
(te, d) e taxa de biofixagio maxima (TBmax, g L d!) dos cultivos de Spirulina sp. LEB 18
realizados com reducao de 90% de nitrogénio, adi¢do de CO; em diferentes tempos de injecao

¢ de cinzas em concentragoes distintas

Tempo de injecdo de Xmax Pmax Mmax tg TBmax
CO2 e concentracio de
cinzas
1 min, 0 ppm 0,41£0,12*  0,02+0,00° 0,14+0,01%® 4,88+0,22%° 0,04+0,02%°
1 min, 120 ppm 0,56+0,02* 0,03+0,00® 0,14+0,00®° 4,79+0,07* 0,06+0,01%°
1 min, 160 ppm 0,48+0,13* 0,03+0,00® 0,14+0,00°® 5,11+0,09® 0,05+0,01%°
5 min, 0 ppm 0,40+0,04* 0,02+0,00° 0,10+0,01°  7,02+0,49¢ 0,04+0,01°
5 min, 120 ppm 0,54+0,01* 0,04+0,00* 0,16£0,01* 4,31+£0,31*  0,08+0,00°
5 min, 160 ppm 0,35+0,04* 0,02+0,00° 0,13+0,00® 5,32+0,17*°  0,04+0,00°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nas curvas de crescimento celular da microalga Spirulina sp. LEB 18 (Figura 1),

observa-se a fase lag nos dois primeiros dias de cultivo. O curto periodo de laténcia se deve a

microalga possuir as enzimas necessarias para o crescimento, uma vez que estava previamente

adaptada ao CO». Apesar da cinza ser adicionada aos cultivos, ela ndo propiciou o aumento da

fase de adaptacdo, uma vez que possui diversos minerais que ja sdo utilizados no meio de

cultivo, tais como cobre, cobalto, cromo, manganés, molibdénio, niquel e zinco.

Figura 1- Curvas de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivada com redug¢ao
de 90% de nitrogénio e adi¢do de CO; durante 1 min (a) ou 5 min (b) contendo: 0 ppm (e);
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A produtividade da microalga nos ensaios com inje¢do de CO> durante 1 min (Figura
2) apresentou 0s maiores incrementos até o 6° dia de cultivo. A partir deste periodo, os ensaios
com 120 ppm mostraram-se estaveis por mais 4 dias e depois reduziram a produtividade,
enquanto que os ensaios sem cinzas ou com 160 ppm apresentaram reducao de produtividade
logo ap6s o 6° dia. Em geral, os ensaios com adi¢do de CO; durante 1 min, bem como o cultivo
com 120 ppm e inje¢do por 5 min apresentaram produtividades mais elevadas comparado com
os ensaios com inje¢ao de CO; por 5 min sem adi¢ao de cinzas ou com a maior concentragao
adicionada. O Pnax do ensaio com injecao de CO2 por 5 min e adi¢do de 120 ppm de cinzas foi
superior aos demais ensaios e diferiu significativamente (p<0,05) dos experimentos com o
mesmo tempo de injecdo sem cinzas e com 160 ppm de cinzas. Apesar das cinzas provenientes
da termelétrica possuem minerais necessarios ao crescimento microalgal que podem substituir
parcialmente os nutrientes do meio de cultivo, a combinagdo de elevada concentragao de cinzas

e CO; limitou o crescimento celular.

Figura 2— Produtividade diaria da microalga Spirulina sp. LEB 18 cultivada com
reducdo de 90% de nitrogénio e adi¢do de CO> durante 1 min (a) ou 5 min (b) contendo:(b)
contendo: 0 ppm (e); 120 ppm (A ); 160 ppm (m) de cinzas
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Em todas condi¢des experimentais, o nitrogénio disponivel no meio de cultivo foi
consumido nos seis primeiros dias de experimento (Figura 3a). Isso justifica a redug@o na taxa
de incremento das produtividades ter ocorrido no 6° € 9° dias de cultivo nos ensaios com adig@o

de CO; durante 1 e 5 min, respectivamente. Além disso, observa-se o declinio ou estabilizagao
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do crescimento em torno do 9° e 11° dia em todos os ensaios, comprovando a importancia da
fonte de nitrogénio para promover o crescimento celular

A fotossintese ¢ altamente dependente do nitrogénio para produgao de proteinas e
clorofila; portanto, quando o fornecimento de nitrogénio ¢ diminuido, a reducao da atividade
fotossintética pode fornecer nitrogénio para reciclagem (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).
Quando o nitrogénio ¢ abundante, observa-se tendéncia ao aumento de proteinas e de clorofilas
nas c¢lulas (LOURENCO, 2006) que permitem elevadas taxas de crescimento e de biofixacao
de CO; pela microalga (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016). Na limitacdo de nitrogénio, a
fotossintese ¢ desviada da sintese de proteinas para produgdo de carboidratos ou lipidios
(RICHMOND, 2004). Conteudo maior de carotenoides e menor de clorofilas sdo produzidos
em limitacdes de nitrogénio, gerando mudanca de cor em culturas velhas, que tendem a ter o
aspecto amarelado (LOURENCO, 2006). Essa mudanca de cor foi observada nos ensaios apos
o 8° dia de cultivo, comprovando a limitacao de nitrogénio nos cultivos.

O pH inicial do cultivo foi superior nos ensaios com adi¢do de cinzas (Figura 3b). Isso
ocorre porque as cinzas do silo de decantagdo da termelétrica apresentam predominio de 6xidos
de silicio e de aluminio e também pequenas concentracdes 0xidos de cdlcio que contribuem
para o seu carater alcalino (SOARES et al., 2006; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016). Observou-
se que os experimentos com inje¢ao de CO> por 1 min apresentaram tendéncia a pHs superiores
aqueles com adi¢do do géas por 5 min. Isso ocorre por que além de ser fonte de carbono, o
fornecimento de CO; promove a redu¢ao do pH do meio (SLOCOMBE; BENEMANN, 2016).
Segundo Costa et al. (2002), o cultivo de Spirulina requer pH entre 8,3 e 11,0. Como o pH se
manteve dentro dessa faixa durante os experimentos, a injecdo de CO> ndo prejudicou o
crescimento da microalga.

A concentracdo de carbono inorganico dissolvido (DIC) apresentou dois perfis (Figura
3¢). Com injecdo de CO> por 5 min a concentragdo de carbono inorgéanico dissolvido no meio
aumentou até atingir valores constantes a partir do 9° dia. A presenca de carbono disponivel
torna a assimilagcdo do nitrogénio mais rapida (PAES et al., 2016). Isso pode ser observado nos
ensaios com injecdo de CO; por 5 min que apesar da maior concentracdo de NaNOs, estavam
em condigdes de limitagdo no 6° dia de cultivo. Quando o gas foi injetado por 1 min, a microalga
foi gradativamente utilizando mais CO> enquanto crescia. Assim, o CO; disponivel nos ensaios
com inje¢do foi reduzindo a partir do instante em que houve limitacdo de nitrogénio. Em
bateladas com maior duragdo ou em modo continuo esse fendmeno pode ser um problema, pois
além da limitacdo da fonte de nitrogénio também podera haver a limita¢ao da fonte de carbono,

0 que prejudicaria a sintese de biomoléculas.
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Figura 3— Curvas de nitrogénio (a) pH (b) e carbono inorganico dissolvido (c) da
Spirulina sp. LEB 18 cultivada com redugao de 90% de nitrogénio, adi¢do de CO> em diferentes
tempos de inje¢do e de cinzas em concentragdes distintas: (@) 1 min, O ppm; (A) 1 min, 120
ppm; (m) 1 min, 160 ppm; (©) 5 min, 0 ppm; (A) 5 min, 120 ppm; (2) 5 min, 160 ppm
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Como a concentragdo de carbono inorganico dissolvido no meio representa a fonte de

carbono para o crescimento microalgal e consiste nas espécies quimicas CO2, HCO3™ e COs7,

ha uma relagdo intrinseca entre o DIC e o pH (MORAES et al., 2016). Isso ocorre porque o pH

¢ o principal fator que afeta o mecanismo de concentragdo de CO> e estd relacionado ao

equilibrio das espécies quimicas (H2CO3, CO2, HCO3™ e CO3%"). Em pH elevado os ions (HCO5

e COs%) sdo predominantes, enquanto que em pH de 6 a 8, predomina HCO53". O H,COs e CO:
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estdo presentes em maior quantidade quando o pH esté abaixo de 6. (KLANCHUI et al., 2017)
Os componentes essenciais do mecanismo de concentracdo de CO; incluem o transporte ativo
de acumulagdo intracelular de bicarbonato e a anidrase carbonica interna para suprir CO; para
Rubisco por meio da desidratagdo do bicarbonato acumulado (SPALDING, 2008).Nos
experimentos observa-se que o pH encontra-se na maioria dos dias de cultivo entre 8 e 9,2.
Desta forma, as espécies HCOs e COs> expressas como NaHCO; e CaCO3, respectivamente,

predominam nos cultivos (Figura 4).

Figura 4 — Concentragdao de NaHCO; e CaCOs3 nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 com
redugdo de 90% de nitrogénio, adicdo de CO2 em diferentes tempos de injecdo e de cinzas em
concentracoes distintas
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Como ndo ha grande variagdo do pH, a concentragdo de cada espécie se mantém
praticamente constante ao longo de todos os ensaios. A concentracdo elevada de carbono
disponivel aliada a limitagdo de nitrogénio promovem o acumulo de compostos de reserva. Nas
condigodes estudadas houve aumento expressivo na concentracdo de carboidratos comparado
com estudos sem a reducao da fonte de nitrogénio

Em todos os ensaios, os carboidratos foram os componentes em maiores concentragdes
(Tabela 2). Os experimentos com cinzas € injecado de CO> por 1 min apresentaram contetdo
superior a 60% de carboidratos. Segundo Dismukes et al. (2008), muitas microalgas produzem
grande quantidade de proteinas, principalmente quando o meio de cultivo € rico em nitrogénio.
A produgdo de carboidratos e outros compostos ndo nitrogenados ¢ estimulada quando ocorre
adi¢cdo de uma fonte de carbono orgéanico ou limitacdo da fonte de nitrogénio (SALLA et al.,
2016). A Spirulina platensis possui entre 8 e 14% de carboidratos dependendo das condi¢des
de cultivo (BECKER, 2007). No entanto, a limita¢ao de nitrogénio, a inje¢ao de CO; e a adi¢ao
de cinzas propiciaram o incremento do contetdo de carboidratos em até¢ 450%. A produgao de
carboidratos ocorre durante o metabolismo de biofixa¢do da microalga por meio da fotossintese
(HO et al., 2011). Esses polissacarideos podem ser acumulados como composto de reserva ou
transformados em componentes da parede celular (MORAES et al., 2016).

Os carboidratos presentes na microalga permitem a sua radpida conversao em acucares
fermentesciveis para produgdo de bioetanol, uma vez que que esses micro-organismos sao
desprovidos de lignina nas suas estruturas celulares (CHEN et al., 2013). As maiores
produtividades teoricas de bioetanol, 46,2 e 44,6 mL por 100 g de biomassa foram encontradas
nos ensaios com inje¢do de CO2 por 1 min e adicdo de 120 e 160 ppm de cinzas,
respectivamente. Esse resultado ¢ aproximadamente 350% maior que os 12,8 mL calculados
por Rosa et al. (2015) para a mesma microalga. Outro estudo conduzido por Freitas et al. (2017)
com Chlorella minutissima, microalga que se caracteriza por maior acimulo de carboidratos
que a Spirulina, resultou em produtividade tedrica de 39,1 mL de etanol tedrico por 100g de
biomassa. Assim, observamos a potencialidade da nossa estratégia de cultivo para produzir
carboidratos e aplicé-los na producdo de bioetanol.

Geralmente, a Spirulina apresenta aproximadamente 60% de proteinas, sendo o
restante majoritariamente carboidratos e lipidios (HENRIKSON, 2009). Neste estudo, o teor de
proteinas foi reduzido aproximadamente duas vezes, ficando em torno de 20%. Isso ocorreu
devido ao esgotamento da fonte de nitrogénio que reduziu o crescimento € promoveu o

direcionamento do metabolismo para a produgdo de carboidratos.
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Quanto ao teor de lipidios, o ensaio com 120 ppm de cinzas diferiu significativamente
(p<0,05) do experimento com 120 ppm de cinzas por 5 min. Conforme Becker (2007), a
Spirulina platensis apresenta de 4 a 9% de lipidios em massa seca. Portanto, ndo houve
alteragdo relevante no conteudo lipidico ao adicionar cinzas e limitar o nitrogénio, visto que

todos os ensaios se mantiveram nessa faixa de lipidios.

Tabela 2 — Composicido da biomassa em % (m m™') e produtividade tedrica de etanol (mL em
100 g de biomassa™) em Spirulina sp. LEB 18 cultivada com reducio de 90% de nitrogénio,
diferentes concentragdes de CO: e cinzas oriundas da UTPM

Tempo de injecio de PHB Proteinas Lipidios Carboidratos Prt
CO2 e concentracio de
cinzas
1 min, 0 ppm 0,60+0,02* 21,7+0,5* 7,1£0,4%®  53,9+4,7% 39 4+3 5%
1 min, 120 ppm 0,53+0,08> 15,1+0,2> 5,7+0,0° 63,3£2,9*  46,2+2,1°
1 min, 160 ppm 0,46+0,08° 16,4+0,8° 6,1£0,7°®  61,0£0,4*  44,6+0,3°
5 min, 0 ppm 1,2940,53%  16,0+1,5* 7,040,1®®  52,643,7%°  38,442,7%
5 min, 120 ppm 2,15+0,02*  14,8+0,1°> 7,9+0,9° 47,1+1,3%  34,4+1,0°
5 min, 160 ppm 1,37+0,11°  17,0£2,4®® 7,140,12°  46,0£1,4°  33,6+1,0°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As microalgas tém capacidade de produzir altas concentragdes de PHB alcangando a
relagio PHB/biomassa seca de 55% (m m™') em Synechococcus sp. MA19 (NISHIOKA et al.,
2001); 38% (m m') em Synechossystis sp. (PANDA; MALLICK, 2007) e 44% (m m™") em
Spirulina sp. LEB 18 (MARTINS et al., 2014). Contudo, nas condi¢des estudadas em cultivo
autotrofico a maxima concentragdo de PHB na célula foi 2,15%, utilizando 120 ppm de cinzas
e injetando CO> por 5 min. Esse resultado foi superior aos de Campbell et al. (1982) que
obtiveram 0,06 (% m m') de PHB em relacdo a biomassa seca, produzida durante a fase
exponencial de crescimento. Além disso, estes resultados sdo superiores aos de Jau et al. (2005)
que obtiveram 0,03% de PHB em Spirulina platensis UMACC 159 ¢ 0,01 % para UMACC 161
e 162 em meio Korasic, sem nitrogénio, suplementado com CO; proveniente da injecdo de ar,

durante 15 dias de cultivo.
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3.2.4 Conclusao

Os ensaios com 120 ppm de cinzas resultaram nos melhores parametros cinéticos e
taxa de biofixacdo de CO; enquanto o ensaio com 120 ppm de cinzas por 1 min propiciou o
maior acimulo de carboidratos. Assim, observa-se que as condi¢des de cultivo influenciam
diretamente a composi¢do da biomassa. Na Spirulina sp. LEB 18 a utilizacdo de 10% da
concentracao de nitrogénio do meio Zarrouk, injecdo de 10% de CO; e adicdo de cinzas
resultaram em acimulo de carboidratos pela microalga. Essa estratégia de cultivo ¢ importante
para instigar a aplicacdo destes carboidratos em bioetanol de terceira geracdo. Além disso, o
uso de cinzas de termelétrica ¢ CO» representam redugdo na poluicdo ambiental e nos custos
com o meio de cultivo através do aproveitamento de residuos so6lidos (cinzas) e gasosos (CO2)

como fonte de nutrientes para o cultivo microalgal.
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3.3 Chlorella fusca LEB 111 CULTIVADA COM CO: E CINZAS DE TERMELETRICA
PARA PRODUCAO DE MACROMOLECULAS

Resumo

As microalgas sdo micro-organismos capazes de converter carbono inorganico em carbono
organico por meio da fotossintese, produzindo o esqueleto carbonico de proteinas, carboidratos
e lipidios. A quantidade de cada macromolécula pode ser alterada através de modificagdes no
meio de cultivo. A reducdo da fonte de nitrogénio ¢ um exemplo, outro possibilidade pode ser
a utilizagdo de cinzas de termelétrica que possuem minerais presentes no meio de cultivo da
microalga e podem estimular a producdo de compostos de reserva. Nesse sentido, o objetivo
deste estudo foi verificar se a reducdo do fornecimento de fonte de nitrogénio juntamente com
o uso de CO; e cinzas de termoelétricas alteram a produgdo de macromoléculas em Chlorella
fusca LEB 111. A adig@o de 100 ou 50% da fonte de nitrogénio juntamente com a inje¢do 10%
(v v'") de COz na vazio de 0,3 vvm durante 5 min a cada 20 min e a adi¢io de 0, 40 e 120 ppm
de cinzas alteraram o crescimento e a composi¢ao da biomassa da microalga. Neste trabalho
observou-se que como 50% da fonte de nitrogénio ndo limitou esse nutriente. O conteudo de
proteinas ndo foi prejudicado, paralelamente houve aumento de até 25% no contetido de
carboidratos. Todos os ensaios apresentaram mais de 10% (m m™') de lipidios, promovendo
uma potencial aplicacdo na produ¢do de biodiesel. Por fim, a Chlorella fusca apresentou
crescimento celular e potencialidade para biofixacdo de CO> e para aumentar o acumulo de
carboidratos utilizando CO; e cinzas de termelétrica. Uma estratégia para incrementar ainda
mais a produgdo de carboidratos poderia ser a adicdo menores concentragdes de NaNO3; no
meio de cultivo.

Palavras-chave: Bioetanol. Biofixagdo de CO,. Carboidratos. Dioxido de carbono. Nitrogénio.
Nutrientes.
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Chlorella Fusca LEB 111 CULTIVATED WITH CO> AND THERMOELECTRIC ASHES
FOR PRODUCTION OF MACROMOLECULES

Abstract

Microalgae are microorganisms capable of converting inorganic carbon into organic carbon by
photosynthesis, producing the carbonic backbone of proteins, carbohydrates and lipids. The
amount of each macromolecule can be altered by modifications in the culture medium. The
reduction of the nitrogen source supply is an example, other possibility may be the use of
thermoelectric ashes that present several minerals of the microalgae culture medium and may
stimulate the production of storage compounds. In this sense, objective of this study was to
verify if the reduced supply of the nitrogen source along with the use of CO2 and thermoelectric
ashes alter the production of macromolecules in Chlorella fusca LEB 111. The addition of 100
or 50% of the nitrogen source along with the injection of 10% (v v'') of COz in the flow rate of
0.3 vvm for 5 min every 20 min along with the addition of 0, 40 and 120 ppm of ashes altered
the growth and the composition of the microalgae. In this study, it was observed that 50% of
the nitrogen source did not limit this nutrient source. Protein content was not impaired, and in
parallel there was an increase of up to 25% in the carbohydrate content. All the assays presented
more than 10% (m m™') of lipids, promoting a potential application in biodiesel production.
Finally, Chlorella fusca has presented cellular growth and potential for biofixation of CO2 and
for enhancing the accumulation of carbohydrates using CO; and ashes from thermoelectric. One
strategy to further increase carbohydrate production could be to add lower concentrations of
NaNOs in the culture medium.

Keywords: Bioethanol. Biofixation of CO,. Carbohydrates. Carbon dioxide. Nitrogen.
Nutrients.
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3.3.1 Introducio

As mudangas climaticas t€ém estimulado a busca por alternativas para minimizar os
problemas ambientais causados pelo CO., que ¢ o principal promotor de gas do efeito estufa na
atmosfera (CAMERINI et al., 2016). Nas ultimas décadas, diversos métodos para captacio de
CO; atmosférico foram desenvolvidos, sendo eles quimicos, fisicos e biologicos (SLOCOMBE;
BENEMANN, 2016). Entre os métodos biologicos destaca-se o sequestro de CO> por
microalgas, que apresentam como vantagens producdo de biocompostos de elevado valor
agregado e eficiéncia fotossintética aproximadamente 10 vezes maior que a de plantas terrestres
(KUMAR; BANERIJEE, DAS, 2014).

Apesar da maior capacidade de biofixacdo de CO> das microalgas outras varidveis
precisam ser avaliadas. Nesse sentido, a selecdao de cepas de microalgas tem efeito significativo
sobre a eficicia e o custo competitivo do processo de biomitigagdo de CO». Os atributos
desejaveis a estirpe de microalga incluem taxa crescimento, capacidade elevada de utiliza¢ao
de CO; e tolerancia aos constituintes tragos do gas de combustdo (CUELLAR-BERMUDEZ et
al., 2015). A microalga Chlorella fusca LEB 111 preenche tais atributos, uma vez que foi
isolada da lagoa de decantagdo de cinzas da Usina Termelétrica Presidente Médici (UTPM),
Candiota - RS (MORALIS; DUARTE, 2012). Estudos descreveram que espécies nativas de
microalgas, como a Chlorella fusca LEB 111 apresentam maior tolerancia a residuos solidos e
ao COz, bem como maior taxa de biofixa¢@o e produtividade de biomassa quando comparadas
as espécies isoladas de outros locais (DUARTE et al., 2017; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016a,
VAZ; COSTA; MORALIS, 2016b).

Adicionalmente, cepas de Chlorella apresentam elevado conteudo proteico (60%) em
sua biomassa bem como 18% de carboidratos e 10% lipidios (HENRIKSON, 2009). Contudo,
a quantidade de lipidios e carboidratos pode ser incrementada dependendo das condicdes de
cultivo (GUCCIONE et al., 2014). Os lipidios, carboidratos e proteinas podem ser matéria-
prima para obtencao de diferentes bioprodutos. Os lipidios extraidos da biomassa podem ser
utilizados como matéria-prima para a producdo de biodiesel, enquanto que proteinas e
pigmentos exibem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancer, podendo ser
destinados as industrias farmacéutica e alimenticia. Por fim, os carboidratos podem ser
utilizados como fonte de carbono em processos para producdo de bioetanol (YEN et al., 2013).

Uma estratégia para estimular o crescimento microalgal bem como para produgado de
macromoléculas ¢ a utilizacdo de cinzas provenientes dos silos de decantacdo de cinzas de

termelétrica. O carvao brasileiro pds combustdo possui aproximadamente 50% de cinzas que
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apresentam elementos tracos toxicos. Cuidados especiais precisam ser tomados na destinagao
destas cinzas. No entanto, a disposi¢do final destas cinzas ¢ muitas vezes o interior das cavas
das minas abandonadas ou areas proximas a rios ou arroios como banhados e terrenos sem uso
promovendo poluicdo ambiental (SOARES; SANTOS; POSSA, 2008). Aplicagdes das cinzas
no cultivo de microalga tém sido exploradas por diversos autores a fim minimizar o problema
do acimulo deste residuo, uma vez que as cinzas contém diversos minerais, incluindo cobalto,
cobre, magnésio, molibdénio e zinco e podem substituir parcialmente os nutrientes necessarios
ao crescimento microalgal (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; VAZ; COSTA; MORALIS,
2016a; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016b). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar se
a reducdo do fornecimento de fonte de nitrogénio juntamente com o uso de CO; e cinzas de

termoelétricas alteram a producdo de macromoléculas em Chlorella fusca LEB 111.

3.3.2 Material e métodos

3.3.2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga Chlorella fusca LEB 111, isolada da lagoa de decantagdo de cinzas da
Termelétrica Presidente Médici - UTPM (Candiota, Brasil) (MORAIS; DUARTE, 2012) e
pertencente ao banco de cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica foi utilizada neste
estudo. Esta microalga foi mantida em meio BG-11 (RIPPKA et al., 1979) sem fonte de
carbono, apresentando a seguinte composic¢do (g L™'): NaNOs (1,50); KoHPO4.3HO (0,04);
MgS04.7H20 (0,075); CaCl2.2H20 (0,036); CsH11FeNO7 (0,006); C10H14N2Na2.2H>0 (0,001);
CesHsO7 (0,006); ZnSO4.7H20 (0,222); MnCl».4H>0O (1,81); Na2M004.2H>0 (0,390); H3BO3
(2,86); CuS0O4.5H20 (0,079); Co(NO3)2.6H20 (0,0494).

3.3.2.2 Cinzas
As cinzas de carvao mineral utilizada no estudo foram provenientes da UTPM. As

cinzas foram coletadas em silos de decantagdo, conforme descrito por Vaz, Costa e Morais

(2016a). A composi¢ao quimica das cinzas foi descrita por estes autores.
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3.3.2.3 Condigdes experimentais

O ensaio controle foi realizado com meio BG-11. Nos demais ensaios, 0 NaxCOs do
meio BG-11 foi substituido por 10% (v v'') de CO, (White Martins, Brasil) injetado na vazio
de 0,3 vvm a cada 20 min durante 5 min e adi¢cdo de cinzas provenientes da UTPM nas
concentragdes de 0, 40 e 120 ppm. Para cada condi¢do de cultivo foram testados 100% e 50%
da fonte de nitrogénio do meio BG-11.

Os experimentos foram conduzidos em fotobiorreatores do tipo tubular de 2 L, com
volume util de 1,5 L (MORAIS; COSTA, 2007) e concentragio inicial de biomassa 0,15 g L.
A temperatura foi controlada em camara termostatizada a 30 °C com iluminancia de 41,6
umolgsions m™ 87! (mantida por 1ampadas fluorescentes de 40 W) e fotoperiodo 12 h claro/escuro
(MARTINS et al., 2014). Para manter o volume dos ensaios constantes foi adicionada agua
estéril afim de suprir as perdas de meio que ocorreram por evaporagdo. A aeragao foi realizada
de forma continua, por aspersdo, através de pedra porosa, utilizando ar comprimido ¢ a vazao
de entrada foi controlada através de valvula solendide. Os experimentos foram realizados em

duplicata e tiveram duragdo de 15 d.

3.3.2.4 DeterminagOes analiticas

A concentracdo de biomassa (X, g L'!) foi monitorada diariamente por densidade
optica a 670 nm em espectrofotometro (Q7980RM, Quimis, Brasil). Curva de calibragao
relacionando densidade Optica e peso seco da biomassa foi previamente construida. O pH foi
acompanhado diariamente com pHmetro digital (Q400AS, Quimis, Brasil).

A concentracdo de carbono inorganico foi determinada por método indireto,
relacionando pH, temperatura e alcalinidade. A alcalinidade foi medida a partir de titulagao de
10 mL de amostra com acido cloridrico (HCI) 0,1 M sob agitagdo e acompanhamento do pH
até alcancar 4,3. O volume de HCI gasto foi utilizado na determinacdo da alcalinidade total
relacionada a concentragdo de carbono no meio de cultivo (CARMOUZE, 1994).

A concentragdo de nitrogénio foi determinada por método colorimétrico,
correlacionando os dados de absorbancia com a curva padrao de NaNO3. O procedimento
consistiu em centrifugar 10 mL de inoculo e retirar 200 pL do sobrenadante. Nesta aliquota
foram adicionados 0,8 mL de acido sulfurico (H2SO4) com 5 % de acido salicilico (C7HsO3).

Ap6s 20 min foram adicionados 19 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 2 M vagarosamente para
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obter pH acima de 12. Apos o resfriamento foi realizada a leitura de absorbancia a 410 nm

(CATALDO et al., 1975).

3.3.2.5 Parametros cinéticos

A partir da curva de crescimento celular da microalga Chlorella fusca LEB 111 foram
avaliados os pardmetros: concentraco celular maxima (Xmax, g L!), produtividade volumétrica
de biomassa (Px, g L' d!) (BAILEY; OLLIS, 1986), velocidade especifica maxima de
crescimento (Umix, d') (SCHMIDELL et al., 2001) e tempo de geracdo (te, d) (BAILEY;
OLLIS, 1986).

A produtividade volumétrica de biomassa foi obtida através da Equacao 1, onde X é a
concentracdo da biomassa (g L) no tempo t (d) e Xo € a concentragio da biomassa (g L'') no
tempo to (d). O valor maximo de produtividade por experimento em cada batelada ¢ a

produtividade volumétrica maxima (Pmax, g L' d1).

X - X,

P:
ity

A velocidade especifica maxima de crescimento foi obtida através da regressao
exponencial aplicada a fase logaritmica de crescimento. O pumax € 0 coeficiente angular desta
curva. O tempo de geracao foi determinado na fase exponencial de crescimento da microalga,

de acordo com a Equacao tg= In(2)/pmax.

Ao final dos cultivos, a biomassa foi separada do meio liquido por centrifugagcdo
(HITACHI himac CR-GIIIL, Japao) (15200 g, 20 °C, 15 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada nas mesmas condicdes, para remog¢ao dos sais do meio de cultivo. A
biomassa concentrada foi congelada a -20 °C para posterior utilizagdo nas andlises (ROSA et

al., 2016).

(1)

(2)
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3.3.2.6 Taxa de biofixacao de CO»

A taxa de biofixagao de CO> (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013) foi calculada
assumindo-se que a biomassa da microalga contém aproximadamente 50% (m m™') de carbono
em composi¢do (BORGES et al.,, 2013). A férmula molecular da biomassa microalgal

(COo0,48H1,83N0,11P0,01) permite calcular a taxa de biofixagdo (TB) por meio da Equacdo 3

(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

TB=1,88 - P, 3)

3.3.2.7 Quantificacao do biopolimero na biomassa

A concentrag¢do do biopolimero na biomassa foi determinada por cromatografia gasosa
ao final de cada experimento. A biomassa seca (105 °C por 24 h) foi submetida a lise celular,
hidrolise do polimero e metandlise em 1 mL de cloroférmio, 0,85 mL de metanol e 0,15 mL de
acido sulfurico a 100 °C por 3,5 h (BRANDL et al., 1988). Os grupos metil éster formados
foram analisados em cromatografo gasoso (Shimadzu, Japao) equipado com coluna capilar de
silica Restek Rtx-5 (30 m, 0,25 mm, 0,25um) e detector de ionizacdo de chama (FID). As
condigdes de operagao foram de 250 °C para injetor e detector. A programacgao utilizada para
separar os metil ésteres foi 60 °C por 2 min, taxa de incremento de 25 °C min™! até atingir 180
°C. A curva de calibragao foi construida utilizando como padrao poli (4cido 3-hidroxibutirico-
co-3-hidroxivalérico) 88 mol % HB e 12 mol % HV (Sigma Aldrich) (BRANDL et al., 1988;
ZHANG et al., 2015).

3.3.2.8 Composi¢ao proximal da biomassa microalgal

A concentracao de carboidratos na biomassa foi determinada conforme o método de
fenol-sulftrico, utilizando curva padrao de glicose (DUBOIS et al., 1956). O método consiste
na desidratagdo dos carboidratos pelo 4cido sulfurico seguida pela subsequente complexagao
dos produtos formados com o fenol. A concentragdo de lipidios foi determinada por método
gravimétrico (FOLCH et al., 1957). Este método utiliza a mistura cloroférmio:metanol (2:1)
para extragao dos lipidios apolares e a mistura de metanol:agua (2:1) para extragao dos lipidios
polares. A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico (LOWRY et

al., 1951), utilizando tratamento térmico e alcalino na biomassa e curva padrdo de albumina.
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3.3.2.9 Produgdo tedrica de etanol

A producao tedrica de etanol (Pg) da biomassa (100 g) foi calculada considerando-se
a conversao estequiométrica tedrica de glicose em etanol (0,511) e a eficiéncia de conversao de

70% (FREITAS et al., 2017; ROSA et al., 2015).

3.3.2.10 Analise estatistica

As respostas experimentais foram avaliadas utilizando analise de variancia (ANOVA),

seguida por teste de Tukey a um nivel de confianca de 95% (p<0,05).

3.3.3 Resultados e discussao

Os experimentos com CO2 e 40 ppm de cinzas apresentaram velocidade especifica
maxima superior (p<0,05) e menor tempo de geragdo que ensaio controle com meio BG-11,
demonstrando a potencialidade da utilizagdo de cinzas e COz para o cultivo de Chlorella fusca

LEB 111 (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentragdo celular maxima (Xmax, g L), produtividade volumétrica maxima

(Pmax, g L1 d1), velocidade especifica maxima de crescimento (pmax, d), tempo de geragio

(tg, d) e taxa de biofixagio méxima (TBmax, g L' d') dos experimentos com Chlorella fusca
LEB 111 cultivada com diferentes fontes de carbono, concentragdes de cinzas e de nitrogénio

Fonte de Carbono, Xmiax Pmax Wmax te TBmax
concentracao de
cinzas
100 % NaNOs
Na,CO3,0 ppm 2,23+0,09*  0,16+0,01* 0,27+0,01°  2,57+0,08? -
COz, 0 ppm 1,68+0,08> 0,15+£0,03* 0,27+0,02° 2,57+0,17*° 0,29+0,05°
COz, 40 ppm 1,68+0,17° 0,18+£0,03* 0,33£0,01° 2,12+0,05* 0,34+0,05°
CO, 120 ppm 1,80£0,05° 0,18+0,01* 0,29+0,00® 2,43+0,03%® 0,34+0,01°
50% de NaNO3
Na,CO3, 0 ppm 1,61£0,05%¢ 0,19+0,00* 0,31+£0,01%° 2,24+0,09%° -
CO., 0 ppm 1,34£0,019  0,20+0,05* 0,28+0,01®® 2,45+0,12% 0,38+0,08°
COz, 40 ppm 1,43£0,10°¢  0,21+0,04* 0,32+£0,01° 2,15+0,07° 0,40+0,07°
CO, 120 ppm 1,5440,01°¢  0,22+0,04* 0,31+£0,00° 2,22+0,01%* 0,41+0,07°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Segundo Chisti (2007), as microalgas podem duplicar a sua concentragdo de biomassa
em aproximadamente 24 h. No presente estudo, obtivemos a duplicagdo celular em
aproximadamente 48 horas.

A concentragdo celular maxima foi obtida utilizando NaxCO3 como fonte de carbono e
100% de NaNOs, que corresponde aos nutrientes disponiveis no meio BG-11. Esse resultado
foi significativamente superior (p<0,05) aos ensaios com CO> e com reducdo de nitrogénio,
independente da concentragdao de cinzas. Apesar disso, nao houve diferencga significativa em
relagdo a produtividade maxima e taxa de biofixagdo maxima dos ensaios (p>0,05). Maiores
taxas de produtividade méaxima resultam em incremento na taxa de biofixacdo maxima
(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013). A taxa de biofixagdo méxima deste estudo foi superior
ao trabalho de Duarte, Fanka e Costa (2016) que obtiveram de 0,19 a 0,25 (g L' d!), utilizando
gas de combustdo simulado contendo 10% de COs.

Na curva de crescimento celular da microalga Chlorella fusca LEB 111 (Figura 1),
observou-se que a reducdo de nitrogénio exerceu maior influéncia no crescimento da microalga
que a adicdo de cinzas ou CO.. Isso ocorre porque a microalga foi isolada da lagoa de
decantacdo de cinzas da Unidade Termelétrica Presidente Médici. Portanto, a Chlorella fusca
LEB 111 estd adaptada ao ambiente elevada concentragdo de residuos solidos e gasosos e nao

apresentou fase de laténcia.

Figura 1 — Curvas de crescimento de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes
fontes de carbono e concentragdes de cinzas, 100% (a) e 50% (b) de NaNOs: (o) Na,COs3, 0

ppm; (A) CO2, 0 ppm; (m) CO2, 40 ppm ¢ (¢) CO2, 120 ppm

(a) (b)

Concentracio celular (g L)
Concentracao celular (g L)

0,00 — \ \ \

\ \
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

Tempo de cultivo (d) Tempo de cultivo (d)
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Nos cultivos apenas o ensaio controle com BG-11 foi finalizado na fase exponencial
de crescimento, enquanto que nos ensaios com adi¢cao de CO2 com 100% da fonte de nitrogénio,
a fase estacionaria iniciou a partir do 12° dia de cultivo. Nos ensaios com reducao de 50% de
NaNO:s, apenas o experimento com NaxCOj3 entrou em fase estacionaria no 11° dia de cultivo
enquanto os ensaios com COz estavam todos em fase de declinio no mesmo periodo de cultivo
devido a baixa quantidade de nitrogénio disponivel para o crescimento celular

Os maiores valores de produtividade foram obtidos no inicio do cultivo, quando havia
abundancia de nutrientes para o crescimento celular (Figura 2). Yoo et al. (2010) obtiveram
produtividade de 0,10 g L' d"! no 14° dia de cultivo de Chlorella vulgaris utilizando meio BG-
11 suplementado com 10% de CO». Esse resultado ¢ similar ao encontrado no presente estudo
com 100% da fonte de nitrogénio, exceto para o ensaio com adi¢do de 120 ppm de cinzas que
apresentou a maior reducdo de produtividade ao longo do tempo de cultivo. Ao reduzir a fonte

de nitrogénio em 50% houve reducdo gradual da produtividade em todos ensaios.

Figura 2— Curvas de produtividade da microalga Chlorella fusca LEB 111 cultivada com
diferentes fontes de carbono e concentragdes de cinzas, 100% (a) e 50% (b) de NaNOs: (o)

NaxCO3, 0 ppm; (A ) CO2, 0 ppm; (m) CO2, 40 ppm e (¢) CO2, 120 ppm
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Nos ensaios com 50% de NaNO; houve tendéncia ao esgotamento da fonte de
nitrogénio ao longo dos 15 d de cultivo (Figura 3a). O nitrogénio € um elemento essencial para
producdo de 4cidos nucleicos, pigmentos fotossintetizantes e proteinas. Com a reducdo da
quantidade de nitrogénio houve menor disponibilidade deste nutriente para a sintese destas

substancias estruturais da célula necessarias ao crescimento celular (LOURENCO, 2006),
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promovendo menor concentragdo celular e producdo de biomassa apds o 8° dia de cultivo.

Portanto, devido a menor disponibilidade de nitrogénio no meio, todos os ensaios com adi¢ao

de CO> e reducao de nitrogénio alcancaram a fase de declinio no 11° dia de cultivo. Outra

observagao importante ¢ que a presenca de carbono disponivel torna a assimilacao do nitrogénio

mais rapida, propiciando maior crescimento do cultivo por meio da sintese de aminoécidos

(PAES et al., 2016).

Figura 3 — Curvas de nitrogénio (a), pH (b) e carbono inorgénico dissolvido (c) da microalga
Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes fontes de carbono e diferentes
concentragdes de cinzas, 100% de NaNOs: (@) Na2COs3, 0 ppm; (A ) COz, 0 ppm; (m) CO2, 40
ppm e (¢) CO2, 120 ppm; e 50% de NaNO;3 (0) NaxCOs, 0 ppm; (A) CO2, 0 ppm; (o) CO», 40

ppm e (¢) CO2, 120 ppm
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A maior variagdo do pH ocorreu nos ensaios sem redugdo da fonte de nitrogénio
(Figura 3b). Morais e Costa (2007), encontraram que o pH se torna mais alcalino ao longo de
crescimento celular da microalga. Essa afirmativa ¢ confirmada na presente estudo, pois os
ensaios com reducdo 50% de NaNOs, que tiveram o menor crescimento celular apresentaram a
menor varia¢do de pH. Nos ensaios com 100% da fonte de nitrogénio esse perfil de pH foi
encontrado nos primeiros dias de cultivo, enquanto que nos experimentos com 50% deste
nutriente houve um pequeno incremento do pH do 5° ao 8° dia de cultivo

A fonte de carbono inorganico disponivel para o crescimento microalgal ¢
representada pela concentragdo de carbono inorganico dissolvido no meio (DIC) que possui
relacdo intrinseca com o pH (MORAES et al., 2016). Enquanto o pH afeta o mecanismo de
concentracdo de CO, o DIC informa qual espécie predomina (KLANCHUI et al., 2017). Ao
longo do tempo de cultivo houve incremento do DIC, portanto havia carbono disponivel para a
microalga durante todo o periodo de cultivo. Isso pode ter estimulado o acumulo de
carboidratos.

A concentracdo de carbono na forma de NaHCO3 ¢ superior a forma de CaCO3 (Figura
4). Esse padrdo se repete ao longo dos cultivos independentemente da fonte de carbono e da
concentracdo de cinzas. No 12° dia de cultivo tanto os ensaios sem reducdo da fonte de
nitrogénio quanto os com reducdo apresentaram concentracdes de carbono similares. Isso
ocorreu porque a alcalinidade e o pH de todos os experimentos foram préoximos nos ultimos

dias de cultivo.
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Figura 4 — Concentragdao de NaHCO3; e CaCOs3 nos cultivos de Chlorella fusca LEB 111
cultivada com 100% (a, b, ¢, d) € 50% (e, f, g, h) da fonte de nitrogénio e diferentes fontes de
carbono e concentragdes de cinzas
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O estudo Kavitha et al. (2016) ressaltou pela primeira vez o potencial de uma

microalga eucaridtica (Botryococcus braunii) para produgdao de PHB, o mesmo fenomeno foi
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observado na microalga Chlorella fusca LEB 111, apesar de ter produzido menos 1% de PHB
em base seca (Tabela 2) nas condi¢des de cultivo estabelecidas. Estudos futuros com diferentes
fontes de nutrientes e condig¢des de cultivo sdo necessarios para melhor elucidar se a Chlorella

fusca apresenta potencialidade para incrementar a produgao deste biopolimero.

Tabela 2 — Composi¢io da biomassa (m m™!, %) e produgio tedrica de etanol (mL 100g
biomassa™) dos experimentos de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes fontes de
carbono, concentragdes de cinzas e nitrogénio

Fonte de carbono, PHB Proteinas Lipidios Carboidratos PEt
concentracao de
cinzas
100% de NaNOs
Na>CO3, 0 ppm 0,4+0,0*  43,9+0,4%  15,7+1,4* 25,5+0,6°¢ 18,6+0,4°¢
CO», 0 ppm 0,3+0,1*  41,940,1° 13,9+3,4% 27,0+£3,4% 19,7+2,5%
COo, 40 ppm 0,240,1*  46,6+0,1®> 12,8422  29,4+0,7°¢  21,5+0,5%°
CO2, 120 ppm 0,3+0,0* 47,6+0,9? 11,7£0,9*  30,2+2,1%¢ 22 14],5%¢
50% de NaNOs3
Na;COs, 0 ppm 0,2+0,1*  46,2+2,8%°  17,1£1,8* 33,3+0,7%  24,3+0,5%
CO2, 0 ppm 0,3+0,1* 47,8+1,8* 13,2+1,9* 32,840,5%  23,9+0,4%
CO3, 40 ppm 0,2+0,1*  46,2+1,3%  13,6+0,6* 32,842,772 24.0+2,0%

COz, 120 ppm 0,2+0,0°  44,2+1,6®  12,0+0,5° 35,2+1,2% 25,7+0,9*

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nos cultivos com redugdo da fonte de nitrogénio, ndao houve reducao significativa no
conteudo proteico (p>0,05), uma vez que o nitrogénio nao foi totalmente consumido nos 15
dias de cultivo. Conforme Duarte, Fanka e Costa (2016), a concentragdo de proteinas na célula
tende a aumentar quando a quantidade de nitrogénio disponivel no meio ¢ elevada. Neste
trabalho os experimento com CO; sem adi¢do de cinzas diferiram significativamente entre si
(p<0,05), porém o ensaio com 50% de NaNOj3 apresentou o maior conteudo proteico. Portanto,
se o objetivo do estudo for a sintese de proteinas, pode-se diminuir a quantidade de fonte de
nitrogénio em 50%, que a produgdo serd a mesma mas os custos do processo serdo reduzidos.

Além disso, no ensaio com reducao da fonte de nitrogénio para 50% da composicao e
utilizacdo Na,CO3; como fonte de carbono houve incremento de aproximadamente 25% na
producdo de carboidratos. Estudos demonstraram que a microalga responde a limitacdo de

nitrogénio degradando macromoléculas nitrogenadas e acumulando compostos de reserva como
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lipidios e carboidratos (PAES et al., 2016; SURENDHIRAN et al., 2015). Neste estudo ndo
houve o esgotamento da fonte de nitrogénio, todavia observou-se um incremento significativo
(p > 0,05) no conteudo de carboidratos no cultivo com adigao de CO> e 120 ppm de cinzas
comparando com o ensaio controle com Na>COs3 e com o ensaio controle com CO». Em estudo
com 100% da fonte de nitrogénio Duarte, Fanka e Costa (2016) encontraram entre 18,8 ¢ 20,7%
de carboidratos utilizando CO> e cinzas nos cultivos. Comparando com o nosso estudo,
conseguimos incrementar mais de 50% no teor de carboidratos utilizando a mesma cepa de
Chlorella.

Segundo Chen et al. (2013) os principais carboidratos presentes na biomassa
microalgal sdo a celulose na parede celular ¢ o amido nos plastidios. Apesar da biomassa
microalgal ndo estar facilmente acessivel para o micro-organismo fermentativo (RIZZA et al.,
2017), os teores reduzidos de hemicelulose e auséncia de lignina permitem a rapida conversao
dos carboidratos em agucares fermentesciveis para producao de bioetanol, quando comparados
a biomassas lignocelulosicas (CHEN et al., 2013; RIZZA et al., 2017). A maior producao
teorica de etanol foi encontrada no ensaio com reducdo de nitrogénio e utilizacdo de CO; e
maxima adi¢do de cinzas. Esse resultado foi estatisticamente superior ao ensaio com meio BG-
11 padrao e ao ensaio com substituicdo do NaxCO3z por CO, sem adigdo de cinzas. Isso
comprova que tanto a reducdo de nitrogénio quanto a adi¢ao de cinzas exerceram efeito positivo
na producao de bioetanol. Seguindo essa estratégia de cultivo estudos futuros podem reduzir
ainda mais a concentragao de NaNOs visando incrementar a sintese de carboidratos.

A microalga apresentou os maior teores de lipidios no ensaio com Na,COs3 e 50% da
concentracdo de NaNQO3, porém a redugdao da fonte de nitrogénio ndo exerceu influéncia
significativa no teor de lipidios (p>0,05). Duarte, Fanka e Costa (2016) encontraram 14,6 % (m
m™!) de lipidios nos ensaios com Na>COs e 1,5 g L' de NaNOs para mesma cepa de microalga
enquanto nos ensaios com CO; e cinzas foram encontrados entre 11,9 e 15,9% (m m™) de
lipidios. Portanto, ndo houve alteracao relevante no conteudo lipidico da microalga utilizando
redugdo da fonte de nitrogénio e adicionando cinzas aos cultivos, comparando ambos estudos.
Anjos et al. (2013) expondo a microalga Chlorella vulgaris a 6% de CO, obtiveram 10% (m m’
1) de lipidios. Os autores afirmam que essa concentracdo da fonte de carbono nio foi suficiente
para estimular a produgao de lipidios. Em outro estudo Kao et al., (2014) obtiveram 33,8% (m
m™!) adicionando 24% de CO.. Esses valores sio aproximadamente 2 vezes maiores que o
obtido em nosso estudo. Isso comprova que se o objetivo do estudo for incrementar
significativamente o conteudo de lipidios na Chlorella nao ¢ somente necessario reduzir a

concentracdo da fonte de nitrogénio mas também adicionar maior concentragao de COo.
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3.3.4 Conclusao

Os cultivos com CO; e adicdo de 40 ppm de cinzas apresentaram as maiores
velocidades especificas de crescimento e os menores tempos de geragao, sendo estatisticamente
superiores (p<0,05) ao ensaio com 100% de NaNOs, Na,COs e cinzas. Neste estudo observou-
se ainda que a reducao de 50% da fonte de nitrogénio é uma estratégia para acumular até 35,2%
de carboidratos que resulta em 25,5 mL de produgdo tedrica de bioetanol para cada 100 g de
biomassa. Nao houve incremento significativo (p>0,05) no conteudo lipidico da microalga
independente da fonte de carbono e da concentragdo de nitrogénio e cinzas. Além disso, a
reducdo da concentragdo de nitrogénio para 50% resultou em teor de proteinas igual ou superior
os ensaios com 100% da fonte de nitrogénio. Dessa forma, a utilizagcdo de CO», cinzas e redug¢ao
da fonte de nitrogénio representam uma estratégia para minimizar os custos com fontes de
nutrientes para o cultivo da microalga, além da minimiza¢do dos problemas ambientais
causados por esses efluentes. Por fim, se o objetivo for incrementar a produgao de carboidratos,
menores concentragdes de NaNO3 no meio de cultivo podem ser estudadas. Todavia, se o

interesse for acumular lipidios uma estratégia seria aumentar a concentrag¢do de COx.
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CONCLUSAO GERAL

A reducdo de 90% da fonte de nitrogénio, independente da fonte de carbono e da
concentragdo incrementou a producao de carboidratos na microalga Spirulina sp. LEB 18. A
adi¢do de cinzas incrementou mais ainda a produgo desta macromolécula. O contetdo proteico
foi reduzido em até 400%, enquanto que os carboidratos aumentaram na mesma propor¢ao. Nao
houve alteracdo relevante no conteudo lipidico, que ficou dentro da faixa de 4 a 9%, conforme
descrito na literatura. A producido de PHB alcancou até 2,15% (m m™!) com a adi¢io de cinzas,
porém os dados obtidos s3o inferiores aos normalmente encontrados para Spirulina cultivada
com reducdo da fonte de nitrogénio. Neste sentido, observa-se que as condi¢des de cultivo
realmente influenciam diretamente na composicdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18. A
estratégia de cultivo desenvolvida no presente estudo € relevante para produ¢do de carboidratos
com potencial aplicacdo na producgdo de bioetanol de terceira geragao.

Além disso, a vazdo de 0,3 vvm de CO; apresentou os resultados mais satisfatorios
para os parametros cinéticos, taxa de biofixacdo e produgdo de macromoléculas. Tanto os
parametros cinéticos de crescimento quanto a composi¢do da biomassa e producdo tedrica de
bioetanol ndo apresentaram diferenga significativa entre o uso de NaHCOj e as maiores adigdes
de CO2 (0,3 vvm por 1 ou 5 min). Entretanto, o uso de CO; apresenta a vantagem de redugao
de custos com nutrientes do meio bem como das emissoes desse gas para atmosfera.

Os cultivos de Chlorella fusca com CO2 e 40 ppm de cinzas apresentaram as maiores
velocidades especificas de crescimento e os menores tempos de geracdo, sendo estatisticamente
(p<0,05) superiores aqueles com 100% de NaNO3 e Na,COs3; como fonte de carbono. A redugao
de 50% na fonte de nitrogénio nao chegou a promover a limitagdo deste nutriente nos cultivos,
por isso a producdo de proteinas foi elevada, resultando em teores iguais ou superiores aos
ensaios com 100% da fonte de nitrogénio. Além disso, a redu¢do da quantidade de NaNO3 no
meio resultou em aciimulo de até 35, 2% (m m™!) de carboidratos. O conteudo lipidico alcangou
até 17,1% (m m™), porém niio houve incremento significativo (p > 0,05) no conteudo lipidico
da microalga independente da fonte de carbono e da concentragdo de nitrogénio e de cinzas.
Uma tatica para alterar o contetido lipidico seria estudar a adicdo de maiores concentragdes de
COz nos cultivos. A estratégia de cultivo desenvolvida para Chlorella fusca representa tanto
economia em nutrientes do meio de cultivo se o interesse for produzir proteinas quanto aumento
no contetido de carboidratos para produgdo de bioetanol. Se o objetivo for aumentar ainda mais

a producdo de carboidratos, menores concentragdes de NaNOs3 podem ser estudadas.
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Por fim, a utilizagdo de CO», cinzas de termelétrica e reducio da fonte de nitrogénio
representam uma técnica para minimizar os custos com fontes de nutrientes para o cultivo das
microalgas, além da minimizagao dos problemas ambientais causados por esses efluentes. Essa
estratégia de cultivo pode ser adotada para estimular o acimulo de carboidratos na Spirulina
sp. LEB 18 e na Chlorella fusca LEB 111, que podem ser fermentados para produgdo de

bioetanol.
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CAPITULO VI
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SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Estudar diferentes concentragdes da fonte de nitrogénio e seus efeitos na producao de
macromoléculas em Spirulina e Chlorella.

Fermentar os carboidratos produzidos para avaliar a produg¢ao real de bioetanol.

Estudar as melhores condi¢des de cultivo estabelecidas neste estudo em reatores
raceways.

Investigar o efeito de maiores concentragdes de CO: visando incrementar o contetido
lipidico.

Substituir os minerais do meio por cinzas e verificar os efeitos na cinética de
crescimento e composicao da biomassa.

Estudar a tolerancia dos cultivos a maiores concentragoes de cinzas



